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DESCRIPCION
Anticuerpos antagonistas anti-CD40
Campo técnico de laiinvencion
La presente invencion se refiere, en general, al campo de agentes que dirigen proteinas viricas a células dendriticas.
Antecedentes de lainvencion
Sin limitar el alcance de la invencién, sus antecedentes se describen en relacién con la presentaciéon de antigenos.

Las células dendriticas desempefian una funcién central en el control del contacto entre la inmunidad innata y
adquirida proporcionando sefiales solubles e intracelulares, seguidas por reconocimiento de patégenos. Estas
funciones de las DC son en gran medida dependientes de la expresion de receptores superficiales especializados,
"receptores de reconocimiento de patrones (PRR), representados, de forma muy destacable, por los receptores de
tipo toll (TLR) y las lectinas de tipo C o receptores de tipo lectina (LLR).

En el paradigma actual, una funcién principal de los TLR es alertar a las DC de producir interleucina 12 (IL-12) y
otras citocinas inflamatorias para iniciar las respuestas inmunitarias. Los LLR de tipo C funcionan como
constituyentes del potente mecanismo de captura y captacién de antigenos de los macréfagos y DC. En
comparacion con los TLR, sin embargo, los LLR podrian tener gamas mas amplias de funciones biol6gicas que
incluyen las migraciones celulares, las interacciones intercelulares. Estas multiples funciones de los LLR podrian
deberse al hecho de que los LLR, a diferencia de los TLR, pueden reconocer tanto lo propio como lo no propio. Sin
embargo, la complejidad de los LLR, incluyendo la redundancia de varios LLR expresados en células inmunitarias,
ha sido uno de los obstaculos principales para comprender las funciones detalladas de los LLR individuales.
Ademas, los ligandos naturales de la mayoria de estos receptores siguen sin identificarse. No obstante, las
evidencias de los estudios recientes sugieren que los LLR, en colaboracién con los TLR, pueden contribuir a la
activacion de las células inmunitarias durante infecciones microbianas.

Sumario de lainvencién

La presente invencién proporciona un anticuerpo anti-CD40 humano que comprende una secuencia de cadena ligera
de la SEQ ID NO: 24, 25, 26, 27 0 28 y una secuencia de cadena pesada de la SEQ ID NO: 29 o 30. La presente
invencion proporciona ademds una proteina de fusion que comprende un anticuerpo de la invencion.

En este documento se describen composiciones y métodos para aumentar la eficacia de la presentacion de antigeno
por una célula presentadora de antigeno, aislando y purificando un anticuerpo especifico de DC o fragmento del
mismo al que se adhiere un antigeno Gag genomanipulado para formar un complejo de anticuerpo-antigeno, en el
que el antigeno Gag es menos susceptible a degradacion proteolitica por la eliminacion de uno o mas sitios
proteoliticos; y poniendo en contacto la célula presentadora de antigeno en condiciones en las que el complejo de
anticuerpo-antigeno se procesa y presenta para el reconocimiento por linfocitos T. La célula presentadora de
antigeno puede comprender una célula dendritica. En otro aspecto de la divulgacion, el anticuerpo especifico de DC
o fragmento del mismo se une a una mitad de un par de Coherina/Dockerina o el anticuerpo especifico de DC o
fragmento del mismo se une a una mitad de un par de Coherina/Dockerina y el antigeno Gag genomanipulado se
une a la mitad complementaria del par de Coherina/Dockerina para formar un complejo. El complejo de anticuerpo-
antigeno puede comprender ademas un conector flexible entre el anticuerpo especifico de DC o fragmento del
mismo y el antigeno Gag. En un aspecto de la divulgacién, el complejo de anticuerpo-antigeno comprende ademas
uno 0 mas nuevos sitios de glucosilacion, o el complejo de anticuerpo-antigeno comprende ademas un conector
flexible entre el anticuerpo especifico de DC o fragmento del mismo y el antigeno Gag que comprende uno o mas de
sitios de glucosilacion que proporcionan flexibilidad aumentada entre el anticuerpo y el antigeno, protedlisis
disminuida en el conector y secrecién aumentada. En otro aspecto mas de la divulgacion, el complejo de anticuerpo-
antigeno comprende ademas un conector flexible entre el anticuerpo especifico de DC o fragmento del mismo vy el
antigeno Gag que comprende uno o0 mas conectores seleccionados de las SEQ ID NO: 4y 6.

En otro aspecto de la presente divulgacién, el complejo de anticuerpo-antigeno comprende ademas un conector
flexible entre el anticuerpo especifico de DC o fragmento del mismo y el antigeno Gag que comprende uno 0 mas
sitios de glucosilacion seleccionados de una secuencia conectora derivada de un organismo que degrada la
celulosa. En un aspecto, el anticuerpo especifico de DC o fragmento del mismo esta humanizado. En un aspecto
especifico de la divulgacion, el complejo de anticuerpo-antigeno se selecciona de las SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4,5, 7, 8,
9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 31 o 32. En otro aspecto de la divulgacion, el complejo de
anticuerpo-antigeno comprende ademéas una marca de secuencia usada para la purificacién o identificacion del
complejo. En otro aspecto mas de la divulgacion, el anticuerpo especifico de DC o fragmento que se une, se
selecciona de un anticuerpo que se une especificamente a MHC de clase |, MHC de clase Il, CD1, CD2, CD3, CD4,
CD8, CD11b, CD14, CD15, CD16, CD19, CD20, CD29, CD31, CD40, CD43, CD44, CD45, CD54, CD56, CD57,
CD58, CD83, CD86, CMRF-44, CMRF-56, DCIR, DC-ASPGR, CLEC-6, CD40, BDCA-2, MARCO, DEC-205,
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receptor de manosa, Langerina, DECTINA-1, B7-1, B7-2, receptor de IFN-y y receptor de IL-2, ICAM-1, receptor Fcy,
LOX-1y ASPGR.

Otro aspecto de la presente divulgaciéon incluye composiciones y métodos para aumentar la eficacia de la
presentacion de antigenos por una célula presentadora de antigeno mediante: aislamiento y purificacion de un
anticuerpo especifico de DC o fragmento del mismo al que se adhiere un antigeno Nef genomanipulado para forma
un complejo de anticuerpo-antigeno, en el que el antigeno Nef comprende una o mas optimizaciones del uso de
codones que aumentan la secrecion del complejo de anticuerpo-antigeno; y poniendo en contacto la célula
presentadora de antigeno en condiciones en las que el complejo de anticuerpo-antigeno se procesa y presenta para
el reconocimiento por linfocitos T. En un aspecto de la divulgacién, La célula presentadora de antigeno comprende
una célula dendritica. En otro aspecto de la divulgacién, el anticuerpo especifico de DC o fragmento del mismo se
une a una mitad de un par de Coherina/Dockerina o el anticuerpo especifico de DC o fragmento del mismo se une a
una mitad de un par de Coherina/Dockerina y el antigeno Nef genomanipulado se une a la mitad complementaria del
par de Coherina/Dockerina para formar un complejo. En otro aspecto de la divulgacién, el complejo de anticuerpo-
antigeno comprende ademas un conector flexible entre el anticuerpo especifico de DC o fragmento del mismo vy el
antigeno Nef. El complejo de anticuerpo-antigeno puede comprender ademads uno o mas nuevos sitios de
glucosilacién, o el complejo de anticuerpo-antigeno puede comprender ademas un conector flexible entre el
anticuerpo especifico de DC o fragmento del mismo y el antigeno Nef que comprende uno o mas de sitios de
glucosilaciéon que proporcionan flexibilidad aumentada entre el anticuerpo y el antigeno, protedlisis disminuida en el
conector y secrecion aumentada. En un aspecto de la divulgacion, el complejo de anticuerpo-antigeno comprende
ademas un conector flexible entre el anticuerpo especifico de DC o fragmento del mismo y el antigeno Nef que
comprende uno 0 mas conectores seleccionados de las SEQ ID NO: 4 y 6. En un aspecto de la divulgacion, el
complejo de anticuerpo-antigeno comprende ademas un conector flexible entre el anticuerpo especifico de DC o
fragmento del mismo y el antigeno Nef que comprende uno o mas sitios de glucosilacion seleccionados de una
secuencia conectora derivada de un organismo que degrada la celulosa. En un aspecto, el anticuerpo especifico de
DC o fragmento del mismo estd humanizado. En otro aspecto mas de la divulgacion, el complejo de anticuerpo-
antigeno comprende las SEQ ID NO: 11, 12, 13, 14, 15, 16 y 17. En otro aspecto de la divulgacion, el complejo de
anticuerpo-antigeno comprende ademas una marca de secuencia usada para la purificacién o identificacion del
complejo. En un aspecto de la divulgacion, el anticuerpo especifico de DC o fragmento que se une, se selecciona de
un anticuerpo que se une especificamente a MHC de clase |, MHC de clase Il, CD1, CD2, CD3, CD4, CD8, CD11b,
CD14, CD15, CD16, CD19, CD20, CD29, CD31, CD40, CD43, CD44, CD45, CD54, CD56, CD57, CD58, CD83,
CD86, CMRF-44, CMRF-56, DCIR, DC-ASPGR, CLEC-6, CD40, BDCA-2, MARCO, DEC-205, receptor de manosa,
Langerina, DECTINA-1, B7-1, B7-2, receptor de IFN-y y receptor de IL-2, ICAM-1, receptor Fcy, LOX-1 y ASPGR.

Otro aspecto mas de la presente divulgacién es una vacuna que comprende un anticuerpo especifico de DC o
fragmento del mismo al que se adhiere un antigeno Gag genomanipulado para formar un complejo de anticuerpo-
antigeno, en el que el antigeno Gag es menos susceptible a degradacion proteolitica por la eliminacién de uno o
mas sitios proteoliticos. EI complejo de anticuerpo-antigeno puede comprender ademas un conector flexible entre el
anticuerpo especifico de DC o fragmento del mismo y el antigeno Gag. En otro aspecto mas de la divulgacién, El
complejo de anticuerpo-antigeno comprende ademas uno o0 mas nuevos sitios de glucosilacion. En otro aspecto mas
de la divulgacion, el complejo de anticuerpo-antigeno comprende ademas un conector flexible entre el anticuerpo
especifico de DC o fragmento del mismo y el antigeno Gag que comprende uno o mas sitios de glucosilacion que
proporcionan flexibilidad aumentada entre el anticuerpo y el antigeno, protedlisis disminuida en el conector y
secrecion aumentada. En otro aspecto de la divulgacion, el complejo de anticuerpo-antigeno comprende ademas un
conector flexible entre el anticuerpo especifico de DC o fragmento del mismo y el antigeno Gag que comprende uno
0 mas conectores seleccionados de las SEQ ID NO: 4 y 6. En otro aspecto de la divulgacion, el complejo de
anticuerpo-antigeno comprende ademds un conector flexible entre el anticuerpo especifico de DC o fragmento del
mismo y el antigeno Gag que comprende uno o mas sitios de glucosilacion seleccionados de una secuencia
conectora derivada de un organismo que degrada la celulosa. En un aspecto, el anticuerpo especifico de DC o
fragmento del mismo estd humanizado. En un aspecto especifico de la divulgacion, el complejo de anticuerpo-
antigeno se selecciona de las SEQ ID NO: 1, 2, 3,4, 5,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
31 o0 32. En otro aspecto de la divulgacién, el complejo de anticuerpo-antigeno comprende ademas una marca de
secuencia usada para la purificacion del complejo. El experto en la materia reconocerd que el complejo de
anticuerpo-antigeno puede formarse por asociacion covalente o no covalente entre el anticuerpo especifico de DC o
fragmento y el antigeno o en forma de una proteina de fusién, con cualquiera de las partes del extremo amino o
carboxi o incluso como concatameros o una 0 mas de cualquier parte. En un aspecto de la divulgacion, el anticuerpo
especifico de DC o fragmento que se une, se selecciona de un anticuerpo que se une especificamente a MHC de
clase I, MHC de clase Il, CD1, CD2, CD3, CD4, CD8, CD11b, CD14, CD15, CD16, CD19, CD20, CD29, CD31,
CD40, CD43, CD44, CD45, CD54, CD56, CD57, CD58, CD83, CD86, CMRF-44, CMRF-56, DCIR, DC-ASPGR,
CLEC-6, CD40, BDCA-2, MARCO, DEC-205, receptor de manosa, Langerina, DECTINA-1, B7-1, B7-2, receptor de
IFN-y y receptor de IL-2, ICAM-1, receptor Fcy, LOX-1 y ASPGR.

Otro aspecto mas de la presente divulgaciéon es una vacuna que comprende un anticuerpo especifico de DC o
fragmento del mismo al que se adhiere un antigeno Nef genomanipulado para formar un complejo de anticuerpo-
antigeno, en el que el antigeno Nef comprende una o mas optimizaciones del uso de codones que aumentan la
secrecion del complejo de anticuerpo-antigeno. En un aspecto de la divulgacion, el complejo de anticuerpo-antigeno
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comprende ademas un conector flexible entre el anticuerpo especifico de DC o fragmento del mismo y el antigeno
Nef. En otro aspecto de la divulgacion, El complejo de anticuerpo-antigeno comprende ademas uno 0 mas nuevos
sitios de glucosilacion. En otro aspecto mas de la divulgacion, el complejo de anticuerpo-antigeno comprende
ademas un conector flexible entre el anticuerpo especifico de DC o fragmento del mismo y el antigeno Nef que
comprende uno o mas sitios de glucosilacion que proporcionan flexibilidad aumentada entre el anticuerpo y el
antigeno, protedlisis disminuida en el conector y secrecion aumentada. En otro aspecto de la divulgacion, el
complejo de anticuerpo-antigeno comprende ademas un conector flexible entre el anticuerpo especifico de DC o
fragmento del mismo y el antigeno Nef que comprende uno o mas conectores seleccionados de las SEQ ID NO: 4y
6. En otro aspecto mas de la divulgacion, el complejo de anticuerpo-antigeno comprende ademas un conector
flexible entre el anticuerpo especifico de DC o fragmento del mismo y el antigeno Nef que comprende uno o mas
sitios de glucosilaciéon seleccionados de una secuencia conectora derivada de un organismo que degrada la
celulosa. En un aspecto especifico, el anticuerpo especifico de DC o fragmento del mismo estd humanizado. En otro
aspecto especifico de la divulgacion, el complejo de anticuerpo-antigeno comprende las SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5, 7,
8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 31 0 32. En otro aspecto mas de la divulgacion, el complejo
de anticuerpo-antigeno comprende ademas una marca de secuencia usada para la purificacion del complejo. El
experto en la materia reconocera que el complejo de anticuerpo-antigeno puede formarse por asociacion covalente o
no covalente entre el anticuerpo especifico de DC o fragmento y el antigeno o en forma de una proteina de fusion,
con cualquiera de las partes del extremo amino o carboxi o incluso como concatdmeros o una o méas de cualquier
parte. En otro aspecto de la divulgacion, el anticuerpo especifico de DC o fragmento que se une, se selecciona de un
anticuerpo que se une especificamente a MHC de clase I, MHC de clase Il, CD1, CD2, CD3, CD4, CD8, CD11b,
CD14, CD15, CD16, CD19, CD20, CD29, CD31, CD40, CD43, CD44, CD45, CD54, CD56, CD57, CD58, CD83,
CD86, CMRF-44, CMRF-56, DCIR, DC-ASPGR, CLEC-6, CD40, BDCA-2, MARCO, DEC-205, receptor de manosa,
Langerina, DECTINA-1, B7-1, B7-2, receptor de IFN-y y receptor de IL-2, ICAM-1, receptor Fcy, LOX-1 y ASPGR.

Otro aspecto mas de la presente divulgacion es una vacuna que comprende: un anticuerpo especifico de DC o
fragmento del mismo al que se adhiere un antigeno Gag genomanipulado para forma un complejo de anticuerpo-
antigeno, en el que el antigeno Gag es menos susceptible a degradacion proteolitica por la eliminacién de uno o
mas sitios proteoliticos; y un anticuerpo especifico de DC o fragmento del mismo al que se adhiere un antigeno Nef
genomanipulado para forma un complejo de anticuerpo-antigeno, en el que el antigeno Nef comprende una o mas
optimizaciones del uso de codones que aumentan la secrecién del complejo de anticuerpo-antigeno, en el que la
vacuna puede provocar una respuesta inmunitaria de linfocitos T especifica de VIH contra Gag p17, Gag p24 y Nef.
En un aspecto de la divulgacion, los antigenos Gag y Nef comprenden una proteina de fusién. En otro aspecto de la
divulgacion, los antigenos Gag y Nef comprenden una proteina de fusion separados por uno 0 mas conectores
flexibles. En un aspecto de la divulgacion, el complejo de anticuerpo-antigeno comprende ademas un conector
flexible entre el anticuerpo especifico de DC o fragmento del mismo y el antigeno Gag o Nef que comprenden uno o
mas conectores seleccionados de las SEQ ID NO: 4 y 6. En un aspecto de la divulgacion, el complejo de anticuerpo-
antigeno comprende ademas un conector flexible entre el anticuerpo especifico de DC o fragmento del mismo vy el
antigeno Gag que comprende uno o mas sitios de glucosilacién seleccionados de una secuencia conectora derivada
de un organismo que degrada la celulosa. En un aspecto, el anticuerpo especifico de DC o fragmento del mismo
esta humanizado. En un aspecto especifico de la divulgacion, la vacuna se selecciona de las SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4,
5,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 31 o 32. En otro aspecto de la divulgacion, el
complejo de anticuerpo-antigeno comprende ademas una marca de secuencia usada para la purificacion del
complejo.

También se describe en este documento una vacuna que comprende un anticuerpo especifico de DC o fragmento
del mismo al que se adhiere un antigeno Gag genomanipulado para formar un complejo de anticuerpo-antigeno, en
el que el antigeno Gag es menos susceptible a degradacion proteolitica por la eliminacion de uno o mas sitios
proteoliticos; y un antigeno Nef genomanipulado que se adhiere al anticuerpo especifico de DC o fragmento del
mismo o al antigeno Gag genomanipulado que forma un complejo de anticuerpo-antigeno, en el que el antigeno Nef
comprende una o mas optimizaciones del uso de codones que aumentan la secrecién del complejo de anticuerpo-
antigeno, en el que la vacuna puede provocar una respuesta inmunitaria de linfocitos T especifica de VIH contra Gag
pl7, Gag p24 y Nef. En un aspecto de la divulgacion, el anticuerpo especifico de DC o fragmento del mismo, los
antigenos Gag y Nef comprenden una proteina de fusién. En un aspecto de la divulgacion, los antigenos Gag y Nef
comprenden una proteina de fusion separados por uno o mas conectores flexibles.

Otro aspecto mas de la presente divulgacion incluye un método para aumentar la eficacia de las células dendriticas
aislando las células dendriticas del paciente; exponiendo las células dendriticas a cantidades activadoras de una
vacuna que comprende: un anticuerpo especifico de DC o fragmento del mismo al que se adhiere un antigeno Gag
genomanipulado para forma un complejo de anticuerpo-antigeno, en el que el antigeno Gag es menos susceptible a
degradacion proteolitica por la eliminacién de uno o mas sitios proteaoliticos; y un antigeno Nef genomanipulado que
se adhiere al anticuerpo especifico de DC o fragmento del mismo o al antigeno Gag genomanipulado que forma un
complejo de anticuerpo-antigeno, en el que el antigeno Nef comprende una o méas optimizaciones del uso de
codones que aumentan la secrecion del complejo de anticuerpo-antigeno, en el que la vacuna puede provocar una
respuesta inmunitaria de linfocitos T especifica de VIH contra Gag pl17, Gag p24 y Nef; y reintroduciendo las células
dendriticas activadas cargadas con antigeno en el paciente.
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La presente divulgaciéon también describe una vacuna que comprende un anticuerpo especifico de DC o fragmento
del mismo al que se adhiere un antigeno genomanipulado que comprende Ciclina D1 o fragmentos para formar un
complejo de anticuerpo-antigeno, en el que el antigeno Ciclina D1 es menos susceptible a degradacion proteolitica
por la eliminaciéon de uno o0 mas sitios proteoliticos. El complejo de anticuerpo-antigeno puede comprender ademas
un conector flexible entre el anticuerpo especifico de DC o fragmento del mismo y el antigeno Ciclina D1. En otro
aspecto de la divulgacion, El complejo de anticuerpo-antigeno comprende ademas uno o mas nuevos sitios de
glucosilaciéon. En otro aspecto mas de la divulgacion, el complejo de anticuerpo-antigeno comprende ademas un
conector flexible entre el anticuerpo especifico de DC o fragmento del mismo y el antigeno Ciclina D1 que
comprende uno o mas sitios de glucosilacion que proporcionan flexibilidad aumentada entre el anticuerpo y el
antigeno, protedlisis disminuida en el conector y secrecién aumentada. Por ejemplo, el complejo de anticuerpo-
antigeno puede comprender ademas un conector flexible entre el anticuerpo especifico de DC o fragmento del
mismo y el antigeno Ciclina D1 que comprende uno o mas sitios de glucosilacién seleccionados de una secuencia
conectora derivada de un organismo que degrada la celulosa. En un aspecto, el anticuerpo especifico de DC o
fragmento del mismo estd humanizado. En otro aspecto de la divulgacién, el anticuerpo especifico de DC o
fragmento del mismo se une a una mitad de un par de Coherina/Dockerina y el antigeno Ciclina D1 genomanipulado
se une a la mitad complementaria del par de Coherina/Dockerina para formar un complejo. La presente divulgacion
también incluye un método para aumentar la eficacia de las células dendriticas, que comprende: aislar células
dendriticas del paciente; exponiendo las células dendriticas a cantidades activadoras de una vacuna que
comprende: un anticuerpo especifico de DC o fragmento del mismo al que se adhiere un antigeno genomanipulado
que comprende Ciclina D1 o uno o mas fragmentos del mismo para forma un complejo de anticuerpo-antigeno, en el
que el antigeno Ciclina D1 es menos susceptible a degradacion proteolitica por la eliminacion de uno o mas sitios
proteoliticos o la introduccion de sitios de glucosilacion o la mejora de la expresion seleccionando uno o mas
codones que mejoran la expresion; y reintroduciendo las células dendriticas activadas cargadas con antigeno en el
paciente.

Otro aspecto mas de la presente divulgacion incluye un &cido nucleico aislado y purificado que codifica un
polipéptido seleccionado de la SEQ ID NO: 1, 2, 3,4, 5,7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
31 o 32. Otro aspecto mas de la presente divulgacion incluye un polipéptido aislado y purificado seleccionado de la
SEQIDNO: 1, 2,3,4,5,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 31 0 32.

Breve descripcion de los dibujos

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

La figura 1 muestra un andlisis de SDS-PAGE reducido tefiido con azul de Coomassie de proteinas de fusion gag
p24-anticuerpo purificadas por cromatografia de afinidad por proteina A obtenidas de células CHO-S o 293F
transfectadas de forma transitoria y con vectores de expresion que codifican la fusion cadena H - gag p24, con
diagramas de las construcciones y los pesos moleculares esperados.

La figura 2 muestra un andlisis de SDS-PAGE reducido tefiido con azul de Coomassie de la proteina de fusion
gag p24 anticuerpo purificada por cromatografia de afinidad por proteina A obtenida de células CHO-S o 293F
transfectada de forma transitoria con vectores de expresion que codifican una fusion de cadena H - gag p24 con
un conector de cadena H - gag p24 derivado del precursor escafoldina B de anclaje al celulosoma [Bacteroides
cellulosolvens] y un plasmido de expresion de cadena ligera [L] correspondiente, con diagramas de las
construcciones y los sitios de glucosilacion esperados y los pesos moleculares.

Las figuras 3A a 3C muestran el esquema de dominios estructurales para CipA.

Las figuras 4A a 4C muestran el esquema de dominios estructurales para el precursor de escafoldina B de
anclaje al celulosoma [Bacteroides cellulosolvens].

La figura 5 muestra un gel con la posicion aproximada esperada para la cadena H codificada por C535, con
diagramas de las construcciones y los pesos moleculares esperados.

La figura 6 muestra un gel del producto parcialmente purificado de expresién de [mAnti-DCIR_9E8 H-LV-
hlgG4H-C-Flex-varl-Viralgag-p40-varl-6xHis] C601 cotransfectado con el pldsmido de expresion de la cadena L
apropiado, con diagramas de las construcciones y los sitios de glucosilacion esperados y los pesos moleculares.

La figura 7 muestra diversas construcciones de cadena H-antigeno cotransfectadas de forma transitoria en
células 293F con construcciones de expresién de cadena L apropiadas idénticas, con diagramas de las
construcciones y los sitios de glucosilacion esperados y los pesos moleculares.

La figura 8 es un grafico de un cribado para detectar el subconjunto de anticuerpos anti-CD40 que pueden unirse
y activar CD40.
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La figura 9 muestra el analisis FACS de tincién CD8+ [eje horizontal] frente a tincion con Flu M1-tetramero [eje
vertical] provocada por un intervalo de dosis de 10 ug/ml para conjugado anti-CD4012E12-hlgG4 Dockerina -
Cohesina Flu M1.

La figura 10 muestra el analisis FACS de tincion CD8+ [eje horizontal] frente a tincién con Flu M1-tetramero [eje
vertical] provocada por un intervalo de dosis de 10 ug/ml para conjugado que no es de control higG4 Dockerina -
Cohesina Flu M1.

La figura 11 representa el protocolo usado para ensayar in vitro la potencia de moléculas dirigidas a receptor
anti-DC - antigeno (TM) para provocar la expresion de linfocitos T especificos de antigeno en el contexto de un
cultivo de PBMC.

La figura 12 muestra los efectos de abordar DC [dentro de las PBMC] con una vacuna anti-CD4012E12 gag p17
nef gag p24.

La figura 13 muestra que la vacuna provoca la expansion de linfocitos CD4+ con especificidades para todos los
grupos de péptidos gag p24.

La figura 14 son datos de FACS - el eje vertical muestra el porcentaje de células productoras de IFN-y [panel
superior]. El panel inferior muestra datos similares para linfocitos T CD8+ dentro del cultivo de PBMC, y estos
datos también muestran que todos los grupos de péptidos que cubren la secuencia de gag p17 provocaban una
produccién significativamente mayor de linfocitos T productores de IFN-y que el control no peptidico.

La figura 15 muestra que los datos en forma de grafico de que la vacuna provoca la expansion de linfocitos T
CD4+ con especificidades para la mayoria de los grupos de péptidos nef de VIH - incluso a la dosis de vacuna
mas baja ensayada, el porcentaje de linfocitos T CD4+ productores de IFN-y era significativamente mayor que
cuando las células no se trataban con péptidos.

La figura 16 son datos de FACS que muestran que la vacuna provoca la expansion de linfocitos T CD4+ con
especificidades para la mayoria de los grupos de péptidos nef de VIH - incluso a la dosis de vacuna mas baja
ensayada, el porcentaje de linfocitos T CD4+ productores de IFN-y era significativamente mayor que cuando las
células no se trataban con péptidos.

La figura 17 muestra los datos en forma de grafico - el eje vertical muestra el porcentaje de células productoras
de IFN-y [panel superior]. El panel inferior muestra datos similares para linfocitos T CD8+ dentro del cultivo de
PBMC, y estos datos también muestran que todos los grupos de péptidos que cubren la secuencia nef
provocaban una produccion significativamente mayor de linfocitos T productores de IFN-y que el control no
peptidico.

La figura 18 muestra el resumen de un protocolo para ensayar la capacidad de una vacuna compuesta de anti-
CD40-12E12 ligado a PSA [antigeno especifico de préstata] de provocar la expansién de una poblacién de
linfocitos T virgenes, de linfocitos T CD4+ especificos de PSA correspondiente a una amplia matriz de epitopos
PSA.

La figura 19 muestra que muchos péptidos PSA provocan potentes respuestas de produccion de IFN-y, que
indican que los agentes anti-CD4012E12 y anti-CD40 similares pueden suministrar de forma eficaz el antigeno a
DC, provocando la sensibilizacién de las respuestas inmunitarias contra multiples epitopos del antigeno.

La figura 20 muestra que las DC abordadas con anti-CD40-PSA dirigidas a las DC inducen respuestas de
linfocitos T CD8+ especificas de PSA. Las IFNDC se abordaron un 1 pg de proteina de fusién de mAb con PSA.
Los linfocitos T CD8+ autdlogos purificados se cocultivaron durante 10 dias. Las células se tifieron con anti-CD8
y PSA (KLQCVDLHV)-tetrdmero. Las células son de un donador sano positivo para HLA-A*0201. Los resultados
demuestran que anti-CD40 suministra de forma eficaz PSA a la DC, que a su vez provoca la expansion de
linfocitos T CD8+ especificos de PSA.

La figura 21 resume el protocolo de abordaje de DC para ensayar vacunas dirigidas al receptor anti-DC para su
capacidad de dirigir la expansién de linfocitos T especificos de antigeno resultante de la captacién dirigida por la
DC y la presentacion de epitopos antigénicos en su superficie celular.

La figura 22 [panel superior] muestra la comparacion de la eficacia de vacunas anti-CD4012E12 nef, anti-
CD4012E12 gag p24 y anti-CD4012E12 gag p17 nef gag p24 [paciente Aph002].

La figura 22 [panel inferior] muestra la comparacion de la eficacia de vacunas anti-CD4012E12 nef, anti-
CD4012E12 gag p24 y anti-CD4012E12 gag p17 nef gag p24 [paciente Aph002].

La figura 23 [panel superior] muestra la comparaciéon de la eficacia de vacunas anti-CD4012E12 nef, anti-
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CD4012E12 gag p24 y anti-CD4012E12 gag p17 nef gag p24 [paciente Aph010].

La figura 23 [panel inferior] muestra la comparacion de la eficacia de vacunas anti-CD4012E12 nef, anti-
CD4012E12 gag p24 y anti-CD4012E12 gag p17 nef gag p24 [paciente Aph002].

La figura 24 es un gel que muestra un analisis de la interaccion de la proteina de fusion Cohesina-Ciclina D1 con
anticuerpo recombinante antirreceptor de DC-Dockerina.

La figura 25 muestra el esquema de péptidos solapantes de Ciclina D1.

La figura 26 muestra un esquema (izquierda) del disefio del estudio para ensayar la capacidad de complejos anti-
CD40-Ciclina D1 de provocar la expansion in vitro de linfocitos T CD4+ especificos de Ciclina D1, y los
resultados FACS obtenidos por el mismo (derecha).

La figura 27 es un analisis FACS similar al detallado en la figura 26, con un donador normal diferente - en este
caso el complejo anti-CD40-Ciclina D1 provocaba la expansion de linfocitos T CD4+ de proliferacion positivos
para IFNg especificos para los péptidos de Ciclina D1, P4, P43 y P70.

La figura 28 muestra un esquema (izquierda) y analisis (derecha) similares a los mostrados en la figura 26,
excepto que se usaron linfocitos T CD8+.

La figura 29 muestra datos similares del mismo donador que la figura 28, pero analizados con péptidos
individuales de combinaciones de péptidos.

Descripcion detallada de la invencion

Aunque la generacion y uso de diversas realizaciones de la presente invencion se analizan en detalle a continuacion,
debe apreciarse que la presente invencidon proporciona muchos conceptos innovadores aplicables que pueden
plasmarse en una amplia diversidad de contextos especificos. Las realizaciones especificas analizadas en este
documento son simplemente ilustrativas de maneras especificas de preparar y usar la invencion y no de delimitar el
alcance de la invencion. En el sentido mas amplio, el alcance de la invencibn es como se define en las
reivindicaciones. Para facilitar la comprension de esta invencién, se definen varios términos a continuacion. Los
términos definidos en este documento tienen significados habitualmente comprendidos pon experto en la materia en
las areas pertinentes para la presente invencioén. Término tales como "uno”, "una" y "el", "la" no pretenden hacer
referencia a Unicamente una entidad singular, sino que incluyen la clase general de la que puede usarse un ejemplo
especifico para su ilustracion. La terminologia de este documento se usa para describir realizaciones especificas de
la invencién, pero su uso no delimita la invencion, excepto como se resume en las reivindicaciones.

Las células dendriticas (DC) son células presentadoras de antigeno que desempefian una funcién clave en la
regulacion de la inmunidad especifica de antigeno (Mellman y Steinman 2001), (Banchereau, Briere et al. 2000),
(Cella, Sallusto et al. 1997). Las DC capturan antigenos, los procesan en péptidos y presentan estos a los linfocitos
T. Por lo tanto, suministrar antigenos directamente a la DC es un area central para mejorar las vacunas. Uno de
dichos ejemplos es el desarrollo de vacunas basadas en DC usando la carga de antigeno ex vivo de DC autélogas
que después se readministran a los pacientes (Banchereau, Schuler-Thurner et al. 2001), (Steinman y Dhodapkar
2001). Otra estrategia para mejorar la eficacia de las vacunas es dirigir especificamente a la DC el antigeno
conjugado a anticuerpos contra receptores especificos de DC de internalizacion. El potencial de abordar las DC para
vacunacion se resalta por los estudios clave en ratones. In vivo, el abordaje con un mAb anti-LOX-1 acoplado a
ovoalbimina (OVA) inducia una respuesta de linfocitos T CD8+ protectora, mediante presentacion cruzada de
antigeno exdgeno hacia la ruta de MHC clase | (Delneste, Magistrelli et al. 2002). Ademas, la OVA conjugada a mAb
anti-DEC205 en combinacion con un estimulo de maduracién de CD40L potenciaba la presentacion restringida a
MHC de clase | por la DC in vivo y daba lugar a la formacién duradera de linfocitos T CD8+ de memoria efectores
(Bonifaz, Bonnyay et al. 2004). Estos dos estudios demostraron un drastico ahorro de dosis (es decir, fuertes
respuestas inmunitarias a dosis muy bajas de antigeno) y sugirieron respuestas mas amplias que las normalmente
observadas con otros tipos de inmunizacion con OVA. El reciente trabajo con la direccion de antigeno gag de VIH a
DC mediante DEC205 ha ampliado estos conceptos hasta un antigeno clinicamente pertinente y confirmé los
principios de dirigir el antigeno a DC - drastico ahorro de dosis, respuestas protectoras de una Unica vacunacion y
expansion de linfocitos T especificos de antigeno en los compartimentos tanto CD8 como CD4 (Trumpfheller, Finke
et al. 2006).

La presente divulgacion proporciona la formacion de complejos de mudltiples antigenos o proteinas
(genomanipulados, expresados y purificados independientemente del mAb primario) de una manera controlada,
multivariable, con un Unico mAb recombinante primario. Actualmente, hay métodos para genomanipular sitios de
biotinilacion especificos de sitio que proporcionan la adicion de diferentes proteinas (cada uno genomanipulado por
separado unido a estreptavidina) al mAb primario. Sin embargo, la presente divulgacion proporciona la adicién al
mAb primario de mdltiples combinaciones, en relaciones equimolares fijas y ubicaciones, de proteinas
genomanipuladas por separado.
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Como se usa en este documento, la expresion "anticuerpo o fragmento del mismo", se usa para describir un sistema
de anticuerpo recombinante que se ha genomanipulado para proporcionar un anticuerpo especifico de diana. El
anticuerpo monoclonal se generd usando técnicas convencionales de hibridoma, presentacion de anticuerpos
recombinantes, anticuerpos monoclonales humanizados y similares. El anticuerpo puede usarse para, por ejemplo,
dirigir (mediante un anticuerpo recombinante primario contra un receptor de internalizacion, por ejemplo, un receptor
de célula dendritica humana) multiples antigenos y/o antigenos y una citocina activadora a las células dendriticas
(DC).

La parte de union a antigeno del anticuerpo incluye uno o mas fragmentos (es decir, los fragmentos del mismo) que
pueden incluir uno o0 mas dominios variables, uno o mas del dominio variable y el primer dominio constante, un
fragmento Fab, un fragmento Fab', un fragmento F(ab), y un fragmento Fv y un fragmento Fabc y/o un fragmento
Fab con partes del dominio Fc al que se afiaden las partes de union modular afines a la secuencia de aminoacidos
yl/o se unen. El anticuerpo para su uso puede ser de cualquier isotipo o clase, subclase o de cualquier fuente (animal
y/o recombinante). En determinados aspectos, los sitios de unién a antigeno se obtienen de anticuerpos
monoclonales no humanos que se injertan, usando técnicas bien conocidas en la técnica, en una estructura de
anticuerpo humano, "humanizando" de ese modo el anticuerpo.

El término "antigeno”, como se usa en este documento, se refiere a una molécula que puede iniciar una respuesta
inmunitaria humoral y/o celular en un destinatario del antigeno. El antigeno puede usarse en dos contextos
diferentes: como una diana para el anticuerpo u otro dominio de reconocimiento de antigeno del anticuerpo
genomanipulado o recombinante (rAb) o como la molécula que se transporta a y/o al interior de una célula o diana
por el rAb como conjugado (unido covalentemente o no covalentemente) o una proteina de fusién. El antigeno
habitualmente es un agente que causa una enfermedad para la que una vacunacién seria un tratamiento ventajoso.
Cuando el antigeno se presenta en MHC, el péptido a menudo es de aproximadamente 8 a aproximadamente 25
aminoacidos. Los antigenos incluyen cualquier tipo de molécula bioldgica, incluyendo, por ejemplo, metabolitos
intermediarios simples, azucares, lipidos y hormonas, asi como macromoléculas tales como carbohidratos
complejos, fosfolipidos, acidos nucleicos y proteinas. Las categorias habituales de antigenos incluyen, aunque sin
limitacién, antigenos viricos, antigenos bacterianos, antigenos fungicos, antigenos de protozoos y otros parasitos,
antigenos tumorales, antigenos implicados en enfermedad autoinmunitaria, alergia y rechazo de injertos y otros
antigenos variados. La presente divulgacion usa antigenos de virus que tienen caracteristicas mejoradas (por
ejemplo, protedlisis disminuida, secrecion potenciada, expresion o estabilidad potenciada) y que se dirigen a células
presentadoras de antigeno usando el anticuerpo o fragmentos del mismo.

Los ejemplos de antigenos viricos incluyen, aunque sin limitacion, por ejemplo, antigenos retroviricos tales como
antigenos retroviricos de los antigenos del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) tales como productos génicos
de los genes gag, pol y env, la proteina Nef, la transcriptasa inversa y otros componentes de VIH; antigenos del virus
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, componentes del virus de la hepatitis A, B y C tales como el ARN virico de la
hepatitis C; antigenos del virus de la gripe tales como hemaglutinina y neuraminidasa y otros componentes del virus
de la gripe; antigenos del virus del sarampién tales como la proteina de fusidon del virus del sarampién y otros
componentes del virus del sarampion; antigenos del virus de la rubéola tales como las proteina E1 y E2 y otros
componentes del virus de la rubéola; antigenos rotaviricos tales como VP7sc y otros componentes rotaviricos;
antigenos citomegaloviricos tales como la glucoproteina B de la envuelta y otros componentes antigénicos
citomegaloviricos; antigenos del virus sincitial respiratorio tal como la proteina de fusién RSV, la proteina M2 y otros
componentes antigénicos del virus sincitial respiratorio; antigenos del virus del herpes simple tales como las
proteinas tempranas inmediatas, la glucoproteina D y otros componentes antigénicos del virus del herpes simple;
antigenos del virus de la varicela y zdster tales como gpl, gpll y otros componentes antigénicos del virus de varicela
y z6ster; antigenos del virus de la encefalitis japonesa tales como las proteinas E, M-E, M-E-NS1, NS1, NS1-NS2A,
80 % E y otros componentes antigénicos del virus de la encefalitis japonesa; antigenos del virus de la rabia tales
como la glucoproteina de la rabia, la nucleoproteina de la rabia y otros componente antigénicos del virus de la rabia.
Véase, Fundamental Virology, segunda edicion, eds. Fields, B. N. y Knipe, D. M. (Raven Press, Nueva York, 1991)
para ejemplos adicionales de antigenos viricos.

Las dianas antigénicas que pueden suministrarse usando las vacunas de rAb-DC/DC-antigeno de la presente
divulgacion incluyen genes que codifican antigenos tales como antigenos viricos, antigenos bacterianos, antigenos
fungicos o antigenos de pardsitos. Los virus incluyen picornavirus, coronavirus, togavirus, flavivirus, rabdovirus,
paramixovirus, ortomixovirus, bunyavirus, arenavirus, reovirus, retrovirus, papilomavirus, parvovirus, herpesvirus,
poxvirus, hepadnavirus y virus espongiforme. Otras dianas viricas incluyen virus de la gripe, virus del herpes simple
1 y 2, sarampion, dengue, viruela, polio o VIH. Los patégenos incluyen tripanosomas, platelmintos, lombrices
intestinales, helmintos, palidicos. Los marcadores tumorales, tales como el antigeno fetal o el antigeno especifico
de prostata, pueden abordarse de esta manera. Otros ejemplos incluyen: proteinas env de VIH y antigeno superficial
de hepatitis B. La administracién de un vector con fines de vacunacién requeriria que los antigenos asociados a
vector fueras suficientemente no inmunogénicos para posibilitar una expresién a largo plazo del transgén, para el
que se desearia una fuerte respuesta inmunitaria. En algunos casos, la vacunacion de un individuo puede requerirse
Unicamente de forma infrecuente, tal como de forma anual o bienal, y proporciona proteccién inmunolégica a largo
plazo contra el agente infeccioso. Los ejemplos especificos de organismos, alérgenos y secuencias de acido
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nucleico y aminoacidos para su uso en vectores y finalmente como antigenos pueden encontrarse en la patente de
Estados Unidos n.° 6.541.011, en particular, en las tablas que hacen coincidir los organismos y las secuencias
especificas que pueden usarse.

Los antigenos en la superficie de las células inmunitarias, por ejemplo, las células presentadoras de antigeno en las
células dendriticas, que pueden dirigirse usando el rAb de la presente divulgacion, generalmente se seleccionaran
basandose en varios factores, incluyendo: probabilidad de internalizacion, nivel de especificidad de célula
inmunitaria, tipo de célula inmunitaria dirigida, nivel de madurez de célula inmunitaria y/o activacion y similares. Los
ejemplos de marcadores de superficie celular para células dendriticas incluyen, aunque sin limitacién, MHC de clase
I, MHC de clase I, B7-2, CD18, CD29, CD31, CD43, CD44, CD45, CD54, CD58, CD83, CD86, CMRF-44, CMRF-56,
DCIR y/o ASPGR y similares; aunque en algunos casos también tienen la ausencia de CD2, CD3, CD4, CD8, CD14,
CD15, CD16, CD19, CD20, CD56 y/o CD57. Los ejemplos de marcadores de superficie celular para células
presentadoras de antigeno incluyen, aunque sin limitacion, MHC de clase I, MHC de clase Il, CD40, CD45, B7-1, B7-
2, receptor de IFN-y y receptor de IL-2, ICAM-1, receptor de Fcy, LOX-1 0 ASPGR. Los ejemplos de marcadores de
superficie celular para linfocitos T incluyen, aunque sin limitacién, CD3, CD4, CD8, CD14, CD20, CD11b, CD16,
CD45 y HLA-DR.

Como se usa en este documento, el término "epitopo(s)" se refiere a un antigeno peptidico o proteinico que incluye
una estructura primaria, secundaria o terciaria similar a un epitopo ubicado dentro de cualquiera de varios
polipéptidos patégenos codificados por el ADN o ARN patégeno. El nivel de similitud generalmente sera a un grado
tal que los anticuerpos monoclonales o policlonales dirigidos contra dichos polipéptidos también se unirdn a,
reaccionaran con o reconocerdn de otro modo, el antigeno peptidico o proteinico. Pueden emplearse diversos
métodos de inmunoensayo junto con dichos anticuerpos, tales como, por ejemplo, transferencia de Western, ELISA,
RIA y similares, todos los cuales son conocidos para los expertos en la materia. La identificacion de epitopos
patégenos y/o sus equivalentes funcionales, adecuados para su uso en vacunas, es parte de la presente
divulgacion. Una vez aislados e identificados, se pueden obtener facilmente equivalentes funcionales. Por ejemplo,
se pueden emplear los métodos de Hopp, mostrados en la patente de Estados Unidos n.° 4.554.101, que muestra la
identificacion y preparacion de epitopos a partir de secuencias de aminoacido basandose en la hidrofilicidad. Los
métodos descritos en otros varios articulos, y programas informaticos basados en los mismos, también pueden
usarse para identificar secuencias centrales y epitopicas (véase, por ejemplo, Jameson y Wolf, 1988; Wolf et al.,
1988; patente de los Estados Unidos n.° 4.554.101). La secuencia de amino4cidos de estas "secuencias centrales
epitopicas" entonces pueden incorporarse facilmente en péptidos, mediante aplicaciéon de sintesis peptidica o
tecnologia recombinante.

Como se usa en este documento, la expresion "anticuerpo monoclonal” se refiere a una composiciéon de anticuerpo
que tiene una poblacion homogénea de anticuerpos. El término no esta limitado respecto a la especie o fuente del
anticuerpo, ni se pretende que esté limitado por la manera en que se genera. El término abarca inmunoglobulinas
completas, asi como fragmentos tales como Fab, F(ab")., Fv y otros fragmentos que muestran propiedad de union
inmunologicas de la molécula de anticuerpo monoclonal precursora.

Como se usa en este documento, la expresion "sitio de unién a antigeno” o "parte de unién" se refiere a la parte de
la molécula de inmunoglobulina que participa en la unién al antigeno. El sitio de unién a antigeno se forma por restos
de aminoacido de las regiones variables del extremo N ("V") de la cadena pesada ("H") y ligera ("L"). Tres tramos
altamente divergentes dentro de las regiones V de las cadenas pesada y ligera se mencionan como "regiones
hipervariables" que estan interpuestas entre tramos flanqueantes mas conservados conocidos como "regiones
flanqueantes" (FR). Como se usa en este documento, el término "FR" se refiere a secuencias de aminoacidos que se
encuentran de forma natural entre y adyacentes a regiones hipervariables en inmunoglobulinas. En una molécula de
anticuerpo, las tres regiones hipervariables de una cadena ligera y las tres regiones hipervariables de una cadena
pesada estan dispuestas unas respecto a las otras en el espacio tridimensional para formar una superficie de unién
a antigeno. La superficie de unién a antigeno es complementaria a la superficie tridimensional de un antigeno unido,
y las tres regiones hipervariables de cada una de la cadena pesada y ligera se mencionan como "regiones
determinantes de complementariedad" o "CDR."

Como se usa en este documento, el término anticuerpo "humanizado" se refiere a aquellas moléculas que
comprenden un sitio de unién a antigeno obtenido de una inmunoglobulina no humana que se han descrito,
incluyendo anticuerpos quiméricos que tienen regiones V de roedor y sus CDR asociadas fusionadas a dominios
constantes humanos, CDR de roedor injertadas en una FR de soporte humana antes de la fusién con un dominio
constante de anticuerpo humano apropiado y CDR de roedor mantenidas por FR de roedor rechapadas de forma
recombinante. Estas moléculas "humanizadas" se disefian para minimizar las respuestas inmunoldgicas indeseadas
hacia las moléculas de anticuerpo de roedor antihumano, que limita la duracion y eficacia de las aplicaciones
terapéuticas de esos restos en destinatarios humanos.

La preparacion de composiciones de vacuna que incluye los acidos nucleicos que codifican antigenos como
ingrediente activo, pueden prepararse como inyectables, como soluciones liquidas o suspensiones; también pueden
preparase formas sélidas adecuadas para solucién en, o suspensién en, liquido antes de la infeccion. La preparacion
puede emulsionarse, encapsularse en liposomas. Los ingredientes inmundgenos activos a menudo se mezclan con
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vehiculos que son farmacéuticamente aceptables y compatibles con el ingrediente activo.

La expresién "vehiculo farmacéuticamente aceptable" se refiere a un vehiculo que no causa una reaccién alérgica u
otro efecto indeseado en sujetos a los que se administra. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables adecuados
incluyen, por ejemplo, uno o mas de agua, solucién salina, solucion salina tamponada con fosfato, dextrosa, glicerol,
etanol o similares y combinaciones de los mismos. Ademas, si se desea, la vacuna puede contener cantidades
minimas de sustancias auxiliares tales como agentes humectantes o emulsionantes, agentes tamponantes del pH
y/o adyuvantes que potencian la eficacia de la vacuna. Los ejemplos de adyuvantes que pueden ser eficaces
incluyen, aunque sin limitacion: hidréxido de aluminio, N-acetil-muramil-L-treonil-D-isoglutamina (thr-MDP), N-acetil-
nor-muramil-L-alanil-D-isoglutamina, MTP-PE y RIBI, que contiene tres componentes extraidos de bacterias,
monofosforil lipido A, dimicolato de trehalosa y esqueleto de pared celular (MPL+TDM+CWS) en una emulsién de
escualeno al 2 %/Tween 80. Otros ejemplos de adyuvantes incluyen DDA (bromuro de dimetildioctadecilamonio),
adyuvante completo e incompleto de Freund y QuilA. Ademas, pueden usarse sustancias inmunomoduladoras tales
como linfocinas (por ejemplo, IFN-y, IL-2 e IL-12) o inductores sintéticos de IFN-y tales como poli I:C en combinacion
con adyuvantes descritos en este documento.

Los productos farmacéuticos que pueden incluir un polinucleétido desnudo con una Unica o mdltiples copias de las
secuencias de nucledtidos especificas que se unen a sitios de unién de ADN especificos de las apolipoproteinas
estan presentes en lipoproteinas plasmaticas como se describe en la presente divulgacion. El polinucledtido puede
codificar un péptido bioldgicamente activo, ARN de antisentido o ribocima y se proporcionard en una forma
administrable fisiologicamente aceptable. Otro producto farmacéutico que puede surgir de la presente divulgacion
puede incluir una fraccion de lipoproteina plasmatica altamente purificada, aislada de acuerdo con la metodologia,
descrita en este documento de la sangre de pacientes u otra fuente, y un polinucleétido que contiene una Unica o
multiples copias de las secuencias de nucleétidos especificas que se unen a sitios de union de ADN especificos de
las apolipoproteinas presentes en lipoproteinas plasméticas, preunidas a la fraccién de lipoproteina purificada en
una forma administrable fisiol6gicamente aceptable.

Otro producto farmacéutico mas puede incluir una fraccion de lipoproteina plasmatica altamente purificada que
contiene fragmentos de apolipoproteina recombinante que contienen una Unica o multiples copias de motivos de
union de ADN especificos, preunidos a un polinucleétido que contiene una Unica o mdltiples copias de las
secuencias de nucle6tidos especificas, en una forma administrable fisiolégicamente aceptable. Otro producto
farmacéutico mas puede incluir una fracciébn de lipoproteina plasmaética altamente purificada que contiene
fragmentos de apolipoproteina recombinante que contienen una Unica o multiples copias de motivos de union de
ADN especificos, preunidos a un polinucleétido que contiene una Unica o multiples copias de las secuencias de
nucleétidos especificas, en una forma administrable fisiologicamente aceptable.

La dosificacion a administrase depende en gran medida del peso corporal y estado fisico del sujeto que se esta
tratando, asi como de la via de administracion y la frecuencia de tratamiento. Una composicion farmacéutica que
incluye el polinucleétido desnudo preunido a una fraccién de lipoproteina altamente purificada puede administrarse
en cantidades que varian de 1 ug a 1 mg de polinucleétido y 1 pg a 100 mg de proteina.

La administracion de vacuna a un paciente seguird protocolos generales para la administracion de agentes
quimioterapéuticos, teniendo en cuenta la toxicidad, si la hay, del vector. Se prevé que los ciclos de tratamiento se
repetirian segun lo necesario. También se contempla que pueden aplicarse diversos tratamientos convencionales,
asi como intervencién quirdrgica, en combinacion con la genoterapia descrita.

Cuando se contempla aplicacion clinica de una genoterapia, serd necesario preparar el complejo como una
composicion farmacéutica apropiada para la aplicacion pretendida. En general, esto implicara preparar una
composicion farmacéutica que esta esencialmente libre de pir6genos, asi como cualquier otra impureza que pudiera
ser dafiina para los seres humanos o animales. Generalmente también se deseara emplear sales apropiadas y
tampones que hacen que el complejo sea estable y permiten que el complejo se capte por células diana.

Las composiciones acuosas pueden incluir una cantidad eficaz del compuesto, disuelto o dispersado en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable o medio acuoso. Dichas composiciones también pueden mencionarse como inéculos.
El uso de dicho medio y agentes para sustancias farmacéuticas activas es bien conocido en la técnica. Excepto en la
medida en que cualquier medio o0 agente convencional sea incompatible con el ingrediente activo, se contempla su
uso en las composiciones terapéuticas. También pueden incorporarse ingredientes activos complementarios en las
composiciones. Las composiciones pueden incluir preparaciones farmacéuticas clasicas. También pueden
prepararse dispersiones en glicerol, polietilenglicoles liquidos y mezclas de los mismos y en aceites. En condiciones
habituales de almacenamiento y uso, estas preparaciones contienen un conservante para evitar el crecimiento de
microorganismos.

Patologias. Dependiendo de la enfermedad particular a tratar, la administracion de composiciones terapéuticas sera
mediante cualquier via habitual siempre que el tejido diana esté disponible mediante la via para maximizar el
suministro de antigeno a un sitio para una respuesta inmunitaria maxima (o en algunos casos minima). La
administracién generalmente sera por inyeccion ortotdpica, intradérmica, subcutanea, intramuscular, intraperitoneal o
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intravenosa. Otras areas para el suministro incluyen: oral, nasal, bucal, rectal, vaginal o tdpica. La administracion
tépica seria particularmente ventajosa para el tratamiento de canceres de piel. Dichas composiciones normalmente
se administrarian como composiciones farmacéuticamente aceptables que incluyen vehiculos, tampones u otros
excipientes fisiolégicamente aceptables.

Las composiciones de vacuna o tratamiento pueden administrarse por via parenteral, por inyeccién, por ejemplo,
subcutanea o intramuscular. Las formulaciones adicionales que son adecuadas para otros modos de administracion
incluyen supositorios, y en algunas casos, formulaciones orales o formulaciones adecuadas para su distribucién
como aerosoles. En el caso de las formulaciones orales, la manipulacién de subconjuntos de linfocitos T empleando
adyuvantes, empaquetado de antigeno o la adicién de citocinas individuales a diversas formulaciones produce
vacunas orales mejoradas con respuestas inmunitarias optimizadas. Para los supositorios, los aglutinantes y
vehiculos tradicionales pueden incluir, por ejemplo, polialquilenglicoles o triglicéridos; dichos supositorios pueden
formarse a partir de mezclas que contienen el ingrediente activo en el intervalo de un 0,5% a un 10 %,
preferiblemente un 1 %-2 %. Las formulaciones orales incluyen excipientes normalmente empleados tales como, por
ejemplo, calidades farmacéuticas de manitol, lactosa, estearato de magnesio de almidén, sacarina sédica, celulosa,
carbonato de magnesio y similares. Estas composiciones adoptan la forma de soluciones, suspensiones,
comprimidos, pildoras, capsulas, formulaciones de liberacién sostenida o polvos y contienen un 10 %-95 % de
ingrediente activo, preferentemente un 25-70 %.

Los éacidos nucleicos que codifican antigeno pueden formularse en las composiciones de vacuna o tratamiento como
formas neutras o salinas. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adicidn de acido (formadas
con grupos amino libres del péptido) y que se forman con é&cidos inorgénicos tales como, por ejemplo, acido
clorhidrico o fosférico, o con &cidos organicos tales como &cido acético, oxalico, tartarico, maleico y similares. Las
sales formadas con los grupos carboxilo libres también pueden obtenerse de bases inorganicas tales como, por
ejemplo, hidruros de sodio, potasio, amonio, calcio o férrico, y bases organicas tales como isopropilamina,
trimetilamina, 2-etilamino etanol, histidina, procaina, y similares.

Las composiciones de vacuna o tratamiento se administran de una manera compatible con la formulacién de
dosificaciéon, y en una cantidad tal que sera profilactica y/o terapéuticamente eficaz. La cantidad a administrar
depende del sujeto a tratar, incluyendo, por ejemplo, la capacidad del sistema inmunitario del sujeto de sintetizar
anticuerpos, y el grado de proteccion o tratamiento deseado. Los intervalos de dosificacion adecuados son del orden
de varios cientos de microgramos de ingrediente activo por vacunacion con un intervalo de aproximadamente 0,1 mg
a 1000 mg, tal como en el intervalo de aproximadamente 1 mg a 300 mg y preferiblemente en el intervalo de
aproximadamente 10 mg a 50 mg. Los regimenes adecuados para administracion inicial e inyecciones de refuerzo
también son variables, pero se caracterizan por una administracion inicial seguida por posteriores inoculaciones u
otras administraciones. Las cantidades precisas de ingrediente activo que se requiere administrar dependen del
criterio del facultativo y pueden ser peculiares para cada sujeto. Sera evidente para los expertos en la materia que la
cantidad terapéuticamente eficaz de molécula de &cido nucleico o polipéptidos de fusién dependera, entre otras
cosas, del programa de administracion, la dosis unitaria de antigeno administrada, si la molécula de acido nucleico o
polipéptido de fusion se administra en combinacidn con otros agentes terapéuticos, el estado inmunitario y la salud
del destinatario, y la actividad terapéutica de la molécula de &cido nucleico o polipéptido de fusién particular.

Las composiciones pueden administrarse en un programa de Unica dosis 0 en un programa de mdltiples dosis. Un
programa de multiples dosis es uno en que un ciclo principal de vacunacién puede incluir, por ejemplo, 1-10 dosis
diferentes, seguidas por otras dosis administradas a intervalos de tiempo posteriores necesarias para mantener y/o
reforzar la respuesta inmunitaria, por ejemplo, en 1-4 meses para una segunda dosis y, si fuera necesario, una o
més dosis posteriores después de varios meses. Los refuerzos periddicos a intervalos de 1-5 afios, habitualmente 3
afios, son deseables para mantener los niveles deseados de inmunidad protectora. El ciclo de la inmunizacion puede
estar seguido por ensayos de proliferacion in vitro de linfocitos de sangre periférica (PBL) cocultivados con ESAT6 o
ST-CF, o midiendo los niveles de IFN-y liberado de los linfocitos sensibilizados. Los ensayos pueden realizarse
usando marcadores convencionales, tales como radionucleétidos, enzimas, marcadores fluorescentes y similares.
Estas técnicas son conocidas para un experto en la materia y pueden encontrarse en las patentes de Estados
Unidos n.° 3.791.932, 4.174.384 y 3.949.064.

La vacuna descrita en este documento puede proporcionarse en una 0 mas "dosis unitarias" dependiendo de si se
usan los vectores de acido nucleico, se usan las proteinas purificadas finales o la forma de vacuna final. La dosis
unitaria se define conteniendo una cantidad predeterminada de la composicién terapéutica calculada para producir
las respuestas deseadas en asociacion con su administracion, es decir, la via y el régimen de tratamiento
apropiados. La cantidad a administrar, y la via y formulacién particulares, pertenecen a las habilidades de los
expertos en la materia clinica. El sujeto a tratar también puede evaluarse, en particular, el estado del sistema
inmunitario del sujeto y la proteccion deseada. Una dosis unitaria no tiene que administrarse como una Unica
inyeccién, sino que puede incluir infusién continua durante un periodo establecido de tiempo. La dosis unitaria
convenientemente puede describirse en términos de ADN/kg (o proteina/kg) de peso corporal, que varia entre
aproximadamente 0,05. 0,10, 0,15, 0,20, 0,25, 0,5, 1, 10, 50, 100, 1000 o se administran mas mg/ADN o proteina/kg
de peso corporal. Asimismo, la cantidad de vacuna de rAb-DC/DC-antigeno suministrada puede variar de
aproximadamente 0,2 a aproximadamente 8,0 mg/kg de peso corporal. Por tanto, pueden suministrarse 0,4 mg,
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0,5 mg, 0,8 mg, 1,0 mg, 1,5 mg, 2,0 mg, 2,5 mg, 3,0 mg, 4,0 mg, 5,0 mg, 5,5 mg, 6,0 mg, 6,5 mg, 7,0 mgy 7,5 mg de
la vacuna a un individuo in vivo. La dosificacion de la vacuna a administrar depende en gran medida del peso y
estado fisico del sujeto que se esta tratando, asi como de la via de administracion y la frecuencia de tratamiento.
Una composicion farmacéutica que incluya un polinucleétido desnudo preunido a un vector de suministro liposémico
o virico puede administrarse en cantidades que varian de 1 ug a 1 mg de polinucleétido a 1 pg hasta 100 mg de
proteina. Por tanto, composiciones particulares pueden incluir entre aproximadamente 1 ug, 5 pg, 10 pg, 20 ug,
30 pg, 40 pg, 50 pg, 60 pg, 70 pg, 80 ug, 100 pg, 150 pg, 200 pg, 250 pg, 500 pg, 600 pg, 700 pg, 800 pg, 900 ug o
1000 pg de polinucledtido o proteina que se une independientemente a 1 pg, 5 ug, 10 pg, 20 pg, 3,0 pg, 40 pg
50 pg, 60 pg, 70 pg, 80 pg, 100 pg, 150 pg, 200 pg, 250 pg, 500 pg, 600 pg, 700 ug, 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.

La presente divulgaciéon también puede usarse para generar un vehiculo de rAb modular que es, por ejemplo, un
mAb humanizado recombinante (dirigido a un receptor de célula dendritica humana especifico) en complejo con
antigenos protectores de ricina, toxina del carbunco y enterotoxina de Staphylococcus B. El mercado potencial para
esta entidad es la vacunacién de todo el personal militar y la vacuna almacenada se mantiene en reserva para
administrar a centros de gran poblacién en respuesta a cualquier bioamenaza relacionada con estos agentes. La
invencién tiene amplia aplicacion al disefio de vacunas en general, tanto para uso en seres humanos como en
animales. Las industrias de interés incluyen la industria farmacéutica y biotecnologica.

En este documento se describen composiciones y métodos, incluyendo vacunas, que dirigen especificamente
(suministran) antigenos a células presentadoras de antigeno (APC) con el fin de provocar respuestas inmunitarias
potentes y amplias dirigidas contra el antigeno. Estas composiciones provocan respuestas inmunitarias protectoras o
terapéuticas contra el agente (patégeno o cancer) del que se obtuvo el antigeno. Ademas, las composiciones crean
agentes que son terapéuticos directamente, o en concierto con otros agentes, mediante su acoplamiento especifico
con células presentadoras de antigeno.

Vacuna de Gag-Nef. La secuencia mostrada a continuacion es una proteina de fusion de cadena pesada (H) - gag
p24 de VIH donde la regidon p24 [en cursiva] esta unida al extremo C de hlgG4H mediante un corto espaciador
[negrita] derivado de un bucle flexible del complejo principal de histocompatibilidad humano, de clase Il, precursor
DR alfa. Los restos AS subrayados estan codificados por sitios de restriccion usados con fines de construccion [en
este caso Nhe-I]. Este tipo de proteina de fusién de anticuerpo-p24 se ha descrito en la bibliografia cientifica [por
ejemplo, Antigen targeting to dendritic cells elicits long-lived T cell help for antibody responses (2006) Boscardin et
al., JEM, Volumen 203, Numero 3, 599-606].

Secuencias conectoras de anticuerpo-antigeno mejoradas. [mAnti-DCIR_9E8_H-LV-hlgG4H-Viralgag] C241 es:

FSLSTSGMGLSWIRQPSGKGLEWLAHIYWDDDKRYNPSLKSRL

& PSCHY YGYGYGGYFDVWGA GTTVTVSSﬂI’TI\bPSVE‘PLAPCS
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNV
A P}' FEGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQF
'RVVSVLTVLHODWLNGKEYKCEVSNKGLPSSIEKTISKAKGOPRE
SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSRL '""”D""S
LHNH {1 QKS l.aubuC-‘\:—bDMAKKETVWRLEEFGRPT‘ifOVTQFQP"\'.-'1"32 -
TPOQDLNTMLNTVGGHQA ’u\‘Qﬁ LEKETINEEAAENDRY
TNNPPIPVGEIYKRWIILGLNKIVRMYSPTS]
DCKTILKALGPAATLEEMMTACQGVCG

POVYTLPPSQEEMT
RWOEGNVFSCSVMH
NAWVKVVEEKAF
TAPGOMREPRGE
FRDYVDRFYKTI QAS
L (SEQ ID NO.: 1)

MTETLLVQONAN

La figura 1, carriles 1 y 2 muestran el andlisis de SDS-PAGE reducido tefiido con azul de Coomassie de proteinas de
fusién gag p24-anticuerpo purificadas por cromatografia de afinidad por proteina A obtenidas de células CHO-S o
293F transfectadas de forma transitoria con vectores de expresion que codifican la fusién cadena H - gag p24 [que
codifica, por ejemplo, C241 anterior precedido por una secuencia sefial natural] y un plasmido de expresién de
cadena ligera [L] correspondiente. Normalmente, para la produccion de proteina secretada, el cultivo de
cotransfeccion continta durante hasta varios dias antes de recogerse el sobrenadante de cultivo para la posterior
purificacién. La cadena de fusion de cadena H de longitud completa [~77 kDa] - gap p24 se indica por la flecha
superior. También se muestra un producto de cadena H escindido [flecha inferior] que migra ligeramente de forma
mas lenta que una cadena H no fusionada a otra proteina [mostrada en el carril 4 como una banda de ~50 kDa].
Este resultado sugiere que la secuencia conectora de cadena H - p24 es susceptible a escision proteolitica,
comprometiendo por tanto la integridad de la proteina de fusion de anticuerpo-antigeno secretada producida.

En contraste, Una proteina de fusién de anticuerpo - HA1-1 de gripe puede secretarse y recuperarse sin escision

observada significativa entre el extremo C de la cadena H y el dominio HA1-1. [mAnti-LOX-115C4H-LV-higG4H-C-
Flex-FIuUHA1-1-6xHis] C114 es:
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EIQLOQTGPELVKPGASVKISCKASGYPFTDYTIMVWVKQSHGKSLEWIGNISPYYGTTNYNLKFKGKATL
TVDKSSSTAYMOLNSLTSEDSAVYYCARSPNWDGAWFAHWGQGALVTVSAAKTKGPSVFPLAPCSRSTSE
STAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPS
NTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQENWYVD
GVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEG
NVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGKASDTTEPATPTTPVTIT DT ICIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVT
HSVNLLEDSHNGKLCRLKGIAPLOLGKCNIAGWLLGNPECDPLLPVRSWSYIVETPNSENGICYPGDFID
YEELREQLSSVSSFERFEIFPKESSWPNHNTNGVTAACSHEGKSSFYRNLLWLTEKEGSYPKLKNSYVNK
KGKEVLVLWGIHHPPNSKEQQONLYQONENAYVSVVTSNYNRRFTPEIAERPKVRDQAGRMNY YWTLLKPGD
TITFEANGNLIAPMYAFALSRGFGSGIITSNASMHECNTKCQTPLGAINSSLPYQNIHPVTIGECLKYVR
SAKLRMVHHHHHH (SEQ ID NO.: 2)

En este caso, un conector mas corto [negrita] obtenido del precursor de escafoldina B de anclaje al celulosoma [CipA
de Clostridium thermocellum ATCC 27405] se insert6 entre el extremo C de la cadena H [mediante una secuencia de
unién mostrada subrayada] y el dominio HA1-1 de gripe [cursiva]. No hay escisidn proteolitica obvia entre el extremo
C de la cadena H y el dominio HA1-1 [figura 1 carril 3].

La figura 2 carril 3 muestra el analisis de SDS-PAGE reducido teflido con azul de Coomassie de la proteina de fusién
gag p24 anticuerpo purificada por cromatografia de afinidad por proteina A obtenida de células CHO-S o 293F
transfectadas de forma transitoria con vectores de expresion que codifican una fusion de cadena H - gag p24 con un
conector de cadena H - gag p24 derivado del precursor escafoldina B de anclaje al celulosoma [Bacteroides
cellulosolvens] y un plasmido de expresion de cadena ligera [L] correspondiente.

[MANti-DCIR_9E8 H-LV-hlgG4H-C-Flex-varl-Viralgag-varl-6xHis] C560 se muestra a continuacion [los restos
subrayados son de las secuencias de unién del sitio de restriccion y en negrita estén los restos del conector flexible]:

QVTLKESGPGILOPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGLSWIRQPSGKGLEWLAHIYWDDDKRYNPSLKSRLT
ISKDTSSNQVFLKITIVDTADAATYYCARSSHYYGYGYGGYFDVWGAGTTVTVSSAKTKGPSVFPLAPCS
RSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNV
DHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPRE
POQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFELYSRLTVDKS
RWOEGNVESCSVMHEALHNHYTOKSLSLSLGKASQTPTNTISVTPTNNSTPTNNSNPKPNPASVDSEFAQ
QAAADTGHSNQVSQONYPIVONIQGOMVHQAISPRTLNAWNVKVVEEKAFSPEVI PMFSALSEGATPQDLNT
MLNTVGGHQAAMOMILKETINEEAAEWDRVHPVHAGPIAPGQMREPRGSDIAGTTSTLQEQIGWMTHNPPI
PVGEIYKRWIILGLNKIVRMYSPTSILDIRQGPREPFRDYVDRFYKTLRAEQASQEVENWMTETLLVONA
NPDCKTILKALGPGATLEEMMTACQGVGHHHHHH (SEQ ID NO.: 3)

La proteina de fusion de anticuerpo-gap p24 anterior se produce intacta sin escision detectable entre el extremo C
de la cadena H y el dominio gap p24. Por tanto, la secuencia conectora QTPTNTISVTPTNNSTPTNNSNPKPNP
(SEQ ID NO: 4) es superior con fines de produccién de vacuna de gap p24.

Secuencias conectoras preferidas derivadas de escafoldinas y proteinas relacionadas. La siguiente secuencia es
CipA- una escafoldina de una bacteria que degrada la celulosa. Esta proteina contiene multiples dominios de
Cohesina intercalados con secuencias conectores [cursiva] aparentemente evolucionados para ser flexibles - lo que
refleja la funcion de la proteina para: (i) anclarse a la matriz de celulosa mediante el dominio de unién a carbohidrato
[CBM-3, figura 3]; y (ii) unirse a enzimas que degradan la celulosa tales como endoglucanasa D mediante dominios
de Dockerina unidos a enzima.

>gi|2506991|sp|Q06851|CIPA_CLOTM precursor de proteina A de escafolfina celulosémica (glucoproteina

celulosdmica S1/SL) (proteina A de integracion de celulosa) (Cohesina) [Clostridium thermocellum ATCC 27405].
Restos en negrita son la secuencia conectora usada en la construccién C114 anterior.
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MRKVISMLLVVAMLTTIFAAMIPQTVSAATMTVEIGKVTAAVGSKVEIPITLKGVPSKGMANCDFVLGYD
PNVLEVTEVKPGSIIKDPDPSKSFDSATIYPDRKMIVEFLFAEDSGRGTYAITQDGVFATIVATVKSAARAP
ITLLEVGAFADNDLVEISTTFVAGGVNLGSSVPTTQPNVPSDGVVVEIGKVTGSVGTTVEIPVYFRGVPS
KGIANCDFVFRYDPNVLEIIGIDPGDIIVDPNPTKSFDTAIYPDRKIIVFLFAEDSGTGAYAITKDGVEFA
KIRATVKSSAPGYITFDEVGGFADNDLVEQKVSFIDGGVNVGNATPTKGATPTNTATPTKSATATPTRPS
VPTNTPTNTPANTPVSGNLKVEFYNSNPSDTTNSINPQFKVINTGSSAIDLSKLTLRYYYTVDGQKDQTF
WCDHAAIIGSNGSYNGITSNVKGTFVKMSSSTNNADTYLEISFTGGTLEPGAHVQIQGRFAKNDWSNYTQ
SNDYSFKSASQFVEWDQVTAYLNGVLVWGKE PGGSVVPSTQPVTITPPATTKPPATTKPPATTI PPSDDPN
AIKIKVDTVNAKPGDTVNIPVRFSGIPSKGIANCDFVYSYDPNVLEIIEIKPGELIVDPNPDKSFDTAVY
PDRKIIVFLFAEDSGTGAYAITKDGVFATIVAKVKSGAPNGLSVIKFVEVGGFANNDLVEQRTQFEFDGGV
NVGDTTVPTTPTTPVITPTDDSNAVRIKVDTVNAKPGDTVRIPVRFSGIPSKGIANCDFVYSYDPNVLEI
IEIEPGDIIVDPNPDKSEFDTAVYPDRKIIVFLFAEDSGTGAYAITKDGVFATIVAKVKSGAPNGLSVIKFE
VEVGGFANNDLVEQKTQFFDGGVNVGDTTEPATPTTPVITPTTTDDLDAVRIKVDTVNAKPGDTVRIPVR
FSGIPSKGIANCDFVYSYDPNVLEIIEIEPGDIIVDPNPDKSFDTAVYPDRKIIVFLFAEDSGTGAYAIT
KDGVFATIVAKVKSGAPNGLSVIKFVEVGGFANNDLVEQKTQFFDGGVNVGDTTEPATPTTPVTTPTTTD
DLDAVRIKVDTVNAKPGDTVRIPVRESGIPSKGIANCDEVYSYDPNVLEITIEIEPGDIIVDPNPDKSFDT
AVYPDRKIIVFLFAEDSGTGAYAITKDGVFATIVAKVKEGAPNGLSVIKFVEVGGFANNDLVEQKTQFFED
GGVNVGDTTEPATPTTPVTTPTTTDDLDAVRIKVDTVNAKPGDTVRIPVRFSGIPSKGIANCDEVYSYDP
NVLEIIEIEPGELIVDPNPTKSFDTAVYPDRKMIVFLFAEDSGTGAYAITEDGVFATIVAKVKSGAPNGL
SVIKFVEVGGFANNDLVEQKTQFFDGGVNVGDTTEPATPTTPVTTPTTTDDLDAVRIKVDTVNAKPGDTV
RIPVRFSGIPSKGIANCDFVYSYDPNVLEIIEIEPGDIIVDPNPDKSFDTAVYPDRKIIVFLFAEDSGTG
AYATTKDGVFATIVAKVKEGAPNGLSVIKFVEVGGFANNDLVEQKTQFFDGGVNVGDTTVPTTSPTTTPP
EPTITPNKLTLKIGRAEGRPGDTVEIPVNLYGVPQKGIASGDFVVSYDPNVLEIIEIEPGELIVDPNPTK

SFDTAVYPDRKMIVFLFAEDSGTGAYAITEDGVFATIVAKVKEGAPEGFSATEISEFGAFADNDLVEVET
DLINGGVLVINKPVIEGYKVSGYILPDFSFDATVAPLVKAGFKVEIVGTELYAVTDANGYFEITGVPANA
SGYTLKISRATYLDRVIANVVVTGDTSVSTSQAPIMMWVGDIVKDNS INLLDVAEVIRCFNATKGSANYV
EELDINRNGAINMQDIMIVHKHFGATSSDYDAQ (SEQ ID NO.: 5)

Las figuras 3A a 3C muestran el esquema de dominios estructurales para cipA. La figura 3A muestra el esquema de
dominios estructurales que son analisis NetOGlyc 1.0 Server y NetNGlyc 1.0 Server para cipA que muestran los
sitios de glucosilacion ligados a O (figura 3C) y ligados a N (figura 3C) altamente predichos. En particular, los sitios
ligados a O estan en gran medida dentro de las secuencias conectoras.

Otro ejemplo similar a cipA se muestra a continuacion. La secuencia conectora mostrada anteriormente en C560
[[QTPTNTISVTPTNNSTPTNTSTPKPNP] (SEQ ID NO: 6) se obtiene de esta secuencia [mostrada a continuacion en
cursiva y negrita, excepto para una sustitucion de N a T] y contiene dos sitios de glucosilacion ligada a N potenciales
[subrayado]. Otras secuencias conectoras usadas en construcciones descritas a continuacion y/o en el péptido de
VIH divulgado se muestran en negrita.

>0i|50656899|gb|AAT79550.1| precursor de escafoldina B de anclaje al celulosoma [Bacteroides cellulosolvens]
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MOSPRLKRKILSVILAVCYIISSFSIQFAATPQVNIIIGSAQGIPGSTVKVPINLONVPEIGINNCDFETI
KFDSDILDFNSVEAGDIVPLPVASFSSNNSKDIIKFLFSDATQGNMPINENGLFAVISFKIKDNAQKGIS
NIKVSSYGSFSGMSGKEMQSLSPTFFSGSIDVSDVSTSKLDVEVGNVEGIAGTEVNVPITFENVPDNGIN
NCNFTLSYDSNALEFLTTEAGNIIPLAIADYSSYRSMEGKIKFLEFSDSSQGTRSIKNDGVFANIKFKIKG
NAIRDTYRIDLSELGSFSSKQNNNLKSIATQFLSGSVNVKDIESSVSPTTSVHPTPTSVPPTPTKSSPGN
KMKIQIGDVKANQGDTVIVPITFNEVPVMGVNNCNFTLAYDKNIMEFISADAGDIVTLPMANY SYNMPSD
GLVKFLYNDQAQGAMSIKEDGTFANVKFKIKQSAAFGKYSVGIKAIGSISALSNSKLIPIESIFKDGSIT
VINKPIVNIEIGKVKVKAGDKIKVPVEIKDIPSIGINNCNFTLKYNSNVLKYVSNEAGTIVPAPLANLST
NEKPDEGI IKLLFSDASQGGMPIKDNGIFVNLEFQAVNDANIGVYGLELDTIGAFSGISSAKMTSIEPQFN
NGSIEIFNSAQTPVPSNTEVQTPTNTISVITPINNSTPTNNSTPKPNPLYNLNVNIGEISGEAGGVIEVPI
EFKNVPDFGINNCDESVKYDKSIFEYVTYEAGSIVKEDSIVNLACMENSGIINLLEFNDATQSSSPIKNNGV
FAKLKFKINSNAASGTYQINAEGYGKFSGNLNGKLTSINPIFENGIINIGNVIVKPTSTPADSSTITPTA
TPTATPTIRGTPTVTPIYWMNVLIGNMNAATIGEEVVVPIEFKNVPPFGINNCDFKLVYDSNALELKKVEA
GDIVPEPLANLSSNKSEGKIQFLFNDASQGSMOQIENGGVFAKITFKVKSTAASGIYNIRKDSVGSEFSGLI
DNEMTSIGPKFTDGSIVVGTVIPTATATPSAIVTITITPTATTRPIATPTIKGTPTAT PMYWMNVV IGKMN
AEVGGEVVVPIEFNNVPSFGINNCDFKLVYDATALELKNVEAGDI IKTPLANFSNNEKSEEGKISFLEFNDA
SQGSMQIENGGVFAKITFHVKSTTATGVYDLRKDLVGSFSGLKDNKMTSIGAEFTQEEITVHAQAPTVTP
IWEEZPSAATPTVT;TETATPSVTIPTVTPTATATPSVTIPTVTPTATATPSAATPTVTPTATATPSVTI
PTVTPTVTATPSDTIPTVTPTATATPSAIVTITITPTATARPTIATPTIKGTPTATPMYWMNVVIGEKMNAEV
GGEVVVPIEFKNVPSFGINNCDFKLVYDATALELKNVEAGDIIKTPLANFSNNKSEEGKISFLENDASQG
SMQIENGGVSAKITFKVKSTTAIGVYDIRKDLIGSFSGLKDSKMTSIGAEFTNGSITVATTAPTVTPTAT
ATPSVTIPTVT PTATATPGTATPGTATPTATATPGAATPTETATPSVMI PTVTPTATATPTATATPTVERG
TPTIKPVYEKMNVVIGRVNVVAGEEVVVEPVEFKNIPAIGVNNCNFVLEYDANVLEVEKVDAGEIVPDALIN
FGSNNSDEGKVYFLEFNDALQGRMOIANDGIFANITFKVKSSAAAGIYNIRKDSVGAFSGLVDKLVPISAE
FTDGSISVESAKSTPTATATGTNVT PTVAATVTPTATPASTTPTATPTATSTVKGTPTATPLYSMNVIIG
KVNAEASGEVVVPVEFKDVPSIGINNCNFILEYDASATELDSAEAGE IVPVPLGNESSNNKDEGKIYFLE
SDGTQGRMQIVNDGIFAKIKFKVKSTASDGTYYIRKDSVGAFSGLIEKKIIKIGAEFTDGSITVRSLTPT
PTVTPNVASPTPTKVVAEPTSNQPAGPGPITGTIPTATTTATATPTKASVATATPTATPIVVVEPTIVRP
GYNKDADLAVFISSDKSRYEESSIITYSIEYKNIGKVNATNVKIAAQIPKFTKVYDAAKGAVKGSEIVWM
IGNLAVGESYTKEYKVKVDSLTKSEEYTDNTVTISSDOTVDIPENITTGNDDKSTIRVMLY SNRFTPGSH
SSYILGYKDKTFKPKONVTRAEVAAMFARIMGLTVKDGAKSSYKDVSNKHWALKYIEAVTKSGIFKGYKD
STFHPNAPITRAELSTVIFNYLHLNNIAPSKVHFTDINKHWAKNY IEEIYRFKLIQGYSDGSFKPNNNIT
RAEVVTMINRMLYRGPLKVKVGSFPDVSPKYWAYGDIEEASRNHKYTRDEKDGSEILIE (SEQ ID
NO.: 7)

Las figuras 4A a 4C muestran el esquema de dominios estructurales para el precursor de escafoldina B de anclaje al
celulosoma [Bacteroides cellulosolvens]. La figura 4A muestra el esquema de dominios estructurales que son
analisis NetOGlyc 1.0 Server y NetNGlyc 1.0 Server para cipA que muestran los sitios de glucosilacién ligados a O
(figura 4B) y ligados a N (figura 4C) altamente predichos. En particular, los sitios ligados a O estan en gran medida
dentro de las secuencias conectoras.

La presente divulgacion incluye composiciones y métodos para el uso de secuencias conectoras entre dominios
estructurales obtenidas de organismos que degradan la celulosa en cuanto a secuencias conectoras entre dominios
preferidas en ingenieria de proteinas - particularmente aquellas con sitios de glucosilacién altamente predichas para
su uso en proteinas genomanipuladas producidas en hospedadores eucariotas de expresion. Se ha descubierto que
entre las propiedades mejoradas obtenidas usando estas secuencias estan: i) flexibilidad inherente, que facilita de
este modo la separacion de los dominios unidos que debe ayudar enormemente a corregir el plegamiento de los
dominios unidos durante la sintesis y mantenimiento de un acceso no obstaculizado por receptores de linfocitos B
coincidentes de epitopos conformacionales de antigeno; ii) glucosilacion, ayudando de este modo a la secrecion y
solubilidad de la proteina de fusién producida, y proteccion de las secuencias conectoras de las proteasas.

Eliminacion de sitios de escision proteolitica con la secuencia gag. La figura 5 carril 1 [a continuacién] muestra el
producto purificado de expresion de [mAnti-DCIR_9E8 H-LV-hlgG4H-C-Viralgag-p40] C535 cotransfectado con el
plasmido de expresién de la cadena L apropiado. La secuencia de cadena H madura de C535 [los restos de gag
estan en cursiva y los restos de union codificados del sitio de restricciéon estan subrayados] es:
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QVTLKESGPGILOPSQTLSLTCSFSGEFSLSTSGMGLSWIRQPSGKGLEWLAHIYWDDDKRYNPSLKSRLT
ISKDTSSNQVFLKITIVDTADAATYYCARSSHYYGYGYGGYFDVWGAGTTVTVSSAKTKGPSVFPLAPCS
RSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNV
DHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSTIEKTI SKAKGQPRE
POVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKS
RWQEGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGKASLEMGARASILSGGELDRWEKIRLRPGGRKKKYKLKHI
VWASRELERFAVNPGLLETSEGCRQILGQLQPSLQTGSEELRSLYNTVATLYCVHQRIEIKDTKEALDKI
EEEQNKSKKKAQQAAADTGHSNQVSQONYPIVONIQGOMVHQAISPRTLNAWVKVVEEKAFS PEVIPMFSA
LSEGATPQDLNTMLNTVGGHQAAMOML.KETINEEAAEWDRVHPVHAGPIAPGQMREPRGSDIAGTTSTLQ
EQIGWMTHNPPIPVGEI YKRWIILGLNKIVRMYSPTSILDIRQGPRKEPFRDYVDRFYKTLRAEQASQEVK
NWMTETLLVQNANPDCKTILKALGPGATLEEMMTACQGVG (SEQ ID NO.: 8)

La flecha superior en la figura 5 muestra la posicidon aproximada esperada para la cadena H codificada por C535 -
Unicamente una pequefia parte del producto tiene una banda en esta posicion. El volumen principal del producto,
indicado por la flecha inferior, es una cadena H mas corta de un tamafio que sugiere la existencia de un sitio
sensible a proteasa aproximadamente en el limite de gag p17-p24.

La figura 6 carril 3 [a continuacion] muestra el producto parcialmente purificado de expresién de [mAnti-
DCIR_9E8_H-LV-hlgG4H-C-Flex-varl-Viralgag-p40-varl-6xHis] C601 cotransfectado con el plasmido de expresion
de cadena L apropiado. La secuencia de cadena H madura de C535 [los restos de gag estén en cursiva, los restos
de unidn codificados del sitio de restriccion estan subrayados, y los restos del conector flexible esté en negrita] es:

QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGEFSLSTSGMGLSWIRQPSGKGLEWLAHIYWDDDKRYNPSLKSRLT
ISKDTSSNQVFLKITIVDTADAATYYCARSSHYYGYGYGGYFDVWGAGTTVIVSSAKTKGPSVFPLAPCS

RSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNV
DHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPRE
POVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKS
RWQEGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSLGKASQTPTNTISVTPTNNSTPTNNSNPKPNPASLEMGARA
SILSGGELDRWEKIRLRPGGKKKYKLKHIVWASRELERFAVNPGLLETSEGCRQILGQLQPSLQTGSEEL
RSLYNTVATLYCVHQRIEIKDTKEALDKIEEEQNKSVDSEFAQQAAADTGHSNQVSQNY PTVONIQGOMV
HQAISPRTLNAWVKVVEEKAFSPEVIPMFSALSEGAT POQDLNTMLNTVGGHQAAMOMLKETINEEAAEWD
RVHPVHAGPTAPGQMREPRGSDIAGTTSTLQEQIGWMTHNPPI PVGEIYKRWI ILGLNKIVRMYSPTSIL
DIRQGPKEPFRDYVDRFYKTLRAEQASQEVEKNWMTETLLVQONANPDCKTILKALGPGATLEEMMTACQGV
GHHHHHH (SEQ ID NO.: 9)

La secuencia de gag anterior tiene un cambio de secuencia de KKK a VDESF [mostrado anteriormente subrayada]
que elimina el sitio sensible a proteasa potencial hacia el extremo C de gap p17 y la figura 6 muestra que esta forma
variante se produce con una cadena H que esta en gran medida no degradada [las bandas de menor peso molecular
en el carril 3 son "contaminantes de fondo" - véase la figura 7].

Se describen variantes de gag p40 [p17 + p24] con cambios alrededor de la secuencia KKK definida anteriormente
que evitan la escision proteolitica de las proteinas de gag p17 + p24 unidad secretadas.

Anticuerpos unidos a antigeno nef de VIH preferido. Una vacuna preferida que dirige antigenos de VIH a células
dendriticas tendria una cantidad maxima de antigeno gag unido con una cantidad maxima de antigeno nef. La figura
7 carril 4 [a continuacion] muestra el producto parcialmente purificado de expresion de [mAnti-DCIR_9E8_H-LV-
hlgG4H-C-Flex-v1-ViralNef] C757 cotransfectado con el plasmido de expresion de cadena L apropiado. La secuencia
de cadena H madura de C757 [los restos del clado B consenso de nef estan en cursiva, los restos de union del sitio
de restriccion codificados estan subrayados y el conector flexible esta en negrita] es:
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QVTLKESGPGILOPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGLSWIRQPSGKGLEWLAHIYWDDDKRYNPSLKSRLT
ISKDTSSNQVFLKITIVDTADAATYYCARSSHYYGYGYGGYFDVWGAGTTVTVSSAKTKGPSVFPLAPCS
RSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTIVPSSSLGTKTYTCNV
DHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSQEDPEVQF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPRE
POQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKS
RWOQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGKASQTPTNTISVTPTNNSTPTNNSNPKPNPASMGGKWSK
RSVVGWPTVRERMRRAE PAADGVGAVSRDLEKHGAITSSNTAANNADCAWLEAQEEEEVGFPVRPQVPLR
WT‘”“’LDLSHTLKEWCF EGLIYSQKRQDILDLWVYHTQGYFPDWONYTPGPGIRYPLTFGWCFKLVP
EEANEGENNSLLHPMSILHGMDDPEREVLVWKFDSRLAFHHMARELHPEYYKDC (SEQ ID

[
Lon |."].J

El analisis del producto de anticuerpo-antigeno mostrado en la figura 7 muestra diversas construcciones de cadena
H-antigeno cotransfectadas de forma transitoria en células 293F con construcciones de expresion de cadena L
apropiadas idénticas. Cada carril representa un producto de un sobrenadante de células de transfeccion de 5 ml [3
dias de produccion] unido a un exceso de microesferas de proteina A, lavadas 2x con PBS + NaCl 1 M, eluido con
HCI 20 mM, secado, disuelto en tampén de muestra de SDS-PAGE reductor y analizado por SDS-PAGE reducido
con tincién por azul de Coomassie. Esta técnica permite la evaluacion no solamente de la integridad del producto de
cadena H esperado, sino que permite la estimacion de los niveles de produccion relativos de los productos de
anticuerpo-antigeno. La cuestién del nivel de produccion relativo es muy importante ya que los costes de produccion
de vacunas dependeran en gran medida de la produccién de vacuna secretada intacta en sistemas de fermentacion
de células de mamifero a gran escala. Aunque los niveles de expresion pueden aumentarse enormemente mediante
sistemas de vectores alternativos - particularmente que portan elementos de ADN que favorecen la transcripcion
potenciada cuando se integran en un genoma de células de mamifero y seleccion de clones celulares transfectados
de alta produccidn, estas estrategias se ven asistidas en gran medida por construcciones de partida que expresan
un producto secretado intacto en buen rendimiento sin aplicar estas estrategias adicionales. La enorme variacion en
la produccion de fusiones de anticuerpo-antigeno secretadas de células de mamifero transfectadas se ha
documentado bien en solicitudes de patente previas [cohesina-dockerina y DCIR] y estos datos muestran que el
nivel de produccion es muy independiente del vehiculo de anticuerpo [regiones variables y constantes], sino que en
su lugar es una propiedad intrinseca del propio antigeno. Por tanto, la figura 7 carril 4 muestra una producciéon muy
eficaz de [mAnNti-DCIR_9E8 H-LV-hlgG4H-C-Flex-v1-Viral-Nef], que muestra que esta configuracion de anticuerpo
fusionado al antigeno de clado B consenso de nef unido mediante QTPTNTISVTPTNNSTPTNNSNPKPNP es m uy
favorable.

Anticuerpos unidos a determinados antigenos gag y nef de VIH preferidos. [mAnti-DCIR_9E8_H-LV-hlgG4H-C-Flex-
v1-Viralgag-p40-ViralNef] C758 tiene el antigeno del clado B consenso de Nef adjuntado directamente de forma
proximal al antigeno gag p40 variante descrito anteriormente [los restos de unién estan subrayados y la secuencia
conectora flexible esta en negrita]:

QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGLSWIRQPSGKGLEWLAHIYWDDDKRYNPSLKSRLT
ISKDTSSNQVFLKITIVDTADAATYYCARSSHYYGYGYGGYFDVWGAGTTVTVSSAKTKGPSVFPLAPCS
RSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNV
DHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVELFPPRPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQE
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSTIEKTISKAKGQPRE
POQVYTLPPSQEEMTENQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKS
RWOEGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSLGKASQTPTNTISVTPTNNSTPTNNSNPKPNPASLEMGARA
SILSGGELDRWEKIRLRPGGKKKYKLRHIVWASRELERFAVNPGLLETSEGCRQILGQLQOPSLOTGSEEL
RSLYNTVATLYCVHOQRIEIRKDTKEALDKIEEEQNRSVDSEFAQQAAADTGHSNQVSQNYPIVONIQGOMV
HQAISPRTLNAWVKVVEEKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLNTMLNTVGGHQAAMOMLKETINEEAAEND
RVHPVHAGPIAPGQOMRE PRGSDIAGTTSTLQEQIGWMTHNPPIPVGEIYRRWI ILGLNKIVRMYSPTSIL
DIRQGPKEPFRDYVDRFYKTLRAEQASQEVEKNWMTETLLVONANPDCKTILKALGPGATLEEMMTACQGV
GGPASMGGKWSKRSVVGWPTVRERMRRAEPAADGVGAVSRDLEKHGAITSSNTAANNADCAWLEAQEEEE
VGFPVRPQVPLRPMTYKGALDLSHFLKEKGGLEGLIYSQKRODILDLWVYHTQGY FPDWONYTPGPGIRY
PLTFGWCFKLVPVEPERVEEANEGENNSLLHPMSLHGMDDPEREVLYVWRKFDSRLAFHHMARELHPEYYKD
C (SEQ ID NO.: 11)

La figura 7 carril 5 muestra que este plasmido de expresion dirige la sintesis de la fusién de cadena H-antigeno
cuando se cotransfecta con la cadena L apropiada que se expresa muy poco como producto secretado. Los carriles
6-9 muestran los productos secretados de células 293F cotransfectadas con el plasmido de expresion de cadena L y
las construcciones de expresion de cadena H-gag que tiene inserciones de secuencia codificante de antigeno de
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clado B consenso de nef asociadas con secuencias conectoras flexibles proximales y/o distales. Ademas, las
secuencias conectoras flexibles facilitan la secrecion de la vacuna de fusion de anticuerpo intacto-gas/nef. Una
construccion preferida para la producciéon de los niveles mas elevados de vacuna es [mAnti-DCIR_9E8 H-LV-
hlgG4H-C-Flex-v1-p17-f3-nef-f4-p24-6xHis] C791 [véase el carril 9]. Como los niveles relativos de las fusiones de
5 anticuerpo-antigeno en dichos sistema de expresion de mamifero son en gran medida independientes de la region V
de anticuerpo, las vacunas de anticuerpo-antigeno gag/nef que abordan diferentes receptores de DC deben tener
ventajas similares en la produccién si se adjunta [-Flex-v1-p17-f3-nef-f4-p24-6xHis] a su extremo C de cadena H.

En el carril 6 la cadena H es [mAnti-DCIR_9E8 H-LV-hlgG4H-C-Flex-v1-Viralgag-p40-f4-nef] C767 [los restos de
10  unidn estan subrayados, los restos conectores flexibles estan en negrita y los restos del antigeno estan en cursivaj:

QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSL3TSGMGLSWIRQPSGKGLEWLAHTIYWDDDKRYNPSLKSRLT
ISKDTSSNQVFLKITIVDTADAATYYCARSSHYYGYGYGGYFDVWGAGTTVTVSSAKTKGPSVFPLAPCS
RSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNV
DHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFE
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPRE
POVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKS
RWQEGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSLGKASQTPTNTISVTPTNNSTPTNNSNPKPNPASLEMGARA
SILSGGELDRWEKIRLRPGGKKKYKLKHIVWASRELERFAVNPGLLETSEGCRQILGQLQPSLQTGSEEL
RSLYNTVATLYCVHQRIEIKDTKEALDKIEEEQNKSVDSEFAQQAAADTGHSNQVSONY PIVONIQGOMV
HQAISPRTLNAWVKVVEEKAFSPEVIPMFSALSEGATFPODLNTMLNTVGGHQAAMOMLKETINEEAAEWD
RVHPVHAGPIAPGQOMREPRGSDIAGTTSTLQEQIGWMTHNPPI PVGEIYKRWI ILGLNKIVRMYSPTSIL
DIRQGPKEPFRDYVDRFYKTLRAEQASQEVENWMTETLLVONANPDCKTILKALGPGATLEEMMTACQGV
GGPTNGSITVAATAPTVTPTVNATPSAAGPASMGGKWSKRSVVGWPTVRERMRRAEPAADGVGAVSRDLE
KHGAITSSNTAANNADCAWLEAQEEEEVGFPVRPQVPLRPMTYKGALDLSHFLKERKGGLEGLIYSQKRQD
ILDLWVYHTQGYFPDWONYTPGPGIRY PLTFGWCFKLVPVEPEKVEEANEGENNS LLHPMS LHGMDDPER
EVLVWKFDSRLAFHHMARELHPEYYKDC (SEQ ID NO.: 12)

En el carril 7 la cadena H es [mAnti-DCIR_9E8_H-LV-hlgG4H-C-Flex-v1-p17-nef-f4-p24-6xHis] C790 C767 [los
15 restos de unién estan subrayados, los restos conectores flexibles estan en negrita y los restos del antigeno estan en
cursival:

QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGLSWIRQPSGKGLEWLAHIYWDDDKRYNPSLKSRLT
ISKDTSSNQVFLKITIVDTADAATYYCARSSHYYGYGYGGY FDVWGAGTTVTVSSAKTKGPSVFPLAPCS
RSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNV
DHEPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLMISRT PEVTCVVVDVSQEDPEVQF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPRE
POVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKS
RWOEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGKASQTPTNTISVTPTNNSTPTNNSNPKPNPASLE MGARA
SILSGGELDRWEKIRLRPGGKKKYKLKHIVWASRELERFAVNPGLLETSEGCRQILGQLOPSLQTGSEEL
RSLYNTVATLYCVHQRIEIKDTKEALDKIEEEQNKSVDMGGKWSKRSVVGWPTVRERMRRAEPAADGVGA
VSRDLERHGAITSSNTAANNADCAWLEAQEEEEVGFPVRPQVPLRPMTYKGALDLSHFLKERGGLEGLIY
SQOKRQDILDLWVYHTQGYFPDWONYTPGPGIRY PLTFGWCFKLVPVEPEKVEEANEGENNS LLHPMSLHG
MDDPEREVLVWKFDSRLAFHHMARELHPEYYKDCEFTNGSITVAATAPTVTPTVNATPSAAQF AQQAAAD
TGHSNQVSONYPIVONIQGOMVHQAISPRTLNAWVRVVEERAFSPEVIPMFSALSEGAT PODLNTMLNTV
GGHQAAMOMLKETINEEAAEWDRVHPVHAGPIAPGOMRE PRGSDIAGTTSTLOQEQIGWMTHNPPIPVGET
YKRWIILGLNKIVRMYSPTSILDIRQGPKEPFRDYVDRFYKTLRAEQASQEVENWMTETLLVQNANPDCK
TILKALGPGATLEEMMTACQGVGHHHHHH (SEQ ID NO.: 13)

20 En el carril 8 la cadena H es [mAnti-DCIR_9E8_H-LV-hlgG4H-C-Flex-v1-p17-f3-nef-p24-6xHis] C797 C767 [los
restos de unién estan subrayados, los restos conectores flexibles estan en negrita y los restos del antigeno estan en
cursival:
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QVTLKESGPGILOPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGLSWIRQPSGKGLEWLAHIYWDDDKRYNPSLKSRLT
ISKDTSSNQVFLKITIVDTADAATYYCARSSHYYGYGYGGYFDVWGAGTTVTVSSAKTKGPSVFPLAPCS
RSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTIVPSSSLGTKTYTCNV
DHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPRE
POVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKS
RWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGKASQTPTNTISVTPTNNSTPTNNSNPKPNPASLEMGARA
SILSGGELDRWEKIRLRPGGKKKYKLKHIVWASRELERFAVNPGLLETSEGCRQILGQLQPSLQTGSEEL
RSLYNTVATLYCVHQRIEIKDTKEALDKIEEEQNKSVDTVIPTATATPSAIVITITPTATTKPYVDMGGKW
SKRSVVGWPTVRERMRRAEPAADGVGAVSRDLEKHGAITSSNTAANNADCAWLEAQEEEEVGFPVRPQVP
LRPMTYKGALDLSHFLKEKGGLEGLIYSQKRODILDLWVYHTQGY FPDWONYTPGPGIRYPLTFGWCFKL
VPVEPERVEEANEGENNSLLHPMSLHGMDDPEREVLVWKFDSRLAFHHMARELHPEYYKDCEF AQQAAAD
TGHSNQVSQNYPIVONIQGOMVHQAISPRTLNAWVKVVEEKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLNTMLNTV

GGHQAAMOMLKETINEEAAEWDRVHPVHAGPIAPGOMREPRGSDIAGTTSTLQEQIGWMTHNFPIPVGET
YKRWIILGLNKIVRMYSPTSILDIRQGPKEPFRDYVDRFYKTLRAEQASQEVENWMTETLLVQNANPDCK
TILKALGPGATLEEMMTACQGVGHHHHHH (SEQ ID NO.: 14)

En el carril 9 la cadena H es [mAnti-DCIR_9E8 H-LV-hlgG4H-C-Flex-v1-p17-f3-nef-f4-p24-6xHis] C791 C767 [los
restos de unién estan subrayados, los restos conectores flexibles estan en negrita y los restos del antigeno estan en
cursival:

QVTLKESGPGILOPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGLSWIRQPSGKGLEWLAHIYWDDDKRYNPSLKSRLT
ISKDTSSNQVFLKITIVDTADAATYYCARSSHYYGYGYGGY FDVWGAGTTVTVSSAKTKGPSVFPLAPCS
RSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNV
DHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSQEDPEVQF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKS
RWQEGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGKASQTPTNTISVIPTNNSTPTNNSNPKPNPAS LEMGARA
SILSGGELDRWEKIRLRPGGKKKYKLKHIVWASRELERFAVNPGLLETSEGCRQILGQLQPSLQTGSEEL
RSLYNTVATLYCVHQRIETKDTKEALDKTEEEQNKSVDTVTPTATATPSAIVTITITPTATTKPVDMGGKW
SKRSVVGWPTVRERMRRAEPAADGVGAVSRDLEKHGAITSSNTAANNADCANLEAQEEEEVGFPVRPQVP
LRPMTYKGALDLSHFLREKGGLEGLIYSQKRQDILDLWVYHTQGY FPDWONYTPGPGIRYPLTFGWCFKL
VPVEPEKVEEANEGENNSLLHPMSLHGMDDPEREVLVWKFDSRLAFHHMARELHPEYYKDCEFTNGSITV
AATAPTVTPTVNATPSARQFAQQAAADTGHSNQVSONYPIVONIQGOMVHQATSPRTLNANVKVVEEKAF
SPEVIPMFSALSEGATPOQDLNTMLNTVGGHQAAMOMLKETINEEAAENDRVHPVHAGPIAPGQMREPRGS
DIAGTTSTLQEQIGWMTHNPPIPVGEI YKRWIILGLNKIVRMYSPTSILDIRQGPKEPFRDYVDRFYKTL
RAEQASQEVENWMTETLLVONANPDCKTILKALGPGATLEEMMTACQGVGHHHHHH (SEQ ID
NO. :15)

Una modificacion adicional que se estd ensayando para eliminar la degradacion residual detectada en varias
condiciones de fermentacion en la produccion en células CHO-S de la proteina anterior se muestra a continuacion
con un cambio de KKK a NKQ mostrado resaltado en subrayado, negrita, cursiva:
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QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGLSWIRQPSGKGLEWLAHI YWDDDKRYNPSLKSRLT
ISKDTSSNQVFLKITIVDTADAATYYCARSSHYYGYGYGGYFDVWGAGTTVTVSSAKTKGPSVFPLAPCS
RSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNV
DHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPRE
POQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKS
RWOEGNVEFSCSVMHEALHNHY TOKSLSLSLGKASQTPTNTISVTPTNNSTPTNNSNPKPNPASLEMGARA
SILSGGELDRWEKIRLRPGGNKQYKLKHIVWASRELERFAVNPGLLETSEGCRQILGQLQPSLQTGSEEL
RSLYNTVATLYCVHQRIEIKDTKEALDKIEEEQNKSVDTVTPTATATPSAIVITITPTATTKPVDMGGKW
SKRSVVGWPTVRERMRRAEPAADGVGAVSRDLEKHGAITSSNTAANNADCAWLEAQEEEEVGFPVRPQVP
LRPMTYKGALDLSHFLKEKGGLEGLIYSQRKRQDILDLWVYHTQGYFPDWONYTPGPGIRYPLTFGWCFKL
VPVEPEKVEEANEGENNSLLHPMSLHGMDDPEREVLVWKFDSRLAFHHMARELHPEYYKDCEFTNGSITV
AATAPTVIPTVNATPSARQFAQQAAADTGHSNOVSONYPIVONIQGOMVHQAISPRTLNANVKVVEEKAF
SPEVIPMFSALSEGATPQDLNTMLNTVGGHQAAMOMLKE TINEEAAEWDRVHPVHAGPIAPGOMREPRGS
DIAGTTSTLQEQIGWMTHNPPIPVGEIYKRWIILGLNKIVRMYSPTSILDIRQGPKEPFRDYVDRFYKTL
RAEQASQEVENWMTETLLVONANPDCKTILKALGPGATLEEMMTACQGVGHHHHHH (SEQ ID NO.:
16)

Se descubrié que determinadas fusiones de antigeno gag-nef con epitopos antigénicos maximos tienen propiedades
de secrecion/produccion eficaces. Se descubrié que variantes de gag p40 con insertos o apéndices de antigeno nef
flanqueado por secuencias conectoras flexibles preferidas se producen y secretan particularmente bien. Se
descubrié que las secuencias conectoras flexibles divulgadas en este documento y que se pueden obtener de
organismos que degradan la celulosa pueden facilitar la secrecién de antigenos intactos y/o antigenos unidos como
proteinas de fusion de anticuerpo-antigeno.

Las secuencias de ADN de la secuencia codificante de antigeno: region de antigeno de C757 es [las secuencias en
negrita son los sitios de unién o un codén de paradal:

GCTAGCATGGGAGGCAAATGGAGTAAARAGAAGTGTTGTGGGTTGGCCAACTGTGAGAGARAGAATGAGAA

GGGCTGAACCAGCCGCTGATGGTGTAGGTGCTGTGTCACGAGATCTGGAARAACACGGAGCAATAACATC
CTCTAATACCGCCGCAAATAACGCAGACTGTGCCTGGCTCGAAGCTCAAGAAGAAGAAGAAGTCGGATTC
CCCGTGCGACCCCAAGTTCCCCTCAGACCAATGACTTATAAAGGCGCTCTGGATCTTAGCCACTTTCTTA
AAGAAAAAGGAGGACTGGAAGGACTTATTTATTCACAAAAAAGACAAGACATCCTCGATTTGTGGGTATA
TCATACTCAAGGTTATTTCCCAGACTGGCARAATTATACTCCTGGACCCGGCATTCGATATCCCCTTACC
TTTGGATGGTGCTTTAAACTTGTCCCCGTCGAACCTGAAAARGTAGAAGAAGCAAATGAAGGCGAAAATA
ATTCACTGCTCCACCCTATGTCACTGCACGGAATGGATGACCCCGAACGCGAAGTTCTGGTATGGAAATT
TGATTCAAGACTTGCTTTTCACCACATGGCTAGAGAACTTCACCCCGAATATTATAAAGACTGTTGA
(SEQ ID NO.: 17)

El conector C791 y la secuencia codificante de antigeno es [las secuencias en negrita son sitios de unién o un codén
de parada]:
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GCTAGTCAGACCCCCACCAACACCATCAGCGTGACCCCCACCAACAACAGCACCCCCACCAACAACAGCA
ACCCCAAGCCCAACCCCGCTAGCCTCGAGATGGGTGCGAGAGCGTCAATATTAAGCGGTGGCGAATTAGA
TAGATGGGAAARARATTCGGTTAAGGCCAGGGGGAAAGAAAARATATAAATTAARAAACATATAGTATGGGCA
AGCAGGGAGCTAGAACGATTCGCAGTTAATCCTGGCCTGTTAGAAACATCAGAAGGCTGTAGACAAATAC
TGGGACAGCTACAACCATCCCTTCAGACAGGATCAGAAGAACTTAGATCATTATATAATACAGTAGCAAC
CCTCTATTGTGTGCATCAAAGGATAGAGATAAAAGACACCAAGGAAGCTTTAGACAAGATAGAGGAAGAG
CAAARACAAAAGTGTCGATACCGTGACCCCCACCGCCACCGCCACCCCCAGCGCCATCGTGACCACCATCA
CCCCCACCGCCACCACCAAGCCCGTCGACATGGGAGGCAAATGGAGTAAAAGAAGTGTTGTGGGTTGGCC
AACTGTGAGAGAAAGAATGAGAAGGGCTGAACCAGCCGCTGATGGTGTAGGTGCTGTGTCACGAGATCTG
GAAAAACACGGAGCAATAACATCCTCTAATACCGCCGCAAATAACGCAGACTGTGCCTGGCTCGAAGCTC
ARGAAGAAGAAGAAGTCGGATTCCCCGTGCGACCCCAAGTTCCCCTCAGACCAATGACTTATAAAGGCGC
TCTGGATCTTAGCCACTTTCTTAAAGAAAAAGGAGGACTGGAAGGACTTATTTATTCACAAARAAGACAA
GACATCCTCGATTTGTGGGTATATCATACTCAAGGTTATTTCCCAGACTGGCAARATTATACTCCTGGAC
CCGGCATTCGATATCCCCTTACCTTTGGATGGTGCTTTAAACTTGTCCCCGTCGAACCTGAAAAAGTAGA
AGAAGCAAATGAAGGCGAAAATAATTCACTGCTCCACCCTATGTCACTGCACGGAATGGATGACCCCGAA
CGCGAAGTTCTGGTATGGARATTTGATTCAAGACTTGCTTTTCACCACATGGCTAGAGAACTTCACCCCG
AATATTATARAGACTGTGAATTCACCAACGGCAGCATCACCGTGGCCGCCACCGCCCCCACCGTGACCCC
CACCGTGAACGCCACCCCCAGCGCCGCCCAATTCGCACAGCAAGCAGCAGCTGACACAGGACACAGCAAT
CAGGTCAGCCAAAATTACCCTATAGTGCAGAACATCCAGGGGCAAATGGTACATCAGGCCATATCACCTA
GAACTTTAAATGCATGGGTAAAAGTAGTAGAAGAGAAGGCTTTCAGCCCAGAAGTGATACCCATGTTTTC
AGCATTATCAGAAGGAGCCACCCCACAAGATTTAAACACCATGCTAAACACAGTGGGGGGACATCAAGCA
GCCATGCAAATGTTAAAAGAGACCATCAATGAGGAAGCTGCAGAATGGGATAGAGTGCATCCAGTGCATG
CAGGGCCTATTGCACCAGGCCAGATGAGAGAACCAAGGGGAAGTGACATAGCAGGAACTACTAGTACCCT
TCAGGAACARATAGGATGGATGACACATAATCCACCTATCCCAGTAGGAGAAATCTATAAAAGGTGGATA
ATCCTGGGATTAAATAAAATAGTAAGAATGTATAGCCCTACCAGCATTCTGGACATAAGACAAGGACCAA
AGGAACCCTTTAGAGACTATGTAGACCGATTCTATAAAACTCTAAGAGCCGAGCAAGCTTCACAAGAGGT
AAAARAATTGGATGACAGAARACCTTGTTGGTCCAAAATGCGAACCCAGATTGTAAGACTATTTTAAARAGCA
TTGGGACCAGGAGCGACACTAGAAGARATGATGACAGCATGTCAGGGAGTGGGGCATCACCATCACCATC
ACTGA (SEQ ID NO.: 18)

Los siguientes ejemplos muestran la direccion del VIH y otros antigenos a DC humana mediante CD40. Los
anticuerpos anti-CD40 humano son conocidos, por ejemplo, del documento EP1391464 y de Goér de Herve et al.
(Blood 2005, vol. 106, n.° 8, pag. 2806). Generacion de anticuerpos monoclonales anti-CD40 de activacién potente.
Se inmunizaron ratones con una proteina de fusion de 1gG2b de ratén-CD40 humano y posteriormente se
inmortalizaron los linfocitos B de ganglios linfaticos que drenan el sitio de inyeccion como hibridomas. Los
sobrenadantes de 35 hibridomas que secretan anticuerpos reactivos anti-CD40 detectados por FACS frente a
células de 293F transfectadas con ADNc de CD40 se ensayaron en cultivos de una noche de células dendriticas
humanas para la induccién de secrecion de citocinas. La figura 8 muestra un ejemplo de este tipo de cribado
disefiado para detectar el subconjunto de anticuerpos anti-CD40 que puede unirse y activar CD40. Este conjunto de
datos muestra que dos hibridomas 12E12 y 9A11 eran especialmente potentes en dirigir las DC a IL-12p40
secretada. Los ADNc que codifican las cadenas pesada y ligera de 12E12 se obtuvieron usando tecnologias
convencionales de clonacion y secuenciacidon y las regiones variables se genomanipularon en vectores que
expresan las regiones variables 12E12 de raton injertadas en regiones constantes de 1IgG4 humana.

C269 rAB-pIRES2[manti-CD40_12E12.3F3_K-V-higGK-C] La siguiente secuencia de ADN muestra la region
codificante de cadena ligera quimérica y la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera madura secretada
esperada con la region variable de ratén en cursiva.

ATGATGTCCTCTGCTCAGTTCCTTGGTCTCCTGTTGCTCTGTTTTCAAGGTACCAGATGTGATATCCAGA
TGACACAGACTACATCCTCCCTGTCTGCCTCTCTAGGAGACAGAGTCACCATCAGTTGCAGTGCAAGTCA
GGGCATTAGCAATTATTTAAACTGGTATCAGCAGAAACCAGATGGAACTGTTAAACTCCTGATCTATTAC
ACATCAATTTTACACTCAGGAGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGATTATTCTCTCA
CCATCGGCAACCTGGAACCTGAAGATATTGCCACTTACTATTGTCAGCAGTTTAATAAGCTTCCTCCGAC
GTTCGGTGGAGGCACCAAACTCGAGATCAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCA
TCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGG
CCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGA
CAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCARAGCAGACTACGAGARAACACARAA
GTCTATGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGT
GTTAGDIQMTQTTSSLSASLGDRVTIISCSASQGISNYLNWYQQKPDGTVKLLIYYTSILHSGVPSRFSGS
GSGTDYSLTIGNLEPEDIATYYCQQFNKLPPTFGGGTKLEIKRTVARPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCL
LNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPV
TKSFNRGEC (SEQ ID NO.: 19)
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C230 rAB-pIRES2[manti-CD40_12E12.3F3_H-V-hlgG4H-C] La siguiente secuencia de ADN muestra la region
codificante de cadena ligera quimérica y la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera madura secretada
esperada con la region variable de raton en cursiva.

ATGAACTTGGGGCTCAGCTTGATTTTCCTTGTCCTTGTTTTAAAAGGTGTCCAGTGTGAAGTGAAGCTGG
TGGAGTCTGGGGGAGGCTTAGTGCAGCCTGGAGGGTCCCTGAAACTCTCCTGTGCAACCTCTGGATTCAC
TTTCAGTGACTATTACATGTATTGGGTTCGCCAGACTCCAGAGAAGAGGCTGGAGTGGGTCGCATACATT
AATTCTGGTGGTGGTAGCACCTATTATCCAGACACTGTAAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAATG
CCAAGAACACCCTGTACCTGCAAATGAGCCGGCTGAAGTCTGAGGACACAGCCATGTATTACTGTGCAAG
ACGGGGGTTACCGTTCCATGCTATGGACTATTGGGGTCAAGGAACCTCAGTCACCGTCTCCTCAGCCAARA
ACGAAGGGCCCATCCGTCTTCCCCCTGGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCCGAGAGCACAGCCGCCCTGG
GCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGG
CGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCC
TCCAGCAGCTTGGGCACGAAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACA
AGAGAGTTGAGTCCAAATATGGTCCCCCATGCCCACCCTGCCCAGCACCTGAGTTCGAAGGGGGACCATC
AGTCTTCCTGTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACTCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTG
GTGGTGGACGTGAGCCAGGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGATGGCGTGGAGGTGCATA
ATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCT
GCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAARAGGCCTCCCGTCCTCCATC
GAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAGCCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCAGG
AGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAARAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGT
GGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGC
TCCTTCTTCCTCTACAGCAGGCTAACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGGAGGGGAATGTCTTCTCATGCT
CCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCTGGGTAAAGCTAG
CTGAEVKLVESGGGLVQPGGSLKLSCATSGFTFSDYYMYWVRQTPEKRLEWVAYINSGGGSTYYPDTVKG
RFTISRDNAKNTLYLQMSRLKSEDTAMYYCARRGLPFHAMDYWGQGTSVTVSSAKTKGPSVFPLAPCSRS
TSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDH
KPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNW
YVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQ

VYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRW
QEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGKAS (SEQ ID NO.: 20)

Se genomanipularon variantes de C230 para que codificaran cadenas CD4012E12 H con antigenos fusionados en el
extremo C de 1gG4, por ejemplo, C291 rAB-pIRES2[manti-CD40_12E12.3F3_H-V-hlgG4H-C-Flex-FIuHA1-1-6xHis]
codifica una cadena H con la secuencia mostrada a continuacion con la regiéon del antigeno HA1-1 de gripe
mostrada en cursiva y una secuencia conectora flexible y la marca de polihistidina del extremo C mostradas en
negrita:

EVKLVESGGGLVQPGGSLKLSCATSGFTFSDYYMYWVRQTPEKRLEWVAYINSGGGSTYYPDTVKGRFTI
SRDNAKNTLYLOMSRLKSEDTAMYYCARRGLPFHAMDYWGQGTSVTVSSAKTKGPSVFPLAPCSRSTSES
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSN
TKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDG
VEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTL
PPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGN
VESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGKASDTTEPATPTTPVITDTICIGYHANNSTDTVDIVLEKNVTVTH
SVNLLEDSHNGKLCRLKGIAPLQLGKCNIAGWLLGNPECDPLLPVRSWSYIVETPNSENGICYPGDFIDY
EELREQLSSVSSFERFEIFPKESSWPNHNTNGVTAACSHEGKSSFYRNLLWLTEKEGSY PKLEKNSYVNKK
GKEVLVLWGIHHPPNSKEQQONLYQONENAYVSVVTISNYNRRFTPETAERPKVRDQAGRMNYYWTLLKPGDT
ITFEANGNLIAPMYAFALSRGFGSGIITSNASMHECNTKCQTPLGAINSSLPYONIHPVTIGECLKYVRS
AKLRMVHHHHHH (SEQ ID NO.: 21)

Otro tipo de construccién de cadena H variante es C450 rAB-pIRES2[manti-CD40_12E12.3F3_H-LV-higG4H-C-
Dockerina-varl] que codifica una cadena H con la secuencia mostrada a continuacién con una regién de antigeno de
dominio Dockerina del extremo C mostrada en cursiva:
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EVKLVESGGGLVQPGGSLKLSCATSGFTFSDYYMYWVRQTPEKRLEWVAYINSGGGSTYYPDTVKGRET
SRDNAKNTLYLOMSRLKSEDTAMYYCARRGLPFHAMDYWGQGTSVTVSS \kf?;k”‘b“h \PCSRSTSE:S
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSN
TKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDG
VEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGOQPREPQVYTL
PPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGN
VESCSVMHEALHNHY TQKSLSLSLGKASNSPONEVILYGDVNDDGKVNSTDLTLLKRYVLKAVSTLPSSK.
ERKNADVNRDGRVDSSDVTILSRYLIRVIEKLPI (SEQ ID NQO.: 22)

= H

(
.I‘*ﬂ

Por tanto, los vectores de expresion que codifican las cadenas de H variantes anteriores y similares pueden
cotransfectarse en células 293F o CHO-S provocando la secrecion de proteinas de fusion de anticuerpo anti-
CD4012E12-hlgG4, que pueden purificarse facilmente por cromatografia de afinidad por proteina A.

Dichas proteinas de anticuerpo-antigeno pueden usarse como vacunas para suministrar el antigeno con alta eficacia
a células dendriticas humanas in vitro o in vivo. La proteina de Dockerina anti-CD4012E12-hlgG4 puede usarse
asimismo para suministrar proteinas de fusion de Cohesina-antigeno. Por ejemplo: C32 Ecoli-pET28[Cohesina-
FluM1-6xHis] codifica la secuencia mostrada a continuacién donde la proteina M1 de gripe se muestra en cursiva:

MDLDAVRIKVDTVNARKPGDTVNIPVRESGIPSKGIANCDEVYSYDPNVLEIIEIKPGELIVDPNPTKSED

Y?DR MIVFLFAEDSGTGAYATITKDGVFATIVAKVKEGAPNGLSVIKFVEVGGFANNDLVEQKTQFF

TEPQTPTTPVTTPTTTDDLDA&QLLTLVETEIinIPQCrﬂKFPf ' DVFAGENTDLE

KTR ' 1L ﬁ;_RKLKR&TTFH

T?}S%FLLASCMGII}VRMGHRTJI1ﬂFGni”“TfofﬁWCOHRJJ%QRLTT”WPLIRHFNRMV

STTAKAMEQMAGSSEQAAEAMDIASQAROMVQAMRTIGTHPSSSAGLKDDLLENLQAYQKRMGVOMQOR
KLEHHHHHH (SEQ ID NO.: 23)

La proteina anterior puede expresarse como proteina soluble en E. coli y prepararse como un producto puro por
cromatografia de intercambio i6énico y de afinidad por metales. Pueden ensamblarse complejos o conjugados
altamente estables entre la proteina de fusion de Dockerina anti-CD4012E12-higG4 y la proteina de fusion de
Cohesina Flu M1 puede ensamblarse mediante la interaccion de Dockerina-Cohesina de alta afinidad.

Se incub6 una gama de dosis de dichos conjugados de Dockerina anti-CD4012E12-hlgG4 - Cohesina Flu M1 con
células dendriticas humanas durante un dia, después se afadieron linfocitos T CD8+ sinérgicos y se continué la
incubacion durante varios dias mas. Las células entonces se tifieron con anticuerpo anti-CD8 y un reactivo de
tetramero HLA-A2 se especificd para linfocitos T que albergan TCR correspondiente al epitopo 58-66 Flu M1
inmunodominante. Las células positivas a tetramero se muestran en la seleccién en recuadro. Estos datos muestran
que las concentraciones de conjugados de Dockerina anti-CD4012E12-hlgG4 Dockerina Cohesina Flu M1 tan bajas
como de 0,001 ug/ml provocan la proliferacion de linfocitos T CD8+ especificos de Flu M1 a niveles
significativamente mayores que sin conjugado afiadido o [siguiente panel de la figura] que una serie de gama de
dosis paralela de conjugados de Dockerina 1gG4 de control Cohesina Flu M1. Estos datos demuestran que el
anticuerpo anti-CD4012E12 es notablemente competente en suministrar el antigeno a DC provocando el
procesamiento y presentacion del antigeno como se observa por la proliferacion de linfocitos T especificos de
antigeno.

La figura 9 muestra el andlisis FACS de tincion CD8+ [eje horizontal] frente a tincién con Flu M1-tetrAmero [eje
vertical] provocada por un intervalo de dosis de 10 ug/ml para conjugado anti-CD4012E12-hlgG4 Dockerina -
Cohesina Flu M1.

La figura 10 muestra el andlisis FACS de tincion CD8+ [eje horizontal] frente a tincion con Flu M1-tetramero [eje
vertical] provocada por un intervalo de dosis de 10 ug/ml para conjugado que no es de control higG4 Dockerina -
Cohesina Flu M1.

La alineacion de la secuencia de cadena ligera de C269 (seqA) anti-CD4012E12 con variantes genomanipuladas

para retener la unién a CD40 y para potenciar la similitud con las secuencias variables de cadena ligera humana - e
incluyendo codones preferidos para potenciar la expresion del producto secretado.
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segA DIOMTQTTSSLSASLGDRVTISCSASQGISNYLNWYQQOKPDGTVKLLIYYTSILHSGVPS
seqgB DIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCSASQGISNYLNWYQOKPDGTVKLLIHYTSILHSGVPS
seqC DIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCSASQGISNYLNWYQOKPDGTVKLLIHYTSILHSGVPS
seqgD DIOMTQTTSSLSASLGDRVTISCSASQGISNYLNWYQOKPDGTVKLLIHYTSILHSGVPS
seqgE DIQMTQTTSSLSTSLGDRVTISCSASQGISNYLNWYQQKPDGTVKLLIHYTSILHSGVPS
ﬁ*i**k*****t:*i*i***ikt*******it*t**iti*i*i*&ti*:t***i*t&***
seqgA RFSGSGSGTDYSLTIGNLEPEDIATYYCQQFNKLPPTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPP
seqgB RFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFCQQFNKLPPTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPP
seqC RFSGS-SGTDYSLTISNLEQEDIATYFCQQFNKLPPTFGGGTKLEIKRTVAAPSVEIFPP
seqD RFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFCQQFNKPPPTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPP
segE RFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFCQQFNKLPPTFGGGTKLEIKRTVAAPSVEIFPP
d g g ok **1***i*t'iii **t*t*:*i*i*i A S S S SRS SRS S S EEEEESES SRS S
segA SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQOSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT
segB SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT
seqC SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT
seqgD SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT
seqE SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT
khkhkhkhkhkhkhkhbhbhkhhkhdhhkhbhbkhhdkhbhhhhbhhkhhkhrkhbhhhkhhbhhbkhhkhbhhhkhrhhrhbtkhhkhhhhhik
segA LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
seqgB LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
seqC LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
seqgD LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
seqgE LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

e e de e e e e ke ke e ok e e e e e ke ok e R ke e ke ke ke ke ke e o e ke

(SEQ ID NO: 24, 25, 26, 27, 28, respectivamente)

5 Alineacion de la secuencia de cadena pesada de C268 (seqA) anti-CD4012E12 con una variante genomanipulada
para retener la unién a CD40 y para potenciar la similitud con secuencias variables de cadena ligera humana - E
incluyendo codones preferidos para potenciar la expresion del producto secretado.

segA EVKLVESGGGLVQPGGSLKLSCATSGFTFSDYYMYWVRQTPEKRLEWVAYINSGGGSTYY
seqgB EVNLVESGGGLVQPGGSLKVSCVTSGFTFSDYYMYWVRQTPEKRLEWVAYINSGGGSTYY
**:****************:**.*************************************
segA PDTVKGRFTISRDNAKNTLYLOMSRLKSEDTAMYYCARRGLPFHAMDYWGQGTSVTVSSA
segB PDTVKGRFTISRDNAKNSLYLOMSRLKSEDTAMYYCARRGLPFHAMDYWGQGTLVTVSVA
*****************:*********************************** kxk*x *
segA KTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSG
segB STKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVEDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEFPAVLOSSG
'*******k*****k*********k*****k*********k*****k*********k***
segA LYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVE
seqB LYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVE
e ok ok ke ok ok ok e ok e ok e ok ke ke ke ke ok ke ko ke ok ke ke ok ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok e ok ok e ok ok ke ok ke ke ke ke ke ke ok
segA LFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYR
segB LFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYR
e ok ok ok ok o ok ok ok ok ok ok ke ok ke e ok ke ke ke ko k ok ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ke ke ke ke ko
segA VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKN
segB VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKN
khkhkhkhkhkhkhhbhkhkhkhbhbhbhbhhbhbhbhbbhbhbhhbhhbhbbhhbhbhbhbhbhbhbdbhbbhhbhbhdhdbhbbbhhhdhdi
segh QVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSRLTVDKSRWQEGN
segB QVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGN
khhkhkhkkhkdhkhhkhhbkhbrhbhkbkhkhkhkbhkhhbhhkdhhhhdhhhkdhdhkdhhkdhdhhkdhddddkdhhkhdhkhhhkk
segA VESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGKAS
seqgB VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGKAS

RS SR E S EERE S SR ERE RS EEESEEEES:
10
(SEQ ID NO: 29, 30, respectivamente)

La figura 11 representa el protocolo usado para ensayar in vitro la potencia de moléculas dirigidas a receptor anti-DC

- antigeno (TM) para provocar la expresion de linfocitos T especificos de antigeno en el contexto de un cultivo de
15 PBMC. En resumen, 2E6 PBMC de aféresis de pacientes con VIH se incuban con un intervalo de dosis de la vacuna
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de direccién y 100 U/ml de IL-2. El medio se cambia cada dos dias. En el dia 7, se afladen grupos de péptidos
correspondientes al antigeno para inducir la produccién de IFNy por linfocitos T con especificidades de TCR por
secuencias peptidicas en cada grupo. Después de 4 horas de incubacion con el grupo de péptido y un agente que
bloguea la secrecién de citocinas, las células se tifien con reactivos anti-CD4, anti-CD8, anti-IL-13 y anti-IFNy y se
analizan por FACS.

Las figuras 12 y 13 muestran los efectos de abordar DC [dentro de las PBMC] con una vacuna anti-CD4012E12 gag
pl7 nef gag p24 - la composicion de cadena H se muestra a continuacion: C818 rAB-cetHS-puro[manti-
CD40_12E12.3F3_H-LV-hlgG4H-C-Flex-v1-Viralgag-p17-f3-nef-f4-p24-6xHis] los restos de unién estan subrayados,
los restos conectores flexibles estan en negrita y los restos del antigeno estan en cursival:

EVELVESGGGLVQPGGSLEKLSCATSGEFTFSDYYMYWVROTPEKRLEWVAYTNSGGGSTYYPDTVKGRETT
SRDNAKNTLYLOMSRLKSEDTAMYYCARRGLPFHAMDYWGQGTSVTVSSAKTKGPSVEFPLAPCSRSTSES
TAARLGCLVEDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVESSSLGTRTYTCNVDHKPSN
TKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVFLEPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQENWYVDG
VEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSTIEKTISKAKGQPREPQVYTL
PPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGN

ASQTPTNTISVTPTNNSTPTNNSNPKPNPASLEMGARASILSGG

/2 -'-—-?F.:"""—’C'_'_LETSEG-“:{::LC;_QFWLQI GSEELRSLYNT
7TVTPTATATPSAIVTTITPTATTKPVHMOGI\ WSKRSVV

E EEEEVGFPVRPQVPLRPMTY

I_’IPLTFG.&CFI\T VPVEPE
’“’E E‘TNGSITVAATAPT

AGE _'_3‘ PC’QMRE DRC""DIA A
KEPFRDYVDRFYKTLRAEQAS
HHHHH (SEQ ID NO.:31)

La figura 12 muestra que la vacuna provoca la expansioén de linfocitos T CD4+ con especificidades para todos los
grupos de péptidos gag p24 - incluso en la dosis de vacuna mas baja no ensayada, el porcentaje de linfocitos T
CD4+ que producen IFNy fue significativamente mayor que cuando las células no se trataban con péptidos. La figura
13 [panel superior] muestra estos datos en forma de grafico - el eje vertical muestra el porcentaje (%) de células
productoras de IFNy. El panel inferior muestra datos similares para linfocitos T CD8+ dentro del cultivo de PBMC, y
estos datos también muestran que todos los grupos de péptidos que cubren la secuencia de gag p24 provocaban
una produccién significativamente mayor de linfocitos T productores de IFN-y que el control no peptidico. Por tanto,
la vacuna provocaba respuestas potentes contra multiples epitopos dentro de gag p24 de VIH.

La figura 14 muestra que la vacuna provoca la expansioén de linfocitos T CD4+ con especificidades para todos los
grupos de péptidos gag pl7 - incluso en la dosis de vacuna mas baja no ensayada, el porcentaje de linfocitos T
CD4+ que producen IFNy fue significativamente mayor que cuando las células no se trataban con péptidos. La figura
15 muestra los datos en forma de gréafico - el eje vertical muestra el porcentaje de células productoras de IFN-y
[panel superior]. El panel inferior muestra datos similares para linfocitos T CD8+ dentro del cultivo de PBMC, y estos
datos también muestran que todos los grupos de péptidos que cubren la secuencia de gag pl7 provocaban una
produccioén significativamente mayor de linfocitos T productores de IFN-y que el control no peptidico. Por tanto, la
vacuna provocaba respuestas potentes contra multiples epitopos dentro de gag p17 de VIH.

La figura 16 muestra que la vacuna provoca la expansion de linfocitos T CD4+ con especificidades para la mayoria
de los grupos de péptidos nef de VIH - incluso a la dosis de vacuna mas baja ensayada, el porcentaje de linfocitos T
CD4+ productores de IFN-y era significativamente mayor que cuando las células no se trataban con péptidos. La
figura 17 muestra los datos en forma de grafico - el eje vertical muestra el porcentaje de células productoras de IFN-
y [panel superior]. El panel inferior muestra datos similares para linfocitos T CD8+ dentro del cultivo de PBMC, y
estos datos también muestran que todos los grupos de péptidos que cubren la secuencia nef provocaban una
produccién significativamente mayor de linfocitos T productores de IFN-y que el control no peptidico. Por tanto, la
vacuna provocaba respuestas potentes contra multiples epitopos dentro de nef de VIH.

Se descubrié que los datos muestran que la vacuna [anti-CD4012E12 - unida a la proteina de fusion de gag p17 nef
gag p24 genomanipulada de forma especial] puede, incluso a dosis bajas, provocar amplias respuestas inmunitarias
- es decir, amplia representacion de epitopos en ambos compartimentos de linfocitos T CD4+ y CD8+. Estos datos
demuestran ademas que cada una de las dos partes de la vacuna [anti-CD4012E12 y otros anticuerpos con
propiedades especiales similares, y el antigeno gag-nef genomanipulado para representacion maxima de epitopo
coherente con produccion eficaz] - es decir, el componente anti-CD40 puede ser un vehiculo para el suministro de
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otros antigenos, y el componente de antigeno puede suministrarse por otros vehiculos anti-receptor de DC. Los
resultados también demuestran la capacidad de la direccién basada en CD40 para expandir una amplia matriz de
linfocitos T CD4+ y CD8+ especificos de antigeno a partir de poblaciones de linfocitos T tanto de memoria [pacientes
de VIH a los que se ha administrado vacuna contra VIH] y virgenes [donadores normales a los que se ha
administrado antigeno PSA].

Las DC abordadas con anti-CD40-PSA inducen respuestas de linfocitos T CD4" especificas de PSA. La figura 18
muestra el resumen de un protocolo para ensayar la capacidad de una vacuna compuesta de anti-CD40-12E12
ligado a PSA [antigeno especifico de préstata] de provocar la expansién de una poblacién de linfocitos T virgenes,
de linfocitos T CD4+ especificos de PSA correspondiente a una amplia matriz de epitopos PSA. En resumen, las DC
derivadas por cultivo con IFNa y GM-CSF de monocitos de un donador normal se incuban con la vacuna. Al dia
siguiente, las células se colocan en medio fresco y se afiaden linfocitos T CD4+ puros del mismo donador. Varios
dias después, se afaden los péptidos PSA vy, después de cuatro horas, se determinan los niveles secretados de
IFNy en los sobrenadantes de cultivo.

La figura 19 muestra que muchos péptidos PSA provocan potentes respuestas de produccion de IFN-y, que indican
que los agentes anti-CD4012E12 y anti-CD40 similares pueden suministrar de forma eficaz el antigeno a DC,
provocando la sensibilizacion de las respuestas inmunitarias contra multiples epitopos del antigeno.

La figura 20 muestra que las DC abordadas con anti-CD40-PSA dirigidas a las DC inducen respuestas de linfocitos T
CD8+ especificas de PSA. Las IFNDC se abordaron un 1 pg de proteina de fusién de mAb con PSA. Se cocultivaron
linfocitos T CD8+ autélogos purificados durante 10 dias. Las células se tifieron con anti-CD8 y PSA (KLQCVDLHV)-
tetramero. Las células son de un donador sano positivo para HLA-A*0201. Los resultados demuestran que anti-
CD40 suministra de forma eficaz PSA a la DC, que a su vez provoca la expansion de linfocitos T CD8+ especificos
de PSA.

La figura 21 resume el protocolo de abordaje de DC para ensayar vacunas dirigidas al receptor anti-DC para su
capacidad de dirigir la expansion de linfocitos T especificos de antigeno resultante de la captacion dirigida por la DC
y la presentacién de epitopos antigénicos en su superficie celular. En resumen, los monocitos de pacientes con VIH
se diferencian en DC por cultivo durante 3 dias en IFNa y GM-CSF. La vacuna [FP] entonces se afiade a 10 ug/ml
junto con linfocitos T aut6logos. Después de 10 dias en cultivo, se afiaden grupos de péptidos antigénicos a los
linfocitos T expandidos y después de 4 horas se mide el IFNa intracelular.

La figura 22 [panel superior] muestra la comparacion de la eficacia de las vacunas anti-CD4012E12 nef, anti-
CD4012E12 gag p24 y anti-CD4012E12 gag pl7 nef gag p24 [paciente Aph002]. La vacuna anti-CD4012E12 nef
[barras verdes] estimulé la expansién de linfocitos T CD4+ productores de IFNa sensibles Gnicamente a epitopos del
péptido nef, anti-CD4012E12 gag p24 [barras azules] estimuld la expansion de linfocitos T CD4+ productores de
IFNa sensibles Unicamente a epitopos del péptido p24, mientras que anti-CD4012E 12 gag p17 nef gag p24 estimuld
la expansion de linfocitos T CD8+ productores de IFNa sensibles a epitopos del péptido gag p17, nef y p24.

La figura 22 [panel inferior] muestra la comparacion de la eficacia de las vacunas anti-CD4012E12 nef, anti-
CD4012E12 gag p24 y anti-CD4012E12 gag pl7 nef gag p24 [paciente Aph002]. La vacuna anti-CD4012E12 nef
[barras verdes] estimulé la expansion de linfocitos T CD8+ productores de IFNa sensibles Unicamente a epitopos del
péptido nef, mientras que anti-CD4012E12 gag p17 nef gag p24 [barras naranjas] estimulé la expansion de linfocitos
T CD8+ productores de IFNa sensibles a epitopos del péptido tanto gag p 17 como nef.

La figura 23 [panel superior] muestra la comparacion de la eficacia de anti-CD4012E12 nef, anti-CD4012E12 gag
p24 y anti-CD4012E12 gag pl7 nef gag p24 [paciente Aph010]. La vacuna anti-CD4012E12 nef [barras verdes]
estimuld la expansion de linfocitos T CD4+ productores de IFNa sensibles unicamente a epitopos del péptido nef,
anti-CD4012E12 gag p24 [barras azules] estimul6 la expansion de linfocitos T CD4+ productores de IFNa sensibles
Unicamente a epitopos del péptido p24, mientras que anti-CD4012E12 gag p17 nef gag p24 estimulé la expansion de
linfocitos T CD8+ productores de IFNa sensibles a epitopos del péptido gag p17, nef y p24.

La figura 23 [panel inferior] muestra la comparacion de la eficacia de las vacunas anti-CD4012E12 nef, anti-
CD4012E12 gag p24 y anti-CD4012E12 gag pl7 nef gag p24 [paciente Aph002]. La vacuna anti-CD4012E12 nef
[barras verdes] estimul6 la expansion de linfocitos T CD8+ productores de IFNa sensibles Unicamente a epitopos del
péptido nef, anti-CD4012E12 gag p24 [barras azules] estimulé la expansién de linfocitos T CD8+ productores de
IFNa sensibles Unicamente a epitopos del péptido p24, mientras que anti-CD4012E12 gag pl7 nef gag p24 [barras
naranjas] estimulé la expansion de linfocitos T CD8+ productores de IFNa sensibles a epitopos del péptido tanto gag
pl7 como nef.

Estos datos demuestran que la vacuna anti-CD4012E12 gag pl7 nef gag p24 puede provocar una amplia matriz de
respuestas de linfocitos T que cubren mdltiples epitopos dentro de los tres elementos antigénicos de la vacuna - gag
pl7 de VIH, gag p24 de VIH y nef de VIH.

La siguiente secuencia es la secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién de Cohesina [restos en negrita] -
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Ciclina D1 [restos subrayados] expresada por el vector C515.
C515 E. coli-pET28 [Cohesina-hCiclinaD1-6xHis]

MDLDAVRIKVDTVNAKPGDTVNIPVRFSGIPSKGIANCDFVYSYDPNVLEITIEIKPGELIVDPNPTKSFD
TAVYPDRKMIVFLFAEDSGTGAYAITKDGVFATIVAKVKEGAPNGLSVIKFVEVGGFANNDLVEQKTQFF
DGGVNVGDTTEPATPTTPVITPTTTDDLDAASLEMEHQLLCCEVETIRRAYPDANLLNDRVLRAMLEAEE
TCAPSVSYFKCVQREVLPSMRKIVATWMLEVCEEQKCEEEVFPLAMNYLDRFLSLEPVKKSRLOLLGATC
MEVASKMKETI PLTAEKLCIYTDNSIRPEELLOMELLLVNKLKWNLAAMTPHDFIEHEFLSKMPEAEENKQ
TIRKHAQTFVALCATDVEFISNPPSMVAAGSVVAAVQGLNLRSPNNFLSYYRLTREFLSRVIKCDPDCLRA
COEQIEALLESSLROAQONMDPKAAEEEEEEEEEVDLACTPTDVRDVDIHHHHHH (SE ID

NO. :32)

Expresion y purificacion de la proteina Coh. Ciclina D1 producida en E. coli.

Coh.Ciclina D1 se expres6 en E. coli cepa T7 Express (NEB) cultivada en caldo Luria (Difco) a 37 °C con seleccién
para resistencia a canamicina (40 pg/ml) y agitaciéon a 200 rondas/min hasta fase de crecimiento semilogaritmica.
Después se afadieron 120 mg/l de IPTG (Bioline) y después de 3 horas adicionales, las células se recogieron por
centrifugacién y se almacenaron a -80 °C. Se resuspendieron células de E. coli de cada fermentaciéon de 1 | en 50 ml
de Tris 50 mM enfriado en hielo, EDTA 1 mM pH 8,0 con 0,2 ml de cdctel Il de inhibidor de proteasa (Calbiochem).
Las células se sonicaron dos veces en hielo durante 4 minutos a ajuste 18 (Fisher Sonic Dismembrator 60) con un
periodo de reposo de 5 minutos y después se centrifugaron a 17 000 r.p.m. (Sorvall SA-600) durante 20 minutos a
4 °C. Los 50 ml de sobrenadante de lisado celular se pasaron a través de 10 ml de microesferas de ANX Sepharose
(GE Healthcare), después se ajusto el flujo directo a tampdn de unién con 7,5 ml de Tris 160 mM, imidazol 40 mM,
NaCl 4 M pH 7,9 y se carg6 en una columna HP quelante HiTrap de 5 ml (GE Healthcare) cargada con Ni++. La
proteina unida se lavé con NaPO4 20 mM, NaCl 300 mM, imidazol 10 mM pH 7,6 (tampon A) y se eluy6 con un
gradiente de imidazol 10-500 mM en tampén A. Las fracciones de pico se analizaron por gel de SDS-PAGE gel,
combinadas. Aproximadamente 15 miligramos de la proteina de fusion Cohesina-Ciclina D1 eluida combinada se
hizo reaccionar durante una noche a temperatura ambiente con 10 miligramos de reactivo mPEG-MAL 20k (Nektar),
que adhiere un grupo pegilo de 20 kDa a los restos de cisteina libres [de los que hay varios dentro del dominio de
Ciclina D1]. Una parte de esta reaccion se dializé frente a DPBS [Gibco] y parte se ajusté a pH 7,5, después se
afiadié DTT hasta 10 mM durante 1,5 horas a temperatura ambiente para reducir cualquier enlace disulfuro, seguido
por adicién de yodoacetamida 25 mM durante 1,5 horas a temperatura ambiente para alquilar los restos de cisteina
libres, seguido por adicién de DTT 20 mM durante 1,5 horas a temperatura ambiente, seguido por didlisis frente a
DPBS. La pegilacion fue necesaria para asegurar que la proteina permanecia soluble en DPBS y la alquilacion [que
no era necesaria para la actividad de la proteina en el contexto de direccién anti-CD40 in vitro] sirvié para asegurar
que el producto estaba libre de formas reticuladas con disulfuros intermoleculares.

Figura 24. Andlisis de la interaccion de la proteina de fusion de Cohesina-Ciclina D1 con anticuerpo recombinante
anti-receptor de DC-Dockerina. La proteina de fusidon anticuerpo-Dockerina o anticuerpo-nef de VIH [20 ug] se
incub6 con 100 pyl de microesferas de proteina A-Sepharose [GE Biosciences], después se lavé dos veces con
DPBS. Se afadié Cohesina-Ciclina D1 [Coh.Ciclina D1] [20 ug] pegilada [peg] o pegilada y alquilada [peg alk] vy,
después de 30 minutos a temperatura ambiente, el sobrenadante se separ6 de las microesferas por centrifugacion.
Las microesferas se eluyeron con HCI 20 mM y el eluido y el sobrenadante se secaron, se resuspendieron en
tampon de carga de SDS.PAGE y se procesaron en SDS.PAGE reductor y se visualizaron por tincion con azul de
Coomasssie. El carril 1 muestra el sobrenadante de las microesferas cargadas con anticuerpo-Dockerina + peg
Coh.Ciclina D1 y el carril 2 es el eluido de las microesferas correspondiente. El carril 3 muestra el sobrenadante de
microesferas cargadas con anticuerpo-nef de VIH + peg Coh.Ciclina D1 y el carril 4 es el eluido de las microesferas
correspondiente. El carril 5 muestra el sobrenadante de las microesferas cargadas con anticuerpo-Dockerina + peg
alk Coh.Ciclina D1 y el carril 6 es el eluido de las microesferas correspondiente. El carril 7 muestra el sobrenadante
de microesferas cargadas con anticuerpo-nef de VIH+ peg alk Coh.Ciclina D1 y el carril 8 es el eluido de las
microesferas correspondiente. El carril 9 muestra el anticuerpo-Dockerina en solitario, el carril 10 muestra el
anticuerpo-nef de VIH en solitario, el carril 11 muestra peg Coh.Ciclina D1 en solitario y el carril 12 muestra peg alk
Coh.Ciclina D1 en solitario. Las flechas [de arriba a abajo] muestran: 1) formas pegiladas de alto peso molecular de
Coh.Ciclina D1, 2) la posicién de la cadena pesada del anticuerpo, 3) la posicion de Coh.Ciclina D1 no pegilada [que
es aproximadamente un 50 % de las preparaciones], 4) la posicién de la cadena ligera del anticuerpo.

El andlisis anterior muestra que anticuerpo-Dockerina, pero no anticuerpo-nef de VIH, captura de forma eficaz la
mayor parte de la Coh.Ciclina D1. Esto demuestra que las preparaciones de Coh.Ciclina D1 pueden ensamblar un
complejo con vehiculos de direccidn anti-receptor de DC-Dockerina.

El linfoma de células del manto (MCL) es un linfoma no hodgkiniano de linfocitos B que representa un 5-10 % de

todos los linfomas no hodgkinianos, predominantemente en hombres con edad avanzada. Es un cancer muy
agresivo con el peor pronédstico después del tratamiento convencional, frecuentes recidivas y una supervivencia
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relativamente corta. Tiene una caracteristica distintiva genética: traslocacion t (11;14) (q13; q32) ---- que da lugar a
la sobreexpresion de Ciclina D1.

La ciclina-DI especifica de G1/S- llamada de forma alternativa PRAD1, Bcl-1 funciona en el control del ciclo celular
de la progresién a G1 vy la transicion G1/S mediante la formacién de complejos con CDK4 y 6. No hay expresion
normal en linfocitos maduros ya que la expresion es dependiente del ciclo celular con una expresion maxima en G1,
minima en S. Por tanto, la generacion de respuestas de linfocitos T citotéxicos dirigidas especificamente a células
que sobreexpresan Ciclina D1 es una estrategia de vacunacion para MCL atractiva.

La figura 25 muestra un esquema de péptidos solapantes de Ciclina D1. Estos se afiaden de linfocitos T, como
péptidos individuales o como combinaciones de péptidos, donde pueden presentarse en MHC y estimular de ese
modo la proliferacién de linfocitos T especificos de péptido.

La figura 26 muestra un esquema [panel izquierdo] del disefio del estudio para ensayar la capacidad de complejos
anti-CD40-Ciclina D1 de provocar la expansion in vitro de linfocitos T CD4+ especificos de Ciclina D1. Después de la
incubacién de las DC con el complejo de direccién, se afiaden linfocitos T CD4+ autdlogos [es decir, del mismo
donador] marcados con el colorante CFSC y continla el cultivo durante 8 dias adicionales con IL-2, después 2 dias
de reposo sin IL-2. A continuacion, el cultivo se divide y se estimula con péptidos de Ciclina D individuales, o sin
péptido, durante 8 horas seguido por tincién para IFNg e IL-2 intracelulares [indicadores de activacion de linfocitos T]
y andlisis por FACS.

El andlisis muestra que los péptidos de Ciclina D P8, P16 y P54 estimulan una produccién significativamente mayor
de linfocitos T CD4+ en proliferacion [es decir, marcados por dilucion de CFSC ] que células T CD4+ incubadas sin
péptido [u otros péptidos de Ciclina D1 [no mostrados]. Por tanto, el complejo anti-CD40-Ciclina D1 funciona
provocando la expansion a partir de linfocitos T de un donador normal de linfocitos T especificos de Ciclina D1 con
fenotipo de funcién efectora.

La figura 27 muestra un estudio y analisis similares a los detallados en la figura 26, excepto que se us6 un donador
normal diferente - en este caso el complejo anti-CD40-Ciclina D1 provocaba la expansion de linfocitos T CD4+ en
proliferacién positivos a IFNg especificos para los péptidos de Ciclina D1 P4, P43 y P70.

La figura 28 muestra un esquema y analisis similares a los descritos anteriormente en la figura 26, excepto que se
usaron linfocitos T CD8+. En este donador, el complejo anti-CD40-Ciclina D1 provocaba la expansion de linfocitos T
CD8+ especificos de Ciclina D1, en particular aquellos con especificidades correspondientes a péptidos contenidos
dentro de la combinacion | y combinacion 1.

La figura 29 muestra datos similares del mismo donador, pero analizados con péptidos individuales de estas
combinaciones. En particular, estos linfocitos T muestran especificidad por los péptidos P7, P8 y P10.

Se entendera que se muestran realizaciones particulares descritas en este documento a modo ilustracion y no como
limitaciones de la invencion.

El uso de la palabra "uno" o "una" cuando se usa junto con el término "comprender” en las reivindicaciones y/o en la
memoria descriptiva puede significar "uno", pero también es coherente con el significado de "uno o mas", "al menos
uno”, y "uno o mas de uno". El uso del término "0" en las reivindicaciones se usa para indicar "y/o" salvo que se
indique explicitamente que se hace referencia a alternativas Unicamente o las alternativas son mutuamente
excluyentes, aunque la divulgacion mantiene una definicion que se refiere a Unicamente a alternativas e "y/o".
Durante toda esta solicitud, el término "aproximadamente" se usa para indicar que un valor incluye la variacion
inherente de error para el dispositivo, empleandose el método para determinar el valor, o la variaciéon que existe

entre los sujetos del estudio.

Como se usa en esta memoria descriptiva y en las reivindicaciones, las palabras "comprender” (o cualquier forma de
comprender, tal como "comprende" y "comprenden"), "tener" (y cualquier forma de tener, tal como "tiene" y "tienen"),
"incluir" (y cualquier forma de incluir tal como "incluye" e "incluyen™) o "contener" (y cualquier forma de contener tal
como "contiene" y "contienen") son incluyentes o indeterminadas y no excluyen elementos o etapas del método no
indiciados adicionales.

La expresion "o combinaciones de las mismas", como se usa en este documento, se refiere a todas las
permutaciones y combinaciones de los articulos enumerados que preceden la expresion. Por ejemplo, "A, B, C o
combinaciones de los mismos" pretende incluir al menos uno de: A, B, C, AB, AC, BC o ABC, y si el orden es
importante en un contexto particular, también BA, CA, CB, CBA, BCA, ACB, BAC o CAB. Continuando con este
ejemplo, se incluyen de forma expresa combinaciones que contienen repeticiones de uno o mas articulos o términos,
tales como BB, AAA, MB, BBC, AAABCCCC, CBBAAA, CABABB, y asi sucesivamente. Los expertos en la materia
entenderan que normalmente no hay limite en la cantidad de articulos o términos en cualquier combinacién, salvo
gue sea evidente de otro modo a partir del contexto.
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sin experimentacion excesiva a la luz de la presente divulgacion.
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Asp

Glu
970

Thr

Ser

Tyr

Ile

Asp

795

Ala

val

Vval

Phe

Thr

875

Ile

Asp

Glu

Thr

955

Asp

val

Gly

Asp

Val

780

Arg

Tyr

Lys

Gly

Asp

860

Thr

Ile

Pro

Phe

Pro

940

Ala

Ser

Asn

Ile

Pro

765

Asp

Lys

Ala

Ser

Gly

845

Gly

Pro

Lys

val

val

925

Gly

vVal

Gly

Ala

Pro

750

Asn

Pro

Ile

Ile

Gly

830

Phe

Gly

Val

val

Arg

910

Tyr

Asp

Tyr

Thr

Lys

735

Ser

vVal

Asn

Ile

Thr

815

Ala

Ala

Val

Thr

Asp

895

Phe

Ser

Ile

Pro

Gly
975

Pro

Lys

Pro

val

800

Lys

Pro

Asn

Asn

Thr

880

Thr

Ser

Tyr

Ile

Asp

960

Ala
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Tyr Ala Ile Thr Lys Asp Gly Val Phe Ala Thr Ile Val Ala Lys Val
980 985 990

Lys Ser Gly Ala Pro Asn Gly Leu Ser Val Ile Lys Phe Val Glu Val
995 1000 1005

Gly Gly Phe Ala Asn Asn Asp Leu Val Glu Gln Lys Thr Gln Phe
1010 1015 1020

Phe Asp Gly Gly Val Asn Val Gly Asp Thr Thr Glu Pro Ala Thr
1025 1030 1035

Pro Thr Thr Pro Val Thr Thr Pro Thr Thr Thr Asp Asp Leu Asp
1040 1045 1050

Ala Val Arg Ile Lys Val Asp Thr Val Asn Ala Lys Pro Gly Asp
1055 1060 1065

Thr Val Arg Ile Pro Val Arg Phe Ser Gly Ile Pro Ser Lys Gly
1070 1075 1080

Ile Ala Asn Cys Asp Phe Val Tyr Ser Tyr Asp Pro Asn Val Leu
1085 1090 1095

Glu Ile 1Ile Glu Ile Glu Pro Gly Asp Ile Ile Val Asp Pro Asn
1100 1105 1110

Pro Asp Lys Ser Phe Asp Thr Ala Val Tyr Pro Asp Arg Lys Ile
1115 1120 1125

Ile Val Phe Leu Phe Ala Glu Asp Ser Gly Thr Gly Ala Tyr Ala
1130 1135 1140

Ile Thr Lys Asp Gly Val Phe Ala Thr Ile Val Ala Lys Val Lys
1145 1150 1155

Glu Gly Ala Pro Asn Gly Leu Ser Val Ile Lys Phe Val Glu Val
1160 1165 1170

Gly Gly Phe Ala Asn Asn Asp Leu Val Glu Gln Lys Thr Gln Phe
1175 1180 1185

Phe Asp Gly Gly Val Asn Val Gly Asp Thr Thr Glu Pro Ala Thr
1190 1195 1200

Pro Thr Thr Pro Val Thr Thr Pro Thr Thr Thr Asp Asp Leu Asp
1205 1210 1215

45



Ala

Thr

Ile

Glu

Pro

Ile

Ile

Ser

Gly

Phe

Pro

Ala

Thr

Ile

Glu

Pro

Val
1220

Val
1235

Ala
1250

Ile
1265

Thr
1280

Val
1295

Thr
1310

Gly
1325

Gly
1340

Asp
1355

Thr
1370

Val
1385

Val
1400

Ala
1415

Ile
1430

Asp

Arg

Arg

Asn

Ile

Lys

Phe

Glu

Ala

Phe

Gly

Thr

Arg

Arg

Asn

Ile

Lys

Ile

Ile

Cys

Glu

Ser

Asp

Pro

Ala

Gly

Pro

Ile

Ile

Cys

Glu

Ser

Lys

Pro

Ile

Phe

Phe

Gly

Asn

Asn

val

Val

Lys

Pro

Asp

Ile

Phe

ES 2 685823 T3

Val

Val

Phe

Glu

Asp

Ala

Val

Gly

Asn

Asn

Thr

Val

Val

Phe

Glu

Asp

Asp
1225

Arg
1240

val
1255

Pro
1270

Thr
1285

Glu
1300

Phe
1315

Leu
1330

Asp
1345

val
1360

Thr
3375

Asp
1390

Arg
1405

val
1420

Pro
1435

Thr

Thr

Phe

Tyr

Gly

Ala

Asp

Ala

Ser

Leu

Gly

Pro

Thr

Phe

Tyr

Gly

Ala

46

val

Ser

Ser

Glu

val

Ser

Thr

Val

Val

Asp

Thr

Val

Ser

Ser

Asp

val

Asn

Gly

Tyr

Leu

Tyr

Gly

Ile

Ile

Glu

Thr

Thr

Asn

Gly

Tyr

Ile

Tyr

Ala

Ile

Asp

Ile

Pro

Thr

val

Lys

Gln

Thr

Thr

Ala

Ile

Asp

Ile

Pro

Lys
1230

Pro
1245

Pro
1260

Val
1275

Asp
1290

Gly
1305

Ala
1320

Phe
1335

Lys
1350

Glu
1365

Asp
1380

Lys
1395

Pro
1410

Pro
1425

val
1440

Asp

Pro

Ser

Asn

Asp

Ala

Lys

vVal

Thr

Pro

Asp

Pro

Ser

Asn

Asp

Arg

Gly

Lys

Val

Pro

Lys

Tyr

val

Glu

Gln

Ala

Gly

Lys

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

Asn

Met

Ala

Lys

Val

Phe

Thr

Asp

Asp

Gly

Leu

Asn

Ile



Ile

Ile

Glu

Gly

Phe

Ser

Leu

val

Ile

Thr

vVal

Thr

Gly

1445

vVal
1460

Thr
1475

Gly
1490

Gly
1505

Asp
1520

Pro
1535

Thr
1550

Glu
1565

Ser
1580

Ile
1595

Lys
1610

Phe
1625

Glu
1640

Ala
1655

Phe
1670

Phe

Lys

Phe

Gly

Thr

Ile

Gly

Glu

Ser

Asp

Pro

Ala

Leu

Asp

Pro

Ala

Gly

Thr

Lys

Pro

Asp

Ile

Phe

Phe

Gly

Glu

Asp

Phe

Gly

Asn

Asn

val

Thr

Ile

Val

Phe

Glu

Asp

Ala

val

Gly

Asn
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Ala

vVal

Gly

Asn

Asn

Pro

Gly

Asn

val

Pro

Thr

Glu

Phe

Phe

Asp

1450

Glu
1465

Phe
1480

Leu
1495

Asp
1510

Val
1525

Pro
1540

Arg
1555

Leu
1570

Val
1585

Gly
1600

Ala
1615

Asp
1630

Ala
1645

Ser
1660

Leu
1675

Asp

Ser

Leu

Gly

Glu

Ala

Tyr

Ser

Glu

Val

Ser

Thr

Val

47

Ser

Thr

val

val

Asp

Pro

Glu

Gly

Tyr

Leu

Tyr

Gly

Ile

Ile

Glu

Gly

Ile

Ile

Glu

Thr

Thr

Gly

val

Asp

Ile

Pro

Thr

val

Glu

Val

Thr

Val

Lys

Gln

Thr

Ile

Arg

Pro

Pro

Val

Asp

Gly

Ala

Ile

Glu

1455

Gly
1470

Ala
1485

Phe
1500

Lys
1515

val
1530

Thr
1545

Pro
1560

Gln
1575

Asn
1590

Asp
1605

Arg
1620

Ala
1635

Lys
1650

Ser
1665

Thr
1680

Ala

Lys

Val

Thr

Pro

Pro

Gly

Lys

Val

Pro

Lys

Tyr

val

Glu

Asp

Tyr

vVal

Glu

Gln

Thr

Asn

Gly

Leu

Asn

Ala

Lys

Phe

Leu

Ala

Lys

val

Phe

Thr

Lys

Thr

Ile

Glu

Pro

Ile

Ile

Glu

Gly

Ile



10

Asn

Lys

vVal

Thr

Thr

Gly

Val

Ala

Tyr

Gln

<210>6

<211> 27
<212> PRT

Gly
1685

val
1700

Ala
1715

Glu
1730

Gly
1745

Ala
1760

Asp
1775

Gly
1790

Glu
1805

Val
1820

Asp
1835

Tyr
1850

Gly

Ser

Pro

val

Thr

Thr

Asp

vVal

Glu

Tle

Asp

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 6

Val

Gly

Leu

Tyr

Pro

Tyr

Ser

Ile

Ile

Glu

Met

Ala

Leu

Tyr

val

Ala

Leu

val

val

Arg

Leu

Ile

Gln

ES 2 685823 T3

Val

Ile

Lys

Val

Asn

Asp

Ser

Lys

Cys

Asp

Val

Thr
1690

Leu
1705

Ala
1720

Thr
1735

Ala
1750

Arg
1765

Thr
1780

Asp
1795

Phe
1810

Ile
1825

His
1840

Asn

Pro

Gly

Asp

Ser

val

Ser

Asn

Asn

Asn

Lys

48

Lys

Asp

Phe

Ala

Gly

Ile

Gln

Ser

Ala

His

Pro

Phe

Lys

Asn

Tyr

Ala

Ala

Ile

Thr

Asn

Phe

val

Ser

val

Gly

Thr

Asn

Pro

Asn

Lys

Gly

Gly

Ile
1695

Phe
1710

Glu
1725

Tyr
1740

Leu
1755

val
1770

Ile
1785

Leu
1800

Gly
1815

Ala
1830

Ala
1845

Glu

Asp

Ile

Phe

Lys

Val

Met

Leu

Ser

Ile

Thr

Gly

Ala

Vval

Glu

Ile

Val

Asp

Ala

Asn

Ser

Tyr

Thr

Gly

Ile

Ser

Thr

Trp

val

Asn

Met

Ser
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Gln Thr Pro Thr Asn Thr Ile Ser Val Thr Pro Thr Asn Asn Ser Thr
1 5 10 15

Pro Thr Asn Thr Ser Thr Pro Lys Pro Asn Pro

20 25

<210>7

<211> 2299

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 7

49



Met

Val

Gln

Vval

Asn

65

Ser

Ser

Gln

Phe

Ser

145

Leu

Thr

Thr

Gln

Cys

Vval

Lys

50

Cys

vVal

Asn

Gly

Lys

130

Ser

Ser

Ser

Glu

Ser

Tyr

Asn

35

vVal

Asp

Glu

Asn

Asn

115

Ile

Tyr

Pro

Lys

Val
195

Pro

Ile

20

Ile

Pro

Phe

Ala

Ser

100

Met

Lys

Gly

Thr

Leu

180

Asn

Arg

Ile

Ile

Ile

Thr

Gly

85

Lys

Pro

Asp

Ser

Phe

165

Asp

Val
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Leu

Ser

Ile

Asn

Ile

70

Asp

Asp

Ile

Asn

Phe

150

Phe

Val

Pro

Lys

Ser

Gly

Leu

55

Lys

Ile

Ile

Asn

Ala

135

Ser

Ser

Lys

Ile

Arg

Phe

Ser

40

Gln

Phe

vVal

Ile

Glu

120

Gln

Gly

Gly

Vval

Thr
200

50

Lys

Ser

25

Ala

Asn

Asp

Pro

Lys

105

Asn

Lys

Met

Ser

Gly

185

Phe

Ile

10

Ile

Gln

Val

Ser

Leu

90

Phe

Gly

Gly

Ser

Ile

170

Asn

Glu

Leu

Gln

Gly

Pro

Asp

75

Pro

Leu

Leu

Ile

Gly

155

Asp

Val

Asn

Ser

Phe

Ile

Glu

60

Ile

vVal

Phe

Phe

Ser

140

Lys

Val

Glu

Val

Val

Ala

Pro

45

Ile

Leu

Ala

Ser

Ala

125

Asn

Glu

Ser

Gly

Pro
205

Ile

Ala

30

Gly

Gly

Asp

Ser

Asp

110

Val

Ile

Met

Asp

Ile

190

Asp

Leu

15

Thr

Ser

Ile

Phe

Phe

95

Ala

Ile

Lys

Gln

Val

175

Ala

Asn

Ala

Pro

Thr

Asn

Asn

80

Ser

Thr

Ser

val

Ser

160

Ser

Gly

Gly



Ile

Phe

225

Tyr

Asp

Asn

Ile

Leu

305

Asp

Thr

Lys

Val

Asn

385

Asp

Met

Gly

Lys

Asn

210

Leu

Ser

Ser

Ile

Asp

290

Lys

Ile

Ser

Ile

Pro

370

Phe

Ala

Pro

Ala

Ile

Asn

Thr

Ser

Ser

Lys

275

Leu

Ser

Glu

val

Gln

355

Ile

Thr

Gly

Ser

Met

435

Lys

Cys

Thr

Tyr

Gln

260

Phe

Ser

Ile

Ser

Pro

340

Ile

Thr

Leu

Asp

Asp

420

Ser

Gln

Asn

Glu

Arg

245

Gly

Lys

Glu

Ala

Ser

325

Pro

Gly

Phe

Ala

Ile

405

Gly

Ile

Ser
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Phe

Ala

230

Ser

Thr

Ile

Thr

310

val

Thr

Asp

Asn

Tyr

390

val

Leu

Lys

Ala

Thr

215

Gly

Met

Arg

Lys

Gly

295

Gln

Ser

Pro

val

Glu

375

Asp

Thr

Val

Glu

Ala

Asn

Glu

Ser

Gly

280

Ser

Phe

Pro

Thr

Lys

360

val

Lys

Lys

Asp

440

Phe

51

Ser

Ile

Gly

Ile

265

Asn

Phe

Leu

Thr

Lys

345

Ala

Pro

Asn

Pro

Phe

425

Gly

Gly

Tyr

Ile

Lys

250

Lys

Ala

Ser

Ser

Thr

330

Ser

Asn

val

Ile

Met

410

Leu

Thr

Lys

Asp

Pro

235

Ile

Asn

Ile

Ser

Gly

315

Ser

Ser

Gln

Met

Met

395

Ala

Tyr

Phe

Tyr

Ser

220

Leu

Lys

Asp

Arg

Lys

300

Ser

Val

Pro

Gly

Gly

380

Glu

Asn

Asn

Ala

Ser

Asn

Ala

Phe

Gly

Asp

285

Gln

Val

His

Gly

Asp

365

Val

Phe

Tyr

Asp

Asn

445

Val

Ala

Ile

Leu

val

270

Thr

Asn

Asn

Pro

Asn

350

Thr

Asn

Ile

Ser

Gln

430

val

Gly

Leu

Ala

Phe

255

Phe

Tyr

Asn

Val

Thr

335

Lys

Val

Asn

Ser

Tyr

415

Ala

Lys

Ile

Glu

Asp

240

Ser

Ala

Asn

Lys

320

Pro

Met

Ile

Cys

Ala

400

Asn

Gln

Phe

Lys



Ala

465

Glu

Vval

Lys

Cys

Asn

545

Gln

Phe

Asp

Ile

625

Gln

Ile

Pro

Ser

450

Ile

Ser

Asn

vVal

Asn

530

Glu

Lys

Gly

Gln

Thr

610

Glu

Thr

Ser

Lys

Gly
690

Gly

Ile

Ile

Pro

515

Phe

Ala

Pro

Gly

Ala

595

Ile

Pro

Pro

Val

Pro

675

Glu

Ser

Phe

Glu

500

val

Thr

Gly

Asp

Met

580

val

Gly

Gln

Val

Thr

660

Asn

Ala

Ile

Lys

485

Ile

Glu

Leu

Thr

Glu

565

Pro

Asn

Ala

Phe

Pro

645

Pro

Pro

Gly
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Ser

470

Asp

Gly

Ile

Lys

Ile

550

Gly

Ile

Asp

Phe

Asn

630

Ser

Thr

Gly

455

Ala

Gly

Lys

Lys

Tyr

535

Val

Ile

Lys

Ala

Ser

615

Asn

Asn

Tyr

vVal
695

Leu

Ser

Val

Asp

520

Asn

Pro

Ile

Asp

Asn

600

Gly

Gly

Thr

Asn

Asn

680

Ile

52

Ser

Ile

Lys

505

Ile

Ser

Ala

Lys

Asn

585

Ile

Ile

Ser

Glu

Ser

665

Leu

Glu

Asn

Thr

490

Val

Pro

Asn

Pro

Leu

570

Gly

Gly

Ser

Ile

Val

650

Thr

Asn

Val

Ser

475

Val

Lys

Ser

val

Leu

555

Leu

Ile

val

Ser

Glu

635

Gln

Pro

Val

Pro

460

Lys

Thr

Ala

Ile

Leu

540

Ala

Phe

Phe

Tyr

Ala

620

Ile

Thr

Thr

Asn

Ile
700

Asn

Gly

Gly

525

Lys

Asn

Ser

Val

Gly

605

Lys

Phe

Pro

Asn

Ile

685

Glu

Ile Pro

Lys Pro
495

Asp Lys
510

Ile Asn

Tyr Val

Leu Ser

Asp Ala
575

Asn Leu
590

Leu Glu

Met Thr

Asn Ser

Thr Asn

655

Asn Ser
670

Gly Glu

Phe Lys

Ile

480

Ile

Ile

Asn

Ser

Ile

560

Ser

Glu

Leu

Ser

Ala

640

Thr

Thr

Ile

Asn



val
705

Lys

Gly

Gly

785

Leu

Ile

Ser

Lys

Gly

865

Phe

Val

Ile

Lys

Glu
945

Pro

Ser

Ser

Leu

Val

770

Thr

Asn

Asn

Ser

Gly

850

Asn

Lys

Tyr

Val

Ile

930

Asn

Asp

Ile

Ile

Phe

755

Phe

Gly

Ile

Thr

835

Thr

Met

Asn

Asp

Pro

915

Gln

Gly

Phe

Phe

val

740

Asn

Ala

Gln

Lys

Gly

820

Ile

Pro

Asn

Val

Ser

900

Glu

Phe

Gly

Gly

Glu

725

Asn

Asp

Lys

Ile

Leu

805

Asn

Thr

Thr

Ala

Pro

885

Asn

Pro

Leu

Val
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Ile

710

Tyr

Leu

Ala

Leu

Asn

790

Thr

val

Pro

Val

Ala

870

Pro

Ala

Phe

Phe
950

Asn

val

Ala

Thr

Lys

775

Ala

Ser

Thr

Thr

Thr

855

Ile

Phe

Leu

Ala

Asn

935

Ala

Asn

Thr

Cys

Gln

760

Phe

Glu

Ile

Val

Ala

840

Pro

Gly

Gly

Glu

Asn

920

Asp

Lys

53

Cys

Tyr

Met

745

Ser

Lys

Gly

Asn

Lys

825

Thr

Ile

Glu

Ile

Leu

905

Leu

Ala

Ile

Asp

Glu

730

Glu

Ser

Ile

Tyr

Pro

810

Pro

Pro

Tyr

Glu

Asn

890

Lys

Ser

Ser

Thr

Phe

715

Ala

Asn

Ser

Asn

Gly

795

Ile

Thr

Thr

Trp

Val

875

Asn

Lys

Ser

Gln

Phe
955

Ser

Gly

Ser

Pro

Ser

780

Lys

Phe

Ser

Ala

Met

860

val

Cys

Val

Asn

Gly

940

Lys

Val

Ser

Gly

Ile

765

Asn

Phe

Glu

Thr

Thr

845

Asn

val

Asp

Glu

Lys

925

Ser

vVal

Lys

Ile

Ile

750

Lys

Ala

Ser

Asn

Pro

830

Pro

vVal

Pro

Phe

Ala

910

Ser

Lys

Tyr

Val

735

Ile

Asn

Ala

Gly

Gly

815

Ala

Thr

Leu

Ile

Lys

895

Gly

Glu

Gln

Ser

Asp

720

Lys

Asn

Asn

Ser

Asn

800

Ile

Asp

Ile

Ile

Glu

880

Leu

Asp

Gly

Ile

Thr
960



Ala

Ser

Pro

Pro

Met

Gly

Phe

Ala

Pro

Ser

Asn

Thr

Phe

Phe

Thr
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Ala Ser Gly Ile Tyr Asn Ile Arg Lys Asp Ser Val Gly Ser Phe
965 970 975

Gly Leu Ile Asp Asn Lys Met Thr Ser Ile Gly Pro Lys Phe Thr
980 985 990

Gly Ser Ile Val Val Gly Thr Val Thr Pro Thr Ala Thr Ala Thr
995 1000 1005

Ser Ala Ile Val Thr Thr 1Ile Thr Pro Thr Ala Thr Thr Lys

1010 1015 1020
Ile BAla Thr Pro Thr Ile Lys Gly Thr Pro Thr Ala Thr Pro
1025 1030 1035

Tyr Trp Met Asn Val Val Ile Gly Lys Met Asn Ala Glu Val
1040 1045 1050

Gly Glu Val Val Val Pro Ile Glu Phe Asn Asn Val Pro Ser
1055 1060 1065

Gly Ile Asn Asn Cys Asp Phe Lys Leu Val Tyr Asp Ala Thr
1070 1075 1080

Leu Glu Leu Lys Asn Val Glu Ala Gly Asp Ile Ile Lys Thr
1085 1090 1095

Leu Ala Asn Phe Ser Asn Asn Lys Ser Glu Glu Gly Lys Ile
1100 1105 1110

Phe Leu Phe Asn Asp Ala Ser Gln Gly Ser Met Gln Ile Glu
1115 1120 1125

Gly Gly Val Phe Ala Lys Ile Thr Phe Lys Val Lys Ser Thr
1130 1135 1140

Ala Thr Gly Val Tyr Asp Leu Arg Lys Asp Leu Val Gly Ser
1145 1150 1155

Ser Gly Leu Lys Asp Asn Lys Met Thr Ser Ile Gly Ala Glu
1160 1165 1170

Thr Asn Gly Ser Ile Thr Val Ala Ala Thr Ala Pro Thr Val
1175 1180 1185

Pro Thr Val Asn Ala Thr Pro Ser Ala Ala Thr Pro Thr Val
1190 1195 1200
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Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

Gly

Gly

Glu

Lys

Ala

Lys

Gln

Thr

Arg

Pro
1205

Pro
1220

Pro
1235

Pro
1250

Pro
1265

Pro
1280

Pro
1295

Thr
1310

Lys
1325

Phe
1340

Leu
1355

Gly
1370

Ser
1385

Gly
1400

Phe
1415

Lys

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

Pro

Met

Lys

val

Asp

Glu

Ser

Lys

Asp

Ala

Ala

Ala

Ala

val

Ala

Ala

Thr

Asn

Asn

Tyr

Ile

Glu

Met

val

Leu

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

Ala

Ala

Val

Asp

Ile

Gly

Gln

Lys

Ile
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Ala

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala

Thr

Glu

Pro

Ala

Lys

Lys

Ile

Ser

Gly

Thr
1210

Thr
1225

Thr
1240

Thr
1255

Thr
1270

Thr
1285

Lys
1300

Pro
1315

val
1330

Ser
1345

Thr
1360

Thr
1375

Ile
1390

Glu
1405

Thr
1420

Ser

Pro

Pro

Pro

Pro

Pro

Pro

Pro

Met

Gly

Phe

Ala

Pro

Ser

Asn

Thr

Phe

55

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

Ile

Tyr

Gly

Gly

Leu

Leu

Phe

Gly

Ala

Ser

Val

val

Ala

vVal

Asp

Ala

Ala

Trp

Glu

Ile

Glu

Ala

Leu

Gly

Ile

Gly

Thr

Thr

Ala

Thr

Thr

Ile

Thr

Met

val

Asn

Asn

Phe

Val

Gly

Ile
1215

Ile
1230

Thr
1245

Ile
1260

Ile
1275

val
1290

Pro
1305

Asn
1320

val
1335

Asn
1350

Lys
1365

Phe
1380

Asn
1395

Ser
1410

val
1425

Lys

Pro

Pro

Pro

Pro

Pro

Thr

Thr

val

val

Cys

Asn

Ser

Asp

Ala

Tyr

Asp

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

Ile

Val

Pro

Asp

vVal

Asn

Ala

Lys

Asp

Ser

Val

val

val

vVal

val

Ile

Lys

Ile

Ile

Phe

Glu

Asn

Ser

Ile

Ile

Lys



Ala

Ser

Gly

Pro

Ile

Ala

Lys

Glu

Val

Glu

Ile

Gly

1430

Thr
1445

Thr
1460

Val
1475

Thr
1490

Gly
1505

Pro
1520

Thr
1535

Met
1550

Val
1565

Asn
1580

val
1595

Asn
1610

Phe
1625

Ile
1640

Gly
1655

Ser

Thr

Thr

Ala

Thr

Pro

Asn

val

Asn

Lys

Phe

Asn

Phe

Ile

Ile

Ala

Ile

Thr

Ala

Vval

Thr

Val

Val

Cys

Lys

Gly

Asp

Ala

Tyr

Gly

Pro

Pro

Pro

Thr

Thr

Val

val

Pro

Asn

val

Ser

Ala

Asn

Asn

ES 2 685823 T3

Ala

Thr

Thr

Gly

Pro

Pro

Lys

Ile

val

Phe

Asp

Asn

Leu

Ile

Ile

1435

Glu
1450

Val
1465

vVal
1480

Thr
1495

Thr
1510

Thr
1525

Gly
1540

Gly
1555

Glu
1570

val
1585

Ala
1600

Asn
1615

Gln
1630

Thr
1645

Arg
1660

Phe

Thr

Thr

Ala

Glu

Ala

Thr

Arg

Phe

Gly

Ser

Gly

Phe

Lys
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Thr

Pro

Pro

Thr

Thr

Thr

Pro

Val

Lys

Glu

Glu

Asp

Arg

Lys

Asp

Asn

Thr

Thr

Pro

Ala

Ala

Thr

Asn

Asn

Tyr

Ile

Glu

Met

val

Ser

Gly

Ala

Ala

Thr

Thr

Thr

Ile

Val

Ile

Asp

Val

Gly

Gln

Lys

Val

1440

Ser
1455

Thr
1470

Thr
1485

Ala
1500

Pro
1515

Pro
1530

Lys
1545

val
1560

Pro
1575

Ala
1590

Pro
1605

Lys
1620

Ile
1635

Ser
1650

Gly
1665

Ile

Ala

Ala

Thr

Ser

Thr

Pro

Ala

Ala

Asn

Asp

val

Ala

Ser

Ala

Thr

Thr

Thr

Ala

Val

Ala

vVal

Gly

Ile

val

Ala

Tyr

Asn

Ala

Phe

val

Pro

Pro

Thr

Met

Thr

Tyr

Glu

Gly

Leu

Leu

Phe

Asp

Ala

Ser



Gly

Gly

Ala

Pro

Ala

Ser

Glu

Ile

Glu

Gly

Leu

Gly

Asp

Gly

Asp

Thr

Leu
1670

Ser
1685

Thr
1700

Thr
1715

Thr
1730

Met
1745

vVal
1760

Asn
1775

Leu
1790

Asn
1805

Phe
1820

Ile
1835

Gly
1850

Leu
1865

Gly
1880

Pro
1895

Val

Ile

Gly

Ala

Ser

Asn

Val

Asn

Asp

Phe

Ser

Phe

Thr

Ile

Ser

Asn

Asp

Ser

Thr

Thr

Thr

val

val

Cys

Ser

Ser

Asp

Ala

Tyr

Glu

Ile

val

Lys

Val

Asn

Pro

Val

Ile

Pro

Asn

Ala

Ser

Gly

Lys

Tyr

Lys

Thr

Ala
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Leu

Glu

val

Ala

Lys

Ile

val

Phe

Glu

Asn

Thr

Ile

Ile

Lys

Vval

Ser

val
1675

Ser
1650

Thr
1705

Ser
1720

Gly
1735

Gly
1750

Glu
1765

Ile
1780

Ala
1795

Asn
1810

Gln
1825

Lys
1840

Arg
1855

Ile
1870

Arg
1885

Pro
1900

Pro

Ala

Pro

Thr

Thr

Lys

Phe

Leu

Gly

Lys

Gly

Phe

Lys

Ile

Ser

Thr
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Ile

Lys

Thr

Thr

Pro

Val

Lys

Glu

Glu

Asp

Arg

Lys

Asp

Lys

Pro

Ser

Ser

Val

Pro

Thr

Asn

Asp

Tyr

Ile

Glu

Met

val

Ser

Ile

Thr

Thr

Ala

Thr

Ala

Thr

Ala

Ala

val

Asp

val

Gly

Gln

Lys

vVal

Gly

Pro

Lys

Glu
1680

Pro
1695

Ala
1710

Ala
1725

Thr
1740

Glu
1755

Pro
1770

Ala
1785

Pro
1800

Lys
1815

Ile
1830

Ser
1845

Gly
1860

Ala
1875

Thr
1890

val
1905

Phe

Thr

Thr

Pro

Ala

Ser

Ser

Val

Ile

Val

Thr

Ala

Glu

Pro

Val

Thr

Ala

val

Pro

Leu

Ser

Ile

Ala

Pro

Tyr

Asn

Ala

Phe

Phe

Thr

Ala

Asp

Thr

Thr

Tyr

Gly

Gly

Leu

Leu

Phe

Asp

Ser

Ser

Thr

val

Glu



Pro

Ile

Ser

Glu

Ala

Ile

Ala

vVal

Trp

Tyr

Glu

Ile

Thr

Thr

Thr
1910

Pro
1925

val
1940

Pro
1955

vVal
1970

Ile
1985

Thr
2000

Tyr
2015

Met
2030

Lys
2045

Asn
2060

Asn
2075

Leu
2090

Leu
2105

Arg
2120

val
2135

Ser

Thr

Thr

Phe

Thr

Asp

Ile

vVal

Thr

Ile

Tyr

Gly

Ala

Lys

Asn

Ala

Thr

Ile

Ile

Tyr

Val

Ala

Gly

Lys

Val

Thr

Ser

Tyr

Glu

Asp

Gln

Thr

Ala

val

Ser

Ser

Lys

Ala

Asn

val

Thr

Thr

Asn

Lys

Val

Gly
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Pro

Thr

Thr

Arg

Ser

Ile

Ile

Lys

Leu

Asp

Ile

Gly

Arg

Ala

Ala

Ala
1915

Thr
1930

Pro
1945

Pro
1960

Asp
1975

Glu
1990

Ala
2005

Gly
2020

Ala
2035

Ser
2050

Ser
2065

Asn
2080

Phe
2095

Lys
2110

Ala
2125

Lys
2140

Gly

Ala

Thr

Gly

Lys

Tyr

val

Ser

Asp

Thr

Thr

Met

Ser
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Pro

Thr

Ala

Tyr

Ser

Lys

Gln

vVal

Gly

Thr

Asp

Asp

Pro

Phe

Phe

Ser

Gly

Ala

Thr

Asn

Arg

Asn

Ile

Lys

Glu

Lys

Gln

Lys

Gly

Lys

Ala

Tyr

Pro

Thr

Pro

Lys

Tyr

Ile

Pro

Gly

Ser

Ser

Thr

Ser

Ser

Pro

Arg

Lys

Ile
1920

Pro
1935

Ile
1950

Asp
1965

Glu
1980

Gly
1995

Lys
2010

Ser
2025

Tyr
2040

Glu
2055

val
2070

Thr
2085

His
2100

Lys
2115

Ile
2130

Asp
2145

Thr

Thr

val

Ala

Glu

Lys

Phe

Glu

Thr

Glu

Asp

Ile

Ser

Gln

Met

val

Gly

Lys

val

Asp

Ser

val

Thr

Ile

Lys

Tyr

Ile

Arg

Ser

Asn

Gly

Ser

Thr

Ala

val

Leu

Ser

Asn

Lys

Val

Glu

Thr

Pro

Val

Tyr

vVal

Leu

Asn
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Lys His Trp Ala Leu Lys Tyr Ile Glu Ala Val Thr Lys Ser Gly
2150 2155 2160

Ile Phe Lys Gly Tyr Lys Asp Ser Thr Phe His Pro Asn Ala Pro
2165 2170 2175

Ile Thr Arg Ala Glu Leu Ser Thr Val Ile Phe Asn Tyr Leu His
2180 2185 2190

Leu Asn Asn Ile Ala Pro Ser Lys Val His Phe Thr Asp Ile Asn
2195 2200 2205

Lys His Trp Ala Lys Asn Tyr Ile Glu Glu Ile Tyr Arg Phe Lys
2210 2215 2220

Leu Ile Gln Gly Tyr Ser Asp Gly Ser Phe Lys Pro Asn Asn Asn
2225 2230 2235

Ile Thr Arg Ala Glu Val Val Thr Met Ile Asn Arg Met Leu Tyr
2240 2245 2250

Arg Gly Pro Leu Lys Val Lys Val Gly Ser Phe Pro Asp Val Ser
2255 2260 2265

Pro Lys Tyr Trp Ala Tyr Gly Asp Ile Glu Glu Ala Ser Arg Asn
2270 2275 2280

His Lys Tyr Thr Arg Asp Glu Lys Asp Gly Ser Glu Ile Leu Ile
2285 2290 2295

Glu

<210> 8

<211> 810

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 8
Gln Val Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Gly Ile Leu Gln Pro Ser Gln
1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser Thr Ser
20 25 30
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Gly

Trp

Leu

Phe

Cys

Asp

Lys

Glu

145

Pro

Thr

Val

Asn

Ser

225

Gly

Met

Gln

Met

Leu

50

Lys

Leu

Ala

val

Gly

130

Ser

Val

Phe

Val

Val

210

Lys

Gly

Ile

Glu

Gly

35

Ala

Ser

Lys

Arg

Trp

115

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

195

Asp

Tyr

Pro

Ser

Asp
275

Leu

His

Arg

Ile

Ser

100

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

180

val

His

Gly

Ser

Arg

260

Pro

Ser

Ile

Leu

Thr

85

Ser

Ala

Val

Ala

Ser

165

val

Pro

Lys

Pro

Val

245

Thr

Glu
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Trp

Tyr

Thr

70

Ile

His

Gly

Phe

Leu
150

Trp

Ser

Pro

Pro

230

Phe

Pro

vVal

Ile

55

Ile

val

Tyr

Thr

Pro

135

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

215

Cys

Leu

Glu

Gln

Arg

40

Asp

Ser

Asp

Tyr

Thr

120

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

200

Asn

Pro

Phe

val

Phe
280

60

Gln

Lys

Thr

Gly

105

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

185

Leu

Thr

Pro

Pro

265

Asn

Pro

Asp

Asp

Ala

90

Tyr

Thr

Pro

Val

Ala

170

Gly

Gly

Lys

Cys

Pro

250

Cys

Trp

Ser

Lys

Thr

75

Asp

Gly

val

Cys

Lys

155

Leu

Leu

Thr

val

Pro

235

Lys

val

Tyr

Gly

Arg

60

Ser

Ala

Tyr

Ser

Ser

140

Asp

Thr

Tyr

Lys

Asp

220

Ala

Pro

Vval

val

Lys

45

Tyr

Ser

Ala

Gly

Ser

125

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

205

Lys

Pro

Lys

val

Asp
285

Gly

Asn

Asn

Thr

Gly

110

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

190

Tyr

Arg

Glu

Asp

Asp

270

Gly

Leu

Pro

Gln

Tyr

95

Tyr

Lys

Thr

Pro

val

175

Ser

Thr

val

Phe

Thr

255

val

Val

Glu

Ser

val

80

Tyr

Phe

Thr

Ser

Glu

160

His

Ser

Cys

Glu

Glu

240

Leu

Ser

Glu



Val

Tyr

305

Gly

Ile

vVal

Ser

Glu

385

Pro

Vval

Met

Ser

Ser

465

Gly

Cys

Glu

His

290

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu
370

Trp

val

Asp

His

Leu

450

Gly

Lys

Glu

Arg

Glu

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

355

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

435

Gly

Gly

Lys

Arg

Gln

515

Leu

Ala

Val

Tyr

Thr

340

Cys

Ser

Asp

Ser

420

Ala

Lys

Glu

Lys

Phe

500

Ile

Arg

Lys

Ser

Lys

325

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

405

Arg

Leu

Ala

Leu

Tyr

485

Ala

Leu

Ser
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Thr

val

310

Cys

Ser

Pro

val

Gly

390

Asp

Trp

His

Ser

Asp

470

Lys

vVal

Gly

Leu

Lys

295

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

375

Gln

Gly

Gln

Asn

Leu

455

Arg

Leu

Asn

Gln

Tyr

Pro

Thr

val

Ala

Gln

360

Gly

Pro

Ser

Glu

His

440

Glu

Trp

Lys

Pro

Leu

520

Asn

61

Arg

Val

Ser

Lys

345

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

425

Tyr

Met

Glu

His

Gly

505

Gln

Thr

Glu

Leu

Asn

330

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

410

Asn

Thr

Gly

Lys

Ile

490

Leu

Pro

Val

Glu

His

315

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

395

Leu

val

Gln

Ala

Ile

475

val

Leu

Ser

Ala

Gln

300

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

380

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Arg

460

Arg

Trp

Glu

Thr

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

365

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

445

Ala

Leu

Ala

Thr

Gln

525

Leu

Asn

Trp

Pro

Glu

350

Asn

Ile

Thr

Arg

Cys

430

Leu

Ser

Arg

Ser

Ser

510

Thr

Tyr

Ser

Leu

Ser

335

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

415

Ser

Ser

Ile

Pro

Arg

495

Glu

Gly

Cys

Thr

Asn

320

Ser

Gln

val

val

Pro

400

Thr

val

Leu

Leu

Gly

480

Glu

Gly

Ser

val



His

545

Glu

Asp

Asn

Asn

Ile

625

Asn

Leu

Pro

Gly

Trp

705

Trp

Ser

val

val

530

Gln

Glu

Thr

Ile

Ala

610

Pro

Thr

Lys

Val

Ser

690

Met

Ile

Ile

Asp

Lys
770

Arg

Glu

Gly

Gln
595

Trp

Met

Met

Glu

His

675

Asp

Thr

Ile

Leu

Arg

755

Asn

Ile

Gln

His

580

Gly

Val

Phe

Leu

Thr

660

Ala

Ile

His

Leu

Asp

740

Phe

Trp

Glu

Asn

565

Ser

Gln

Lys

Ser

Asn

645

Ile

Gly

Ala

Asn

Gly

725

Ile

Tyr

Met

ES 2 685823 T3

Ile

550

Lys

Asn

Met

val

Ala

630

Thr

Asn

Pro

Gly

Pro

710

Leu

Arg

Lys

Thr

535

Lys

Ser

Gln

val

val

615

Leu

Val

Glu

Ile

Thr

695

Pro

Asn

Gln

Thr

Glu
775

Asp

Lys

Val

His

600

Glu

Ser

Gly

Glu

Ala

680

Thr

Ile

Lys

Gly

Leu

760

Thr

62

Thr

Lys

Ser

585

Gln

Glu

Glu

Gly

Ala

665

Pro

Ser

Pro

Ile

Pro

745

Arg

Leu

Lys

Lys

570

Gln

Ala

Lys

Gly

His

650

Ala

Gly

Thr

Val

vVal

730

Lys

Ala

Leu

Glu

555

Ala

Asn

Ile

Ala

Ala

635

Gln

Glu

Gln

Leu

Gly

715

Arg

Glu

Glu

Vval

540

Ala

Gln

Tyr

Ser

Phe

620

Thr

Ala

Trp

Met

Gln

700

Glu

Met

Pro

Gln

Gln
780

Leu

Gln

Pro

Pro

605

Ser

Pro

Ala

Asp

Arg

685

Glu

Ile

Tyr

Phe

Ala

765

Asn

Asp

Ala

Ile

590

Arg

Pro

Gln

Met

Arg

670

Glu

Gln

Tyr

Ser

Arg

750

Ser

Ala

Lys

Ala

575

Val

Thr

Glu

Asp

Gln

655

Val

Pro

Ile

Lys

Pro

735

Asp

Gln

Asn

Ile
560

Ala

Gln

val

Leu

640

Met

His

Arg

Gly

Arqg

720

Thr

Tyr

Glu

Pro
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Asp Cys Lys Thr Ile Leu Lys Ala Leu Gly Pro Gly Ala Thr Leu Glu
785 790 795 800

Glu Met Met Thr Ala Cys Gln Gly Val Gly
805 810
<210>9
<211> 847
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccién sintética

<400>9
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Gln

Thr

Gly

Trp

Leu

65

Phe

Cys

Asp

Lys

Glu

145

Pro

Thr

val

Leu

Met

Leu

50

Lys

val

Gly

130

Ser

Val

Phe

Thr

Ser

Gly

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

Thr

85

Ser

Ala

val

Ala

Ser

165

Val
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Glu

Cys

Trp

Tyr

Thr

70

Ile

His

Gly

Phe

Leu
150

Trp

Ser

Ser

Ile

Trp

55

Ile

Val

Tyr

Thr

Pro

135

Gly

Asn

Gln

Gly

Phe

Arg

Asp

Ser

Asp

Tyr

Thr

120

Leu

Cys

Ser

Ser

64

Pro

Ser

25

Gln

Asp

Lys

Thr

Gly

105

val

Ala

Leu

Gly

Ser

Gly

10

Gly

Pro

Asp

Asp

Ala

90

Tyr

Thr

Pro

Val

Ala

170

Gly

Ile

Phe

Ser

Lys

Thr

15

Asp

Gly

Val

Cys

Lys

155

Leu

Leu

Ser

Gly

Arg

60

Ser

Ala

Tyr

Ser

Ser

140

Asp

Thr
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805 810 815
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Lys

Leu

Asn

Cys

740

Glu

Asp

Ala

Cys

vVal

820

Gln

Pro

Thr

Gly

Asn

645

Glu

Gly

Asp

Tyr

725

Phe

Gly

Asp

Phe

Glu

805

Thr

Ala

Ile

ES 2 685823 T3

Val

Ala

630

Thr

Glu

Thr

Gly

Leu

710

Thr

Lys

Glu

Pro

His

790

Phe

Pro

Ala

vVal

Arg

615

val

Ala

Glu

Tyr

Leu
695

Trp

Pro

Leu

Asn

Glu

775

His

Thr

Thr

Ala

Gln
855

Glu

Ser

Ala

Val

Lys

680

Glu

Val

Gly

val

Asn

760

Arg

Met

Asn

val

Asp

840

Asn

84

Arg

Arg

Asn

Gly

665

Gly

Gly

Tyr

Pro

Pro

745

Ser

Glu

Ala

Gly

Asn

825

Thr

Ile

Met

Asp

Asn

650

Phe

Ala

Leu

His

Gly

730

val

Leu

Val

Arg

Ser

810

Ala

Gly

Gln

Arg

Leu

635

Ala

Pro

Ile

Thr

715

Ile

Glu

Glu

795

Ile

Thr

His

Gly

Arg

620

Glu

Asp

Val

Asp

Tyr

700

Gln

Arg

Pro

His

val

780

Leu

Thr

Pro

Ser

Gln
860

Ala

Lys

Cys

Arg

Leu

685

Ser

Gly

Tyr

Glu

Pro
765

Trp

His

Val

Ser

Asn

845

Met

Glu

His

Ala

Pro

670

Ser

Gln

Tyr

Pro

Lys

750

Met

Lys

Pro

Ala

Ala

830

Gln

val

Pro

Gly

Trp

655

Gln

His

Lys

Phe

Leu

735

val

Ser

Phe

Glu

Ala

815

Ala

Val

His

Ala

Ala

640

Val

Phe

Arg

Pro

720

Thr

Glu

Asp

Tyr

800

Thr

Gln

Ser

Gln
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Ala Ile Ser Pro Arg Thr Leu Asn Ala Trp Val Lys Val Val Glu Glu
865 870 875 880

Lys Ala Phe Ser Pro Glu Val Ile Pro Met Phe Ser Ala Leu Ser Glu
885 890 895

Gly Ala Thr Pro Gln Asp Leu Asn Thr Met Leu Asn Thr Val Gly Gly
900 905 910

His Gln Ala Ala Met Gln Met Leu Lys Glu Thr Ile Asn Glu Glu Ala
915 920 925

Ala Glu Trp Asp Arg Val His Pro Val His Ala Gly Pro Ile Ala Pro
930 935 940

Gly Gln Met Arg Glu Pro Arg Gly Ser Asp Ile Ala Gly Thr Thr Ser
945 950 955 960

Thr Leu Gln Glu Gln Ile Gly Trp Met Thr His Asn Pro Pro Ile Pro
965 970 975

Val Gly Glu Ile Tyr Lys Arg Trp Ile Ile Leu Gly Leu Asn Lys Ile
980 985 990

Val Arg Met Tyr Ser Pro Thr Ser Ile Leu Asp Ile Arg Gln Gly Pro
995 1000 1005

Lys Glu Pro Phe Arg Asp Tyr Val Asp Arg Phe Tyr Lys Thr Leu
1010 1015 1020

Arg BAla Glu Gln Ala Ser Gln Glu Val Lys Asn Trp Met Thr Glu
1025 1030 1035

Thr Leu Leu Val Gln Asn Ala Asn Pro Asp Cys Lys Thr Ile Leu
1040 1045 1050

Lys Ala Leu Gly Pro Gly Ala Thr Leu Glu Glu Met Met Thr Ala
1055 1060 1065

Cys Gln Gly Val Gly His His His His His His
1070 1075

<210> 14

<211> 1079

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Construccién sintética

<400> 14

86



Gln

Thr

Gly

Trp

Leu

65

Phe

Cys

Lys

Glu

145

Pro

Thr

Val

Asn

Ser
225

Val

Leu

Met

Leu

50

Lys

Leu

Ala

Val

Gly

130

Ser

Val

Phe

Val

Val

210

Lys

Thr

Ser

Gly

Ala

Ser

Lys

Arg

Trp

115

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

195

Asp

Tyr

Leu

Leu

Leu

His

Arg

Ile

Ser

100

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

180

Val

His

Gly

Lys

Thr

Ser

Ile

Thr

85

Ser

Ala

Val

Ala

Ser

165

Val

Pro

Lys

Pro
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Glu

Cys

Trp

Tyr

Thr

70

Ile

His

Gly

Phe

Leu
150

Trp

Leu

Ser

Pro

Pro
230

Ser

Ser

Ile

Trp

35

Ile

Val

Tyr

Thr

Pro

135

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

215

Cys

Gly

Phe

Arg

Asp

Ser

Asp

Tyr

Thr

120

Leu

Ser

Ser

Ser

200

Asn

Pro

87

Pro

Ser

25

Gln

Asp

Lys

Thr

Gly

105

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

185

Leu

Thr

Pro

Gly

10

Gly

Pro

Asp

Asp

Ala

90

Tyr

Thr

Pro

Val

Ala

170

Gly

Gly

Lys

Cys

Ile

Phe

Ser

Lys

Thr

75

Asp

Gly

Val

Cys

Lys

155

Leu

Leu

Thr

Val

Pro
235

Leu

Ser

Gly

Arg

60

Ser

Ala

Tyr

Ser

Ser

140

Asp

Thr

Tyr

Lys

Asp

220

Ala

Gln

Leu

Lys

45

Tyr

Ser

Ala

Gly

Ser

125

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

205

Lys

Pro

Pro

Ser

30

Gly

Asn

Asn

Thr

Gly

110

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

190

Tyr

Arg

Glu

Ser

15

Thr

Leu

Pro

Gln

Tyr

95

Tyr

Lys

Thr

Pro

Val

175

Ser

Thr

Val

Phe

Gln

Ser

Glu

Ser

Val

80

Tyr

Phe

Thr

Ser

Glu

160

His

Ser

Cys

Glu

Glu
240



Gly

Gln

Val

Tyr

305

Gly

Ile

Vval

Ser

Glu

385

Pro

Val

Ser

Pro
465

Pro

Gly

Ile

Glu

His

290

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

370

Trp

Val

Asp

His

Leu

450

Thr

Pro

Ser

Asp

275

Asn

val

Glu

Lys

Thr

355

Thr

Glu

Lys

Glu

435

Gly

Asn

Ser

Ser

Arg

260

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

340

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

420

Ala

Lys

Asn

Leu

val

245

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

325

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

405

Arg

Leu

Ser

Glu
485

ES 2 685823 T3

Phe

Pro

vVal

Thr

val

310

Cys

Ser

Pro

vVal

Gly

390

Asp

Trp

His

Ser

Thr

470

Met

Glu

Gln

Lys

295

Lys

Lys

Ser

Lys

375

Gln

Gly

Gln

Asn

Gln

455

Pro

Gly

Phe

val

Phe

280

Pro

Thr

Val

Ala

Gln

360

Gly

Pro

Ser

Glu

His

440

Thr

Thr

Ala

88

Pro

Thr

265

Asn

Arg

val

Ser

Lys

345

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

425

Tyr

Pro

Asn

Arg

Pro

250

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

330

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

410

Asn

Thr

Thr

Asn

Ala
490

Lys

val

Tyr

Glu

His

315

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

395

Val

Gln

Asn

Ser

475

Ser

Pro

val

val

Gln

300

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

380

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Thr

460

Asn

Ile

Lys

Val

Asp

285

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

365

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

445

Ile

Pro

Leu

Asp

Asp

270

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

350

Asn

Ile

Thr

Arg

Cys

430

Leu

Ser

Lys

Ser

Thr

255

Val

val

Ser

Ser

335

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

415

Ser

Ser

vVal

Pro

Gly
495

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

320

Ser

Gln

val

val

Pro

400

Thr

val

Leu

Thr

Asn

480

Gly



Glu

Lys

Phe

Ile

545

Ile

Gln

Ser

Asp

625

val

Ala

Thr

Glu

Thr

705

Gly

Leu

Tyr

Ala

530

Ser

Glu

Asn

Ala

610

Met

Arg

Val

Ala

Glu

690

Tyr

Trp

Asp

Lys

515

Val

Gly

Leu

Ile

Lys

595

Ile

Gly

Glu

Ser

Ala

675

Val

Lys

Glu

val

Arg

500

Leu

Asn

Gln

Tyr

Lys

580

Ser

val

Gly

Arg

Arg

660

Asn

Gly

Gly

Gly

Tyr

Trp

Lys

Pro

Leu

Asn

565

Asp

val

Thr

Lys

Met

645

Asp

Asn

Phe

Ala

Leu

725

His
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Glu

His

Gly

Gln

550

Thr

Thr

Asp

Thr

630

Arg

Pro

Leu

710

Ile

Thr

Lys

Ile

Leu

535

Pro

vVal

Lys

Thr

Ile

615

Ser

Arg

Glu

Asp

vVal

695

Asp

Tyr

Gln

Ile

Val

520

Ser

Ala

Glu

Val

600

Thr

Lys

Lys

Cys

680

Arg

Ser

Gly

89

Arg

505

Glu

Leu

Thr

Ala

585

Thr

Pro

Glu

His

665

Ala

Pro

Ser

Gln

Tyr

Leu

Ala

Thr

Gln

Leu

570

Leu

Pro

Thr

Ser

Pro

650

Gly

Trp

Gln

His

Lys

730

Phe

Arg

Ser

Ser

Thr

555

Tyr

Asp

Thr

Ala

val

635

Ala

Ala

Leu

val

Phe

715

Arg

Pro

Pro

Arg

Glu

540

Gly

Cys

Lys

Ala

Thr

620

Val

Ala

Ile

Glu

Pro

700

Gln

Asp

Gly

Glu

525

Gly

Ser

Val

Ile

Thr

605

Thr

Gly

Asp

Thr

Ala

685

Leu

Lys

Asp

Trp

Gly

510

Leu

Cys

Glu

His

Glu

590

Ala

Lys

Trp

Gly

Ser

670

Gln

Arg

Glu

Ile

Gln

Lys

Glu

Arg

Glu

Gln

515

Glu

Thr

Pro

Pro

Val

655

Ser

Glu

Pro

Lys

Leu

735

Asn

Lys

Arg

Gln

Leu

560

Arg

Glu

Pro

Val

Thr

640

Gly

Asn

Glu

Met

Gly

720

Asp

Tyr



Thr

Lys

Glu

785

Pro

His

Phe

Gln

Ala

865

Lys

Gly

His

Ala

Gly

945

Thr

vVal

Pro

Leu

770

Asn

Glu

His

Ala

Asn

850

Ile

Ala

Ala

Gln

Glu

930

Gln

Leu

Gly

Gly

155

val

Asn

Arg

Gln

835

Tyr

Ser

Phe

Thr

Ala
915

Trp

Met

Gln

Glu

740

Pro

Pro

Ser

Glu

Ala

820

Gln

Pro

Pro

Ser

Pro

900

Ala

Asp

Arg

Glu

Ile
980

Gly

Val

Leu

val

805

Arg

Ala

Ile

Arg

Pro

885

Gln

Met

Arg

Glu

Gln

965

Tyr
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Ile

Glu

Leu

790

Leu

Glu

Ala

Val

Thr

870

Glu

Asp

Gln

val

Pro

950

Ile

Lys

Arg

Pro

775

His

vVal

Leu

Ala

Gln

855

vVal

Met

His

935

Arg

Gly

Arg

Tyr

760

Glu

Pro

Trp

His

Asp

840

Asn

Asn

Ile

Asn

Leu

920

Pro

Gly

Trp

Trp

90

745

Pro

Lys

Met

Lys

Pro

825

Thr

Ile

Ala

Pro

Thr

905

Lys

val

Ser

Met

Ile
985

Leu

vVal

Ser

Phe

810

Glu

Gly

Gln

Trp

Met

890

Met

Glu

His

Asp

Thr

970

Ile

Glu

Leu

795

Asp

Tyr

His

Gly

Val

875

Phe

Leu

Thr

Ala

Ile

955

His

Leu

Phe

Glu

780

His

Ser

Tyr

Ser

Gln

860

Lys

Ser

Asn

Ile

Gly

9240

Ala

Asn

Gly

Gly

765

Ala

Gly

Arg

Lys

Asn

845

Met

Val

Ala

Thr

Asn

925

Pro

Gly

Pro

Leu

750

Trp

Asn

Met

Leu

Asp

830

Gln

val

Val

Leu

val

910

Glu

Ile

Thr

Pro

Asn
990

Cys

Glu

Asp

Ala

815

Cys

Val

His

Glu

Ser

895

Gly

Glu

Ala

Thr

Ile

975

Lys

Phe

Gly

Asp

800

Phe

Glu

Ser

Gln

Glu

880

Glu

Gly

Ala

Pro

Ser

960

Pro

Ile



10

val

Lys

Thr

Lys

Cys

<210> 15
<211> 1106
<212> PRT

Arg Met Tyr Ser Pro Thr Ser

995

Glu Pro
1010

Ala
1025

Glu

Leu Leu
1040

Ala
1055

Leu

Gln
1070

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 685823 T3

Phe Arg Asp

Gln Ala Ser

Val Gln Asn

Gly Pro Gly

Val Gly His

<223> Construccién sintética

<400> 15

1000

Tyr Val Asp Arg Phe
1015

Gln Glu Val Lys Asn
1030

Ala Asn Pro Asp Cys
1045

Ala Thr Leu Glu Glu
1060

His His His His His

1075

91

1005

Tyr
1020

Lys

Trp Met
1035

Lys Thr

1050

Met Met
1065

Ile Leu Asp Ile Arg Gln Gly Pro

Thr Leu

Thr Glu

Ile Leu

Thr Ala



Gln

Thr

Gly

Trp

Leu

65

Phe

Cys

Asp

Val

Leu

Met

Leu

50

Lys

Leu

Ala

Vval

Thr

Ser

Gly

Ala

Ser

Lys

Arg

Trp

Leu

Leu

20

His

Arg

Ile

Ser

100

Gly

Lys

Thr

Ser

Ile

Leu

Thr

85

Ser

Ala
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Glu

Cys

Trp

Tyr

Thr

70

Ile

His

Gly

Ser

Ser

Ile

Trp

55

Ile

Val

Tyr

Thr

Gly

Phe

Arg

40

Asp

Ser

Asp

Tyr

Thr

92

Pro

Ser

25

Gln

Asp

Lys

Thr

Gly

105

Val

Gly

10

Gly

Pro

Asp

Asp

Ala

90

Tyr

Thr

Ile

Phe

Ser

Lys

Thr

75

Asp

Gly

Vval

Leu

Ser

Gly

Arg

60

Ser

Ala

Tyr

Ser

Gln

Lys

45

Tyr

Ser

Ala

Gly

Ser

Pro

Ser

30

Gly

Asn

Thr

Gly
110

Ala

Ser

15

Thr

Leu

Pro

Gln

Tyr

95

Tyr

Lys

Gln

Ser

Glu

Ser

Val

80

Tyr

Phe

Thr



Lys

Glu

145

Pro

Thr

vVal

Asn

Ser

225

Gly

Met

Gln

Val

Tyr

305

Gly

Ile

vVal

Gly

130

Ser

Val

Phe

Val

Val

210

Lys

Gly

Ile

Glu

His

290

Arg

Lys

Glu

Tyr

115

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

195

Asp

Tyr

Pro

Ser

Asp

275

Asn

val

Glu

Lys

Thr
355

Ser

Ala

Val

Ala

180

Val

His

Gly

Ser

Arg

260

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr
340

val

Ala

Ser

165

val

Pro

Lys

Pro

val

245

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

325

Ile

Pro
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Phe

Leu
150

Trp

Leu

Ser

Pro

Pro

230

Phe

Pro

Val

Thr

val

310

Cys

Ser

Pro

Pro

135

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

215

Cys

Leu

Glu

Gln

Lys

295

Leu

Lys

Lys

Ser

120

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

200

Asn

Pro

Phe

val

Phe

280

Pro

Thr

val

Ala

Gln
360

93

Ala

Leu

Gly

Ser

185

Leu

Thr

Pro

Pro

Thr

265

Asn

Arg

val

Ser

Lys

345

Glu

Pro

Val

Ala

170

Gly

Gly

Lys

Cys

Pro

250

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

330

Gly

Glu

Cys

Lys

155

Leu

Leu

Thr

Vval

Pro

235

Lys

val

Tyr

Glu

His

315

Lys

Gln

Met

Ser

140

Asp

Thr

Tyr

Lys

Asp

220

Ala

Pro

Val

Val

Gln

300

Gln

Gly

Pro

Thr

125

Tyr

Ser

Ser

Thr

205

Lys

Pro

Lys

vVal

Asp

285

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys
365

Ser

Phe

Gly

Leu

190

Tyr

Arg

Glu

Asp

Asp

270

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

350

Asn

Thr

Pro

val

175

Ser

Thr

Val

Phe

Thr

255

val

val

Ser

Leu

Ser

335

Pro

Gln

Ser

Glu

160

His

Ser

Cys

Glu

Glu

240

Ser

Glu

Thr

Asn

320

Ser

Gln

vVal



Ser

Glu

385

Pro

val

Ser

Pro

465

Pro

Glu

Lys

Phe

Ile

545

Arg

Ile

Gln

Ser

Leu
370

Trp

Val

Asp

His

Leu

450

Thr

Ala

Leu

Tyr

Ala

530

Leu

Ser

Glu

Asn

Ala
610

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

435

Gly

Asn

Ser

Asp

Lys

515

vVal

Gly

Leu

Ile

Lys

595

Ile

Cys

Ser

Asp

Ser

420

Ala

Lys

Asn

Leu

Arg

500

Leu

Asn

Gln

Tyr

Lys

580

Ser

Val

Asn

Ser

405

Arg

Ala

Ser

Glu
485

Trp

Lys

Pro

Asn

565

Asp

vVal

Thr
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Val

Gly

390

Asp

Trp

His

Ser

Thr

470

Met

Glu

His

Gly

Gln

550

Thr

Thr

Asp

Thr

Lys

375

Gln

Gly

Gln

Gln

455

Pro

Gly

Lys

Ile

Leu

535

Pro

vVal

Lys

Thr

Ile
615

Gly

Pro

Ser

Glu

His

440

Thr

Thr

Ala

Ile

val

520

Leu

Ser

Ala

Glu

Val

600

Thr

94

Phe

Glu

Phe

Gly

425

Tyr

Pro

Asn

Arg

Arg

505

Trp

Glu

Leu

Thr

Ala

585

Thr

Pro

Tyr

Asn

Phe

410

Asn

Thr

Thr

Asn

Ala

490

Leu

Ala

Thr

Gln

Leu

570

Leu

Pro

Thr

Pro

Asn

395

Val

Gln

Asn

Ser

475

Ser

Arg

Ser

Ser

Thr

555

Tyr

Asp

Thr

Ala

Ser

380

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Thr

460

Asn

Ile

Pro

Arg

Glu

540

Gly

Cys

Lys

Ala

Thr
620

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

445

Ile

Pro

Leu

Gly

Glu

525

Gly

Ser

Val

Ile

Thr

605

Thr

Ile

Thr

Arg

Cys

430

Leu

Ser

Lys

Ser

Gly

510

Leu

Cys

Glu

His

Glu

590

Ala

Lys

Ala

Thr

Leu

415

Ser

Ser

Val

Pro

Gly

495

Lys

Glu

Arg

Glu

Gln

575

Glu

Pro

vVal

Pro

400

Thr

Val

Thr

Asn

480

Gly

Lys

Arg

Gln

Leu

560

Arg

Glu

Pro

Val



Asp

625

Val

Ala

Thr

Glu

Thr

705

Gly

Leu

Thr

Lys

Glu

785

Pro

His

Phe

Pro

Ala
865

Met

Val

Ala

Glu

690

Tyr

Leu

Trp

Pro

Leu

770

Asn

Glu

His

Thr

Thr

850

Ala

Gly

Glu

Ser

Ala

675

val

Lys

Glu

val

Gly

755

vVal

Asn

Arg

Met

Asn

835

val

Asp

Gly

Arg

Arg

660

Asn

Gly

Gly

Gly

Tyr

740

Pro

Pro

Ser

Glu

Ala

820

Gly

Asn

Thr

Lys

Met

645

Asp

Asn

Phe

Ala

Leu

725

His

Gly

Val

Val

805

Arg

Ser

Ala

Gly
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Trp

630

Arg

Leu

Ala

Pro

Leu

710

Ile

Thr

Ile

Glu

Leu

790

Leu

Glu

Ile

Thr

His
870

Ser

Arg

Glu

Asp

Val

695

Asp

Tyr

Gln

Arg

Pro

775

His

Val

Leu

Thr

Pro

855

Ser

Lys

Ala

Lys

Cys

680

Arg

Ser

Gly

Tyr

760

Glu

Pro

Trp

His

vVal

840

Ser

Asn

95

Arg

Glu

His

665

Ala

Pro

Ser

Gln

Tyr

745

Pro

Lys

Met

Lys

Pro

825

Ala

Ala

Gln

Ser

Pro

650

Gly

Trp

Gln

His

Lys

730

Phe

Val

Ser

Phe

810

Glu

Ala

Ala

Val

Val

635

Ala

Ala

Leu

vVal

Phe

715

Arg

Pro

Thr

Glu

Leu

795

Asp

Tyr

Thr

Gln

Ser
875

vVal

Ala

Ile

Glu

Pro

700

Leu

Gln

Asp

Phe

Glu

780

His

Ser

Tyr

Ala

Phe

860

Gln

Gly

Asp

Thr

Ala

685

Leu

Lys

Asp

Trp

Gly

765

Ala

Gly

Arg

Lys

Pro

845

Ala

Asn

Trp

Gly

Ser

670

Gln

Arg

Glu

Ile

Gln
750

Trp

Asn

Met

Leu

Asp

830

Thr

Gln

Tyr

Pro

Val

655

Ser

Glu

Pro

Lys

Leu

735

Asn

Cys

Glu

Asp

Ala

815

Cys

Val

Gln

Pro

Thr

640

Gly

Asn

Glu

Met

Gly

720

Asp

Tyr

Phe

Gly

Asp

800

Phe

Glu

Thr

Ala

Ile
880
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Val Gln Asn Ile Gln Gly Gln Met Val His Gln Ala Ile Ser Pro Arg
885 890 895

Thr Leu Asn Ala Trp Val Lys Val Val Glu Glu Lys Ala Phe Ser Pro
900 905 910

Glu Val Ile Pro Met Phe Ser Ala Leu Ser Glu Gly Ala Thr Pro Gln
915 920 925

Asp Leu Asn Thr Met Leu Asn Thr Val Gly Gly His Gln Ala Ala Met
930 935 940

Gln Met Leu Lys Glu Thr Ile Asn Glu Glu Ala Ala Glu Trp Asp Arg
945 950 955 960

Val His Pro Val His Ala Gly Pro Ile Ala Pro Gly Gln Met Arg Glu
965 970 975

Pro Arg Gly Ser Asp Ile Ala Gly Thr Thr Ser Thr Leu Gln Glu Gln
980 985 990

Ile Gly Trp Met Thr His Asn Pro Pro Ile Pro Val Gly Glu Ile Tyr
995 1000 1005

Lys Arg Trp Ile Ile Leu Gly Leu Asn Lys Ile Val Arg Met Tyr
1010 1015 1020

Ser Pro Thr Ser Ile Leu Asp Ile Arg Gln Gly Pro Lys Glu Pro
1025 1030 1035

Phe Arg Asp Tyr Val Asp Arg Phe Tyr Lys Thr Leu Arg Ala Glu
1040 1045 1050

Gln Ala Ser Gln Glu Val Lys Asn Trp Met Thr Glu Thr Leu Leu
1055 1060 1065

Val Gln Asn Ala Asn Pro Asp Cys Lys Thr Ile Leu Lys Ala Leu
1070 1075 1080

Gly Pro Gly Ala Thr Leu Glu Glu Met Met Thr Ala Cys Gln Gly
1085 1090 1095

Val Gly His His His His His His
1100 1105

<210> 16
<211> 1106
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 16
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97



Gln

Thr

Gly

Trp

Leu

65

Phe

Cys

Asp

Lys

Glu

145

Pro

Thr

vVal

Asn

Val

Leu

Met

Leu

50

Lys

Leu

Ala

Val

Gly

130

Ser

Val

Phe

Val

Val
210

Thr

Ser

Gly

35

Ala

Ser

Lys

Arg

Trp

115

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

185

Asp

Leu

Leu

20

Leu

His

Arg

Ile

Ser

100

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

180

Val

His

Lys

Thr

Ser

Ile

Leu

Thr

85

Ser

Ala

Val

Ala

Ser

165

Val

Pro

Lys
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Glu

Cys

Trp

Tyr

Thr

70

Ile

His

Gly

Phe

Leu

150

Trp

Leu

Ser

Pro

Ser

Ser

Ile

Trp

55

Ile

Val

Tyr

Thr

Pro

135

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser
215

Phe

Arg

40

Asp

Ser

Tyr

Thr

120

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

200

Asn

98

Pro

Ser

25

Gln

Asp

Lys

Thr

Gly

105

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

185

Leu

Thr

Gly

Gly

Pro

Asp

Ala

90

Tyr

Thr

Pro

val

Ala

170

Gly

Gly

Lys

Ile

Phe

Ser

Lys

Thr

75

Asp

vVal

Cys

Lys

155

Leu

Leu

Thr

Val

Leu

Ser

Gly

Arg

Ser

Ala

Tyr

Ser

Ser

140

Asp

Thr

Tyr

Lys

Asp
220

Gln

Leu

Lys

45

Tyr

Ser

Ala

Gly

Ser

125

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

205

Lys

Pro

Ser

30

Gly

Asn

Asn

Thr

Gly

110

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

190

Tyr

Arg

Ser

15

Thr

Leu

Pro

Gln

Tyr

95

Tyr

Lys

Thr

Pro

Val

175

Ser

Thr

Val

Gln

Ser

Glu

Ser

Val

80

Tyr

Phe

Thr

Ser

Glu

160

His

Ser

Cys

Glu



Ser

225

Gly

Met

Gln

vVal

Tyr

305

Gly

Ile

val

Ser

Glu

385

Pro

Val

Met

Ser

Pro

Lys

Gly

Ile

Glu

His

290

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu
370

Trp

Val

Asp

His

Leu

450

Thr

Tyr

Pro

Ser

Asp

275

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

355

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

435

Gly

Asn

Gly

Ser

Arg

260

Pro

Ala

Vval

Tyr

Thr

340

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

420

Ala

Lys

Asn

Pro

val

245

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

325

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

405

Arg

Leu

Ala

Ser

ES 2 685823 T3

Pro

230

Phe

Pro

vVal

Thr

Val

310

Cys

Ser

Pro

vVal

Gly

390

Asp

Trp

His

Ser

Thr

Cys

Leu

Glu

Gln

Lys

295

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

375

Gln

Gly

Gln

Asn

Gln

455

Pro

Pro

Phe

val

Phe

280

Pro

Thr

val

Ala

Gln

360

Gly

Pro

Ser

Glu

His

440

Thr

Thr

99

Pro

Pro

Thr

265

Asn

Arg

vVal

Ser

Lys

345

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

425

Tyr

Pro

Asn

Cys

Pro

250

Cys

Trp

Glu

Asn

330

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

410

Asn

Thr

Thr

Asn

Pro

235

Lys

Val

Tyr

Glu

His

315

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

395

Leu

Val

Gln

Asn

Ser

Ala

Pro

Val

Val

Gln

300

Gln

Gly

Pro

Ser

380

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Thr

460

Asn

Pro

Lys

Val

Asp

285

Phe

Asp

Arg

Lys

365

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

445

Ile

Pro

Glu

Asp

Asp

270

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

350

Asn

Ile

Thr

Arg

Cys

430

Leu

Ser

Lys

Phe

Thr

255

Val

vVal

Ser

Ser

335

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

415

Ser

Ser

Val

Pro

Glu

240

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

320

Ser

Gln

val

val

Pro

400

Thr

vVal

Leu

Thr

Asn



465

Pro

Glu

Gln

Phe

Ile

545

Ile

Gln

Ser

Asp

625

val

Ala

Thr

Glu

Thr
705

Ala

Leu

Tyr

Ala

530

Leu

Ser

Glu

Asn

Ala

610

Arg

val

Ala

Glu

690

Tyr

Ser

Asp

Lys

515

Val

Gly

Ile

Lys

595

Ile

Gly

Glu

Ser

Ala

675

Val

Lys

Leu

Arg

500

Leu

Asn

Gln

Tyr

Lys

580

Ser

val

Gly

Arg

Arg

660

Asn

Gly

Gly

Glu
485

Trp

Lys

Pro

Leu

Asn

565

Asp

Val

Thr

Lys

Met

645

Asp

Asn

Phe

Ala
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470

Glu

His

Gly

Gln

550

Thr

Thr

Asp

Thr

630

Arg

Leu

Ala

Pro

Leu
710

Gly

Lys

Ile

Leu

535

Pro

Val

Lys

Thr

Ile

615

Ser

Arg

Glu

Asp

Val

695

Asp

Ala

Ile

Val

520

Leu

Ser

Ala

Glu

Val

600

Thr

Lys

Ala

Lys

Cys

680

Arg

Leu

100

Arg

Arg

505

Trp

Glu

Leu

Thr

Ala

585

Thr

Pro

Arg

Glu

His

665

Ala

Pro

Ser

Ala

490

Leu

Ala

Thr

Gln

Leu

570

Leu

Pro

Thr

Ser

Pro

650

Gly

Trp

Gln

His

475

Ser

Arg

Ser

Ser

Thr

555

Tyr

Asp

Thr

Ala

val

635

Ala

Ala

Leu

Val

Phe
715

Ile

Pro

Arg

Glu

540

Gly

Cys

Lys

Ala

Thr

620

Val

Ala

Ile

Glu

Pro

700

Leu

Leu

Gly

Glu

525

Gly

Ser

val

Ile

Thr

605

Thr

Gly

Asp

Thr

Ala

685

Leu

Lys

Ser

Gly

510

Leu

Cys

Glu

His

Glu

590

Ala

Lys

Trp

Gly

Ser

670

Gln

Arg

Glu

Gly

495

Asn

Glu

Arg

Glu

Gln

85

Glu

Thr

Pro

Pro

val

655

Ser

Glu

Pro

Lys

480

Gly

Lys

Gln

Leu

560

Arg

Glu

Pro

val

Thr

640

Gly

Asn

Glu

Met

Gly
720



Gly

Leu

Thr

Lys

Glu

785

Pro

His

Phe

Pro

Ala

865

Val

Thr

Glu

Gln
945

Val

Leu

Trp

Pro

Leu

770

Asn

Glu

His

Thr

Thr

850

Ala

Gln

Leu

Val

Leu

930

Met

His

Glu

val

Gly

755

Val

Asn

Arg

Met

Asn

835

Val

Asp

Asn

Asn

Ile

915

Asn

Pro

Gly

Tyr

740

Pro

Pro

Ser

Glu

Ala

820

Gly

Asn

Thr

Ile

Ala

900

Pro

Thr

Lys

Val

Leu

725

His

Gly

Val

Leu

val

805

Arg

Ser

Ala

Gly

Gln
885

Trp

Glu

His
965
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Ile

Thr

Ile

Glu

Leu

790

Leu

Glu

Ile

Thr

His

870

Gly

val

Phe

Leu

Thr

950

Ala

Tyr

Gln

Arg

Pro

775

His

Val

Leu

Thr

Pro

855

Ser

Gln

Lys

Ser

Asn

935

Ile

Gly

Ser

Gly

Tyr

760

Glu

Pro

Trp

His

val

840

Ser

Asn

Met

val

Ala

920

Thr

Asn

Pro

101

Gln

Tyr

745

Pro

Lys

Met

Lys

Pro

825

Ala

Ala

Gln

val

Val

905

Leu

Val

Glu

Ile

Lys

730

Phe

Leu

vVal

Ser

Phe

810

Glu

Ala

Ala

val

His

890

Glu

Ser

Gly

Glu

Ala
970

Arg

Pro

Thr

Glu

Leu

795

Asp

Tyr

Thr

Gln

Ser

875

Gln

Glu

Glu

Gly

Ala

955

Pro

Gln

Asp

Phe

Glu

780

His

Ser

Tyr

Ala

Phe

860

Gln

Ala

Lys

Gly

His

940

Ala

Gly

Asp

Trp

Gly

765

Ala

Gly

Arg

Lys

Pro

845

Ala

Asn

Ile

Ala

Ala

925

Gln

Glu

Gln

Ile

Gln

750

Asn

Met

Leu

Asp

830

Thr

Gln

Tyr

Ser

Phe

910

Thr

Ala

Leu

735

Asn

Cys

Glu

Asp

Ala

815

Cys

vVal

Gln

Pro

Pro

895

Ser

Pro

Ala

Asp

Arg
975

Asp

Tyr

Phe

Gly

Asp

800

Phe

Glu

Thr

Ala

Ile

880

Pro

Gln

Met

Arg

960

Glu
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Pro Arg Gly Ser Asp Ile Ala Gly Thr Thr Ser Thr Leu Gln Glu Gln
980 985 990

Ile Gly Trp Met Thr His Asn Pro Pro Ile Pro Val Gly Glu Ile Tyr
995 1000 1005

Lys Arg Trp Ile Ile Leu Gly Leu Asn Lys Ile Val Arg Met Tyr
1010 1015 1020

Ser Pro Thr Ser Ile Leu Asp Ile Arg Gln Gly Pro Lys Glu Pro
1025 1030 1035

Phe Arg Asp Tyr Val Asp Arg Phe Tyr Lys Thr Leu Arg Ala Glu
1040 1045 1050

Gln Ala Ser Gln Glu Val Lys Asn Trp Met Thr Glu Thr Leu Leu
1055 1060 1065

Val Gln Asn Ala Asn Pro Asp Cys Lys Thr Ile Leu Lys Ala Leu
1070 1075 1080

Gly Pro Gly Ala Thr Leu Glu Glu Met Met Thr Ala Cys Gln Gly
1085 1090 1095

Val Gly His His His His His His
1100 1105

<210> 17

<211> 627

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 17

102



10

gctagcatgg
agaatgagaa
aaacacggag
gaagctcaag
atgacttata
ggacttattt
ggttatttecc
tttggatggt

ggcgaaaata

gaagttctgg

caccccgaat

<210>18
<211> 1965
<212> ADN

gaggcaaatg
gggctgaacc
caataacatc
aagaagaaga
aaggcgctct
attcacaaaa
cagactggca
gctttaaact

attcactgct

tatggaaatt

attataaaga

<213> Secuencia atrtificial

<220>

<223>0ligonucledtido sintético
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gagtaaaaga
agccgctgat
ctctaatacc
agtcggattc
ggatcttagc
aagacaagac
aaattatact
tgtceccegte

ccaccctatg

tgattcaaga

ctgttga

agtgttgtgg
ggtgtaggtg
gccgcaaata
cccgtgegac
cactttctta
atcctcgatt
cctggacceg
gaacctgaaa

tcactgcacg

cttgctttte

103

gttggccaac
ctgtgtcacg
acgcagactg
cccaagttec

aagaaaaagg

tgtgggtata

gcattcgata
aagtagaaga

gaatggatga

accacatggc

tgtgagagaa
agatctggaa
tgcctggete
cctcagacca
aggactggaa
tcatactcaa
tccecttace
agcaaatgaa

ccccgaacge

tagagaactt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

627



gctagtcaga
aacaacagca
ttaagecggtg
aaatataaat
cctggeetgt
cttcagacag
gtgcatcaaa
caaaacaaaa
accaccatca
agaagtgttg
gatggtgtag
accgccgcaa
ttecececegtge
agccacttte
gacatcctceg
actcctggac
gtcgaacctg
atgtcactge
agacttgcett
ttcaccaacg
gccaccececa
caggtcagec
atatcaccta

gaagtgatac

cceccaccaa
accccaagcce
gcgaattaga
taaaacatat
tagaaacatc
gatcagaaga
ggatagagat
gtgtcgatac
cccccacege
tgggttggee
gtgctgtgte
ataacgcaga
gaccccaagt
ttaaagaaaa
atttgtgggt
ccggecatteg
aaaaagtaga
acggaatgga
ttcaccacat
gcagcatcac
gcgccgccca
aaaattacce
gaactttaaa

ccatgtttte
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caccatcagc
caaccecegcet
tagatgggaa
agtatgggca
agaaggctgt
acttagatca
aaaagacacc
cgtgacccecce
caccaccaag
aactgtgaga
acgagatctg
ctgtgeectgg
tccecctcaga
aggaggactg
atatcatact
atatcccett
agaagcaaat
tgaccccgaa
ggctagagaa
cgtggecegee
attcgcacag
tatagtgcag
tgcatgggta

agcattatca

gtgaccccca
agcctcgaga
aaaattcggt
agcagggagc
agacaaatac
ttatataata
aaggaagctt
accgccacceg
ccegtegaca
gaaagaatga
gaaaaacacg
ctcgaagctce
ccaatgactt
gaaggactta
caaggttatt
acctttggat
gaaggcgaaa
cgcgaagtte
cttcacceeg
accgccceca
caagcagcag
aacatccagg
aaagtagtag

gaaggagcca

104

ccaacaacag
tgggtgcgag
taaggccagg
tagaacgatt
tgggacagcet
cagtagcaac
tagacaagat
ccaccecceag
tgggaggcaa
gaagggctga
gagcaataac
aagaagaaga
ataaaggcgce
tttattcaca
tcccagactg
ggtgctttaa
ataattcact
tggtatggaa
aatattataa
ccgtgacccece
ctgacacagg
ggcaaatggt
aagagaaggc

ccccacaaga

cacccccace
agcgtcaata
gggaaagaaa
cgcagttaat
acaaccatcc
cctctattgt
agaggaagag
cgeccategtg
atggagtaaa
accagcecgcet
atcctctaat
agaagtcgga
tctggatctt
aaaaagacaa
gcaaaattat
acttgteccce
gcteccacect
atttgattca
agactgtgaa
caccgtgaac
acacagcaat
acatcaggcce
tttcagcecca

tttaaacacc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



10

atgctaaaca
gaggaagctg
cagatgagag
ataggatgga
atcctgggat
caaggaccaa
gagcaagctt
aacccagatt

atgacagcat

<210>19
<211>919
<212> PRT

cagtggggag
cagaatggga
aaccaagggg
tgacacataa
taaataaaat
aggaaccctt
cacaagaggt
gtaagactat

gtcagggagt

<213> Secuencia artificial

<220>

<223>0ligonucledtido sintético
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acatcaagca
tagagtgcat
aagtgacata
tccacctatce
agtaagaatg
tagagactat
aaaaaattgg
tttaaaagca

ggggcatcac

gccatgcaaa
ccagtgcatg
gcaggaacta
ccagtaggag
tatagcccta
gtagaccgat
atgacagaaa
ttgggaccag

catcaccatc

105

tgttaaaaga
cagggcctat
ctagtaccct
aaatctataa
ccagcattct
tctataaaac
ccttgttggt
gagcgacact

actga

gaccatcaat
tgcaccaggce
tcaggaacaa
aaggtggata
ggacataaga
tctaagagcc
ccaaaatgcg

agaagaaatg

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1965



Ala

Gly

Gly

Thr

65

Thr

Gly

Gly

Cys

Thr

Gly

Thr

Gly

50

Cys

Ala

Cys

Ala

Ala
130

Gly

Thr

Thr

35

Thr

Cys

Cys

Cys

Gly

115

Gly

Ala

Thr

20

Gly

Ala

Ala

Ala

Thr

100

Thr

Thr

Thr

Cys

Cys

Cys

Gly

Thr

85

Cys

Cys

Gly
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Gly

Ala

Thr

Cys

Gly

Thr

Cys

Ala

Gly

Gly

Ala

Cys

Thr

Thr

Cys

Ala

Gly

Thr

Gly

Cys

Ala

Cys

Thr

Gly

Ala

Gly

Ala

Cys

Cys

Thr

Thr

Gly

Gly

Gly

Ala

Gly

Thr

Gly

ES 2 685823 T3

Cys

Gly

Gly

Cys

Thr

Cys

Cys

Ala

Cys

Gly

Cys

Gly

Cys

Cys

Gly

Ala

Gly
1180

Thr
1195

Cys
1210

Thr
1225

Cys
1240

Gly
1255

Cys
1270

Ala
1285

Ala
1300

Ala
1315

Thr
1330

Gly
1345

Thr
1360

Cys
1375

Gly
1390

Glu
1405

Ala

Gly

Ala

Ala

Cys

Ala

Thr

Cys

Gly

Ala

Cys

Cys

Ala

Thr

Gly

val

115

Cys

Gly

Gly

Cys

Cys

Cys

Cys

Cys

Gly

Thr

Cys

Thr

Cys

Cys

Thr

Lys

Ala

Gly

Cys

Ala

Gly

Gly

Thr

Gly

Thr

Gly

Gly

Cys

Ala

Thr

Ala

Thr

Ala

Cys

Ala

Thr

Gly

Ala

Thr

Gly

Thr

Thr

Thr

Cys

Cys

Ala

val

Cys
1185

Gly
1200

Gly
1215

Gly
1230

Gly
1245

Cys
1260

Cys
1275

Gly
1290

Gly
1305

Cys
1320

Gly
1338

Gly
1350

Ala
1365

Cys
1380

Ala
1395

Glu
1410

Gly

Ala

Gly

Ala

Cys

Thr

Ala

Gly

Cys

Thr

Ala

Cys

Cys

Cys

Gly

Ser

Cys

Gly

Ala

Cys

Thr

Cys

Gly

Ala

Ala

Thr

Thr

Ala

Ala

Thr

Cys

Gly

Cys

Cys

Gly

Cys

Gly

Cys

Cys

Cys

Gly

Cys

Gly

Cys

Gly

Gly

Thr

Gly



Gly

Ser

Thr

Gly

Ile

Gly

Val

Leu

Gly

Trp

Val

Val

Asp

Lys

Gly

Leu
1415

Gly
1430

Pro
1445

Gly
1460

Ser
1475

Leu
1490

Leu
1505

Thr
1520

Ala
1535

Cys
1550

Asn
1565

Leu
1580

Pro
1595

His
1610

Tyr
1625

Gly
1640

vVal

Phe

Glu

Ser

Lys

Pro

val

Pro

Ser

Gln

Ser

Lys

Gly

Pro

Gln

Thr

Lys

Thr

Asp

Ser

Phe

Ser

Cys

Val

Gly

Ser

Ser

Pro

Pro

Ser

Pro

Phe

Arg

Tyr

Asn

Glu

His

Ser

Ser

Lys

Ala

Ser

Ser

Ser

Pro

Val
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Gly

Ser

Leu

Tyr

Ala

Asp

Ala

Ala

Arg

Asp

Leu

Gly

Leu

Asn

Cys

Phe

Gly Ser
1420

Asp Tyr
1435

Glu Trp
1450

Pro Asp
1465

Lys Asn
1480

Thr Ala
1495

Met Asp
1510

Lys Thr
1525

Ser Thr
1540

Tyr Phe
1555

Thr Ser
1570

Leu Tyr
1585

Gly Thr
1600

Thr Lys
1615

Pro Pro
1630

Leu Phe
1645

116

Leu

Tyr

Val

Thr

Thr

Met

Tyr

Lys

Ser

Pro

Gly

Ser

Lys

val

Cys

Pro

Lys

Met

Ala

Val

Leu

Tyr

Trp

Gly

Glu

Glu

Val

Leu

Thr

Asp

Pro

Pro

Leu

Tyr

Tyr

Lys

Tyr

Tyr

Gly

Pro

Ser

Pro

His

Ser

Tyr

Lys

Ala

Lys

Ser
1425

Trp
1440

Ile
1455

Gly
1470

Leu
1485

Cys
1500

Gln
1515

Ser
1530

Thr
1545

Val
1560

Thr
1575

Ser
1590

Thr
1605

Arg
1620

Pro
1635

Pro
1650

Cys

val

Asn

Arg

Gln

Ala

Gly

val

Ala

Thr

Phe

vVal

Cys

val

Glu

Lys

Ala

Arg

Ser

Phe

Met

Arg

Thr

Phe

Ala

Val

Pro

val

Asn

Glu

Phe

Asp

Thr

Gln

Gly

Thr

Ser

Arg

Ser

Pro

Leu

Ser

Ala

Thr

Val

Ser

Glu

Thr



Leu

Val

Gly

Phe

Gln

Lys

Gly

Glu

Gly

Gln

Asp

Ala

Gly

<210> 21

<211>782
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Met
1655

Ser
1670

val
1685

Asn
1700

Asp
1715

Gly
1730

Gln
1745

Glu
1760

Phe
1775

Pro
1790

Gly
1805

Trp
1820

Leu
1835

Lys
1850

Ile

Gln

Glu

Ser

Trp

Leu

Pro

Met

Tyr

Glu

Ser

Gln

His

Ala

Ser

Glu

Val

Thr

Pro

Arg

Thr

Pro

Asn

Phe

Glu

Asn

Ser

Arg

Asp

His

Tyr

Asn

Ser

Glu

Lys

Ser

Asn

Phe

Gly

His

ES 2 685823 T3

Thr

Pro

Asn

Arg

Gly

Ser

Pro

Asn

Asp

Tyr

Leu

Asn

Tyr

Pro Glu
1660

Glu Val
1675

Ala Lys
1690

Val Val
1705

Lys Glu
1720

Ile Glu
1735

Gln Val
1750

Gln Val
1765

Ile Ala
1780

Lys Thr
1795

Tyr Ser
1810

Val Phe
1825

Thr Gln
1840

117

Val

Gln

Thr

Ser

Tyr

Lys

Tyr

Ser

Val

Thr

Arg

Ser

Lys

Thr

Phe

Lys

vVal

Lys

Thr

Thr

Glu

Pro

Leu

Cys

Ser

Cys

Asn

Pro

Leu

Cys

Ile

Leu

Thr

Trp

Pro

Thr

Ser

Leu

Val
1665

Trp
1680

Arg
1695

Thr
1710

Lys
1725

Ser
1740

Pro
1755

Cys
1770

Glu
1785

Val
1800

Val
1815

Val
1830

Ser
1845

Vval

Tyr

Glu

Val

val

Lys

Pro

Leu

Ser

Leu

Asp

Met

Leu

Val

Val

Glu

Leu

Ser

Ala

Ser

Val

Asn

Asp

Lys

His

Ser

Asp

Asp

Gln

His

Asn

Lys

Gln

Lys

Gly

Ser

Ser

Glu

Leu
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<223> Construccién sintética

<400> 21

118



Glu

Ser

Tyr

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Cys
225

Val

Leu

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Arg

Ser

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

Pro

Lys

Lys

Tyr

35

Ile

Arg

Met

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

Leu

Thr

Val

Pro
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Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Pro

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Lys

Asp

Ala
230

Ser

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

119

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

His

170

Ser

Cys

Glu

Glu

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Asp

Lys

Glu

Pro

155

Thr

vVal

Asn

Ser

Gly
235

vVal

Thr

Arg

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Gly

Ser

140

Val

Phe

vVal

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

Leu

Tyr

95

Gln

Val

Ala

Ser

Vval

175

Pro

Lys

Pro

val

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Ser

Pro

Pro

Phe
240



Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

305

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

385

Gly

Gln

Asn

Asp

Ile

465

val

Phe

Val

Phe

Pro

290

Thr

Val

Ala

Gln

Gly

370

Pro

Ser

Glu

His

Thr

450

Cys

Pro

Thr

Asn

275

Arg

Val

Ser

Lys

Glu

355

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr

435

Thr

Ile

Glu

Pro

Cys

260

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

340

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

420

Thr

Glu

Gly

Lys

Lys

245

Val

Tyr

Glu

His

Lys

325

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

405

vVal

Gln

Pro

Tyr

Asn
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Pro

Vval

Val

Gln

Gln

310

Gly

Pro

Thr

Ser

Tyr

390

Tyr

Phe

Lys

Ala

His

470

val

Lys

val

Asp

Phe

295

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

375

Lys

Ser

Ser

Ser

Thr

455

Ala

Thr

Asp

Asp

Gly

280

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

360

Ile

Thr

Arg

Cys

Leu

440

Pro

Asn

val

120

Thr

Val

265

Val

Ser

Ser

Pro

345

Gln

Ala

Thr

Ser

425

Ser

Thr

Asn

Thr

Leu

250

Ser

Glu

Thr

Asn

Ser

330

Gln

Val

Vval

Pro

Thr

410

Val

Leu

Thr

Ser

His

Met

Gln

val

Tyr

Gly

315

Ile

val

Ser

Glu

Pro

395

val

Met

Ser

Pro

Thr

475

Ser

Ile

Glu

His

Arg

300

Lys

Glu

Tyr

Leu

380

val

Asp

His

Leu

Val

460

Asp

val

Ser

Asp

Asn

285

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

365

Glu

Lys

Glu

Gly

445

Thr

Thr

Asn

Arg

Pro

270

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

350

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

430

Lys

Thr

val

Leu

Thr

255

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

335

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

415

Leu

Ala

Asp

Asp

Leu

Pro

val

Thr

val

Cys

320

Ser

Pro

vVal

Gly

Asp

400

Trp

His

Ser

Thr

Thr

480

Glu



Asp

Gln

Cys

Pro

545

Glu

Glu

vVal

Leu

Ser

625

His

Asn

Pro

Asn

Ala

705

Gly

Ser

Leu

Asp

530

Asn

Glu

Ile

Thr

Leu

610

Tyr

His

Ala

Glu

Tyr

690

Asn

Phe

His

Gly

515

Pro

Ser

Leu

Phe

Ala
595

Trp

val

Pro

Tyr

Ile

675

Tyr

Gly

Gly

Asn

500

Lys

Leu

Glu

Arg

Pro

580

Ala

Leu

Asn

Pro

Val

660

Ala

Trp

Asn

Ser

485

Gly

Cys

Leu

Asn

Glu

565

Lys

Cys

Thr

Lys

Asn

645

Ser

Glu

Thr

Gly
725
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Lys

Asn

Pro

Gly

550

Gln

Glu

Ser

Glu

Lys

630

Ser

val

Arg

Leu

Ile

710

Ile

Leu

Ile

val

535

Ile

Leu

Ser

His

Lys

615

Gly

Lys

Val

Pro

Leu

695

Ala

Ile

Cys

Ala

520

Arg

Cys

Ser

Ser

Glu

600

Glu

Lys

Glu

Thr

Lys

680

Lys

Pro

Thr

121

Arg

505

Gly

Ser

Tyr

Ser

Trp

585

Gly

Gly

Glu

Gln

Ser

665

Val

Pro

Ser

490

Leu

Trp

Trp

Pro

vVal

570

Pro

Lys

Ser

Val

Gln

650

Asn

Arg

Gly

Tyr

Asn
730

Lys

Leu

Ser

Gly

555

Ser

Asn

Ser

Tyr

Leu

635

Asn

Tyr

Asp

Asp

Ala

715

Ala

Gly

Leu

Tyr

540

Asp

Ser

His

Ser

Pro

620

vVal

Asn

Gln

Thr

700

Phe

Ser

Ile

Gly

525

Ile

Phe

Phe

Asn

Phe

605

Lys

Tyr

Arg

Ala

685

Ile

Ala

Met

Ala

510

Asn

Val

Ile

Glu

Thr

590

Tyr

Trp

Gln

Arg

670

Gly

Ile

Leu

His

495

Pro

Pro

Glu

Asp

Arg

DD

Asn

Arg

Lys

Gly

Asn

655

Phe

Arg

Phe

Ser

Glu
735

Leu

Glu

Thr

Tyr

560

Phe

Gly

Asn

Asn

Ile

640

Glu

Thr

Met

Glu

Arg

720

Cys
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Asn Thr Lys Cys Gln Thr Pro Leu Gly Ala Ile Asn Ser Ser Leu Pro
740 745 750

Tyr Gln Asn Ile His Pro Val Thr Ile Gly Glu Cys Leu Lys Tyr Val
755 760 765

Arg Ser Ala Lys Leu Arg Met Val His His His His His His
770 115 780

<210> 22

<211>523

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 22
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Glu

Ser

Tyr

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Val

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Arg

Ser

Leu

130

Cys

Ser

Lys

Lys

Tyr

35

Ile

Arg

Met

Arg

Val

115

Ala

Leu

Gly

Leu

Leu
20

Trp

Asn

Phe

Ser

Gly

100

Thr

Pro

Val

Ala

Val

Ser

Val

Ser

Thr

Arg

85

Leu

vVal

Cys

Lys

Leu

ES 2 685823 T3

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Pro

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Lys

Phe

Ser

Arg

135

Tyr

Ser

Gly

Thr

Thr

40

Gly

Arg

Ser

His

Ala

120

Ser

Phe

Gly

123

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Ala

105

Lys

Thr

Pro

Val

Gly

10

Gly

Glu

Thr

Asn

Asp

90

Met

Thr

Ser

Glu

His

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

4]

Thr

Asp

Lys

Glu

Pro

155

Thr

Val

Thr

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Gly

Ser

140

Val

Phe

Gln

Phe

Leu

45

Pro

Asn

Met

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

val

Ala

Gly

15

Asp

Trp

Thr

Tyr

95

Gln

Val

Ala

Ser

Val

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly

Phe

Leu

Txp
160

Leu



Gln

Ser

Ser

Cys

225

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

305

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

385

Gly

Ser

Ser

Asn

210

Pro

Phe

Val

Phe

Pro

290

Thr

val

Ala

Gln

Gly

370

Pro

Ser

Ser

Leu

195

Thr

Pro

Pro

Thr

Asn

275

Arg

Val

Ser

Lys

Glu

355

Phe

Glu

Phe

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Pro

Cys

260

Trp

Glu

Asn

Gly

340

Glu

Tyr

Asn

Phe

165

Leu

Thr

Val

Pro

Lys

245

Val

Tyr

Glu

His

Lys

325

Gln

Pro

Asn

Leu
405
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Tyr

Lys

Asp

Ala

230

Pro

Val

Val

Gln

Gln

310

Gly

Pro

Thr

Ser

Tyr

390

Tyr

Ser

Thr

Lys

215

Pro

Lys

Val

Asp

Phe

295

Asp

Arg

Lys

Asp

375

Lys

Ser

Leu

Tyr

200

Arg

Glu

Asp

Asp

Gly

280

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

360

Ile

Thr

Arg

124

Ser

185

Thr

val

Phe

Thr

val

265

val

Ser

Leu

Ser

Pro

345

Gln

Ala

Thr

Leu

170

Ser

Cys

Glu

Glu

Leu

250

Ser

Glu

Thr

Asn

Ser

330

Gln

Vval

val

Pro

Thr
410

Val

Asn

Ser

Gly

235

Met

Gln

Val

Tyr

Gly

315

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

395

val

val

val

Lys

220

Gly

Ile

Glu

His

Arg

300

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp
380

val

Asp

Thr

Asp

205

Tyr

Pro

Ser

Asp

Asn

285

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

365

Glu

Leu

Lys

val

190

His

Gly

Ser

Arg

Pro

270

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

350

Cys

Ser

Asp

Ser

175

Pro

Lys

Pro

Val

Thr

255

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

335

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg
415

Ser

Pro

Pro

Phe

240

Pro

Val

Thr

Val

Cys

320

Ser

Pro

val

Gly

Asp

400

Trp



10

Gln

Asn

Asn

Lys

465

Ala

Asn

Tyr

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

Glu

His

Ser

450

vVal

Val

Arg

Leu

Gly

Tyr

435

Pro

Asn

Ser

Asp

Ile
515

<213> Secuencia artificial

<220>

Asn

420

Thr

Gln

Ser

Thr

Gly

500

Arg

<223> Construccion sintética

<400> 23

Val

Gln

Asn

Thr

Leu

485

Arg

Val

ES 2 685823 T3

Phe

Lys

Glu

Asp

470

Pro

vVal

Ile

Ser

Ser

Val

455

Leu

Ser

Asp

Glu

Cys

Leu

440

Leu

Thr

Ser

Ser

Lys
520

125

Ser

425

Ser

Tyr

Leu

Lys

Ser

505

Leu

vVal

Leu

Gly

Leu

Ala

490

Asp

Pro

Met

Ser

Asp

Lys

475

Glu

Val

Ile

His

Leu

vVal

460

Arg

Lys

Thr

Glu

Gly

445

Asn

Tyr

Asn

Ile

Ala

430

Lys

Asp

val

Ala

Leu
510

Leu

Ala

Asp

Leu

Asp

495

Ser

His

Ser

Gly

Lys

480

Val

Arg



Pro

Lys

Pro
65

Val

Lys

Asp

Gly

Gly

Glu

50

Thr

Phe

Asp

Leu

Asp

Ile

35

Ile

Lys

Gly

Asp

Thr
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Ser Asn Gln Val Ser Gln Asn Tyr Pro Ile Val Gln Asn Ile Gln Gly
865 870 875 880

Gln Met Val His Gln Ala Ile Ser Pro Arg Thr Leu Asn Ala Trp Val
885 890 895

Lys Val Val Glu Glu Lys Ala Phe Ser Pro Glu Val Ile Pro Met Phe
900 905 910

Ser Ala Leu Ser Glu Gly Ala Thr Pro Gln Asp Leu Asn Thr Met Leu
915 920 925

Asn Thr Val Gly Gly His Gln Ala Ala Met Gln Met Leu Lys Glu Thr
930 935 940

Ile Asn Glu Glu Ala Ala Glu Trp Asp Arg Val His Pro Val His Ala
945 950 955 960

Gly Pro Ile Ala Pro Gly Gln Met Arg Glu Pro Arg Gly Ser Asp Ile
965 970 975

Ala Gly Thr Thr Ser Thr Leu Gln Glu Gln Ile Gly Trp Met Thr His
980 985 990

Asn Pro Pro Ile Pro Val Gly Glu Ile Tyr Lys Arg Trp Ile Ile Leu
995 1000 1005

Gly Leu Asn Lys Ile Val Arg Met Tyr Ser Pro Thr Ser Ile Leu
1010 1015 1020

Asp Ile Arg Gln Gly Pro Lys Glu Pro Phe Arg Asp Tyr Val Asp
1025 1030 1035

Arg Phe Tyr Lys Thr Leu Arg Ala Glu Gln Ala Ser Gln Glu Val
1040 1045 1050

Lys Asn Trp Met Thr Glu Thr Leu Leu Val Gln Asn Ala Asn Pro
1055 1060 1065

Asp Cys Lys Thr Ile Leu Lys Ala Leu Gly Pro Gly Ala Thr Leu
1070 1075 1080

Glu Glu Met Met Thr Ala Cys Gln Gly Val Gly His His His His
1085 1090 1095

His His
1100

145
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ES 2 685823 T3

REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo anti-CD40 humano que comprende una secuencia de cadena ligera de la SEQ ID NO: 24, 25, 26,
27 0 28 y una secuencia de cadena pesada de la SEQ ID NO: 29 o 30.

2. Una proteina de fusién que comprende el anticuerpo de la reivindicacion 1.
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150

T3

DCIR.gag p24 [77 kDa] C241
LOX-1.gag p24 [77 kDa]
LOX-1.flex HA1-1 [87 kDa]
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1. HA1-1 [87 kDa]
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3. Gag_p24 C560 Flex® -p24 [81 kDa]

FIG. 2
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FIG. 4A

FIG. 4B

FIG. 4C
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N-glucosilacion potencial
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1. [ Gag_p17 [ Gag_p24 €535 p40 [90 kDa]
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3. migG [50 kDa]

FIG. 5
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FIG. 6
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Sobrenadantes de hibridoma anti-CD40 ensayados en DC para induccion de IL12p40
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