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DESCRIPCION
Inmunoglobulina contra la toxina del carbunco

[0001] La presente invencion se refiere a una inmunoglobulina dirigida contra el antigeno protector de la toxina del
carbunco.

[0002] El carbunco es una enfermedad infecciosa causada por una bacteria grampositiva, Bacillus anthracis. Esta
bacteria es inmovil y forma esporas altamente resistentes que germinan en una forma vegetativa cuando se
encuentran en entornos tales como la sangre o los tejidos de humanos o de animales. A pesar de su alta
resistencia, las esporas no se reproducen, pero pueden sobrevivir decenas de afos en el suelo.

[0003] Una infeccion por el carbunco puede adoptar tres formas: cutanea, pulmonar o digestiva. La infeccion
pulmonar es la que es mortal con mayor frecuencia. En caso de inhalacion, las esporas de B. Anthracis entran en
los alvéolos, donde son fagocitadas por los macréfagos y las células dendriticas, en particular. Las esporas
germinan en estas células y las formas vegetativas se multiplican en los ganglios. Las bacterias pasan entonces
al torrente sanguineo, se reproducen de manera continua y producen toxinas, responsables en parte de la letalidad
de la enfermedad.

[0004] Las toxinas del carbunco estan compuestas por tres proteinas distintas: el antigeno protector (PA, 83 kDa
antes de la escision enzimatica y 63 kDa después de la escision), el factor letal (LF, 90 KDa) y el factor
edematdgeno (EF, 89 kDa). La toxina letal, que desempefia una funcién preponderante en la patogenicidad, esta
formada por PA y LF; y la toxina edematégena, cuya funcioén en la fisiologia de la enfermedad es menor, por PA'y
EF. Estas proteinas se secretan por la bacteria como monémeros no téxicos, y se adhieren a la superficie de las
células a las que atacan para formar complejos toxicos.

[0005] Hasta ahora, varios antibiéticos, tales como la penicilina, la doxiciclina y las fluoroquinolonas (por ejemplo,
la ciprofloxacina), se han utilizado para el tratamiento de las infecciones por carbunco. Sin embargo, algunos de
estos antibidticos pueden no tener efecto sobre determinadas cepas de B. Anthracis, resistentes a los antibidticos.
Ademas, los antibiéticos que no tienen accion inhibidora frente a las toxinas del carbunco se deben administrar
necesariamente en estadios muy precoces de la infeccion; sin embargo, los diagndsticos precoces son dificiles de
establecer porque los sintomas iniciales son inespecificos.

[0006] Se han desarrollado vacunas cuyo principal componente es el antigeno protector PA, pero solo se utilizan
para personas susceptibles de entrar en contacto con B. Anthracis. Ademas, debido a la necesidad de un periodo
de varios meses para adquirir una inmunidad suficiente, estas vacunas no se pueden utilizar en situaciones de
urgencia. En Francia, actualmente, ninguna de estas vacunas esta autorizada para el uso humano. Por lo tanto,
es necesario desarrollar nuevos enfoques terapéuticos y preventivos que no sean antibioticos.

[0007] La inmunizacién pasiva con anticuerpos representa una estrategia eficaz para neutralizar la toxina. Se han
realizado varias pruebas para neutralizar la toxina letal del carbunco con ayuda de anticuerpos monoclonales
contra el antigeno protector (PA) y el factor letal (LF). La neutralizacién de la toxina letal del carbunco con ayuda
de un anticuerpo puede tener lugar mediante la inhibicion de la unién de PA a su receptor celular, la inhibicion de
la escisidon de PA, la inhibicion de la unién entre PA y LF o incluso la inhibicién de la accién de LF, por ejemplo. El
desarrollo de nuevos anticuerpos que permitan neutralizar la toxina del carbunco, por lo tanto, es de interés general
para una prevencion y un tratamiento eficaz del carbunco.

[0008] En un trabajo reciente, se inmunizd a un macaco con el antigeno protector PA83 para obtener el anticuerpo
destinado a tratar la infeccion humana por el carbunco. A partir de la médula 6sea, los genes que codifican los
fragmentos de anticuerpos Fab que reconocen especificamente PA83 se amplificaron y se clonaron para obtener
una coleccion de fragmentos.

[0009] Un fragmento de alta afinidad (Kd=3,4 nM) y que neutraliza de manera eficaz la toxina letal (concentracion
de inhibicion al 50% = 5,6 +/- 0,13 nM), designado con el nombre de 35PA83, se aisl6 a continuacion (Laffly et al.,
antimicrobial agents and chemotherapy, 2005,49(8): 3414-3420 y Laffly et al., Journal of molecular biology, 2008,
378(5): 1094-1103). El fragmento de inmunoglobulina 35PA83 neutraliza la toxina del carbunco al impedir la
interaccion de PA con su receptor celular.

[0010] Una inmunoglobulina quimérica de 35PA83 llamada “v2”, cuyas regiones variables son derivadas del
fragmento 35PA83, se prepard y se describid en la solicitud internacional WO 2009/071860 y WO 2009/050388.

[0011] Sin embargo, el aumento de la afinidad de este fragmento de inmunoglobulina frente al antigeno PA
presentaria la doble ventaja de reducir la cantidad de inmunoglobulina que se ha de administrar al paciente y de
reducir el coste del tratamiento, y también la de permitir una mejor deteccion de la toxina del carbunco.
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[0012] Por lo tanto, uno de los objetivos de la invencion es proporcionar una inmunoglobulina que presente una
alta afinidad frente al antigeno PA de la toxina del carbunco, y que permita una deteccién muy precisa de la toxina
del carbunco. Otro objetivo de la invencion es proporcionar una inmunoglobulina que permita el tratamiento o la
prevencion de patologias asociadas a la toxina del carbunco. Otro objetivo de la invencidon es proporcionar un
método de deteccion de la toxina del carbunco. Otro objetivo de la invenciéon también es proporcionar un kit de
deteccion de la toxina del carbunco.

[0013] La presente invencion, por lo tanto, tiene como objetivo una inmunoglobulina de clase G dirigida contra el
antigeno protector de la toxina del carbunco, en la cual:

— cada una de las cadenas pesadas comprende, o consiste en, una secuencia de aminoacidos
representada por la SEQ ID N°: 5,y

— cada una de las cadenas ligeras comprende, o consiste en, una secuencia de aminoacidos representada
por la SEQ ID N°: 6.

[0014] La presente solicitud describe una inmunoglobulina de clase G dirigida contra el antigeno protector de la
toxina del carbunco, o uno de sus fragmentos, incluyendo al menos:

— una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que posee al
menos un 90% de identidad con la secuencia SEQ ID N° 1, entendiéndose que comprende los
aminoacidos Leucina en la posicién 51 y Glicina en la posicion 67, y/o

— unaregion variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que posee al menos
un 90% de identidad con la secuencia SEQ ID N°: 2, entendiéndose que comprende el acido aminado
Leucina en la posicion 55.

[0015] La secuencia SEQ ID N°: 1 comprende una leucina en la posicion 51 y una glicina en la posicién 67. La
secuencia SEQ ID N°: 2 comprende una leucina en la posicion 55. Las secuencias segun la invencion presentan
al menos 90% de identidad con la SEQ ID N°: 1 o 2, pero contienen necesariamente, segun el caso, la leucina en
la posicion 51 y la glicina en la posicién 67 (SEQ ID N°: 1), o la leucina en la posicién 55 (SEQ ID N°: 2).

[0016] Preferiblemente, la inmunoglobulina o uno de sus fragmentos segun la invencion tiene una afinidad para el
antigeno protector de la toxina del carbunco inferior a 2.10-° M, preferiblemente inferior a 1.10° M, preferiblemente
inferior o igual a 3,3.10-"" M.

[0017] EI término "inmunoglobulina" es equivalente al término "anticuerpo”, es decir, que hace referencia a una
proteina multimérica constituida por 4 cadenas que participan en la respuesta inmunitaria adquirida.

[0018] Por “fragmento de inmunoglobulina”, se entiende un fragmento que tiene la capacidad de unirse al antigeno
PA. Preferiblemente, tal fragmento comprende al menos:

— una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos representada por
la secuencia SEQ ID N°: 1, y/o

— una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos representada por la
secuencia SEQ ID N°: 2.

[0019] Asi, por una parte, se puede utilizar una inmunoglobulina de la invencion, a saber una molécula de
inmunoglobulina entera, es decir, una inmunoglobulina constituida por dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras
completas. Por otra parte, se puede utilizar un fragmento de inmunoglobulina segun la invencion. Algunos
fragmentos de inmunoglobulina ampliamente conocidos son, por ejemplo, los fragmentos F(ab')2, Fab, Fv, scFvy
Fd.

[0020] Las inmunoglobulinas de tipo G (IgG) son heterodimeros constituidos por 2 cadenas pesadas y 2 cadenas
ligeras, unidas entre si mediante puentes disulfuro. Cada cadena esta constituida, en la posicion N-terminal, por
una region o dominio variable (codificada por los genes reordenados V-J para la cadena ligera y V-D-J para la
cadena pesada) especifico del antigeno contra el que se dirige la inmunoglobulina y, en la posicion C-terminal, por
una region constante, constituida por un solo dominio CL para la cadena ligera o por 3 dominios (CH1, CH2 y CH3)
para la cadena pesada.

[0021] La asociacion de los dominios variables y los dominios CH1 y CL de las cadenas pesadas y ligeras forma
las partes Fab, que estan conectadas a la region Fc por una region bisagra muy flexible que permite a cada Fab
fijarse a su objetivo antigénico, mientras que la region Fc, mediadora de las propiedades efectoras del anticuerpo,
permanece accesible a los efectores inmunitarios, fagocitos o células asesinas, y el complemento; estas regiones
constantes no estan implicadas en la union al antigeno.
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[0022] La regién Fc, constituida por los 2 dominios globulares CH2 y CH3, se glucosila al nivel del dominio CH2
con la presencia, en cada una de las 2 cadenas, de un N-glucano biantenario, unido a la asparaguina en la posicion
297 de la secuencia de cadena pesada del anticuerpo segun la numeraciéon EU numbering (Asn 297 - cf Edelman,
G.M. Et al., Proc. Natl. Acad. USA, 63,78-85 (1969), y sitio web IMGT
http://www.imgt.org/IMGTScientificChart/Numbering/Hu IGHGnber.html). En la presente solicitud, por “Asn 2977,
se entiende en realidad la asparaguina en la posicion 305 de la secuencia SEQ ID N° :5.

[0023] La region variable esta, en si misma, implicada en la unién de la inmunoglobulina a su epitopo.

[0024] Una inmunoglobulina cuya region constante (Fc) ha sido escindida enzimaticamente, de manera que
conserva la region bisagra, se designa como un fragmento F(ab')2 y conserva los dos sitios de unién al antigeno.
Igualmente, una inmunoglobulina cuya regidon constante, incluyendo la regiéon bisagra, ha sido escindida
enzimaticamente, o que ha sido producida sin esta region, se designa como un fragmento Fab y conserva uno de
los dos sitios de unién al antigeno.

[0025] EI fragmento Fd esta formado por las regiones VH y CH1.

[0026] En la region variable se encuentran las regiones determinantes de complementariedad (CDR, del inglés
complementary determining regions), también llamadas regiones hipervariables, que interactuan directamente con
el antigeno y, por lo tanto, tienen un impacto determinante para la afinidad de un anticuerpo para su objetivo
antigénico.

[0027] En la region variable se encuentra un segundo tipo de regiones, llamadas regiones estructurales (FR, del
inglés frameworks), que mantienen la estructura terciaria de las CDR. Estas regiones estructurales son
relativamente especificas de la especie donde se ha producido la inmunoglobulina. En el fragmento Fd de la
cadena pesada y en la cadena ligera se encuentran cuatro regiones estructurales (FR1 a 4) separadas
respectivamente por tres CDR (CDR1 a 3).

[0028] Segun la invencién, una secuencia que posee al menos un 90% de identidad con una secuencia de
referencia, posee al menos un 90%, preferiblemente al menos un 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o
99%, de identidad de aminoacidos con dicha secuencia de referencia.

[0029] El "porcentaje de identidad" entre dos secuencias, en el sentido de la presente invencion, se determina
comparando las dos secuencias alineadas de manera éptima, a través de una ventana de comparacion. La parte
de la secuencia de aminoacidos que esta dentro de la ventana de comparacion puede comprender de este modo
adiciones o deleciones (por ejemplo, "huecos" o "gaps") con respecto a la secuencia de referencia (que no
comprenderia estas adiciones o estas deleciones) para obtener una alineacion éptima entre las dos secuencias.
El porcentaje de identidad se calcula mediante la determinacion del niumero de posiciones para las cuales un
residuo de aminoacido es idéntico en las dos secuencias comparadas, y luego mediante la division del numero de
posiciones para las cuales hay identidad entre los dos residuos de aminoacidos por el nimero total de posiciones
en la ventana de comparacion, y luego mediante la multiplicacion del resultado por cien con el fin de obtener el
porcentaje de identidad de aminoacidos de las dos secuencias entre si.

[0030] La invencion se basa en la observacion sorprendente hecha por los inventores de que la combinacion de
una doble mutacién especifica de la cadena pesada (que tiene como resultado una leucina en la posicién 51 y una
glicina en la posicién 67 de la SEQ ID N° :1) y una mutacién especifica de la cadena ligera (que tiene como
resultado una leucina en la posicion 55 de la SEQ ID N° :2) conlleva una mejor afinidad de la inmunoglobulina
35PA83 frente a la toxina del carbunco con respecto a las inmunoglobulinas o fragmentos de inmunoglobulinas del
estado de la técnica.

[0031] La presencia de un residuo de leucina en la posicion 51 de la SEQ ID N°: 1 corresponde a la leucina en la
posicion 54 de la figura 2A. La presencia de un residuo de glicina en la posicion 67 de la SEQ ID N°: 1 corresponde
a la glicina en la posicion 74 de la figura 2A. La presencia de un residuo de leucina en la posicion 55 de la SEQ ID
N°: 2 corresponde a la leucina en la posicion 68 de la figura 2B.

[0032] Preferiblemente, la invencion se refiere a una inmunoglobulina de clase G (IgG) dirigida contra el antigeno
protector (PA) de la toxina del carbunco, o uno de sus fragmentos, que comprende:

— una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia SEQ ID N°: 1, y/o
— una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia SEQ ID N°: 2.

[0033] Las constantes cinéticas de la interaccion entre la inmunoglobulina de la invencion y el antigeno PA, entre
ellas la constante de afinidad (Kp), se pueden determinar mediante las técnicas convencionales conocidas por un
experto, particularmente segun el método descrito en el ejemplo 4.
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[0034] En una forma de realizacién particular, la invencion se refiere a una inmunoglobulina o a uno de sus
fragmentos tal y como se ha definido antes, en la cual:

— laregién constante de dicha cadena pesada comprende, o consiste en, una secuencia de aminoacidos
representada por la secuencia SEQ ID N°: 3, y

— la region constante de cadena ligera comprende, o consiste en, una secuencia de aminoacidos
representada por la secuencia SEQ ID N°: 4.

[0035] La invencion se refiere a una inmunoglobulina tal y como se ha definido antes, en la cual:

— cada una de las cadenas pesadas comprende, o consiste en, una secuencia de aminoacidos
representada por la SEQ ID N°: 5,y

— cada una de las cadenas ligeras comprende, o consiste en, una secuencia de aminoacidos representada
por la SEQ ID N°: 6. Tal inmunoglobulina es llamada 35PA83 “6.20” en la presente solicitud.

[0036] En una forma de realizacion, la invencion se refiere a una inmunoglobulina o a uno de sus fragmentos tal y
como se ha definido antes, en la cual dicha cadena pesada y/o dicha cadena ligera esta unida a un péptido sefial.

[0037] Se debe sefalar que el péptido sefial utilizado en la invencion puede ser diferente del péptido sefial asociado
de manera natural a una proteina determinada. El uso de un péptido sefal permite aumentar los indices de
secrecién de un polipéptido de interés.

[0038] Un tal péptido sefal se puede optimizar, por ejemplo, para aumentar los indices de secrecion de la
inmunoglobulina de la invencién.

[0039] De este modo, se puede utilizar un péptido sefial conocido por el experto, como por ejemplo un péptido
sefial como el que se describe en el documento WO2011/114063.

[0040] En una forma de realizacion particular, el péptido sefial consiste en la secuencia de aminoacidos siguiente:
MRWSWIFLLLLSITSANA (SEQ ID N°: 19).

[0041] En una forma de realizaciéon ventajosa, la invencion se refiere a una inmunoglobulina tal y como se ha
definido antes, en la cual:

— cada una de las cadenas pesadas comprende, o consiste en, una secuencia de aminoacidos
representada por la SEQ ID N°: 7,y

— cada una de las cadenas ligeras comprende, o consiste en, una secuencia de aminoacidos representada
por la SEQ ID N°: 8.

[0042] Las secuencias de referencia de las cadenas, o fragmentos de cadenas, pesadas y ligeras de la
inmunoglobulina de la invencién se presentan en la tabla 1 siguiente.

Tabla 1. El péptido senal estd sombreado. La regién variable se indica en cursiva.

SEQ ID N° 1
region variable de | QVQLOQESGPGLLKPSETLSLTCAVSGDSISGGYYWSWIRQSPGKG

lacadenapesada |y P WIGLIYGSTADTRYNPSLKGRVTISKDTSKNQLSLOLRSVTAADT
AVYYCARSGYNFWSGEYYGLDSWGQGAVVTVSS

SEQ ID N° 2
region variable de | AJQL.TQSPSSLSAYVGDKVTITCHASQGINSWLAWYQQKPGKAPK

lacadenaligera | 1 IYKASSLLSGVPSRESGSGSGTDYTLTISSLQSEDFASYYCLQYDS
APIAFGPGTKLDIK
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SEQ

regiéon
de la
pesada

ID N° 3
constante
cadena

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNS
GALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN
HKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPK
PKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFENWYVDGVEVHNA
KTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKAL
PAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKS
RWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID N° 4
regiébn  constante
de la cadena ligera

RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWK
VDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKV
YACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ
cadena
completa
péptido sefial

ID N° 5
pesada
sin

QVOLQESGPGLLKPSETLSLTCAVSGDSISGGYYWSWIRQSPGKG
LEWIGLIYGSTADTRYNPSLKGRVTISKDTSKNQLSLQLRSVTAADT
AVYYCARSGYNFWSGEYYGLDSWGQGAVVTVSSASTKGPSVFPL
APSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTF
PAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDK
KVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTP
EVICVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKA
KGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVF
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQ
cadena
completa
péptido sefial

ID N° 6
ligera
sin

AIQLTQSPSSLSAYVGDKVTITCHASQGINSWLAWYQQKPGKAPK

LLIYKASSLLSGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQSEDFASYYCLQYDS
APLAFGPGTKLDIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLN

NFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
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SEQ ID N° 7
cadena pesada con | ¥
péptido sefial

VOLQESGPGLLKPSETLSLTCAVSG
DSIS GGYYWSWIRQSPGKGLEWIGLIYGSTADTRYNPSLKGRVTIS
KDTSKNQLSLQLRSVTAADTAVYYCARSGYNFWSGEYYGLDSWG
OGAVVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGT
QTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKFNWYV
DGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFF
LYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
K

SEQ ID N° 8
cadena ligera con
péptido sefial

" CAIQLTQSPSSLSAYVGDKVTITCHASQ
GINSWLAWYQQKPGKAPKLLIYKASSLLSGVPSRFSGSGSGTDYTL
TISSLOSEDFASYYCLQYDSAPLAFGPGTKLDIKRTVAAPSVFIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSS
PVTKSFNRGEC

[0043] Las regiones constantes de cada una de las cadenas ligeras y de cada una de las cadenas pesadas del
anticuerpo utilizado en la invencién pueden ser regiones constantes humanas.

Esta forma de realizacion de la invencion permite disminuir la inmunogenicidad del anticuerpo en humanos y, con
ello, mejorar su eficacia en cuanto a su administracion terapéutica a humanos. Ademas, las regiones constantes
humanas permiten asegurar una mayor semivida en humanos, a través de la interaccién con los receptores FcRn.
De manera preferida, las regiones constantes de cada una de las cadenas ligeras de la inmunoglobulina de la
invencion son de tipo K.

Alternativamente, la region constante de cada una de las cadenas ligeras de la inmunoglobulina de la invencién es
de tipo A.

[0044] En una forma de realizacion particular, y particularmente cuando las regiones constantes de cada una de
las cadenas ligeras y de cada una de las cadenas pesadas de la inmunoglobulina de la invencién son regiones
humanas, la regién constante de cada una de las cadenas pesadas del anticuerpo puede ser de tipo y1, de tipo
y2, de tipo y3, o incluso de tipo y 4.

[0045] En una forma de realizacion preferida, la invenciéon se refiere a una inmunoglobulina o a uno de sus
fragmentos tal y como se ha definido antes, en la cual la regidon constante de cada una de las cadenas pesadas es
de tipo y1.

[0046] En una forma de realizacion, la invencion se refiere a una inmunoglobulina o a uno de sus fragmentos tal y
como se ha definido antes, que posee en su sitio de glucosilacion Asn297, N-glucanos cuyo indice de fucosilacion
es inferior al 65%, preferiblemente inferior al 50%, mas preferiblemente inferior al 40%.

[0047] En una forma de realizacion, la presente invencion se refiere a una inmunoglobulina de clase G (IgG) dirigida
contra el antigeno protector (PA) de la toxina del carbunco, o a uno de sus fragmentos, que comprende:

— una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que posee al
menos un 90% de identidad de aminoacidos con la secuencia SEQ ID N° 1, preferiblemente que
comprende la secuencia SEQ ID N°: 2, entendiéndose que comprende los aminoacidos Leucina en la
posicion 51 y Glicina en la posicion 67, y

— unaregion variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que posee al menos
un 90 % de identidad de aminoacidos con la secuencia SEQ ID N°: 2, preferiblemente que comprende la
secuencia SEQ ID N°: 2, entendiéndose que comprende Leucina en la posicion 55,
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donde dicha inmunoglobulina o uno de sus fragmentos posee una constante de afinidad (Kp) frente a dicho
antigeno protector de la toxina del carbunco inferior a 2.10-°M, preferiblemente inferior o igual a 3,3.10""'M,
donde dicha inmunoglobulina posee, en su sitio de glucosilacién Asn297, N-glucanos cuyos indice de fucosilacion
es inferior al 65%, preferiblemente inferior al 50%, mas preferiblemente inferior al 40%.

[0048] En una forma de realizaciéon particular, la invencion se refiere a una inmunoglobulina o a uno de sus
fragmentos tal y como se ha definido antes, en la que:

— laregién constante de dicha cadena pesada comprende, o consiste en, una secuencia de aminoacidos
representada por la secuencia SEQ ID N°: 3, y

— la region constante de cadena ligera comprende, o consiste en, una secuencia de aminoacidos
representada por la secuencia SEQ ID N°: 4,

donde dicha inmunoglobulina o uno de sus fragmentos posee una constante de afinidad (Kp) frente a dicho
antigeno protector de la toxina del carbunco inferior a 2.10-°M, preferiblemente inferior o igual a 3,3.10""'M,
donde dicha inmunoglobulina posee, en su sitio de glucosilacién Asn297, N-glucanos cuyo indice de fucosilacion
es inferior al 65%, preferiblemente inferior al 50%, mas preferiblemente inferior al 40%.

[0049] En una forma de realizacién particular, la invencion se refiere a una inmunoglobulina tal y como se ha
definido antes, en la cual:

— cada una de las cadenas pesadas comprende, o consiste en, una secuencia de aminoacidos
representada por la SEQ ID N°: 5,y

— cada una de las cadenas ligeras comprende, o consiste en, una secuencia de aminoacidos representada
por la SEQ ID N°: 6, donde dicha inmunoglobulina posee una constante de afinidad (Kp) frente a dicho
antigeno protector de la toxina del carbunco inferior a 2.10°M, preferiblemente inferior o igual a 33.10
11M,

donde dicha inmunoglobulina posee, en su sitio de glucosilacién Asn297, N-glucanos cuyo indice de fucosilacion
es inferior al 65%, preferiblemente inferior al 50%, mas preferiblemente inferior al
40%.

[0050] En una forma de realizacién particular, la invencion se refiere a una inmunoglobulina tal y como se ha
definido antes, en la cual:

— cada una de las cadenas pesadas comprende, o consiste en, una secuencia de aminoacidos
representada por la SEQ ID N°: 7,y

— cada una de las cadenas ligeras comprende, o consiste en, una secuencia de aminoacidos representada
por la SEQ ID N°: 8,

donde dicha inmunoglobulina posee una constante de afinidad (Kp) frente a dicho antigeno protector de la toxina
del carbunco inferior a 2.10-°M, preferiblemente inferior o igual a 3,3.10""'M,

donde dicha inmunoglobulina posee, en su sitio de glucosilacién Asn297, N-glucanos cuyo indice de fucosilacion
es inferior al 65%, preferiblemente inferior al 50%, mas preferiblemente inferior al 40%.

[0051] Por lo tanto, las inmunoglobulinas de la invencion se distinguen particularmente de las inmunoglobulinas
antitoxina del carbunco ya conocidas por sus bajos indices de fucosilacion.

[0052] Ademas, las inmunoglobulinas de la invencién también presentan un perfil de N-glucosilacién particular.

[0053] En una forma de realizaciéon particular, la invencion se refiere a una inmunoglobulina o a uno de sus
fragmentos tal y como se ha definido antes, que posee, en su sitio de glucosilacion Asn297, una estructura
glucanica de tipo biantenaria, con cadenas cortas, una débil sialilacién, que presenta manosas terminales y/o N-
acetilglucosaminas terminales no intercaladas.

[0054] Las formas glucosiladas previsibles para las inmunoglobulinas segun la invencion se presentan en la tabla
2 siguiente.

Tabla 2.

Simbolo Forma glucosilada

GO Complejo biantenario con estructura agalactosilada

G1 Complejo biantenario con una estructura que comprende una sola galactosa

GOF Complejo biantenario con estructura agalactosilada (G0), en el cual el ntcleo pentasacaridico
esta sustituido por una fucosa

G1F Complejo biantenario con una estructura que comprende una sola galactosa (G1), en el cual
el nucleo pentasacaridico esta sustituido por una fucosa
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[0055] En una forma de realizacion, la invencion se refiere a una inmunoglobulina o a uno de sus fragmentos tal y
como se ha definido antes, que presenta un contenido superior al 60 % para las formas G0+G1+G0OF+G1F, donde
el contenido de las formas GOF+G1F es inferior al 50 %.

[0056] En una forma de realizacion, la invencion se refiere a una inmunoglobulina o a uno de sus fragmentos tal y
como se ha definido antes, que presenta un contenido superior al 60 % para las formas G0+G1+GOF+G1F, donde
el contenido de fucosa es inferior al 65 %.

[0057] En una forma de realizacion, la invencion se refiere a una inmunoglobulina o a uno de sus fragmentos tal y
como se ha definido antes, que presenta un contenido inferior al 40% para las formas GOF+G1F.

[0058] Otro aspecto de la invencion es un polinucleétido que codifica la inmunoglobulina de la invencién o uno de
sus fragmentos.

[0059] De este modo, otro aspecto de la invencion se refiere a un polinucleétido que incluye al menos una
secuencia de nucledtidos que codifica la cadena pesada o la cadena ligera de una inmunoglobulina o de uno de
sus fragmentos tal y como se ha definido antes.

[0060] En una forma de realizacion particular, la invencion se refiere a un polinucleétido que comprende al menos
una secuencia de nucleétidos elegida entre la SEQ ID N°: 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 y 18.

Tabla 3. Las secuencias codificantes se indican en negrita. Las secuencias que codifican el péptido sefal estan
sombreadas. Las secuencias de Kozak estan subrayadas. Los codones de terminacion estan en cursiva 'y
subrayados.

SEQID NO: 9
Secuencia de caggtgcagctgcaggaatctggecectggectgetgaageccagegagacac

.’;“;fr?;"i‘;?i;*g’.eefj?:;"’a tgtctctgacctgegecegtgtecggegactctatcageggeggctactactggt
cadena pesada cttggatcaggcagagcececcggeaagggectggaatggatcggectgateta
cggcagcaccgecgacaccagatacaaccccagectgaagggcagagtga
ccatcagcaaggacaccagcaagaaccagctgtctctgcagetgagaageg
tgaccgctgecgacaccgecgtgtactactgtgecagaageggcetacaacttt
tggagcggcgagtactacggectggactettggggacagggegetgtegtga
cagtgtccagce

SEQ ID NO: 10
Secuencia de gccatccagetgacccagagecctagetetetgagegectacgtgggegaca

nucleétidos que codifica
la parte variable de la aagtgaccatcacctgtcacgccagccagggcatcaacagetggetggectg
cadena ligera gtatcagcagaagcccggcaaggeccccaagetgetgatctacaaggecag
cagectgetgageggegtgeccageagattcageggetetggetetggeace
gactacaccctgaccatcagetecctgeagagegaggacttegecagetacta
ctgectgeagtacgacagegeccctetggectteggeectggaacaaagetgg

acatcaag
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SEQ ID NO: 11
Secuencia de
nucleétidos que codifica
la parte constante de la
cadena pesada

gectetaccaagggeccaagegtgttecctetggeccctageageaagtetac
ctcetggeggaacagecgecctgggcetgectegtgaaggactacttteccgage
ccgtgaccgtgtectggaactctggegetetgacaageggegtgcacacctte
cctgeegtgetgecagtctageggectgtacagectgagecagegtegtgactgt
geectetagetetetgggeaccecagacctacatcetgecaacgtgaaccacaage
ccagcaacaccaaggtggacaagaaggtggaacccaagagctgegacaag
acccacacctgtcctcectgtectgeccctgaactgetgggeggacctteegtg
ttectgttececccaaagectaaggacacccetgatgatcagecaggacceccega
agtgacctgcgtggtggtggatgtgtcccacgaggaccctgaagtgaagttca
attggtacgtggacggcgtggaagtgcacaacgecaagaccaagectagag
aggaacagtacaacagcacctacagggtggtgtctgtgctgacagtgctgea
ccaggactggctgaacggcaaagagtacaagtgcaaggtgtccaacaagge
cctgecagecccecategaaaagaccatctccaaggecaagggacagecteg
cgagccccaggtgtacacactgectecccageagggacgagcetgacaaagaa
tcaggtgtcectgacctgtctegtgaaaggcettctaccecagegacattgeegt
ggaatgggagagcaacggccageccgagaacaactacaagaccacceece
ctgtgctggacagegacggcetcattcttectgtactccaagetgacegtggaca
agtccaggtggcagcagggcaacgtgttcagetgctcegtgatgcacgaggce
cctgecacaaccactacacccagaagteectgagectgagecctggeaag

SEQ ID NO: 12
Secuencia de
nucleétidos que codifica
la parte constante de la
cadena ligera

aggaccgtggccgcaccaagtgtctttatcttcccacccagegacgageaget
gaagtccggcacagcttecgtegtgtgectgetgaacaacttctaccctaggg

aagccaaggtocagtggaaggtogacaacgecctgcagtecggcaactece
aggaaagcgtgaccgagcaggacagcaaggactccacctacagectgage

agcaccctgacactgagcaaggecgactacgagaaacataaggtgtacgec
tgcgaagtgacccaccagggectgtctageccegtgaccaagagettcaaca

ggggcgagige

10
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SEQID NO: 13
Secuencia de
nucleétidos que codifica
la cadena pesada

caggtgcagctgcaggaatctggecctggectgetgaageccagegagacac
tgtctetgacctgegecgtgteeggegactctatcageggeggcetactactggt
cttggatcaggcagagcecccggeaagggcectggaatggatceggectgatcta
cggcagcaccgecgacaccagatacaaccccagectgaagggcagagtga
ccatcagcaaggacaccagcaagaaccagcetgtctctgecagetgagaageg
tgaccgcetgecgacaccgecgtgtactactgtgecagaageggctacaacttt
tggagcggcgagtactacggectggactcttggggacagggcgetgtegtga
cagtgtccagcgectctaccaagggeccaagegtgtteectetggececctage
agcaagtctacctctggeggaacageegecectgggcetgectegtgaaggact
actttcccgagceccgtgaccgtgtectggaactetggegetctgacaagegge
gtgcacaccttcectgecgtgetgeagtctageggectgtacagectgageag
cgtegtgactgtgccctctagetetctgggcacccagacctacatctgecaacgt
gaaccacaagcccagcaacaccaaggtggacaagaaggtggaacccaaga
gctgegacaagacccacacctgtectecctgtectgeecctgaactgetggge
ggaccttcegtgttcctgttcececcaaagectaaggacaccctgatgatcage
aggacccccgaagtgacctgegtggtggtggatgtgteccacgaggaccectg
aagtgaagttcaattggtacgtggacggcgtggaagtgcacaacgecaaga
ccaagcectagagaggaacagtacaacagceacctacagggtggtgtetgtget
gacagtgctgcaccaggactggctgaacggcaaagagtacaagtgcaaggt
gtccaacaaggecctgecageccccatcgaaaagaccatctecaaggecaa
gggacagcctcgegagececcaggtgtacacactgecteccageagggacga
gctgacaaagaatcaggtgtcecctgacctgtetegtgaaaggcettctacceca
gcgacattgecgtggaatgggagagcaacggecageccgagaacaactaca
agaccaccccccctgtgetggacagegacggctcattcttcctgtactccaag
ctgaccgtggacaagtccaggtggcagcagggcaacgtgttcagetgeteeg
tgatgcacgaggccctgcacaaccactacacccagaagtecctgagectgag
cectggcaag

11
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SEQ ID NO: 14
Secuencia de
nucleétidos que codifica
la cadena ligera

gccatccagetgacccagagcecctagetetetgagegectacgtgggegaca
aagtgaccatcacctgtcacgccagecagggceatcaacagetggetggectg
gtatcagcagaagcccggcaaggeccccaagetgetgatctacaaggecag
cagcctgetgageggegtgeccageagattcageggcetetggetetggeace
gactacaccctgaccatcagctcecectgecagagegaggacttcgecagetacta
ctgectgecagtacgacagegeccctetggectteggeectggaacaaagetgg
acatcaagaggaccgtggccgcaccaagtgtctttatcttcccacccagegac
gagcagctgaagtccggcacagcettecgtegtgtgectgetgaacaacttcta
ccctagggaagecaaggtgeagtggaaggtggacaacgecctgeagteegg
caactcccaggaaagcegtgaccgagcaggacagcaaggactccacctacag
cctgageagceaccectgacactgagecaaggecgactacgagaaacataaggt
gtacgcctgegaagtgacccaccagggectgtctagecccgtgaccaagage
ttcaacaggggcgagtgc

SEQ ID NO: 15
Secuencia de
nucleétidos que codifica
la cadena pesada que
comprende un péptido
sefial en el N-terminal

vcaggtgcagctgwcéégaa ctggcc gaagccéé;gégaggcac
tgtctctgacctgegecegtgtecggegactetatcageggeggctactactggt
cttggatcaggcagagcceccggcaagggectggaatggateggectgatcta

12
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cggecagcaccgecgacaccagatacaaccecagectgaagggeagagtga
ccatcagcaaggacaccagcaagaaccagctgtctctgcagetgagaageg
tgaccgcetgecgacaccgecegtgtactactgtgecagaageggcetacaacttt
tggagcggcgagtactacggcectggactcttggggacagggcegetgtcgtga
cagtgtccagegectctaccaagggeccaagegtgtteectetggececctage
agcaagtctacctctggeggaacagecgcecectgggetgectecgtgaaggact
actttcccgagceccgtgaccgtgtectggaactetggegetctgacaagegge
gtgcacaccttcectgecgtgetgcagtctageggectgtacagectgageag
cgtegtgactgtgccctetagetetetgggcacccagacctacatctgecaacgt
gaaccacaagcccagcaacaccaaggtggacaagaaggtggaacccaaga
gctgegacaagacccacacctgtecteectgtectgeccctgaactgetggge
ggaccttcegtgttcctgttcecceccaaagectaaggacaccctgatgatcage
aggacccccgaagtgacctgegtggtggtggatgtgtcccacgaggaccectg
aagtgaagttcaattggtacgtggacggcgtggaagtgcacaacgecaaga
ccaagcctagagaggaacagtacaacagcacctacagggtggtgtetgtget
gacagtgctgcaccaggactggctgaacggcaaagagtacaagtgcaaggt
gtccaacaaggcecctgecageccccatcgaaaagaccatctccaaggecaa
gggacagcctcgegagecccaggtgtacacactgectececageagggacga
gctgacaaagaatcaggtgtccctgacctgtetegtgaaaggcettetacecca
gcgacattgecgtggaatgggagagcaacggecageccgagaacaactaca
agaccaccccccctgtgetggacagegacggctcattettectgtactccaag
ctgaccgtggacaagtccaggtggcagcagggcaacgtigticagetgeteeg
tgatgcacgaggccctgcacaaccactacacccagaagtecctgagectgag
ccctggeaag

SEQ ID NO: 16
Secuencia de
nucleétidos que codifica
la cadena ligera que
comprende un péptido
sefial en el N-terminal

ccatccagctgacccagagccctagctctctgagcgcctacgtgggcgac
aaagtgaccatcacctgtcacgccagccagggcatcaacagctggctggcct
ggtatcagcagaagcccggcaaggeccccaagetgetgatctacaaggeca
gcagcctgetgageggegtgeccageagattcageggcetetggetctggeac
cgactacaccctgaccatcagcetcectgecagagegaggacttcgecagetact
actgcctgcagtacgacagegceccctctggecttcggecctggaacaaagcetg
gacatcaagaggaccgtggecgcecaccaagtgtctttatcttceccacccagega
cgagcagctgaagtccggcacagceticegtegtgtgcctgetgaacaactict
accctagggaagecaaggtgecagtggaaggtggacaacgecctgeagtceeg
gcaactcccaggaaagegtgaccgageaggacagceaaggactccacctaca
gectgageageaccctgacactgagcaaggecgactacgagaaacataagg
tgtacgcctgegaagtgacccaccagggcectgtetageccegtgaccaagag
cttcaacaggggcgagtgc

13
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SEQ ID NO: 17
Secuencia de
nucleétidos que codifica
la cadena pesada como
se sintetiza

caggtgcagctgcaggaatctggccctggcctgctga
agcccagcgagacactgtctctgacctgcgccgtgtccggcgactctatcagc
ggcggctactactggtcttggatcaggcagagececggcaagggectggaat
ggatcggcctgatctacggcageaccgecgacaccagatacaaccecagect
gaagggcagagtgaccatcagcaaggacaccagcaagaaccagctgtctct
gcagctgagaagegtgaccgetgecgacaccgecegtgtactactgtgecaga
agcggctacaacttttggageggcegagtactacggectggactcttggggac
agggcgctgtcegtgacagtgtccagegectctaccaagggeccaagegtgttc
cctetggeeectageageaagtctacctetggeggaacagecegecctgggetg

cctegtgaaggactacttteccgageccegtgaccgtgtectggaactcetggeg
ctctgacaagcggegtgcacaccttecctgecgtgetgeagtctageggectgt

acagcctgagcagcegtcgtgactgtgecctetagetetctgggeacccagace
tacatctgcaacgtgaaccacaagcccagcaacaccaaggtggacaagaag
gtggaacccaagagctgegacaagacccacacctgtecteectgtectgecee
tgaactgctgggcggaccttcegtgttectgttccecccaaagectaaggaca

ccctgatgatcagecaggaccecccgaagtgacctgegtggtggtggatgtgtee
cacgaggaccctgaagtgaagttcaattggtacgtggacggegtggaagtgc
acaacgccaagaccaagectagagaggaacagtacaacageacctacagg

gtggtgtctgtgctgacagtgctgcaccaggactggctgaacggcaaagagt

acaagtgcaaggtgtccaacaaggccctgccageccccatcgaaaagacca
tctccaaggccaagggacagectegegagecccaggtgtacacactgectce
cagcagggacgagctgacaaagaatcaggtgtcectgacctgtctegtgaaa
ggcttctaccccagegacattgecgtggaatgggagagcaacggecageecg
agaacaactacaagaccaccccccctgtgctggacagegacggctcattctte
ctgtactccaagctgaccgtggacaagtcecaggtggcagcagggcaacgtgt
tcagctgetecgtgatgecacgaggcecectgeacaaccactacacccagaagte

cctgagectgagecctggeaagrigatagggegegee

14
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SEQID NO: 18

Secuenciade | actaotoccgecacc
nucleétidos que codifica ;

la cadena ligera como se | CCABLHR ¢gccatccagetgacccagagecctagetctetgagege
sintetiza ctacgtgggcgacaaagtgaccatcacctgtcacgecagecagggeatcaac
agctggctggectggtatcagecagaageccggeaaggececccaagetgetga
tctacaaggccagcagectgetgageggegtgceccageagattcageggetce
tggctctggcaccgactacaccctgaccatcagetecctgecagagegaggact
tcgecagcetactactgectgecagtacgacagegeccctetggectteggeectg
gaacaaagctggacatcaagaggaccgtggecgcaccaagtgtctttatctte
ccacccagegacgageagcetgaagtceggecacagcettccgtegtgtgectgcet
gaacaacttctaccctagggaagccaaggtgcagtggaaggtggacaacge
cctgeagtecggeaactececaggaaagegtgaccgageaggacageaagg
actccacctacagectgagcagceaccctgacactgagcaaggecgactacga
gaaacataaggtgtacgcctgcgaagtgacccaccagggcectgtetageeec
gtgaccaagagcttcaacaggggcegagtgcragigaactctaga

[0061] Tales polinucleétidos se pueden insertar en un vector recombinante para la clonacién o para la expresion
de las inmunoglobulinas de la invencion.

[0062] Otro aspecto de la invencion es, por lo tanto, un vector que comprende un polinucleétido que codifica la
inmunoglobulina de la invencién o uno de sus fragmentos.

[0063] El término "vector" se refiere a una molécula de acido nucleico en la que una secuencia de interés se puede
insertar por digestion con una endonucleasa de restriccion, y luego por unién, para el transporte entre diferentes
entornos genéticos o para la expresién en una célula hospedadora. Los vectores son, por ejemplo, plasmidos,
coésmidos, cromosomas artificiales de levaduras (YAC), cromosomas artificiales bacterianos (BAC) y cromosomas
artificiales derivados del bacteriéfago P1 (PAC), vectores derivados de virus.

[0064] Un vector de clonacién es un vector capaz de replicarse en una célula hospedadora y que, ademas, se
caracteriza por la presencia de uno o varios sitios de restriccién. Un vector de expresion es un vector en el que la
secuencia de ADN de interés se puede insertar por digestion con una endonucleasa de restriccion y unién de tal
manera que se pueda replicar y/o transcribir en ARN. Los vectores pueden contener ademas uno o varios
marcadores de seleccion o de identificacion de las células que han sido transformadas o transfectadas con el
vector.

[0065] La presente invencion incluye todos los vectores recombinantes que contienen secuencias codificantes para
la transformacién, transfeccion o terapia génica eucariota o procariota. Tales vectores se podran preparar segun
las técnicas convencionales de biologia molecular y comprenderan ademas un promotor apropiado, opcionalmente
una secuencia sefial para la exportacion o la secrecién, y secuencias reguladoras necesarias para la transcripcion
de la secuencia de nucledtidos.

[0066] El vector de la invencion puede contener las secuencias que codifican la cadena pesada y/o la cadena ligera
de la inmunoglobulina de la invencién.

[0067] Una forma de realizacion de la invencion se refiere, por lo tanto, a un vector que incluye al menos un
polinucleétido como se ha definido antes que comprende al menos una secuencia de nucleétidos que codifica la
cadena pesada o la cadena ligera de una inmunoglobulina tal y como se ha definido antes.

[0068] Otra forma de realizacion de la invencion se refiere a un vector que comprende al menos un polinucleétido
como se ha definido antes que comprende al menos una secuencia de nucleétidos que codifica la cadena pesada
y una secuencia que codifica la cadena ligera de una inmunoglobulina tal y como se ha definido antes.

[0069] Uno de los vectores apropiados en el campo de la invencion es una molécula de acido nucleico
recombinante adaptada para recibir y expresar un primer polinucleétido y un segundo polinucleétido, de manera
que permita la expresion de anticuerpos hetérodiméricos como un anticuerpo de longitud completa o fragmentos
F(ab")2 o Fab segun la invencion. Un tal vector proporciona un sistema para clonar independientemente los dos
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polinucleétidos en dos casetes separados presentes en el vector, de manera que se forman dos cistrones
separados para la expresion de un primer y de un segundo polipéptido del anticuerpo hetérodimérico. Dicho vector
de expresion se denomina vector bicistronico

[0070] En una forma de realizacion particular, el vector es una molécula de acido nucleico en la que se han
insertado un polinucleétido que codifica la region variable de cada una de las cadenas ligeras de la inmunoglobulina
y un polinucleétido que codifica la region constante de cada una de las cadenas ligeras de la inmunoglobulina, con
el fin de introducirlas y de mantenerlas en una célula hospedadora. Dicho vector permite la expresion de estos
polinucleétidos en la célula hospedadora porque posee secuencias indispensables (promotor, secuencia de
poliadenilacién, gen de seleccion) para esta expresion. Tales vectores son ampliamente conocidos por los expertos
en la materia, y pueden ser un adenovirus, un retrovirus, un plasmido o un bacteriéfago, sin que esta lista sea
limitativa.

[0071] Ademas, es posible introducir en dicho vector unidades de transcripcién, es decir, polinucledtidos que
contienen los elementos reguladores necesarios para la transcripcion de un acido nucleico de interés en ARN.

[0072] Se pueden utilizar unidades de transcripcion conocidas por los expertos, como por ejemplo las descritas en
el documento W0O2013/061010.

[0073] La célula hospedadora productora de la inmunoglobulina es una caracteristica importante porque confiere
a la inmunoglobulina algunas de sus propiedades particulares. En efecto, el medio de expresiéon de las
inmunoglobulinas es, al principio, modificaciones post-traduccionales, particularmente modificaciones de la
glucosilacién, que pueden variar de una linea celular a otra, y asi conferir propiedades funcionales diferentes a
inmunoglobulinas que, sin embargo, tienen estructuras primarias idénticas.

[0074] Otro aspecto de la invencion se refiere, por lo tanto, a una célula hospedadora que comprende un vector
como se ha definido antes.

[0075] Dicha célula hospedadora puede ser una célula procariota o eucariota. Las inmunoglobulinas de la presente
invencion pueden ser producidas particularmente en células eucariotas, tales como células YB2/0, CHO o
hibridomas humanos o murinos, asi como en células vegetales y animales transgénicas.

[0076] En una forma de realizacién particular, la invencion se refiere a una célula hospedadora tal como se ha
definido antes, caracterizada por el hecho de que se trata de una célula elegida entre: SP2/0, YB2/0; IR983F, el
mieloma humano Namalwa, PERCS, las lineas CHO, particularmente CHO-K-1, CHO-LED O, CHO-LED, CHO-
Lec13, CHO Pro-5, CHO dhfr-, Wil-2, Jurkat, Vero, Molt-4, COS-7,293-HEK, BHK, K6H6, NSO, SP2/0-Ag 14 y
P3X63Ag8.653.

[0077] En otra forma de realizacion preferida, la inmunoglobulina se produce en el hibridoma de rata YB2/0 (célula
YB2/3HL. P2. G11.16Ag.20, depositada en la American Type Culture Collection con el niumero ATCC n° CRL-
1662).

[0078] Preferiblemente, la linea celular estable que expresa una inmunoglobulina segun la invencion, y
particularmente elegida del grupo previamente descrito, integra el (o los) vector(es) de expresion de la cadena
pesada y de la cadena ligera tal como se ha descrito previamente.

[0079] Los expertos conocen otros métodos para producir inmunoglobulinas débilmente fucosiladas, y se pueden
utilizar para la preparacion de las inmunoglobulinas de la invencién.

[0080] De manera no exhaustiva, puede tratarse, por ejemplo, de métodos de preparacién de anticuerpos en
células cultivadas en presencia de kifunensina, tal y como se describe, por ejemplo, en el documento US 7,700,321.

[0081] También se pueden introducir analogos de fucosa en el medio de cultivo de células productoras de
anticuerpos como se describe en el documento US 2009/0317869.

[0082] Otro medio de produccién del anticuerpo puede ser el uso, por ejemplo, de células para las cuales la via de
produccion de GDP-fucosa se inhibe, por ejemplo, por inhibicién de por lo menos una de las enzimas del ciclo de
produccion de fucosa, tal y como se describe, por ejemplo, en el documento US 2010/291628 o US 2009/0228994,
en el documento EP 1,500,698, en el documento EP 1,792,987 o incluso en el documento US 7,846,725, sin que
esta lista sea limitativa.

[0083] También es posible utilizar ARN interferente (ARNi) que inhiba la 1,6-fucosiltransferasa, como se describe
en el documento US 7,393,683 o el documento WO 2006/133148.
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[0084] También puede tratarse de métodos de preparacion de anticuerpos en animales transgénicos, tal y como
se describe en el documento WO 2007/48077. También puede tratarse de métodos de preparacion de anticuerpos
en levaduras, tal y como se describe, por ejemplo, en el documento WO 02/00879.

[0085] En caso de que la regién Fc del anticuerpo posea un 100% de oligosacaridos no fucosilados, es decir,
cuando la region Fc del anticuerpo esta totalmente desprovista de fucosa, es posible utilizar los métodos de
preparacion conocidos por los expertos, como por ejemplo los descritos en los documentos EP 1,176,195, US
7,214,775, US 6,994,292, US 7,425,449, US 2010/223686, WO 2007/099,988, EP 1,705,251, sin que esta lista
sea limitativa. Puede tratarse, por ejemplo, de un método que utiliza una célula hospedadora que expresa al menos
un acido nucleico que codifica el anticuerpo de la invencion, y cuya glucosilacion se modifica por delecion del gen
que codifica la 1,6-fucosiltransferasa o por adicion de una mutacion de este gen para eliminar la actividad de o1,6-
fucosiltransferasa, y expresando como tal un anticuerpo desprovisto de fucosa. También puede tratarse de un
método que comprende la mutacién de los aminoacidos de la parte Fc.

[0086] En otro aspecto, la invencion se refiere a una composicion, particularmente farmacéutica, que incluye al
menos una inmunoglobulina, preferiblemente humana, o uno de sus fragmentos tal y como se ha definido antes.

[0087] Dicha composicion farmacéutica comprende preferiblemente un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
Dicho vehiculo corresponde, en el contexto de la invencién, a un material no téxico que no interfiere con la eficacia
de la actividad biolégica de los principios activos de la composicion.

[0088] EI término "farmacéuticamente aceptable" se refiere a un material no téxico que es compatible con un
sistema biolégico tal como una célula, un cultivo celular, un tejido o un organismo. Las caracteristicas del vehiculo
dependeran del modo de administracion.

[0089] En otro aspecto, la invencién se refiere a una inmunoglobulina, preferiblemente humana, o a uno de sus
fragmentos tal como se ha definido antes, para su uso como medicamento.

[0090] En otro aspecto, la invencién se refiere a una inmunoglobulina, preferiblemente humana, o a uno de sus
fragmentos tal y como se ha definido antes, para su uso en el tratamiento o la prevencién de patologias asociadas
a las toxinas del carbunco.

[0091] EI término "prevencion” corresponde a la prevencion de la aparicion de la enfermedad en un sujeto, en
particular un humano, cuya enfermedad todavia no se ha manifestado.

[0092] EI término "tratamiento” corresponde a la inhibicién de esta enfermedad, a saber, la interrupcion de su
desarrollo, su regresion, o la desaparicion de los sintomas y consecuencias de la enfermedad, o incluso la
desaparicion de las causas de la enfermedad.

[0093] En otro aspecto, la invencion se refiere a un método para la deteccion in vitro de una toxina del carbunco
que comprende el antigeno protector (PA) en una muestra biolégica, que comprende:

— la puesta en contacto de la muestra con al menos una inmunoglobulina o uno de sus fragmentos tal y
como se ha definido antes, y

— ladeteccién de la unién de dicha inmunoglobulina o uno de sus fragmentos como indicador de la presencia
de dicha toxina del carbunco.

La muestra biolégica puede ser liquida, por ejemplo saliva, orina, liquido cefalorraquideo, suero o sangre, o solida
o semisolida, por ejemplo tejidos o materias fecales o un tejido sélido como el que se utiliza normalmente para el
diagndstico histolégico.

[0094] La inmunoglobulina de la invencién se puede utilizar in vitro, por ejemplo en pruebas inmunolégicas en las
que se utilizan en fase liquida o ligadas a un vehiculo en fase solida. Algunos ejemplos de vehiculos ampliamente
conocidos son el vidrio, el poliestireno, el polipropileno, el polietileno, el dextrano, el nylon, la amilasa, la celulosa
natural o modificada, la poliacrilamida, la agarosa o la magnetita. Algunos ejemplos de pruebas inmunoldgicas que
utiliza la inmunoglobulina anti-Pa de la invencién son los radioinmunoensayos, los marcados histoinmunoldgicos,
los ELISA, los Western blot, las pruebas de inmunoprecipitacion, las pruebas de inmunodifusion, las pruebas de
fijacion del complemento, los andlisis por citometria de flujo (FACS) o incluso los analisis por chips de proteinas.

[0095] La inmunoglobulina de la invencion se puede marcar. Algunos ejemplos de marcadores comprenden las
enzimas, los radioiso6topos, los compuestos fluorescentes, los metales coloides, los compuestos
quimioluminiscentes y los compuestos bioluminescentes. Los métodos de unidon de un marcador a una
inmunoglobulina son ampliamente conocidos por la persona experta.

[0096] Otra técnica de marcado consiste en unir la inmunoglobulina a haptenos de bajo peso molecular, estos
haptenos pudiendo ser especificamente modificados a través de una segunda reaccion. Los ejemplos de haptenos
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son la biotina, que reacciona con la avidina, o el dinitrofenol, el piridoxal o la fluoresceina, que pueden reaccionar
con inmunoglobulinas especificas antihaptenos.

[0097] En otro aspecto, la invencion se refiere a un kit para la deteccion de una toxina del carbunco que comprende
el antigeno protector (PA), donde dicho kit comprende:

— un recipiente que comprende al menos una inmunoglobulina anti-Pa o uno de sus fragmentos de la
invencién y que puede estar marcada o no,

— opcionalmente, un recipiente que incluye soluciones tampén

— Y, opcionalmente, un recipiente que comprende medios de deteccién de la inmunoglobulina o de uno de
sus fragmentos marcados, tal como una proteina de union a la biotina, por ejemplo, avidina o
estreptavidina, unida a una molécula transportadora, tal como un marcador fluorescente o enzimatico.

Este recipiente puede también comprender medios de deteccion de la inmunoglobulina o de uno de sus fragmentos
no marcados, ya sean esencialmente anticuerpos o fragmentos de anticuerpos.

[0098] En una forma de realizacion, la invencion se refiere a un kit para la deteccién de una toxina del carbunco
que comprende el antigeno protector (PA) como se ha definido antes, donde dicho kit comprende:

— un recipiente que comprende al menos una inmunoglobulina o uno de sus fragmentos tal y como se ha
definido antes, marcado, y

— un recipiente que comprende medios de deteccion de dicha inmunoglobulina o de uno de sus fragmentos
marcados.

[0099] La cantidad de inmunoglobulina marcada administrada debe ser suficiente para permitir la deteccion de la
unién de la inmunoglobulina a la toxina. La cantidad de inmunoglobulina marcada administrada dependera de
factores tales como la edad y el sexo del sujeto, asi como del estadio de la enfermedad. La cantidad administrada
puede variar entre 0,01 mg/kg y 50 mg/kg, preferiblemente entre 0,1 mg/kg y 20 mg/kg, y mas preferiblemente
entre 0,1 mg/kg y 2 mg/kg.

[0100] La inmunoglobulina de la invencién se puede unir a un radioisétopo de manera directa, o indirecta, por
medio de grupos funcionales. Los grupos funcionales normalmente utilizados son, por ejemplo, el acido
dietilentriaminopentaacético (DTPA) y el acido etilendiaminotetraacético (EDTA). Los ejemplos de iones metalicos
radioisotopos son 'In, ¥’Ru, 8’Ga, 68Ga, ?As, 89Zr y2°'TI. Las inmunoglobulinas de la invencion también se pueden
marcar con un isétopo paramagnético para el diagnostico por imagen por resonancia magnética (RM) o por
resonancia de espin electronico (ESR). También se pueden utilizar radiois6topos gamma emisores de positrones,
tales como '%7Gd, %°Mn, 162Dy, 68Ga, %°Cr y %6Fe.

[0101] Las inmunoglobulinas o uno de sus fragmentos de la invencién también se pueden utilizar in vitro o in vivo
para seguir la evolucién del tratamiento de la enfermedad, por ejemplo mediante la determinacion del aumento o
la disminucion del numero de células atacadas por las toxinas del carbunco o los cambios en la concentracion de
la toxina PA en una muestra bioldgica.

[0102] En otro aspecto, la presente invencion también se refiere a un método de tratamiento de un sujeto,
preferiblemente un humano, susceptible de ser infectado por Bacillus anthracis, en el que una cantidad
terapéuticamente eficaz de una inmunoglobulina segun la invenciéon se administra a dicho sujeto.

[0103] EI término "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a la cantidad que es suficiente para efectuar el
tratamiento cuando ésta se administra a un sujeto que lo necesita. La cantidad terapéutica efectiva depende del
sujeto, del estadio de la enfermedad que se desea tratar y del modo de administracion, y se puede determinar
mediante operaciones rutinarias por el experto en la materia.

[0104] El término "carbunco" se refiere a cualquier enfermedad causada, directa o indirectamente, por una infeccion
por Bacillus anthracis.

[0105] Los sintomas iniciales de una infeccion por inhalacion se asemejan a los de un resfriado o de una gripe
(fiebre, dolores musculares). Después de varios dias, estos sintomas progresan hacia problemas graves de
dificultad respiratoria y de choque séptico. Sin ningun tratamiento, la inhalacion de esporas de Bacillus anthracis
suele ser fatal. La infeccion cutanea por el carbunco tiene lugar cuando la bacteria entra en la piel por una brecha
cutanea preexistente. Esta infeccion da lugar en primer lugar a una papula, que en los siguientes dos a tres dias
se desarrolla hasta convertirse en una vesicula y luego en una ulcera de 1 a 3 centimetros de diametro que
presenta un area necrética en el centro. La infeccion gastrointestinal por el carbunco se desarrolla tras el consumo
de carne contaminada y se caracteriza por una inflamacién aguda del tubo digestivo.
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[0106] Una cantidad terapéuticamente eficaz corresponde a una cantidad suficiente para disminuir los sintomas
de la enfermedad y la evolucién de la infeccion. Esta cantidad puede variar con la edad, el sexo del sujeto y el nivel
de la enfermedad, y la determinara una persona experta en la materia. Una cantidad terapéuticamente eficaz
puede variar entre 0,01 mg/kg y 50 mg/kg, preferiblemente entre 0,1 mg/kg y 20 mg/kg, y mas preferiblemente
entre 0,1 mg/kg y 2 mg/kg, en una o varias administraciones diarias, durante uno o varios dias, preferiblemente en
una o dos administraciones en total. El modo de administracion puede ser por inyeccién o por perfusion gradual.
La inyeccién puede ser intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, subcutanea o transdérmica. Los preparados
para administracion parenteral pueden incluir soluciones acuosas o no acuosas estériles, suspensiones o
emulsiones. Algunos ejemplos de solventes no acuosos son el propilenglicol, el polietilenglicol, los aceites
vegetales, tal y como el aceite de oliva, o los ésteres organicos inyectables tales como el oleato de etilo. Los
vehiculos acuosos comprenden el agua, las soluciones alcohol/agua, las emulsiones o las suspensiones.

[0107] En otro aspecto, la invencion se refiere a un inmunoconjugado que comprende una inmunoglobulina, o uno
de sus fragmentos tal y como se ha definido antes, unida a un agente terapéutico.

[0108] En una forma de realizacién, la invencion se refiere a un inmunoconjuguado que comprende una
inmunoglobulina, o uno de sus fragmentos tal y como se ha definido antes, unida de manera directa o indirecta a
un agente terapéutico.

[0109] Tales agentes terapéuticos comprenden agentes quimicos, radionucleidos, agentes inmunoterapéuticos,
citocinas, quimiocinas, toxinas o inhibidores de enzimas. Algunos ejemplos de toxinas son la cadena A de la difteria,
la cadena A de la exotoxina, la cadena A de la ricina, la cadena A de la abrina, la cadena A de la modeccina, la
alfa-sarcina, las proteinas de Aleurites fordii, las proteinas diantinas, las proteinas Phytolaca americana, el inhibidor
Momordica charantia, la curcina, la crotina, el inhibidor Saponaria officinalis, la gelonina, la mitogelina, la
restrictocina, la fenomicina, la enomicina y los tricotecenos. Algunos ejemplos de radionucleidos son 2'?Bi, 31l
131|n, 90Y y 186Re.

[0110] Ventajosamente, la inmunoglobulina de la invencién o uno de sus fragmentos se asocia en un tratamiento
profilactico con la tetraciclina. La inmunoglobulina de la invencion permite acortar la profilaxis en funcién de la
tetraciclina, parando, de manera segura, después de un riesgo de exposicion, mediante un tratamiento rapido
("tratamiento corto") de tetraciclina seguido de una inyeccion de la inmunoglobulina de la invencion.

[0111] Ventajosamente, la inmunoglobulina de la invencion se asocia a un tratamiento curativo con ciprofloxacina.
[0112] La presente invencion se comprendera mejor con ayuda de las figuras y los ejemplos siguientes.
Leyendas de las figuras

[0113]

Figura 1.

Esquema en forma de collar de perlas de la regidn variable de la cadena pesada (A) y de la cadena ligera (B)
de la inmunoglobulina 35PA83.

La representacion segun el sistema IMGT en forma de collar de perlas esta hecha segun la numeracion IMGT.
Los circulos con rayas corresponden a las posiciones que faltan de la numeracién IMGT.

Figura 2.

Esquema en forma de collar de perlas de la regién variable de la cadena pesada (A) y de la cadena ligera (B)
de la inmunoglobulina 35PA83 “6.20”.

La representacion segun el sistema IMGT en forma de collar de perlas esta hecha segun la numeracion IMGT.
Los circulos con rayas corresponden a las posiciones que faltan de la numeracién IMGT.

Figura 3.

Perfil HILIC-UPLC-FD de los N-glucanos del anticuerpo 35PA83 “6.20” liberados después de un tratamiento
con ayuda de peptidil-n-glucosidasa F (PNGasa F).

El eje de las abscisas corresponde al tiempo de eluciéon en minutos. El eje de las ordenadas indica la
intensidad elevada para cada compuesto identificado en unidades de emision.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: construccidn del vector que codifica la inmunoglobulina 35PA83 “6.20”

- Cepas de Escherichia coli

[0114] Se utilizaron las siguientes cepas de E. coli:
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— XL1 (Stratagéne, La jolla, CA): recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 sup E44 relA1 lac[F'proAB proAB
laclgZAM15 Tn10(Tetr)].

—  SURE (Stratagéne): e14(McrA) A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 endAl supE44 thi-1 gyrA96 relA1 lac recB recJ
sbcC umuC::Tn5 (Kanr) uvrC [F'proAB proAB laclqgZAM15 Tn10 (Tetr)]

— HB2151 (Carte et al., 1985), utilizada para la expresion de Fab solubles

—  TOP10 (Invitrogen): utilizada para la construccion del vector de expresion eucariota.

Toxinas
[0115] Las toxinas del carbunco (PA83, LF y EF) se compraron a List laboratories.

Construcciéon de mutantes de Fab a partir de 35PA83

[0116] En primer lugar se construyd una variante con el fin de humanizar el fragmento de inmunoglobulina 35PA83.
EstA variante se obtuvo realizando las mutaciones descritas en las tablas siguientes:

Tabla 4: mutaciones para la humanizacién de la cadena pesada de 35PA83

Posicion del aminoacido 35PA83 Hu35PA83
1 Ninguno Q
2 Ninguno V
3 Ninguno Q
4 Ninguno L
5 Ninguno Q
6 Ninguno E
7 Ninguno S
Tabla 5: mutaciones para la humanizacién de la cadena ligera de 35PA83
Posicion del aminoacido 35PA83 Hu35PA83
1 Ninguno A
2 Ninguno |
3 Ninguno Q
4 Ninguno L

[0117] A partir de esta variante humanizada, se generaron secuencias mutantes derivadas del gen 35PA83 por
mutagenesis masiva o Massive mutageneses® (Biomethodes, Evry, France). Las mutaciones se introdujeron en
las CDR de las cadenas pesadas vy ligeras utilizando codones NNS (N codifica A, T, G, o C y S codifica G o C).
Las regiones CDR se definieron segun Kabat et al. (Wu and Kabat, 1970) e IMGT (Lefranc, Pommie et al., 2003).
El ADN obtenido se utilizé para transformar las células SURE por electroporacion. Después de la adicion de medio
SB complementado con carbenicilina al cultivo e incubacion durante 1h a 37°C, se agregé al cultivo 1 ml de phage
helper VCSM13 (Andris-Widhopf et al., 2001) (aproximadamente 1012 pfu). Después de incubacién durante 2h, se
afnadieron 70 ug/ml de canamicina y el cultivo se sometié a agitacion durante la noche.

Seleccién de inmunoglobulinas por fago

[0118] Las particulas de fagos-inmunoglobulinas purificaron y se concentraron a partir de 50 ml de cultivo por
precipitacion en polietilenglicol (PEG), luego se volvieron a suspender en 3 ml de PBS-BSA al 1 %- azida al 0,02%
y se filtraron en un filtro de 0,45 um. El contenido de esta preparacion de fagos era de aproximadamente
1010 pfu/ml. Las fagos-inmunoglobulinas se sometieron a tres ciclos de infeccion-seleccion-recuperacion,
correspondientes a 5, 10 y 15 lavados respectivamente, como se ha descrito previamente (Andris-Widhopf, Rader
et al., 2000).

Expresién, extraccion periplasmica y purificacion de Fab mutantes solubles

[0119] Cada variante de ADN se transformé en bacterias de la cepa de E. coli HB2151, hechas quimicamente
competentes. Las células se cultivaron a 30°C, se agitaron a 250 rpm en 1 L de medio SB que contenia 50 ug/mi
de carbenicilina y 0,1 % de glucosa. Cuando el cultivo alcanzé una absorbancia a A = 600 nm de 1,5, se realizd
una induccién con 1 mM de IPTG (isopropil p-D-1-tiogalactopirandsido) durante 18h a 22°C. Los fragmentos de
inmunoglobulinas se extrajeron con sulfato de polimixina B (Sigma) y se purificaron en columna de niquel (Ni-NTA
spin column, QIAGEN, Valencia, CA) segun las instrucciones del fabricante, y luego didlisis con PBS 1 X a 4°C
durante 3h.

Cuantificacién del Fab soluble

[0120] La pureza del Fab se evalué mediante SDS-PAGE y su concentracion se determin6 con ayuda del software
Quantity One(R) (Biorad).
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Medicion en tiempo real de la resonancia por plasmones de superficie (SPR)

[0121] Las constantes cinéticas de la interaccion entre PA83 y las variantes 35PA83 se determinaron utilizando el
sistema Biacore X SPR (BlAcore, Uppsala, Sweden). EI PA83 se inmovilizé sobre un chip sensible CM5 (Biacore)
utilizando un procedimiento de acoplamiento de los aminoacidos por inyeccion de 30 pl de 2 pug/ml de PA83 en
10 mM de sodio acetato pH 4,5. Para minimizar la probabilidad de que se produjeran uniones de nuevo, se midié
la Kp utilizando una velocidad elevada (30 pl/min) y una cantidad minima de antigeno acoplado (aproximadamente
500 RU, unidades de resonancia). Los indices de unién de diferentes concentraciones de Fab que iban de 5 a
400 nM en PBS se determinaron a una velocidad de 30 pl/min. Los datos de unién se introdujeron en un modelo
de Langmuir 1:1 del software de evaluacion BIA (Biacore). Las constantes de asociacion y de disociacion (Kon Y Kot
respectivamente) para la unién del Fab a PA83 se determinaron a 35°C.

Analisis de secuencias

[0122] Las secuencias de las cadenas pesada y ligera de los clones seleccionados se determinaron mediante
Génome Express (Meylan, Francia) utilizando los cebadores ompseq y newpelseq (Andris-Widhopf, Rader et al.,
2000). Las secuencias analizaron en linea, utilizando el sistema IMGT.

[0123] Entre los clones seleccionados, se identifico la variante 35PA83 “6.20”.

La region variable de la cadena pesada (VH) de la variante “6.20” (SEQ ID N°: 1) presenta 2 mutaciones en
comparacion con la del Fab 35PA83 humanizado: H->L (residuo 54 segun la nomenclatura del IMGT) y S>G
(residuo 74 segun la nomenclatura del IMGT). La regién variable de la cadena ligera (VL) de la variante “6.20”
(SEQ ID N°: 2) presenta 1 mutacién en comparacion con la del Fab 35PA83 humanizado: Q->L (residuo 68 segun
la nomenclatura del IMGT).

Construccion del vector de expresiéon ATH-GA para la expresion de la inmunoglobulina 35PA83 “6.20”

[0124] Una secuencia que codifica el péptido sefial optimizado MB7 (SEQ ID NO:19, MRWSWIFLLLLSITSANA)
se afiadié al extremo N-terminal de las dos secuencias que codifican respectivamente las partes variables de la
cadena pesada y la cadena ligera de la variante 35PA83 “6.20” (SEQ ID NO: 7 y 8). Estas secuencias se
optimizaron y sintetizaron por GeneArt (Regensburg, Germany).

[0125] A continuacion se clonaron las secuencias de las cadenas pesada y ligera de la variante en el vector HK
gen EFss para obtener el vector ATH-GA.

La secuenciacion del vector ATH-GA se realizd segun la técnica de Sanger (o método de los terminadores de
cadena, Ref. : Sanger F. y al, 1977, PNAS 74: 5463).

Las secuenciaciones se realizaron mediante Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Alemania) segun el nivel de
calidad reglamentario “GLP”. Se trata del nivel de calidad maximo, con cubierta bicatenaria de la secuencia de
ADN, un minimo de redundancia de 2 veces, una precision superior al 99,999%, instrumentos especificos, la
edicion de una relacién de calidad y el archivo de los documentos generados.

La preparacion del vector ATH-GA se conservo en tampoén TE (10 mM Tris pH 8 y 1 mM EDTA) a -20°C antes del
ajuste a la concentracion de 1 pg/ul para la transfeccion en las lineas celulares YB2/0.

Ejemplo 2: obtencion de transformantes productores de la inmunoglobulina 35PA83 “6.20”

[0126] El anticuerpo 35PA83 “6.20” se produjo en las lineas YB2/0. Para los experimentos siguientes, la técnica
ELISA aplicada se hizo segun las condiciones siguientes:

Se cubren placas de 96 pocillos de microtitulacion (maxisorp, Nunc, Dinamarca) con PA diluido en PBS (5 pg/ml,
100 pl por pocillos), durante la noche a 4°C. Las placas se bloquean por adicion de 200 pl de PBS-BSA 5% a 37°C
durante 1 hora, y se incuban sueros diluidos en serie en PBS-Tween 20 0,1% - BSA 1%(100 pl por pocillo) a 37°C
durante 2 horas. Se incuban una fosfatasa alcalina anti-lgG de ratén conjugada o un conjugado "anti-human IgG
alkaline phosphatase conjugate” (Sigma) (1/10 000) a 37°C durante 1 hora. Luego se incuba un substrato de P-
Nitrofenil fosfato durante 30 minutos a temperatura ambiente. Los resultados se determinan por medicion de la
absorbancia a 405 nm con un lector automatizado de microplacas (iEMS reader MF, Labsystems, Helsinki,
Finlandia). El dltimo punto de dilucion cuya reversion determina el contenido del suero se determina como que
proporciona una sefial inferior o igual a 2 veces el suero sin tratar utilizado para el control negativo.

a. indice de transformacion

[0127] » El vector ATH-GA se introdujo por electroporacion en la linea celular hospedadora YB2/0. Después de
ponerlos en medio selectivo (con el agente selectivo G418), se obtuvieron conjuntos de transfectantes y se
extendieron en medio semisolido en presencia de anticuerpos anti-lgG humanos fluorescentes y en condiciones
que permitian el crecimiento de colonias aisladas. La intensidad de fluorescencia de las colonias, proporcional a
su capacidad de produccion, se analizd6 mediante la maquina automatica ClonePixFL (CPFL) y las colonias que
presentaron la fluorescencia mas importante se recuperaron por la maquina automatica.
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b. Seleccién de los transformantes

» indice de produccién: primera deteccion de los transformantes mas fuertes productores

[0128] La produccién de IgG humanas se determind mediante la técnica ELISA sobre los sobrenadantes de los
pocillos de P96 en doble seleccién que contenian células con el fin de realizar una primera jerarquizacion de cloides
sobre sus capacidades de produccion. Se realizaron tres detecciones sucesivas (cada 2-3 dias) y se seleccionaron
los 10 mejores productores de cada deteccion. De 528 transformantes, 27 se siguieron y se mantuvieron en P24
y se realizé en paralelo un estudio de su productividad en D+3 y de su produccién maxima (D+7).

» Productividad a D+3 y producciéon maxima (D+7)
[0129] Los mejores clones productores seleccionados con una productividad en mayoria superior a 5 pcd y una
produccién maxima superior a 10 pg/ml se amplificaron celularmente en medio selectivo (doble seleccién) para su

preservacion en nitrégeno liquido.

c. Seleccién de un clon y produccién de la inmunoglobulina 35PA83 “6.20” en biorreactor

[0130] Se retuvo un clon para la produccién de la inmunoglobulina 35PA83 “6.20” en biorreactor (10L) en funcién
de sus caracteristicas de crecimiento y productividad. la inmunoglobulina 35PA83 se produjo, se concentré y se
purifico.

Ejemplo 3: perfil de N-glucosilaciéon de 35PA83 “6.20”

[0131] La determinacioén del nivel de fucosa en los sobrenadantes de los cloides seleccionados a D+3 y D+7 se
realizé mediante la técnica ELISA. Para determinar el perfil de N-glucosilacion de las inmunoglobulinas 35PA83
“6.20", estas se trataron enzimaticamente con peptidil-N-glucosidasa (PNGasa F). El perfil cuantitativo de la mezcla
de N-glucanos se realizé mediante cromatografia liquida de alta resolucion en modo HILIC (UPLC/FD).

[0132] Resultados: La figura 3 muestra el perfil de N-glucosilaciéon de las inmunoglobulinas 35PA83 “6.20”. En la
Tabla 6 se enumeran las principales especies identificadas, afectadas por su razén molar relativa (RMR, %), los
indices de fucosilacion (Fuc), de GIcNAc intercalada (Bis-GIcNAc) y de sialilacion, asi como el indice de
galactosilacion (Gal).
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Abreviaturas Fg t{ggnt%gg
GO0-Gn 0,7
GOF-Gn 0,7
GO 26,4
GOB 10,7
GOF 26,2
Man5 0.0
GOFB 15,8
GI(1,6) 2,7
GI(1,3) 1,5
GI1(1,6)B 1.4
GI1(1,3)B 0,0
G1(1,6)F 4.4
G1(1,3)F 1.9
GI(1,6)FB 3,3
GI1(1,3)FB 0,3
G2 0,0
G2B 0,2
G2F 0,6
G2FB 1,5
G1(1,3)NeuAcl 0,0
G1(1,3)FNeuAcl 0,3
GI1(1,3)FBNeuAcl 0,3
G2(1,3)NeuAcl 0,0
G2(1,3)BNeuAcl 0,0
G2F(1,3)NeuAcl 0,0
G2FB(1,3)NeuAc] 0,4
G2NeuAc2 0.0
G2BNeuAc2 0,0
G2FNeuAc2
G2FBNeuAc2

denti
Indice de fucosilacion (%) 40
Indice de galactosilacion (%) 22
Indice de Bis-GlcNac (%) 34

Tabla 6

[0133] La inmunoglobulina 35PA83 se caracteriza por un perfil de glucosilacién complejo estrictamente biantenario
con estructuras predominantemente agalactosiladas de tipo GO (=80%) cuyo nucleo pentasacaridico es sustituido
0 no por un residuo de fucosa (GOF), un residuo de GlcNAc intercalado (GOB), o ambos (GOFB). Estructuras mono
y bigalactosiladas de tipo G1,2(F)(B) sialiladas o no se observan también en baja abundancia (=80%), con un
indice de galactosilacion de los N-glucanos del 22%. El indice de fucosilacion de los N-glucanos es del 40%,

mientras que el indice de estructuras de GIcNAc intercalada es del 34%.

Ejemplo 4: medicién de las constantes cinéticas de la inmunoglobulina 35PA83 “6.20”
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[0134] Después de la produccion de inmunoglobulina 35PA83 “6.20” en células YB2/0, el sobrenadante del cultivo
celular se recupera, se concentra 15 veces y luego se somete a cromatografia de afinidad utilizando una proteina
recombinante A-Sefarosa. Un segundo paso de purificacion se lleva a cabo utilizando la columna de intercambio
catidnico HiPrep 16/10 SP FF. La integridad de la inmunoglobulina purificada y la ausencia de contaminantes son
controladas por SDS-PAGE y ELISA para su union a PA83 recombinante. Las constantes de afinidad se miden
por resonancia de plasmones de superficie (SPR) utilizando BlAcore(TM) (Biacore Uppsala, Suecia). Se inmoviliza
el PA83 (List biological laboratories, Campbell, CA) a un maximo de 210 RU en un chip CM5 (Biacore) mediante
un enlace amina, de acuerdo con las instrucciones del proveedor. Durante la medicion se mantiene un flujo de
30 pl/min. Para cada medicién, se prueban un minimo de 6 diluciones de inmunoglobulina en tampén HBS-EP
(Biacore), con concentraciones que oscilan entre 10y 0,1 ug/ml, durante 1900 segundos. Después de cada dilucion
de inmunoglobulina, el chip se regenera con glicina pH 1,5 (Biacore), con un flujo de 10 pl/min durante 30 segundos.
Las constantes de afinidad se calculan utilizando un método de analito bivalente (Karlsson et al. 1991), y se
verifican con pruebas internas de coherencia (Schuck et al. 1996).

[0135] Resultados: la inmunoglobulina 35PA83 “6.20” presenta, frente al antigeno PA83, una constante de
asociacion (Ka) de 2,93.10° M, una constante de disociacién (Kd) de 9,70.10® M y una constante de afinidad (KD)
de 3,3.10"" M.

Ejemplo 5: medicion del efecto neutralizante de 35PA83 “6.20”

[0136] La prueba de neutralizacion in vitro se realiza segun el protocolo descrito por Little et al (Little et al., 1990).
La linea celular de macréfagos de raton J774A.1 (ATCC-TIB67) se cultiva en frascos de cultivo no tratados para
que se desarrollen en suspension. Las células se trasplantan dos veces por semana a medio IMDM 10% FCS a
0,3x10° células/mL. La actividad toxica se obtiene mediante la mezcla extemporanea de PA (List laboratories) y
LF (List laboratories). Una suspension celular IMDM de 5x10° células/mL sin rojo de fenol que contiene 5% de FCS
se distribuye en una microplaca de fondo redondo a razén de 200% pL/pocillo. Después de 16 horas a 37°C, 5%
de COy, las células adheridas forman un estrato de células monocapa.

DO:
[0137]

—  Eliminacion del medio de cultivo (eliminacion de la LDH liberada espontaneamente durante el cultivo)

—  Preparacion de las gamas de concentracion constante de PA 100ng/mL + LF concentracion variable (100-
50-25-12,5-6,25-3,12-1,6-0,78 ng/mL)

—  Preparacion de las gamas de concentracion de LF 100ng/mL constante + PA concentracion variable (100-
50-25-12,5-6,25-3,12-1,6-0,78 ng/mL)

—  Se distribuyen 200uL de cada una de las concentraciones de la mezcla de toxinas por pocillo, la placa se
incuba durante 4 horas a 37°C

—  Para comprobar el poder neutralizante del anticuerpo antiPA se elige una concentracion fija de mezcla
toxica que se incuba previamente durante 1 hora a 37°C con una serie de diluciones del anticuerpo, y
luego se distribuye en la placa.

— Una gama de lisis celular inducida por 1% Triton X100 y que representa 100-75-50-50-50-25-12,5-6,25 y
0% de lisis.

Las muestras se depositan por triplicado.
DO+4h:

[0138] La concentracion de LDH liberada por la lisis de las células se mide segun las instrucciones del kit Cyto Tox
96 Non-radioactive Cytotoxic Assay de Proméga.

[0139] Las concentraciones optimas de PA y LF se determinan realizando un ensayo de efecto-dosis de PA en
presencia de una concentracion fija de LF y un ensayo de efecto-dosis de LF en presencia de una concentracion
fija de PA.

Los valores de EC50 son, para PA, de 31 y 32 ng/mL en presencia de 100 ng/mL de LF vy, para LF, de 6,5y
6,2ng/mL en presencia de 100 ng/mL de PA.

La combinacion de 100ng/mL de PA con 100ng/mL de LF permite obtener una lisis celular maxima cercana al 80%.
La actividad neutralizante del anticuerpo antiPA esta determinada por su capacidad de unirse a la AF y bloquear
asi la unién de la AF a los receptores celulares.

La toxina, que consiste en la mezcla de 100 ng/mL de PA y 100ng/mL de LF, se incuba en presencia de diferentes
concentraciones de anticuerpos antiPA durante 1 hora a 37°C. 200uL de la mezcla se depositan en forma de
triplicado en los pocillos que contienen las células J774A.1.
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[0140] Resultados: El efecto neutralizante del anticuerpo 35PA83 “6.20” se evalud en dos series de pruebas bajo
las siguientes condiciones:

Serie 1: Concentracion de anticuerpos antiPA: 50-10-2-2-0,4-0,08-0,016-0,0032-Ong/mL
Serie 2: Concentracion de anticuerpos antiPA: 50-15,01-4,51-1,35-0,406-0,1220-0,037-Ong/mL

Bajo estas condiciones, el anti-PA neutraliza el efecto de la toxina de PA/LF de una manera dependiente de la
dosis e inhibe completamente la mortalidad celular a concentraciones superiores a 10 ng/mL. El valor de
neutralizacion del 50% (ECso) se determina para la inmunoglobulina 35PA83 “6.20”; es de alrededor de 4-5ng/mL.

Ejemplo 6: Estudios farmacocinéticos

[0141] Para evaluar el tiempo de semivida de la inmunoglobulina 35PA83 “6.20”, seis ratones A/J de seis semanas
de edad (Harlan, Gannat, Francia) se dividieron en dos subgrupos de igual tamafio. Todos los ratones recibieron
inmunoglobulina 35PA83 “6.20”, administrada mediante una sola inyeccion subcutanea a una dosis de 10 mg/kg.
La sangre se recolecté mediante puncion retroorbital diaria, desde el dia 1 hasta el dia 6 después de la inyeccion,
luego desde el dia 8 hasta el dia 10 después de la inyeccion, usando los ratones alternativamente en cada dia
separado. El tiempo de semivida de la inmunoglobulina 35PA83 “6.20” se establecid a partir de los resultados de
las pruebas ELISA realizadas en conjuntos de muestras de suero, tras la extrapolacion lineal de los valores
obtenidos. Para realizar las pruebas ELISA, los pocillos de la placa de microtitulacién de 96 pocillos se incubaron
con antigeno PA83 o antigeno LF (List Laboratories) diluido en tampon PBS (5 pg/ml, 100 pl por pocillo) durante
la noche a 4°C. Los sitios libres de los pocillos de las microplacas se bloquearon mediante incubaciéon con un
volumen de 200 pl de una solucion de albdmina bovina sérica (BSA) al 5% en tampon de PBS durante 1 hora a
37°C. Los sueros se diluyeron en serie en un tampon de PBS al 0,1% de Tween®, 20,1% de BSA y se incubaron
en las placas (100 pl/pocillo) durante 2 horas a 37°C. A continuacion, los pocillos de las placas se incubaron con
un conjugado IgG/ fosfatasa alcalina anti-ratdon o un conjugado IgG antihumano/ fosfatasa alcalina diluido a
1:10 000 (Sigma, Saint Louis, Missouri, Estados Unidos) durante 1 hora a 37°C. Se afiadio6 sustrato de P-nitrofenil
fosfato (Sigma) y las placas se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente. La absorbancia a 405 nm
se determind utilizando un lector automatico de microplacas (lector iEMS MF, Labsystems, Helsinki, Finlandia). El
punto limite de dilucion, cuyo valor reciproco corresponde al contenido de anticuerpos del suero, se definié6 como
el punto en el que el valor de la sefal era igual al doble del valor de la sefial medido para el suero de ratdn sin
tratar. El suero de ratdn sin tratar se utiliza como control negativo.

Ejemplo 7: Estudios de proteccién pasiva en ratas

[0142] Para las pruebas in vivo, se inyecta a ratas Fischer (250 a 300 g) (C. River, L'Abresle, Francia) 40 ug de PA
(List biological laboratories, Campbell, CA) y 8 ug de LF por 250 g de rata, como se describe en Ezzel et al. (Ezzell
et al., 1984), excepto en que se utiliza la vena caudal. Se utilizan 4 animales por grupo y para la evaluacion de la
inmunoglobulina 35PA83 “6.20” se afiade inmunoglobulina a PA y LF antes de la inyeccion. Las ratas se observan
dos veces al dia durante 10 dias. Todas las pruebas in vivo presentadas en este estudio estan aprobadas por el
comité local de ética para la experimentacion y el cuidado de los animales.

Preparacion y uso de esporas Sterne:

[0143] Se preparan esporas de B. anthracis Sterne (coleccion Pasteur) como se expone en Albrecht et al (Albrecht
et al., 2007), y se mantienen congeladas (-20°C). Las esporas se cuentan por conteo de la placa viable después
de la congelacién/descongelacion y el conteo se verifica cuando se usa cada tubo en este estudio. La DLs de
estas esporas administradas por via intravenosa en ratones A/J macho (Harlan, Gannat, Francia), de 9 semanas
de edad, con un peso de 20-25 g, se establece en 1.10%, lo que lleva a la muerte en 48 a 72 horas, cerca de un
valor de 2,10(4) utilizado en otro estudio (Albrecht et al., 2007).

Ejemplo 8: Profilaxis con inmunoglobulina 35PA83 “6.20”, tratamiento corto con tetraciclina, o ambos

[0144] Para los estudios de un régimen profilactico de 35PA83 inmunoglobulina “6.20” o tetraciclina solamente, las
inmunoglobulinas se inyectan en grupos de 10 ratones A/J por via subcutanea 12 horas antes de la infeccion (una
inyeccion de 5 mg/kg o 2 mg/kg). El provocador se administra como 10 000 DLso 0 1.108 esporas y se observa a
los ratones dos veces al dia durante 2 semanas, luego 5 veces a la semana durante 2 semanas adicionales. Los
ratones supervivientes se vuelven a examinar para detectar infecciones un mes después, con la misma cantidad
de esporas, y se les observa durante un mes mas. Para los estudios de un régimen profilactico que incluye tanto
tetraciclina como inmunoglobulina 35PA83 “6.20”, se tratan grupos de 10 ratones con tetraciclina como en el
régimen que incluye tetraciclina sola pero, ademas, se inyecta inmunoglobulina 35PA83 “6.20” 12 horas antes del
provocador. Para estudios de proteccién activa, se inyecta a 10 ratones 5 pg de PA por ratén por via subcutanea,
en adyuvante completo de Freund. Un segundo grupo recibe la misma inyeccién y luego, 1 mes después, se
estimula la respuesta inmune de este grupo con la misma dosis de PA en adyuvante incompleto de Freund.

Ejemplo 9: Profilaxis con inmunoglobulina 35PA83 “6.20”, tratamiento corto con doxiciclina, o ambos
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[0145] El estudio de la profilaxis con doxiciclina, con o sin inmunoglobulina 35PA83 “6.20”, se llevd a cabo con
grupos de ratones A/J de 10 semanas de edad (Harlan, Gannat, Francia), a los que se les inyecto el antibiético de
forma profilactica por via intraperitoneal, en la dosis diaria de 5 mg/kg. La quimioprofilaxis comenzé 12 horas antes
de la infeccidn y se realizé durante 7 dias, lo que representa una reduccion de 9/10 de la duracion estandar de 60
dias.

[0146] Se eligié una dosis de doxiciclina que es aproximadamente el doble de la dosis estandar para humanos
(dosis diaria de 3 mg/kg para un humano adulto), y se ha demostrado que las dosis mas pequefias son eficaces
contra B. anthracis (Friedlander et al., 1993, J Infect Dis, Vol. 167 : 1239-1243 ; Kalns et al., 2002, Biochem Biophys
Res Commun, Vol. 297: 506-509). Se utilizaron dosis mas grandes (Heine et al., 2007, Antimicrob Chemother
Agents, Vol. 51: 1373-1379); sin embargo, se ha observado que una dosis de 50 mg/kg parecia ser mal tolerada
en ratones A/J, que presentaron abdomen hinchado y pelo erizado. Para complementar el tratamiento con
doxiciclina con la inmunoglobulina 35PA83 “6.20”, se inyectd una dosis Unica de este anticuerpo (1 o 2 mg/kg) de
manera 0 no concomitante con la Ultima dosis de doxiciclina. La infeccion utilizo 1.10% esporas inyectadas
intraperitonealmente, lo que representa 10 000 DLso. Los ratones se observaron dos veces al dia durante las dos
primeras semanas y cinco veces por semana durante las dos semanas adicionales.

Ejemplo 10: Terapia con inmunoglobulina 35PA83 “6.20”, tratamiento corto con ciprofloxacina o ambos

[0147] Para los estudios sobre el régimen de tratamiento, los grupos de 10 ratones A/J son provocados con una
dosis de 1000 DLso 0 1.107 esporas. Después de 12 horas, se inyecta por separado la inmunoglobulina 35PA83
“6.20” (via subcutanea, 1 inyeccion de 10 mg/kg) o la ciprofloxacina (via subcutanea, 50 mg/kg dos veces al dia
durante 5 dias) o la ciprofloxacina y la inmunoglobulina 35PA83 “6.20” se inyectan el primer dia, y la ciprofloxacina
sola sigue inyectandose durante 4 dias adicionales.

Ejemplo 11: Tratamiento con _inmunoglobulina 35PA83 “6.20”, tratamiento corto con ciprofloxacina o
ambos (otro ensayo)

[0148] Para estudios de tratamiento curativo, se infectan grupos de 10 ratones A/J con una dosis de 1000 DLsp 0
1.107 esporas. Después de 12 horas, se tratd a los ratones con ciprofloxacina (subcutaneamente, con una
inyeccion inicial de 25 mg/kg) o con IgG 35PA83 “6.20” (via subcutanea, 1 inyeccion de 10 mg/kg) por separado;
o la ciprofloxacina y la IgG 35PA83 “6.20” se inyectan simultaneamente en dos sitios diferentes. También se
probaron retrasos adicionales de 24 horas y 48 horas antes de iniciar el tratamiento combinado (ciprofloxacina e
IgG 35PA83 “6.20"). Después de la primera administracion del tratamiento, se inyect6 ciprofloxacina solo
(25 mg/kg, dos veces al dia) durante los siguientes 4,5 dias. La dosis de ciprofloxacina se eligi6 como
aproximadamente el doble de la dosis humana estandar (dosis diaria de 20 mg/kg en humanos adultos), ya que
esta dosis ya se ha utilizado eficazmente contra B. anthracis (Kalns et al., 2002, Biochem Biophys Res Common,
Vol. 297: 506-509). La tolerancia a esta dosis seleccionada se probo favorablemente en ratones A/J antes de iniciar
este estudio. Esta parte del estudio se centra en resolver el problema de la supervivencia a corto plazo después
del tratamiento diferido, y la vigilancia se limit al periodo de 18 dias después de la infeccion.

Ejemplo 12: Comparacién entre los tratamientos profilacticos activos y pasivos contra el antrax

[0149] Un tratamiento profilactico pasivo contra el antrax consiste en el tratamiento con inmunoglobulina 35PA83
“6.20". El tratamiento profilactico activo contra el antrax consiste en la inmunizaciéon con el antigeno PA. Para
comparar la inmunoproteccion activa y pasiva, se inmunizé subcutdneamente un grupo de diez ratones con 5 ug
de PA83 en adyuvante completo de Freund y se les infecto intraperitonealmente con 10 000 DLsp un mes después.
Se inmunizé otro grupo de diez ratones de forma idéntica, pero estos recibieron una vacuna de refuerzo cuatro
semanas mas tarde con 5 pg de PA83 en adyuvante Freund incompleto y se les infectd un mes después de la
segunda inyeccion. Paralelamente, se evalud la proteccion pasiva contra la misma infeccion con la inmunoglobulina
35PA83 “6.20". Todos los animales infectados fueron observados durante un mes y se compararon los resultados
de los dos tipos de profilaxis.

Ejemplo 13: Comparacidén entre la inmunizacion pasiva y el tratamiento tardio con IgG 35PA83 “6.20” solo
en conejos blancos de Nueva Zelanda (WNZ) infectados con esporas de 9 602

[0150] Para el estudio de inmunizacién pasiva, se inyecta por via intravenosa IgG 35PA83 “6.20” a 2,5, 1, 0,5 mg/kg
a 3 grupos de 8 conejos WNZ, previamente anestesiados con imalgene 1000 (Merial, Lyon, Francia). Cinco minutos
mas tarde, los animales se ponen en contacto con 25 pl de una suspension de esporas de la cepa virulenta B.
anthracis 9602, depositadas en cada fosa nasal para su inhalacién en los pulmones, y correspondientes a 100
DLso. Para el tratamiento tardio, se utilizaron las mismas condiciones experimentales, excepto en que a 2 grupos
de 8 animales se les inyecto IgG (2,5 mg/kg) 6 horas después del contacto con 80 DLsg 0 200 DLsy de esporas de
B. anthracis 9602. Para cada grupo, se utilizan 4 animales adicionales en las mismas condiciones experimentales
que los controles positivos. Todos los experimentos con la cepa 9602 de B. anthracis se realizan en un laboratorio
de nivel de seguridad 3, y los animales se observan 21 dias después del contacto.
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190

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

270

Thr

Asn

Arg

Tyr

Lys

95

Ala

Tyr

Ser

Lys

Tyr

175

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

255

Pro

Cys

Trp

Glu

Asn

80

Asn

Val

Tyr

Ala

Ser

160

Phe

Leu

Tyr

Lys

240

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu
320



Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

385

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
465

Tyr

Asp

Leu

Arg

370

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

450

Ser

<210> 8

<211> 232
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Asn

Trp

Pro

355

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

435

Cys

Leu

Ser

Leu

340

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

420

Leu

Ser

Ser

Thr

325

Asn

Pro

Gln

Val

Val

405

Pro

Thr

Val

Leu

Tyr

Gly

Ile

Vval

Ser

390

Glu

Pro

Val

Met

Ser
470

<223> cadena ligera con péptido sefial

ES 2749 646 T3

Arg

Lys

Glu

Tyr

375

Leu

Trp

Vval

Asp

His

455

Pro

Val

Glu

Lys

360

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

440

Glu

Gly

Val

Tyr

345

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

425

Ser

Ala

Lys

39

Ser

330

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

410

Ser

Arg

Leu

Val

Cys

Ser

Pro

Val

395

Gly

Asp

Trp

His

Leu

Lys

Lys

Ser

380

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
460

Thr

Val

Ala

365

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

445

His

Val

Ser

350

Lys

Asp

Phe

Glu

Phe

430

Gly

Tyr

Leu

335

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

415

Phe

Asn

Thr

His

Lys

Gln

Leu

Pro

400

Asn

Leu

Val

Gln



ES 2749 646 T3

<400> 8
Met Arg Trp Ser Trp Ile Phe Leu Leu Leu Leu Ser Ile Thr Ser Ala
1 5 10 15

Asn Ala Ala TIle Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Tyr
20 25 30

Val Gly Asp Lys Val Thr Ile Thr Cys His Ala Ser Gln Gly Ile Asn
35 40 45

40



Ser

Leu

65

Ser

Gln

Pro

Ala

Ser

145

Glu

Ser

Leu

Val

Lys
225

Trp

50

Ile

Gly

Ser

Leu

Ala

130

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

210

Ser

<210>9
<211> 375
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Tyr

Ser

Glu

Ala

115

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

195

Ala

Phe

Ala

Lys

Gly

Asp

100

Phe

Ser

Ala

Val

Ser

180

Thr

Cys

Asn

Trp

Ala

Ser

85

Phe

Gly

Val

Ser

Gln

165

Val

Leu

Glu

Arg

Tyr

Ser

70

Gly

Ala

Pro

Phe

Val

150

Trp

Thr

Thr

Val

Gly
230

ES 2749 646 T3

Gln

55

Ser

Thr

Ser

Gly

Ile

135

Val

Lys

Glu

Leu

Thr

215

Glu

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr

120

Phe

Cys

Val

Gln

Ser

200

His

Cys

Lys

Leu

Tyr

Tyr

105

Lys

Pro

Leu

Asp

Asp

185

Lys

Gln

Pro

Ser

Thr

90

Cys

Leu

Pro

Leu

Asn

170

Ser

Ala

Gly

Gly

Gly

75

Leu

Leu

Asp

Ser

Asn

155

Ala

Lys

Asp

Leu

Lys

60

Val

Thr

Gln

Ile

Asp

140

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
220

Ala

Pro

Ile

Tyr

Lys

125

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

205

Ser

<223> Secuencia de nucledtidos que codifica la parte variable de la cadena pesada

41

Pro

Ser

Ser

Asp

110

Arg

Gln

Tyr

Ser

Thr

190

Lys

Pro

Lys

Arg

Ser

95

Ser

Thr

Leu

Pro

Gly

175

Tyr

His

Val

Leu

Phe

80

Leu

Ala

Val

Lys

Arg

160

Asn

Ser

Lys

Thr



10

15

<400>9
caggtgcagce

acctgecgecg
agcceccggea
tacaacccca
tctctgeage
ggctacaact

gtgacagtgt

<210>10
<211> 321
<212> ADN

tgcaggaatc
tgtceggega
agggcctgga
gcctgaaggg
tgagaagcgt
tttggagegg

ccagce

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2749 646 T3

tggcecectgge
ctctatcage
atggatcggce
cagagtgacc
gaccgctgec

cgagtactac

ctgctgaage
ggcggctact
ctgatctacg
atcagcaagg
gacaccgccg

ggcctggact

ccagcgagac
actggtcttg
gcagcaccgce
acaccagcaa
tgtactactg

cttggggaca

actgtctctg
gatcaggcag
cgacaccaga
gaaccagctg
tgccagaagc

gggcgcetgte

<223> Secuencia de nucledtidos que codifica la parte variable de la cadena ligera

<400> 10

gccatccage tgacccagag ccctagetcet

atcacctgtc
ggcaaggccce
agattcagcg
gaggacttcg

ggaacaaagc

<210> 11
<211>990
<212> ADN

acgccagcca

ccaagctgect gatctacaag

gctetggcete

ccagctacta ctgcctgcag

tggacatcaa

<213> Secuencia artificial

<220>

gggcatcaac

tggcaccgac

g

ctgagegect
agctggcectgg
gccagcagcec
tacaccctga

tacgacagcg

acgtgggcga
cctggtatca
tgctgagecgg
ccatcagctc

cceetetgge

caaagtgacc
gcagaagccce
cgtgececage
cctgcagagce

ctteggeect

<223> Secuencia de nucledtidos que codifica la parte constante de la cadena pesada

42

60
120
180
240
300
360

375

60
120
180
240
300

321



10

15

<400> 11
gcctctacca

ggaacagccg
tggaactctg
ggcctgtaca
tacatctgca
aagagctgcg
ccttecegtgt
gaagtgacct
tacgtggacg
agcacctaca
gagtacaagt
aaggccaagg
ctgacaaaga
gccgtggaat
ctggacagcecg
cagcagggca

cagaagtccc

<210>12
<211> 321
<212> ADN

agggcccaag
ccetgggetg
gcgetcectgac
gcctgagcecag
acgtgaacca
acaagaccca
tcetgttece
gcgtggtggt
gcgtggaagt
gggtggtgtc
gcaaggtgtc
gacagcctceg
atcaggtgtc
gggagagcaa
acggctcatt
acgtgttcag

tgagcctgag

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2749 646 T3

cgtgttecect
cctcegtgaag
aagcggcgtg
cgtegtgact
caagcccagce
cacctgtect
cccaaagcct
ggatgtgtcce
gcacaacgcc
tgtgectgaca
caacaaggcc
cgagccccag
cctgacctgt
cggccagece
cttecctgtac
ctgcteegtg

ccctggcecaag

ctggcececta
gactactttce
cacaccttce
gtgccctcta
aacaccaagg
ccctgtectg
aaggacaccc
cacgaggacce
aagaccaagc
gtgctgcacce
ctgccagece
gtgtacacac
ctcgtgaaag
gagaacaact
tccaagctga

atgcacgagg

gcagcaagtc
ccgageecegt
ctgcegtget
gctctetggg
tggacaagaa
cceccetgaact
tgatgatcag
ctgaagtgaa
ctagagagga
aggactggct
ccatcgaaaa
tgccteccag
gcttctacce
acaagaccac
ccgtggacaa

ccctgecacaa

tacctectgge
gaccgtgtcce
gcagtctage
cacccagacc
ggtggaaccc
gctgggcgga
caggacccecce
gttcaattgg
acagtacaac
gaacggcaaa
gaccatctcce
cagggacgag
cagcgacatt
cccccectgtg

gtccaggtgg

ccactacacc

<223> Secuencia de nucledtidos que codifica la parte constante de la cadena ligera

<400> 12
aggaccgtgg

ggcacagctt
tggaaggtgg
agcaaggact
aaacataagg

agcttcaaca

<210> 13
<211> 1365
<212> ADN

ccgcaccaag
ccgtegtgtg
acaacgccct
ccacctacag
tgtacgecctg

ggggcgagtg

<213> Secuencia artificial

<220>

tgtctttate
cctgctgaac
gcagtccgge
cctgagcagce
cgaagtgacc

c

ttcccaccceca
aacttctacc
aactcccagg
accctgacac

caccagggcc

gcgacgagca
ctagggaagce
aaagcgtgac
tgagcaaggc

tgtctagccece

<223> > Secuencia de nucleotidos que codifica la cadena pesada

43

gctgaagtcc
caaggtgcag
cgagcaggac
cgactacgag

cgtgaccaag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

990

60

120

180

240

300

321



10

<400> 13
caggtgcage

acctgcgecg
agccccggea
tacaacccca
tctctgeage
ggctacaact
gtgacagtgt
aagtctacct
ccecgtgacceg
gtgctgcagt
ctgggcaccce
aagaaggtgg
gaactgctgg
atcagcagga
gtgaagttca
gaggaacagt
tggctgaacg
gaaaagacca
cccagcaggyg
taccccageg
accacccccece
gacaagtcca

cacaaccact

<210> 14
<211> 642
<212> ADN

tgcaggaatc
tgtcecggega
agggcctgga
gcctgaaggg
tgagaagcgt
tttggagegg
ccagcgcecte
ctggcggaac
tgtcctggaa
ctagcggect
agacctacat
aacccaagag
gcggacctte
cccccgaagt
attggtacgt
acaacagcac
gcaaagagta
tctccaagge
acgagctgac
acattgccgt
ctgtgctgga
ggtggcagca

acacccagaa

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2749 646 T3

tggcectgge
ctctatcage
atggatcgge
cagagtgacc
gaccgctgece
cgagtactac
taccaagggce
agececgecectg
ctectggeget
gtacagcctg
ctgcaacgtg
ctgcgacaag
cgtgttectg
gacctgcegtg
ggacggcgtg
ctacagggtg
caagtgcaag
caagggacag
aaagaatcag
ggaatgggag
cagcgacggc

gggcaacgtg

gtccectgage

ctgctgaage
ggcggctact
ctgatctacg
atcagcaagg
gacaccgcecg
ggcctggact
ccaagcgtgt
ggctgecteg
ctgacaagecg
agcagegteg
aaccacaagc
acccacacct
ttcecceccaa
gtggtggatg
gaagtgcaca
gtgtctgtge
gtgtccaaca
cctecgegage
gtgtccctga
agcaacggcc
tcattcttce
ttcagetgcet

ctgagecectg

<223> Secuencia de nucledtidos que codifica la cadena ligera

44

ccagcgagac
actggtcttg
gcagcaccgce
acaccagcaa
tgtactactg
cttggggaca
tcecectetgge
tgaaggacta
gcgtgecacac
tgactgtgcce
ccagcaacac
gtccteecetg
agcctaagga
tgtcccacga
acgccaagac
tgacagtgcect
aggccctgee
cccaggtgta
cctgtctegt
agcccgagaa
tgtactccaa
ccgtgatgea

gcaag

actgtctcetg
gatcaggcag
cgacaccaga
gaaccagctg
tgccagaagce
gggcgcetgte
ccctagcage
ctttcecgag
cttecectgee
ctctagetcet
caaggtggac
tcetgececet
caccctgatg
ggaccctgaa
caagcctaga
gcaccaggac
agcccccatce
cacactgccect
gaaaggcttc
caactacaag
gctgaccgtg

cgaggccectg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1365



<400> 14
gccatccage

atcacctgtc
ggcaaggccc
agattcagcg
gaggacttcg
ggaacaaagc
agcgacgagce
cctagggaag
gaaagcgtga
ctgagcaagg

ctgtctagece

<210> 15
<211> 1419
<212> ADN

tgacccagag
acgccagcca
ccaagctgcect
gctetggcete
ccagctacta
tggacatcaa
agctgaagtc
ccaaggtgca
ccgagcagga
ccgactacga

ccgtgaccaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de nucledtidos que codifica la cadena pesada que comprende un péptido sefal en el extremo

N-terminal

ES 2749 646 T3

ccctagetet
gggcatcaac
gatctacaag
tggcaccgac
ctgecctgeag
gaggaccgtg
cggcacagct
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacataag

gagcttcaac

ctgagecgect
agctggcetgg
gccagcagcce
tacaccctga
tacgacagcg
gccgcaccaa
tcegtegtgt
gacaacgccc
tccacctaca
gtgtacgcct

aggggcgagt

45

acgtgggcga
cctggtatca
tgctgagcgg
ccatcagctc
ccectetgge
gtgtctttat
gcctgetgaa
tgcagtccgg
gcctgagcecag
gcgaagtgac

gc

caaagtgacc
gcagaagccce
cgtgcecage
cctgcagagce
ctteggecect
cttcccacce
caacttctac
caactcccag
caccctgaca

ccaccagggce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

642



<400> 15
atgcgatggt

cagctgcagg
gcegtgtecg
ggcaagggcec
cccagcectga
cagctgagaa
aacttttgga
gtgtccageg
acctectggceg
accgtgtcect
cagtctageg
acccagacct
gtggaaccca
ctgggeggac
aggacccccg
ttcaattggt
cagtacaaca
aacggcaaag
accatctcca
agggacgagc
agcgacattg
cccecetgtge
tccaggtggce

cactacaccc

<210> 16
<211> 696
<212> ADN

cctggatcett
aatctggccce
gcgactctat
tggaatggat
agggcagagt
gcgtgaccge
gcggegagta
cctctaccaa
gaacagccgc
ggaactctgg
gcctgtacag
acatctgcaa
agagctgcga
cttecegtgtt
aagtgacctg
acgtggacgg
gcacctacag
agtacaagtg

aggccaaggyg

tgacaaagaa
ccgtggaatg
tggacagcga
agcagggcaa

agaagtccct

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de nucledtidos que codifica la cadena ligera que comprende un péptido sefial en el extremo N-

terminal

ES 2749 646 T3

cctgetgetg
tggcctgcetg
cagcggcggce
cggcctgate
gaccatcagce
tgcecgacace
ctacggecctg
gggcccaagce
cctgggcetge
cgctctgaca
cctgagcage
cgtgaaccac
caagacccac
cctgtteecee
cgtggtggtg
cgtggaagtg
ggtggtgtct
caaggtgtcce
acagcctege
tcaggtgtce
ggagagcaac
cggctcattce
cgtgttcagce

gagcctgage

ctgagcatca
aagcccagcg
tactactggt
tacggcagca
aaggacacca
gcecgtgtact
gactcttggg
gtgttececte
ctcgtgaagg
agcggegtge
gtcgtgactg
aagcccagca
acctgtcecctce
ccaaagccta
gatgtgtcce
cacaacgcca
gtgctgacag
aacaaggccce
gagccccagg
ctgacctgtce
ggccagcecg
ttcectgtact
tgctcegtga

cctggcaag

46

ccagcgccaa
agacactgtc
cttggatcag
ccgeccgacac
gcaagaacca
actgtgccag
gacagggcgce
tggccectag
actactttcc
acaccttccc
tgcectetag
acaccaaggt
cctgtcectge
aggacaccct
acgaggaccc
agaccaagcc
tgctgcacca
tgccagceccee
tgtacacact
tcgtgaaagg
agaacaacta
ccaagctgac

tgcacgaggce

cgctcaggtg
tctgacctge
gcagagcccc
cagatacaac
gctgtetcetg
aagcggctac
tgtcgtgaca
cagcaagtct
cgagcccgtg
tgcecgtgcetg
ctctetggge
ggacaagaag
ccctgaactg
gatgatcagce
tgaagtgaag
tagagaggaa
ggactggctg
catcgaaaag
gccteccage
cttctaccce
caagaccacc
cgtggacaag

cctgcacaac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1419
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<400> 16
atgcgatggt

cagctgaccce
tgtcacgcca
gcccccaagce
agcggctcetg
ttecgecaget
aagctggaca
gagcagctga
gaagccaagg
gtgaccgage
aaggccgact

agccccgtga

<210> 17
<211> 1448
<212> ADN

cctggatctt
agagccctag
gccagggcat
tgctgatcta
gctctggcac
actactgcct
tcaagaggac
agtccggcac
tgcagtggaa
aggacagcaa
acgagaaaca

ccaagagctt

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2749 646 T3

cctgcetgcetg
ctectctgage
caacagctgg
caaggccagce
cgactacacc
gcagtacgac
cgtggecgea
agcttcegte
ggtggacaac
ggactccacce
taaggtgtac

caacaggggc

ctgagcatca
gcctacgtgg
ctggecectggt
agcctgetga
ctgaccatca
agcgcecceccte
ccaagtgtct
gtgtgecctge
gccctgcagt
tacagcctga
gcctgcgaag

gagtge

ccagcgccaa
gcgacaaagt
atcagcagaa
gcggegtgece
gctcecectgea
tggecettegg
ttatcttcce
tgaacaactt
ccggcaactce
gcagcaccect

tgacccacca

cgcecgececate
gaccatcacc
gcccggcaag
cagcagattc
gagcgaggac
ccctggaaca
acccagcgac
ctaccctagg
ccaggaaagc
gacactgagc

gggcctgtct

<223> Secuencia de nucledtidos que codifica la cadena pesada segun se sintetiza

<400> 17
gctagecgecg

gccaacgcte
ctgtctcectga
atcaggcaga
gacaccagat
aaccagctgt
gccagaagcg
ggcgetgtceg
cctagcagca
tttcecegage

ttcecectgeeg

ccaccatgcg
aggtgcagct
cctgegeegt
gccccggcaa
acaaccccag
ctctgecagcet
gctacaactt
tgacagtgtc
agtctacctce
ccgtgacegt

tgctgcagtce

atggtcctgg
gcaggaatct
gtccggegac
gggcctggaa
cctgaagggce
gagaagcgtg
ttggagegge
cagcgcectcet
tggcggaaca
gtcectggaac

tagcggectg

atcttcctge tgctgectgag catcaccage

ggcectggee
tctatcageg
tggatcggee
agagtgacca
accgctgeceg
gagtactacg
accaagggcce
gcecgecectgg
tctggegete

tacagcctga

47

tgctgaagcece
gcggctacta
tgatctacgg
tcagcaagga
acaccgceccgt
gcctggactce
caagcgtgtt
gctgectcegt
tgacaagcgg

gcagcgtegt

cagcgagaca
ctggtettgg
cagcaccgcc
caccagcaag
gtactactgt
ttggggacag
ccectetggee
gaaggactac
cgtgcacacc

gactgtgccce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

696

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



10

tctagetcete
aaggtggaca
cctgecectyg
accctgatga
gaccctgaag
aagcctagag
caccaggact
gcecceccateg
acactgcectce
aaaggcttct
aactacaaga
ctgaccgtgg
gaggccctge
ggcgcgece
<210> 18

<211>725
<212> ADN

tgggcaccca
agaaggtgga
aactgctggg
tcagcaggac
tgaagttcaa
aggaacagta
ggctgaacgg
aaaagaccat
ccagcaggga
accccagcga
ccacccceccece
acaagtccag

acaaccacta

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2749 646 T3

gacctacatce
acccaagagc
cggaccttcce
ccccgaagtg
ttggtacgtg
caacagcacc
caaagagtac
ctccaaggcece
cgagctgaca
cattgcegtg
tgtgectggac
gtggcagcag

cacccagaag

tgcaacgtga
tgcgacaaga
gtgttecctgt
acctgegtgg
gacggcgtgg
tacagggtgg
aagtgcaagg
aagggacagc
aagaatcagg
gaatgggaga
agcgacggcet
ggcaacgtgt

tcecetgagee

accacaagcc
cccacacctg
tcceccccaaa
tggtggatgt
aagtgcacaa
tgtectgtget
tgtccaacaa
ctecgegagece
tgtcecetgac
gcaacggcca
cattcttecet
tcagcetgete

tgagcecctgg

cagcaacacc
tcctceectgt
gcctaaggac
gtcccacgag
cgccaagacc
gacagtgctg
ggccctgeca
ccaggtgtac
ctgtctegtg
gcccgagaac
gtactccaag
cgtgatgcac

caagtgatag

<223> Secuencia de nucleotidos que codifica la cadena ligera segun se sintetiza

<400> 18
actagtgccg

gccaacgccg
aaagtgacca
cagaagcccg
gtgcccagceca
ctgcagageg
ttcggeectg
ttccecaccca
aacttctacc
aactcccagg
accctgacac
caccagggcce

ctaga

ccaccatgceg
ccatccagcet
tcacctgtca
gcaaggcccc
gattcagcgg
aggacttecge
gaacaaagct
gcgacgagca
ctagggaagce
aaagcgtgac
tgagcaaggce

tgtctagcecce

atggtcctgg
gacccagagc
cgccagccag
caagctgcectg
ctctggetcet
cagctactac
ggacatcaag
gctgaagtce
caaggtgcag
cgagcaggac
cgactacgag

cgtgaccaag

atcttecctge tgectgectgag catcaccage

cctagcetcete
ggcatcaaca
atctacaagg
ggcaccgact
tgcectgecagt
aggaccgtgg
ggcacagctt
tggaaggtgg
agcaaggact
aaacataagg

agcttcaaca
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tgagcgcecta
gctggetgge
ccagcagcct
acaccctgac
acgacagcgce
ccgcaccaag
ccgtegtgtg
acaacgccct
ccacctacag
tgtacgcectg

ggggcgagtg

cgtgggcgac
ctggtatcag
gctgagegge
catcagctcc
ccctetggee
tgtctttatc
cctgctgaac
gcagtccgge
cctgagcagce
cgaagtgacc

ctagtgaact

720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1448

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

725
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<210> 19

<211>18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido senal

<400> 19

Met Arg Trp Ser Trp Ile Phe Leu Leu Leu Leu Ser Ile Thr Ser Ala

1 5

Asn Ala

<210> 20

<211> 53

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia que codifica el péptido sefial

<400> 20

atgcgatggt cctggatett cctgetgetg ctgagecatca ccagegecaa cge
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REIVINDICACIONES
1. Inmunoglobulina de clase G dirigida contra el antigeno protector de la toxina del carbunco, en la que:

— cada una de las cadenas pesadas comprende, o consiste en, una secuencia de aminoacidos
representada por la SEQ ID N°: 5,y

— cada una de las cadenas ligeras comprende, o consiste en, una secuencia de aminoacidos representada
por la SEQ ID N°: 6.

2. Inmunoglobulina segun la reivindicacion 1, en la que:

— laregién constante de dicha cadena pesada comprende una secuencia de aminoacidos representada por
la secuencia SEQ ID N°: 3,y

— la regién constante de cadena ligera comprende una secuencia de aminoacidos representada por la
secuencia SEQ ID N°: 4.

3. Inmunoglobulina segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que:
— cada una de las cadenas pesadas comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ
IDN°: 7,y
— cada una de las cadenas ligeras comprende una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID
Ne°: 8.

4. Inmunoglobulina segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que posee, en su sitio de glucosilacion
Asn297, N-glucanos cuyo indice de fucosilacion es inferior al 65%, preferiblemente inferior al 50%, mas
preferiblemente inferior al 40%.

5. Inmunoglobulina segun la reivindicacion 4, que presenta un contenido superior al 60 % para las formas
GO0+G1+GOF+G1F, las formas GOF+G1F siendo inferiores al 50 %.

6. Inmunoglobulina segun la reivindicacion 5, que presenta un contenido superior al 60 % para las formas
G0+G1+GOF+G1F, el contenido de fucosa siendo inferior al 65 %.

7. Inmunoglobulina segun la reivindicacion 5, que presenta un contenido inferior al 40% para las formas G1F+GOF.
8. Polinucledtido que comprende al menos una secuencia de nucleétidos que codifica la cadena pesada y una
secuencia que codifica la cadena ligera de una inmunoglobulina tal y como se define segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7.

9. Vector que comprende al menos un polinucleétido segun la reivindicacion 8.

10. Célula hospedadora que comprende un vector segun la reivindicacion 9.

11. Composicion, preferiblemente farmacéutica, que comprende al menos una inmunoglobulina, preferiblemente
humana, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

12. Inmunoglobulina, preferiblemente humana, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, para su uso como
medicamento.

13. Inmunoglobulina, preferiblemente humana, seguin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, para su uso en el
tratamiento o la prevencion de patologias asociadas a la toxina del carbunco.

14. Método para la deteccién in vitro de una toxina del carbunco que comprende el antigeno protector en una
muestra bioldgica, que comprende:

— la puesta en contacto de la muestra con al menos una inmunoglobulina segun cualquiera de las
reivindicaciones 1a 7,y

— la deteccién de la unién de dicha inmunoglobulina como indicador de la presencia de dicha toxina del
carbunco.

15. Kit para la deteccién de una toxina del carbunco que comprende el antigeno protector, donde dicho kit
comprende:

— un recipiente que comprende al menos una inmunoglobulina segun cualquiera de las reivindicaciones 1

a 7 marcada, y
— un recipiente que comprende medios de deteccion de dicha inmunoglobulina marcada.
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16. Inmunoconjugado que comprende una inmunoglobulina segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 unida
a un agente terapéutico.
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A) VH 35PA83

B) VL 35PAS83
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A) VH 6.20

Figura 2

53



EU

1900.00<
90,00
80.004
70.00

60.00

50.00.

40.00

30.004
20.004
10.00+

0.00
5.

ES 2749 646 T3

4

Y
i

e

R

f;..me:

U\Lm‘f@f .

o0 | 700 .00

*Contaminante

11.00

T L s T e
1580 1900 2100

Minutos

Figura 3

54

2300

2500



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

