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DESCRIPCION

Anticuerpos terapéuticos humanizados contra las isoformas CD45.
Campo de la invencion

La presente invencidn se relaciona con compuestos orgdnicos, tal como moléculas de unién contra las isoformas
del antigeno CD45, tal como por ejemplo los anticuerpos monoclonales (mAb) y el uso de los mismos.

Antecedentes de la invencion

Un método en el tratamiento de una variedad de enfermedades es lograr la eliminacién o la inactivacién de leuco-
citos patégenos y el potencial para la induccion de la tolerancia para inactivar respuestas inmunes patoldgicas.

El rechazo del trasplante de 6rgano, célula y tejido y las varias enfermedades autoinmunes se consideran que
son principalmente el resultado de la respuesta inmune mediada por célula T activada por las células T auxiliares
que son capaces de reconocer antigenos especificos que son capturados, procesados y presentados a las células T
auxiliares por el antigeno que presenta la célula (APC) tal como los macréfagos y las células dendriticas, en la forma
de un complejo antigeno-MHC, es decir la célula T auxiliar cuando reconoce antigenos especificos se estimula para
producir citocinas tales como IL-2 y expresar o regular de forma ascendente algunos receptores de citocina y otras
moléculas de activacion y proliferar. Algunas de estas células T activadas pueden actuar directa o indirectamente, es
decir ayudar a las células T o las células B citotoxicas efectoras, para destruir las células o tejidos que expresan el
antigeno seleccionado. Después de la terminacidn de la respuesta inmune algunas de las células maduras clénicamente
seleccionadas permanecen como auxiliares de memoria y células C citotéxicas de memoria, que circulan en el cuerpo
y reconocen rapidamente el antigeno si aparece de nuevo. Si el antigeno que activa esta respuesta es un antigeno
ambiental inocuo, el resultado es alergia, si el antigeno no es un xenoantigeno, sino que es un autoantigeno, esto puede
resultar en una enfermedad autoinmune; si el antigeno es un antigeno de un 6rgano trasplantado, el resultado puede
ser un rechazo de injerto.

El sistema inmune se ha desarrollado para autoreconocerse de no autoreconocerse. Esta propiedad le posibilita a
otro organismo sobrevivir en un ambiente expuesto a la exposicion diaria a los patégenos. Esta especificidad por no
autoreconocerse y la tolerancia hacia autoreconocerse se origina durante el desarrollo del repertorio de la célula T
en el timo a través de los procesos de seleccion positiva y negativa, que también comprenden el reconocimiento y
la eliminacién de las células T autorreactivas. Este tipo de tolerancia se refiere a una tolerancia central. Sin embrago
algunas de estas células autorreactivas escapan a este mecanismo selectivo y poseen un riesgo potencial para el des-
arrollo de enfermedades autoinmunes. Para controlar las células T autorreactivas que han escapado a la periferia, el
sistema inmune tiene mecanismos reguladores periféricos que suministran proteccion contra la autoinmunidad. Estos
mecanismos son la base para la tolerancia periférica.

Los antigenos de superficie celular reconocidos por los mAb especificos se designan generalmente mediante un
nimero CD (grupo de diferenciacién) asignado mediante taller Internacional de Tipificacién de Leucocitos y el término
CDA45 aplicado aqui se refiere a un antigeno comun de leucocito de superficie celular CD45; y un mAb para ese
antigeno se designa como “anti-CD45”.

Los anticuerpos contra el antigeno comun de leucocito (LCA) o CD45 son un componente principal de la globu-
lina antilinfocito (ALG). ElI CD45 pertenece a la familia de las fosfatasas tirosina de transmembrana y son tanto un
regulador positivo como negativo de la activacion celular, dependiendo de la interaccién del receptor. La actividad
de fosfatasa del CD45 parece requerirse para la activacion de las cinasas de la familia Src asociadas con el receptor
antigeno de los linfocitos B y T (Trowbridge IS ef al, Annu Rev Immunol. 1994; 12: 85-116). Asi, en la activacién
de la célula T el CD45 es esencial para la sefial 1 y las células deficientes en CD45 tienen profundos defectos en los
eventos de activacién mediados por TCR.

El antigeno CD45 existe en diferentes isoformas que comprenden una familia de glucoproteinas de transmembrana.
Distintas isoformas del CD45 difieren en su estructura del dominio extracelular que surge de un empalme alternativo
de 3 exones variables que codifican para parte de la regién extracelular CD45 (Streuli MF. et al, J. Exp. Med. 1987;
166: 1548-1566). Las varias isoformas del CD45 tienen diferentes dominios extracelulares, pero tienen los mismos
segmentos citoplasmaticos y de transmembrana que tienen 2 dominios de fosfatasa altamente conservados homdlogos
de aproximadamente 300 residuos. Diferentes combinaciones de isoforma se expresan de manera diferente sobre las
subpoblaciones de linfocitos T y B (Thomas ML. et al, Immunol. Today 1988; 9: 320-325). Algunos anticuerpos mo-
noclonales reconocen un epitopo comun a todas las diferentes isoformas, aunque otros mAb tienen una especificidad
restringida (CD45R), dependiendo de cudl de los exones empalmados alternativamente (A, B o C) reconocen ellos.
Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales que reconocen el producto del exén A son consecuentemente designados
CD45RA, aquellos que reconocen las varias isoformas que contienen el exén B se han designado CD45RB (Beverley
PCL et al, Immunol. Supp. 1988; I: 3-5). Los anticuerpos tales como el UCHL1 se unen selectivamente a la isoforma
CD45RO de 180 kDa (sin ninguno de los exones variables A, B o C) que parecen estar restringidos a un subconjunto
de células T activadas, células de memoria y timocitos corticales y no se detectan sobre las células B (Terry LA et al,
Immunol. 1988; 64: 331-336).
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La WO 2002/072832 describe anticuerpos monoclonales (mAb), que son especificos para un epitopo tanto el
CDA45RB como el CD45RO para uso terapéutico contra enfermedades autoinmunes y rechazos de injertos.

El dominio pesado de variable del anticuerpo humano puede ser n-glucosilado (Dunn-Walters D. et al, Molecular
Immunology 2000; 37: 107-113). La hipermutacién somética introduce predominantemente la sustitucién de nucleé-
tido tinico en los genes de regién variable con el fin de incrementar la variabilidad de la inmunoglobulina.

La N-glucosilacién en la region variable se conoce por afectar la unién de antigeno. Sin embargo se conocen los
anticuerpos monoclonales aglucosilados, que, aunque preservan su funcién bioldgica, al perder cada glucosilacién sus
efectos colaterales adversos (Friends P. et al, Transplantation 1999, 68; 1632-1687).

Descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra que la inhibicién del MLR primario por el “candidato mAb” es dependiente de dosis en el
rango de 0.001 y 10 ug/ml. “Concentracién” es la concentracion del “candidato mAb”.

Las Figuras muestran el mapa de plasmido del vector de expresion HCMV-G1 HuA6-VHQ que comprende la
cadena pesada que tiene la secuencia de nucleétido SEQ ID NO: 12 (3921-4274)- en la secuencia de nucledtido del
vector de expresion completa SEQ ID NO: 15.

La Figura 3 muestra el mapa del pldsmido del vector de expresion HCMV-G1 HuA6-VHE- que comprende la
cadena pesada que tiene la secuencia de nucle6tido SEQ ID NO: 11 (3921-4274) en la secuencia de nucledtido del
vector de expresion completa SEQ ID NO: 16.

La Figura 4 muestra el mapa del plasmido del vector de expresion HCMV-K HuAb-VL1 humV1 que comprende
la cadena liviana que tiene la secuencia de nucleétido SEQ ID NO: 14 (3964-4284) en la secuencia de nucleétido del
vector de expresion completa SEQ ID NO: 17.

La Figura 5 muestra el mapa del plasmido del vector de expresion HCMV-K HuAb-VL1 humV2 que comprende
la cadena liviana que tiene la secuencia de nucledtido SEQ ID NO: 13 (3926-4246) en la secuencia de nucleétido del
vector de expresién completa SEQ ID NO: 18.

La Figura 6 muestra el mapa del plasmido del vector de expresion LCVL1S,20 que comprende la cadena liviana
que tiene la secuencia de nucleétido SEQ ID NO: 33 en la secuencia de nucleétido del vector de expresion completa
SEQ ID NO: 36.

La Figura 7 muestra el mapa del plasmido del vector de expresiéon LCVL2S,20 que comprende la cadena liviana
que tiene la secuencia de nucleétido SEQ ID NO: 13 en la secuencia de nucleétido del vector de expresion completa
SEQ ID NO: 39.

La Figura 8 muestra el mapa del plasmido del vector de expresion HCVHEN73D Sp20 que comprende la cadena
pesada que tiene la secuencia de nucleétido SEQ ID NO: 34 en la secuencia de nucledtido del vector de expresion
completa SEQ ID NO: 37.

La Figura 9 muestra el mapa del pldsmido del vector de expresion HCVHQN73D Sp20 que comprende la cadena
pesada que tiene la secuencia de nucleétido SEQ ID NO: 35 en la secuencia de nucleétido del vector de expresion
completa SEQ ID NO: 38.

La Figura 10 muestra el mapa del pldsmido del vector de expresion HCVHESp20 que comprende la cadena pesada
que tiene la secuencia de nucledtido SEQ ID NO: 11 en la secuencia de nucleétido del vector de expresion completa
SEQ ID NO: 40.

La Figura 11 muestra el mapa del plasmido del vector de expresion HCVHQSp20 que comprende la cadena pesada
que tiene la secuencia de nucleétido SEQ ID NO: 12 en la secuencia de nucleétido del vector de expresion completa
SEQ ID NO: 41.

La Figura 12 muestra el andlisis de Cromatografia de Exclusiéon de Tamafio de VHE/humV1, VHE/humV2,
VHQ/humV1 y VHQ/humV2, y del VHE/humV1 junto con VHE-N73D/humV 1.

La Figura 13 muestra la Cromatografia de Intercambio de Catién del VHE/humV2, VHE/humV1, VHQ/humV2,
VHQ/humV1 y del VHE/humV?2 junto con el VHE-N73D/humV1.

La Figura 14 muestra la Cromatografia de Fase Inversa del VHE/humV2 y VHE-N73D/humV1.
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Descripcion de la invencion

Hemos encontrado un anticuerpo humanizado que tiene especificidad de unién tanto por el CD45RO como por
CD45 RB que comprende una regién variable de cadena pesada de la SEQ ID NO: 31 o 32 y una regién variable de
cadena liviana de la SEQ ID NO: 7 o SEQ ID NO: 8.

En otro aspecto el anticuerpo humanizado que tiene la especificidad de unién tanto por el CD45RO o por el
CD45RB comprende:

- una regioén variable de cadena pesada de la SEQ ID NO: 31 y una regién variable de cadena liviana de la
SEQID NO: 7.

- una region variable de cadena pesada de la SEQ ID NO: 31 y una regién variable cadena liviana de la SEQ
ID NO: 8.

- una regién variable de cadena pesada de la SEQ ID NO: 32 y una regién variable de cadena liviana de la
SEQID NO: 7.

- una regién variable de cadena pesada de la SEQ ID NO: 32 y una regién variable de cadena liviana de la
SEQ ID NO: 8.

El anticuerpo humanizado CD45RB/RO también puede suprimir el proceso inflamatorio que media el rechazo de
piel de aloinjerto humano. Ademads encuentra que el anticuerpo humanizado CD45RO/RB puede suprimir el proceso
inflamatorio que media el rechazo de la piel de aloinjerto humano, en particular, puede suprimir el proceso inflamatorio
que media el rechazo de piel de aloinjerto humano in vivo en ratones SCID trasplantados con piel humana e injertados
con esplenocitos mononucleares. Y adicionalmente, se encontrd que el anticuerpo humanizado CD45RB/RO puede
conducir a la supervivencia del aloinjerto islote humano prolongado al evitar la infiltracién del injerto y al inhibir la
reaccion de rechazo mediada por leucocito in vivo.

Los anticuerpos humanizados CD45RO/RB de acuerdo con la invencién son capaces de unirse especificamente a
las isoformas CD45RB y CD45RO del antigeno CD45 solo o asociado con otras moléculas. La reaccién de unién se
puede mostrar mediante métodos estdndar (ensayo cualitativo) que incluyen por ejemplo cualquier clase de ensayo
de unién tal como la inmunofluorescencia directa o indirecta junto con microscopio de fluorescencia o el andlisis
citofluorimétrico (FACS), el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA) o el radioinmunoensayo en el cual la
union de la molécula a las células que expresan una isoforma CD45 particular se pueden visualizar. Ademads, la unién
de esta molécula puede dar como resultado la alteracion de la funcién de las células que expresan estas isoformas. Por
ejemplo la inhibicion de la respuesta del linfocito mezclado primario o secundario (MLR) se puede determinar, tal
como en un ensayo in vitro o un bioensayo para determinar la inhibicién del MLR primario o secundario en presencia
o en ausencia de la molécula de unién CD45RO/RB y determinar las diferencias en la inhibicién MLR primaria.

Alternativamente, los efectos moduladores funcionales in vitro se pueden determinar al medir la proliferacién del
PBMC o las células T o las células TCD4*, la produccién de citocinas, el cambio en la expresién de las moléculas
de la superficie celular por ejemplo luego de la activacién de la célula en MLR, o luego de la estimulacién con un
antigeno especifico tal como el toxoide del tétano u otros antigenos, o con estimuladores policlonales tales como la
fitohemaglutinina (PHA) o los anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 o los ésteres de forbol o los ionéforos Ca*. Los
cultivos se configuran de manera similar a como se describi6 para el MLR excepto que en lugar de células alogéni-
cas como estimuladores se utiliza antigeno soluble o estimuladores policlonales, tales como aquellos mencionados
anteriormente. La proliferacion de células T se mide preferiblemente como se describié anteriormente mediante la
incorporacién de *H-timidina.

La produccién de citocina se midi6 preferiblemente mediante ELISA (captura) donde el anticuerpo de captura de
citocina recubre la superficie de una placa de 96 pozos, los sobrenadantes de los cultivos se agregan y se incuban
durante 1 hora a temperatura ambiente y se agrega un anticuerpo de deteccidn especifico para la citocina particular,
luego un anticuerpo de segunda etapa conjugado a una enzima tal como la peroxidasa de rdbano seguido por el sustrato
correspondiente y se mide la absorbancia en un lector de placa. El cambio en las moléculas de la superficie celular
se mide preferiblemente mediante inmunofluorescencia directa o indirecta después de tefiir las células objetivo con
anticuerpos especificos para una molécula particular de superficie de célula. El anticuerpo se puede marcar directa-
mente con fluorocromo o se puede utilizar un anticuerpo de segunda etapa fluorescentemente marcado especifico para
el primer anticuerpo, y las células se analizan con un citofluorimetro.

El anticuerpo humanizado de la invencién tiene una especificidad de unién tanto para el CD45RO como para el
CD45RB (“molécula de union CD45RB/RO”).

Preferiblemente el anticuerpo humanizado se une a la isoforma CD45RO con una constante de disociacién (Kd)
<20 nM, preferiblemente con un Kd <15 nM o <10 nM, mas preferiblemente con un Kd <5 nM. Preferiblemente el
anticuerpo humanizado se une a las isoformas CD45RB con un Kd <50 nM, preferiblemente con un Kd <15 nM o
<10 nM, mas preferiblemente con un Kd <5 nM.
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En una realizacién preferida adicional el anticuerpo humanizado de la invencién se une a aquellas isoformas CD45
las cuales

1) incluyen los epitopos A y B pero no el epitopo C de la molécula CD45; y/o
2) incluye el epitopo B pero no el epitopo A ni el epitopo C de la molécula CD45; y/o

3) no incluye ninguno de los epitopos A, B o C de la molécula CD45.

En aun una realizacion preferida adicional la molécula de unién de la invencién no se une a las isoformas CD45
que incluyen

1) todos los epitopos A, B y C de la molécula CD45; y/o

2) tanto los epitopos B como C pero no el epitopo A de la molécula CD45.

En realizaciones preferidas adicionales la molécula de la invencién ademds
1) reconoce la memoria en células T aloactivadas in vivo; y/o

2) se une a su objetivo sobre células T humanas tales como por ejemplo las células PEER; en donde dicha
unién preferiblemente es con Kd <15 nM, mds preferiblemente con un Kd <10 nM, mads preferiblemente
con un Kd <5 nM; y/o

3) inhibe la funcién de la célula T alorreactiva in vitro, preferiblemente con un ICs, aproximadamente menos
de 100 nM, preferiblemente menos de 50 nM o 30 nM mads preferiblemente con un ICs, de aproximada-
mente 10 o 5 nM, mds preferiblemente con un ICs, de aproximadamente 0.5 nM o ain 0.1 nM; y/o

4) induce la muerte celular a través de apoptosis en linfocitos T humanos; y/o
5) induce la tolerancia de la célula T especifica de aloantigeno in vitro; y/o

6) evita la enfermedad del injerto contra el anfitrion xenogénica letal (GvHD) inducida en ratones SCID
mediante inyeccién del PBMC humano cuando se administra en una cantidad efectiva; y/o

7) se une a los linfocitos, monocitos, citoblastos, linfocitos citoliticos naturales y/o granulocitos, pero no a
las plaquetas o linfocitos B; y/o

8) soportan la diferenciacién de células T con un fenotipo de la célula reguladora T caracteristica (Treg); y/o
9) induce a las células reguladoras T capaces de suprimir la activacién de la célula T indiferenciada; y/o

10) suprimir el proceso inflamatorio que media el rechazo de piel de aloinjerto humano, en particular, suprimir
el proceso inflamatorio que media el rechazo de piel de aloinjerto, in vivo en ratones SCID trasplantados
con piel humana e injertados con esplenocitos mononucleares; y/o

11) prolonga la supervivencia de aloinjerto de islote humano en un modelo de ratén hu-PBL-NOD/SCID.

En una realizacion adicional preferida del anticuerpo humanizado de la invencién se une al mismo epitopo que el
anticuerpo monoclonal “A6” como se describié por Aversa et al., Cellular Immunology 158, 314-328 (1994).

Debido a las propiedades de unién y a las actividades bioldgicas anteriormente descritas, tal anticuerpo humani-
zado de la invencién es particularmente util en medicina, para terapia y/o profilaxis. Las enfermedades en la cual el
anticuerpo humanizado de la invencién es particularmente qtil incluyen enfermedades autoinmunes, rechazo por tras-
plante, dermatitis, enfermedad inflamatoria del intestino y/o alergias, como se establecerd adicionalmente adelante.

Los anticuerpos humanizados se pueden por ejemplo derivar de los anticuerpos producidos mediante células B
o hibridomas y cualquier fragmento de los mismos, por ejemplo, los fragmentos F(ab’)2 y FAB asi como también
anticuerpos monocatenarios o de dominio unico. Un anticuerpo monocatenario consiste de las regiones variables de
las cadenas pesada y liviana del anticuerpo covalentemente unidas a un ligador de péptido que consiste usualmente de
10 a 30 aminoécidos, preferiblemente de 15 a 25 aminodcidos. Por lo tanto, tal estructura no incluye la parte constante
de las cadenas pesada y liviana y se cree que el separador péptido pequefio debe ser menos antigénico que una parte
constante completa. Por un anticuerpo humanizado se entiende un anticuerpo en el cual las regiones hipervariables
(CDR) son de origen no humano (por ejemplo murino) todas o sustancialmente todas las otras partes, por ejemplo, las
regiones constantes y las partes altamente conservadas de las regiones variables son de origen humano. Un anticuerpo
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humanizado sin embargo puede retener unos pocos aminodacidos de la secuencia de murino en las partes de las regiones
variables adyacentes a las regiones hipervariables.

Las regiones hipervariables, es decir, los CDR de acuerdo con la presente invencion se pueden asociar con cualquier
clase de regiones de estructura, por ejemplo, partes constantes de las cadenas liviana y pesada de origen humano.
Tales regiones de estructura son descritas en “Sequences of proteins of immunological interest”, Kabat, E.A. et al,
departamento Estadounidense de los servicios de salud y humanos, Servicio publico de salud, Instituto Nacional de
salud. Preferiblemente la parte constante de la cadena pesada humana puede ser del tipo IgG1, que incluye los subtipos,
preferiblemente la parte constante de la cadena liviana humana puede ser del tipo « o 4, mds preferiblemente del tipo
k. Preferiblemente, dicha cadena pesada comprende no mas un sitio de glucosilacién, mas preferiblemente el sitio de
glucosilacion es un sitio de N-glucosilacién, y mds preferiblemente el sitio de glucosilacion estd localizado en la parte
constante de la cadena pesada. Mds preferiblemente ningtin sitio de glucosilacion esta presente en la regién variable,
preferiblemente ningtin sitio de glucosilacién en la regién de estructura.

En otro aspecto la presente invencién suministra un anticuerpo humanizado que comprende
- un polipéptido de la SEQ ID NO: 31 y un polipéptido de la SEQ ID NO: 7 (tal como VHEN73D/humV2),
- un polipéptido de la SEQ ID NO: 31 y un polipéptido de la SEQ ID NO: 8 (tal como VHEN73D/humV1),

- un polipéptido de la SEQ ID NO: 32 y un polipéptido de la SEQ ID NO: 7 (tal como VHQN73D/humV?2),
0

- un polipéptido de la SEQ ID NO: 32 y un polipéptido de la SEQ ID NO: 8 (tal como VHQN73D/humV1),

“Polipéptido”, sino se especifica de otra manera aqui, incluye cualquier péptido o proteina que comprende ami-
noécidos unidos uno al otro mediante enlaces peptidicos que tienen una secuencia de aminodcidos que inicia en la
extremidad N-terminal y terminan en la extremidad C-terminal. El polipéptido de la presente invencidn es un anticuer-
po monoclonal. Preferiblemente es un anticuerpo monoclonal humanizado (injertado-CDR), el anticuerpo monoclonal
humanizado (injertado-CDR) puede o no incluir mutaciones adicionales introducidas en las secuencias de estructura
(FR) del anticuerpo aceptador. Preferiblemente el anticuerpo humanizado comprende no mds de un sitio de glucosila-
cién. Mds preferiblemente dicho un sitio de glucosilacién es un sitio de N-glucosilacién. Mas preferiblemente ningtin
sitio de glucosilacion estd presente en la regién variable, y atin més preferiblemente ningtin sitio de glucosilacion esta
presente en la region variable de la cadena pesada mas preferiblemente ningun sitio de glucosilacién estd presente en
las regiones de estructura (FR).

El término “modificacién covalente” incluye las modificaciones de un polipéptido de acuerdo con la presente in-
vencion, por e]emplo una secuencia especificada; o un fragmento de ésta con un agente de derivacion proteiniceo o
no proteindceo organico, fusiones a secuencias de polipéptido heterélogo, y modificaciones postraduccionales. Los
polipéptidos modificados covalentes, por ejemplo, una secuencia especificada, tienen adn la capacidad de unirse al
CD45RO o al CD45RB mediante reticulacién. Las modificaciones covalentes son tradicionalmente introducidas al
hacer reaccionar los residuos de aminoécido objetivo con un agente de derivacion orgdnico que es capaz de reaccionar
con los lados seleccionados o los residuos terminales, o mediante mecanismos de aprovechamiento de las modifica-
ciones postraduccionales que funcionan en las células huéspedes recombinantes seleccionadas. Ciertas modificaciones
postraduccionales son el resultado de la accién de células huéspedes recombinantes sobre el polipéptido expresado.
Los residuos de glutaminilo y asparaginilo son frecuentemente traduccionalmente desamidados a los correspondientes
residuos de glutamilo y aspartilo. Alternativamente, estos residuos son desaminados bajo condiciones medianamente
dcidas. Otras modificaciones postraduccionales incluyen la hidroxilacién de la prolina y la lisina, la fosforilacién de
los grupos hidroxilo de residuos de serilo, tiroxina y treonilo, la metilacién de los grupos @-amino de lisina, arginina,
y las cadenas laterales de histidina, ver por ejemplo T. E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties, W.
H. Freeman & Co., San Francisco, pp. 79-86 (1983). Las modificaciones covalentes, por ejemplo incluyen proteinas
de fusién que comprenden un polipéptido de acuerdo con la presente invencidn, por ejemplo, de una secuencia espe-
cificada y sus variantes de secuencia de aminodcidos, tal como las inmunoadesinas, las fusiones N-terminales a las
secuencias de sefial heteréloga.

“Aminodcido(s)” se refiere a todos los aminoédcidos L-a aminoacidos de ocurrencia natural, por ejemplo, e incluyen
los D-aminoé4cidos. Los aminodcidos se identifican por cualquiera de las designaciones de una letra o tres letras bien
conocidas.

El término “variante de secuencia de aminoacido” se refiere a moléculas con algunas diferencias en sus secuencias
de aminodcidos comparadas con un polipéptido de acuerdo con la presente invencién, por ejemplo, de una secuencia
especificada. Las variantes de la secuencia de aminodcido del polipéptido de acuerdo a la presente invencidn, por
ejemplo, de una secuencia especificada, tienen atin la capacidad de unirse al CD45RO y al CD45RB. Las variantes
de sustitucion son aquellas que tienen por lo menos un residuo de aminodcido removido y un diferente aminoacido
insertado en su lugar en la misma posicion en un polipéptido de acuerdo con la presente invencion, por ejemplo de
una secuencia especificada. Estas sustituciones pueden ser tnicas, donde solamente un aminodcido de la molécula sea
sustituido, o ellas pueden ser miiltiples, donde dos o mas aminodcidos han sido sustituidos en la misma molécula.
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Las variaciones de insercién son aquellas con uno o mas aminodcidos insertados inmediatamente adyacentes a un
aminodcido en una posicién particular en un polipéptido de acuerdo con la presente invencién, por ejemplo de una
secuencia especificada. Inmediatamente adyacente a un aminodcido significa conectado a cualquiera de los grupos
funcionales a-carboxi o a-amino del aminoécido. Las variaciones de eliminacion son aquellas con uno o mds aminod-
cidos en un polipéptido de acuerdo con la presente invencion, por ejemplo, de una secuencia especificada, removida.
Habitualmente, las variaciones de eliminacion tendrdn uno o dos aminodcidos suprimidos en una regién particular de
la molécula.

En otro aspecto la presente invencién suministra polinucleétidos aislados que codifican el anticuerpo humanizado
de la presente invencion.

Los polinucleétidos que comprenden los polinucleétidos que codifican un polipéptido de la SEQ ID NO: 31 y/o de
la SEQ ID NO: 32, preferiblemente un polipéptido de la SEQ ID NO: 7 o la SEQ ID NO: 8; por ejemplo que codifican:

- un polipéptido de la SEQ ID NO: 31 y un polipéptido de la SEQ ID NO: 7,
- un polipéptido de la SEQ ID NO: 31 y un polipéptido de la SEQ ID NO: 8§,
- un polipéptido de la SEQ ID NO: 32 y un polipéptido de la SEQ ID: 7 o,

- un polipéptido de la SEQ ID NO: 32 y un polipéptido de la SEQ ID: 8.

“Polinucledtido” si no se especifica de otra manera aqui incluye cualquier polirribonucleétido o polidesoxirribo-
nucledtido, que puede ser ARN o ADN no modificado, 0 ARN o ADN modificado, que incluye sin limitacion ARN
mono o bicatenario, y ARN que es una mezcla de regiones mono o bicatenarias.

El anticuerpo humanizado CD45RO/RB por ejemplo que es un anticuerpo quimérico o humanizado, se puede
producir mediante técnicas de ADN recombinante. As{, una o mds moléculas de ADN que codifican el CD45RO/RB
se pueden construir colocadas bajo secuencias de control apropiadas y transferidas a un huésped adecuado (organismo)
para expresion mediante un vector apropiado.

En otro aspecto la presente invencion, suministra un polinucleétido que codifica una cadena pesada y/o liviana
monocatenaria de un anticuerpo humanizado CD45RO/RB de acuerdo con la presente invencién; y el uso de un
polinucleétido de acuerdo con la presente invencion para la produccién de un anticuerpo humanizado CD45RO/RB
de acuerdo con la presente invencidon por medios recombinantes.

Se puede obtener una molécula de uniéon CD45RO/RB de acuerdo, por ejemplo, andlogamente a un método con-
vencional junto con la informacién suministrada, aqui por ejemplo, con el conocimiento de la secuencia de aminoacido
de las regiones hipervariables o variables y las secuencias de polinucleétido que codifican estas regiones. Un método
para construir un gen de dominio variable es por ejemplo, descrito en la EP 239 400 y se puede resumir brevemente co-
mo sigue: se puede clonar un gen que codifica una region variable del mAb de cualquier especificidad. Se determinan
los segmentos de ADN que codifican la estructura y las regiones hipervariables y se remueven los segmentos de ADN
que codifican las regiones hipervariables. Los casetes de CDR sintéticos bicatenarios se preparan mediante sintesis de
ADN de acuerdo con la secuencia CDR y CDR’ como se especifica aqui. Estos casetes se suministran con extremos
pegajosos de tal manera que ellos se puedan ligar en las uniones de una estructura deseada de origen humano. Los
polinucleétidos que codifican los anticuerpos monocatenarios también se pueden preparar de acuerdo a por ejemplo
andlogamente a un método convencional. Un polinucleétido de acuerdo con la presente invencién preparado asi puede
ser convenientemente transferido en un vector de expresion apropiado.

Las estirpes celulares apropiadas se pueden encontrar de acuerdo con esto, por ejemplo, andlogamente, a un método
convencional. Los vectores de expresion, por ejemplo, que comprenden promotores y genes adecuados que codifican
las partes constantes de una cadena pesada y liviana se conocen, por ejemplo, y estdn disponibles comercialmente.
Los huéspedes apropiados se conocen o se pueden encontrar de acuerdo, por ejemplo, andlogamente, a un método
convencional e incluir cultivo de célula o animales transgénicos.

En otro aspecto la presente invencidon suministra un vector de expresion que comprende polinucleétidos de acuerdo
con la presente invencién, en donde el vector es capaz de producir el anticuerpo humanizado cuando dicho vector esta
presente en una célula anfitriona compatible.

En otro aspecto, la presente invencioén suministra una célula anfitriona aislada que comprende un vector de expre-
sién capaz de producir el anticuerpo humanizado. Hemos encontrado adicionalmente que el anticuerpo humanizado
CD45RO/RB de acuerdo con la presente invencién inhibe las respuestas aloinmunes primarias en una forma depen-
diente de dosis como se determina mediante el MLR in vitro. Los resultados indican que las células que se han
aloactivado en la presencia de un anticuerpo humanizado CD45RO/RB de acuerdo con la presente invencién estin
afectadas en sus respuestas a aloantigeno. Esto confirma la indicacién de que un anticuerpo humanizado CD45RO/RB
de acuerdo con la presente invencién puede actuar directamente sobre las células T aloactivas efectoras y modular su
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funcién. Ademads, las propiedades funcionales de las células T derivadas del MLR primario se estudian adicionalmente
en experimentos de reestimulaciéon en MLR secundario; utilizando células estimuladoras especificas o estimuladores
de tercera parte para evaluar la especificidad de los efectos funcionales observados. Hemos encontrado que las células
derivadas de los MLR primarios en las cuales estd presente el anticuerpo humanizado CD45RO/RB de acuerdo con la
presente invencion, se afectan en su capacidad a responder a estimulos 6pticos subsecuentes con células estimuladoras
especificas, aunque no se agrega ningin anticuerpo a los cultivos secundarios. La especificidad de la inhibicion se
demuestra mediante la capacidad de las células tratadas con el anticuerpo humanizado CD45RO/RB de acuerdo con
la presente invencidn para responder normalmente a células estimuladoras de donantes de tercera parte no relaciona-
dos. Los experimentos de reestimulacion que utilizan células T derivadas de cultivos MLR primarios indican asi que
las células que habian aloactivado un anticuerpo humanizado CD45RO/RB de acuerdo con la presente invencién son
hiposensibles, es decir son tolerantes al aloantigeno original. Las actividades bioldgicas adicionales se describen en
los ejemplos 7,y 9 a 13.

Adicionalmente hemos encontrado que la proliferacién de células en células pretratadas con un anticuerpo huma-
nizado CD45RO/RB de acuerdo con la presente invencion se podria rescatar mediante el IL-2 exdgeno. Esto indica
que el tratamiento de células T alorreactivas con un anticuerpo humanizado CD45RO/RB de acuerdo con la presente
invencioén induce un estado de tolerancia. De hecho, las respuestas proliferativas reducidas observadas en las células
tratadas con un anticuerpo humanizado CD45RO/RB de acuerdo con la presente invencién, se deben al dafio de la
funcién de la célula T, y estas células son capaces de responder al IL-2 exdgeno, indicando que estas células estdn
en un estado de insensible cierto anérgico. La especificidad de esta respuesta se muestra mediante la capacidad de
las células tratadas con un anticuerpo humanizado CD45RO/RB de acuerdo a la presente invencién para proliferar
normalmente a células donantes no relacionadas al nivel de las células tratadas de control.

Adicionalmente los experimentos indican que la unién del anticuerpo humanizado CD45RO/RB de acuerdo con la
presente invencién al CD45RO y al CD45RB puede inhibir las respuestas de memoria de las células mononucleares
de sangre periférica (PBMC) de donantes inmunizados al antigeno de memoria especifico. La unién de un anticuerpo
humanizado CD45RO/RB de acuerdo con la presente invencidon al CD45RO y al CD45RB es también asi efectiva para
inhibir las respuestas de memoria al AG soluble. La capacidad de un anticuerpo humanizado CD45RO/RB de acuerdo
con la presente invencién para inhibir las respuestas de memoria inmunoldgica del antigeno del tétano en el PMC de
los donantes inmunizados indican que una molécula de unién de CD45RO/RB de acuerdo con la presente invencién es
capaz de apuntar a un objetivo y modular la activacién de las células T de memoria. Por ejemplo, estos datos indican
que un anticuerpo humanizado CD45RO/RB de acuerdo con la presente invencién ademds de reconocer las células
T alorreactivas y activadas es capaz de modular su funcién, dando como resultado la induccién de la energia de las
células T. Esta propiedad puede ser importante en el tratamiento de respuestas inmunes en desarrollo a autoantigenos
y alérgenos y posiblemente a aloantigenos como se ve en las enfermedades autoinmunes, alergia y rechazo crénico,
y a enfermedades tales como la soriasis, la enfermedad inflamatoria del intestino, donde las respuestas de memoria
tienen una funcién en el mantenimiento del estado de la enfermedad. Se considera que es una caracteristica importante
de la situacién de la enfermedad, tal como las enfermedades autoinmunes en las que las respuestas de memoria a los
autoantigenos pueden tener una funcién principal para el mantenimiento de la enfermedad.

También hemos encontrado que el anticuerpo humanizado CD45RO/RB de acuerdo con la presente invencién
puede modular las respuestas proliferativas de las células T en una respuesta de linfocito mezclada (MLR) in vivo,
es decir un anticuerpo humanizado CD45RO/RB de acuerdo con la presente invencidén se encuentra que tiene unas
propiedades inhibitorias correspondientes en pruebas in vivo, tal como por ejemplo, la prevencién de la enfermedad
del injerto contra el anfitrién xenogénica letal (GvHD) o la supresién del proceso inflamatorio que media el rechazo
de piel de aloinjerto humano en modelos de ratones SID, o que prolongan la supervivencia del aloinjerto de islote
humano en un modelo de ratén hu-PBL-NOD/SCID.

Un anticuerpo humanizado CD5RO/RB de acuerdo con la presente invencion puede tener asi propiedades inmuno-
supresoras y tolerogénicas y puede ser util para induccion a tolerancia in vivo y ex vivo a aloantigenos, autoantigenos,
alérgenos y antigenos de flora bacteriana, por ejemplo, un anticuerpo humanizado CD45RO/RB de acuerdo con la pre-
sente invencion puede ser til en el tratamiento y profilaxis de enfermedades por ejemplo que incluyen enfermedades
autoinmunes tales como, pero no limitadas a artritis reumatoide, artritis psoridsica, tiroiditis autoinmune, enfermedad
de Graves, diabetes tipo 1 y tipo 2, esclerosis multiple, enfermedad de Crohn (CD), colitis ulcerativa (UC), lupus erite-
matoso sistémico, sindrome de Sjogren, escleroderma, gastritis autoinmune, glomerunonefritis, rechazo por trasplante,
tal como, pero no limitado al injerto de 6rgano y tejido y rechazo de semiinjerto, por ejemplo, para el tratamiento de
receptores de por ejemplo trasplante de corazén, pulmén, corazén y pulmén combinado, higado, rifién, pancreatico,
de piel o de cornea, enfermedad del injerto contra el anfitrién (GVHD), tal como el que sigue al trasplante de médula
Osea, y/o al rechazo de trasplante de célula de islote pancreético, y/o también soriasis, dermatitis tal como dermatitis
atépica y de contacto que incluye dermatitis de contacto alérgica, enfermedad inflamatoria del intestino y/o alergias
que incluyen asma alérgica.

El otro aspecto de la presente invencién suministra el uso del anticuerpo humanizado CD45RO/RB de acuerdo con
la presente invencién como un farmaco.

En un aspecto adicional la presente invencién suministra el anticuerpo humanizado de acuerdo con la presente
invencién para uso en el tratamiento y/o profilaxis de enfermedades autoinmunes de las enfermedades autoinmunes:
rechazo de trasplante, soriasis, dermatitis, enfermedad inflamatoria del intestino y/o alergias.
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En otro aspecto la presente invencion suministra un anticuerpo humanizado de acuerdo con la presente invencién
en el tratamiento y/o profilaxis de la enfermedad del injerto contra el anfitrién (GVHD).

En otro aspecto la presente invencidén suministra un anticuerpo humanizado de acuerdo con la presente invencién
para la preparacién de un medicamento en el tratamiento de rechazo de trasplante de célula de islote pancreatico.

En otro aspecto de la presente invencién suministra un método de tratamiento y/o profilaxis de enfermedades
asociadas con enfermedades autoinmunes, rechazo de trasplante, soriasis, dermatitis, enfermedad inflamatoria del
intestino y/o alergias que comprenden suministrar a un sujeto necesitado del tratamiento y/o profilaxis una cantidad
efectiva del anticuerpo humanizado GD45RO/RB de acuerdo con la presente invencion, por ejemplo en la forma de
una composiciéon farmacéutica de acuerdo con la presente invencion.

Una realizacién de la presente invencion suministra un método de tratamiento y/o profilaxis de una enfermedad
asociada con el rechazo de trasplante de célula islote, por ejemplo, un rechazo de trasplante de célula islote, que
comprende administrar a un sujeto necesitado de tal tratamiento y/o profilaxis una cantidad efectiva de un anticuerpo
humanizado de acuerdo con la presente invencién.

En las realizaciones preferidas dicho anticuerpo humanizado CD45RO/RB para uso como farmacéutico, para la
produccién de un medicamento o en un método de tratamiento y/o profilaxis de una enfermedad asociada con enfer-
medades autoinmunes, rechazo de trasplante, soriasis, dermatitis, enfermedad inflamatoria del intestino y/o alergias
comprende un polipéptido de la SEQ ID NO: 31 o de la SEQ ID NO: 32 y/o un polipéptido de la SEQ ID NO: 7 o de
la SEQ ID NO: 8. Preferiblemente el anticuerpo humanizado CD45RO/RB comprende un polipéptido de la SEQ ID
NO: 31 y un polipéptido de 1a SEQ ID NO: 8.

Una “cantidad efectiva” de un anticuerpo humanizado CD45RO/RB es una cantidad suficiente para efectuar re-
sultados benéficos o deseados que incluyen resultados clinicos tales como disminuir uno o mas sintomas que resultan
de la enfermedad autoinmune, rechazo de trasplante, soriasis, dermatitis, enfermedad inflamatoria del intestino y/o
alergias, incrementar la calidad de vida, de aquellos que sufren de, disminuir la dosis de otros medicamentos requeri-
dos para tratar tales enfermedades, mejorar el efecto de otra medicacion, retrasar la progresion de la enfermedad y/o
prolongar la supervivencia de los pacientes, directa o indirectamente.

Una cantidad efectiva se puede suministrar en una o mas administraciones y puede o no ser lograda en conjunto
con otro farmaco, compuesto o composicion farmacéutica. Asi, una “cantidad efectiva” se puede considerar en el
contexto de administrar uno o més agentes terapéuticos, y se puede considerar un agente simple a ser suministrado en
una cantidad efectiva si, en conjunto con uno o mds de otros agentes, se puede lograr un resultado deseable.

Adicionalmente se puede administrar un anticuerpo humanizado CD45RO/RB de la invencién como un ingre-
diente activo solo o junto con otros firmacos en regimenes inmunomoduladores u otros agentes antiinflamatorios por
ejemplo para el tratamiento o prevencién de enfermedades asociadas con enfermedades autoinmunes, rechazo por
trasplante, soriasis, dermatitis, enfermedad inflamatoria del intestino y/o alergias. Por ejemplo, un anticuerpo huma-
nizado CD45RO/RB de la invencién se puede utilizar en combinacién con un inhibidor de calcineurina, por ejemplo
ciclosporina A, ciclosporina G, FK-506, ABT-281, ASM 981; un inhibidor mTOR, por ejemplo rapamicina, 40-O-(2-
hidroxi)etil-rapamicina, CCI779, ABT578, AP23573, AP23464, AP23675, AP23841, TAFA-93, biolimus-7 o bioi-
mus-9; un corticoesteroide; una ciclofosfamida; azatioprina; metotrexato; un agonista receptor S1P, por ejemplo FTY
720 un andlogo de los mismos; leflunomida o andlogos de los mismos mizoribina; dcido micofendlico; micofenolato
mofetil; 15-desoxiespergualina o andlogos de los mismos; anticuerpos monoclonales inmunosupresores, por ejemplo,
anticuerpos monoclonales a los receptores de leucocitos, por ejemplo, MHC, CD2, CDS, CD4, CD11a/CD18. CD7,
CD25, CD27, B7, CD40, CD45, CD58, CD137, ICOS, CD150 (SLAM), OX40, 4-1BB o sus ligandos, por ejemplo,
CD154; u otros compuestos inmunomoduladores, por ejemplo una molécula de unién recombinante que tiene por lo
menos una porcién del dominio extracelular del CTLA4 o un mutante de los mismos, por ejemplo, una porcién por
lo menos extracelular del CTLA4 o un mutante de los mismos unidos a una secuencia de proteinas no CTLA4, por
ejemplo CTLA4Ig (designado a ATCC 68629) o un mutante de los mismos, por ejemplo LEA29Y u otros inhibidores
de molécula de adhesién, por ejemplo mAb o los inhibidores de bajo peso molecular que incluyen agonistas LFA-1,
agonistas de selectina y agonistas VLA-4.

Una cantidad efectiva de un anticuerpo humanizado CD45RO/RB de la invencién, solo o en conjunto con otros
farmacos, compuestos, o composicién farmacéutica se puede administrar mediante cualquier ruta convencional, que
incluye inyeccién o infusién gradual durante el tiempo. La administracién, puede por ejemplo, ser oral, intravenosa,
intraperitoneal, intramuscular, intracavidad, subcutdnea, topica o transdérmica. Por “coadministracién” se significa la
administracioén del compuesto de las composiciones de la invencién junto con o sustancialmente al mismo tiempo, o en
el mismo vehiculo o en vehiculos separados, de tal manera que luego de la administracién, por ejemplo, los compuestos
estdn presentes simultineamente en el tracto gastrointestinal. Preferiblemente, los compuestos se administran como
una combinacién fija.

En otro aspecto la presente invencién suministra una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo hu-
manizado CD45RO/RB de acuerdo con la presente invencion en asocio con un portador o diluyente farmacéuticamente
aceptable.
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El término “portador o diluyente farmacéuticamente aceptable” como se utiliza aqui significa uno o mds rellenos
sdlidos o liquidos compatibles, sustancias diluyentes o encapsulantes que son adecuadas para la administracién a
los mamiferos que incluyen humanos. El término “portador” denota un ingrediente orgdnico o inorgdnico, natural o
sintético, con el cual el ingrediente activo se combina para facilitar la aplicacion.

El término “farmacéuticamente aceptable” significa un material no toxico que no interfiere con la efectividad de la
actividad bioldgica de los ingredientes activos. Tales preparaciones pueden contener rutinariamente concentraciones
farmacéuticamente aceptables de sales, agentes amortiguadores, conservantes, portadores compatibles, agentes poten-
ciadores inmunes suplementarios tales como adyuvantes y citocinas y opcionalmente otros agentes terapéuticos tales
como agentes quimioterapéuticos.

Cuando se utilizan en medicina, las sales deben ser farmacéuticamente aceptables, pero las sales no farmacéutica-
mente aceptables se pueden utilizar convenientemente para preparar sales farmacéuticamente aceptables de estas y no
estan excluidas del alcance de la invencion.

Las composiciones farmacéuticas pueden contener agentes amortiguadores adecuados, que incluyen: acido acé-
tico en una sal; dcido citrico en una sal; 4cido bdrico en una sal; dcido fosfdérico en una sal. Las composiciones
farmacéuticas también pueden contener, opcionalmente, conservantes adecuados, tales como: cloruro de benzalconio;
clorobutanol; parabenos y timerosal.

Las dosis del polipéptido o acido nucleico que codifica dicho polipéptido administrado a un sujeto se pueden
seleccionar de acuerdo con diferentes pardmetros, en particular de acuerdo con el modo de administracién utilizado
y el estado del sujeto. Otros factores incluyen el periodo deseado de tratamiento. En el evento de que una respuesta
en un sujeto sea insuficiente en las dosis iniciales aplicadas, se pueden emplear mayores dosis (o dosis efectivamente
mayores mediante una ruta de suministro diferente, mas localizada) en la medida en que la tolerancia del paciente lo
permita.

Las composiciones farmacéuticas se pueden presentar convenientemente en una forma de dosis unitarias y se
pueden preparar mediante cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica de farmacia. Todos los métodos
incluyen la etapa de llevar el agente activo en asocio con un portador que constituye uno o mas ingredientes accesorios.
En general, las composiciones se preparan al llevar uniforme e intimamente el compuesto activo en asocio con un
portador liquido, un portador sélido finamente dividido, o ambos y luego si es necesario, conformar el producto.

Las composiciones adecuadas para la administracién oral se pueden presentar como unidades discretas tales co-
mo cdpsulas, comprimidos, pastillas, que contienen cada una cantidad predeterminada del compuesto activo y otras
composiciones incluyen suspensiones en liquidos acuosos o liquidos no acuosos tales como un jarabe, elixir o una
emulsion.

Las composiciones adecuadas para la administracion parenteral comprenden de manera conveniente una prepara-
cién acuosa o no acuosa estéril de un polipéptido de dcido nucleico que codifica el polipéptido, que es preferiblemente
isoténico con la sangre del receptor. Esta preparacion se puede formular de acuerdo con métodos conocidos utilizando
agentes de dispersiéon y humectacién adecuados y agentes de suspension. La preparacién inyectable estéril también
puede ser una solucién inyectable estéril o una suspension en diluyente o disolvente parenteralmente no toxico acepta-
ble, por ejemplo, como una solucién de 1,3-butanediol. Entre los vehiculos y los disolventes aceptables que se pueden
emplear estd el agua, la solucién de Ringer, y solucién de cloruro de sodio isoténica. Ademads, los aceites fijos estériles
son empleados convencionalmente como un disolvente o un medio de suspensién. Para este propdsito cualquier se
puede emplear cualquier mezcla de aceite fijo ligero que incluye mono o diglicéridos sintéticos. Ademads, los dcidos
grasos tales como el 4cido oleico se pueden utilizar en la preparacién de inyectables. La formulacién portadora adecua-
da para administraciones orales subcutdneas, intravenosas, y intramusculares, se pueden encontrar en el Remington’s
Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton, PA.

Una composicién farmacéutica puede comprender ademds, por ejemplo, ingredientes activos, por ejemplo, otros
anticuerpos inmunomoduladores tales como, pero no confinados a anti-ICOS, anti-CD154, anti-CD134L o proteinas
recombinantes tales como, pero no confinadas a rCTLA-4 (CD152), rOX40 (CD134), o agentes antiinflamatorios o
compuestos inmunomoduladores tales como, pero no confinados a ciclosporina, FTY720, RAD, rapamicina, FK506,
15-desoxiespergualina, esteroides; como se describié anteriormente. Tal composicién farmacéutica puede comprender
un anticuerpo humanizado CD45RO/RB de acuerdo con la invencién y farmacos inmunomoduladores y/o agentes
antiinflamatorios en forma de dosis unitarias comparadas preferiblemente en donde las formas de dosis unitarias son
adecuadas para la administracién de los compuestos componentes en cantidades enérgicamente efectivas, junto con
instrucciones para uso, opcionalmente y con medios adicionales para facilitar el cumplimiento de la administracién
de los compuestos componentes, por ejemplo, una etiqueta o dibujos. Las composiciones de la invencién se pueden
administrar como una combinacién libre, o se pueden formular en una combinacién fija. Las dosis absolutas de los
compuestos variardn dependiendo de un nimero de factores, por ejemplo, el individuo, la ruta de administracién, la
duracién deseada, la tasa de liberacion del agente activo y la severidad de la afeccién a ser tratada.

Las enfermedades como se subrayé anteriormente a ser tratadas con el anticuerpo humanizado CD45RO/RB de
la presente invencion solo o en combinacién con otros firmacos incluye, pero no estd limitado a enfermedades auto-
inmunes, que incluye artritis reumatoide, artritis psoridsica, tiroiditis autoinmune, enfermedad de Graves, diabetes
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tipo 1 y tipo 2, esclerosis multiple, enfermedad de Crohn (CD), colitis ulcerativa (UC), lupus eritematoso sistémico,
sindrome de Sjogren, escleroderma, gastritis autoinmune, y glomerunonefritis; rechazo por trasplante, tal como, pero
no limitado a, aloinjerto de érgano y tejido y rechazo de xenoinjerto, por ejemplo, para el tratamiento de receptores
de por ejemplo trasplantes de corazén, pulmén, corazén y un pulmén combinados, higado, rifién, pancredtico, de piel
o de cornea, enfermedad del injerto contra el anfitrion (GVHD), tal como lo que sigue al trasplante de médula dsea,
y/o rechazo de trasplante de célula islote pancredtica, y/o también soriasis, dermatitis tal como dermatitis atépica y de
contacto que incluye dermatitis de contacto alérgica, enfermedad inflamatoria del intestino y/o alergias que incluyen
asma alérgica.

Ejemplos

La invencién serd més completamente entendida mediante referencia a los siguientes ejemplos. Ellos no se deben
considerar, sin embargo, como limitantes al alcance de la invencién. En los siguientes ejemplos todas las temperaturas
estdn en grados Celsius.

El “candidato mAb” o “anticuerpo quimérico” es una molécula de unién CD45RO/RB de acuerdo con la presente
invencién que comprende la cadena liviana de la SEQ ID NO: 3 y la cadena pesada de la SEQ ID NO: 4.

El “anticuerpo humanizado” es una molécula de union CD45RO/RB de acuerdo con la presente invencidon que
comprende un polipéptido de la SEQ ID NO: 8 y un polipéptido de la SEQ ID NO: 9 (VHE/humV1, VHE/VLI o
VHE/VLh), un polipéptido de la SEQ ID NO: 8 y un polipéptido de la SEQ ID NO: 10 (VHQ/humV1, VHQ/VLI o
VHQ/VLh); un polipéptido de la SEQ ID NO: 7 y un polipéptido de la SEQ ID NO: 9 (VHE/humV2, VHE/VL2 o
VHE/VLm); un polipéptido de la SEQ ID NO:7 y un polipéptido de la SEQ ID NO: 10 (VHQ/humV?2, VHQ/VL2
o VHQ/VLm); un polipéptido de la SEQ ID NO: 8 y un polipéptido de la SEQ ID NO: 31 (VHEN73D/humV1,
VHEN73D/VL1 o VHEN73D/VLh); un polipéptido de la SEQ ID NO:8 y un polipéptido de la SEQ ID NO: 32
(VHQN73D/humV1, VHQN73D/VL1 o VHQN73D/VLh); un polipéptido de la SEQ ID NO: 7 y un polipéptido de la
SEQ ID NO: 31 (VHEN73D/humV?2, VHEN73D/VL2 o VHEN73D/VLm); o un polipéptido de la SEQ ID NO: 7 y
un polipéptido de la SEQ ID NO: 32 (VHQN73D/humV2, VHQN73D/VL2 o VHEN73D/VLm).

Se utilizan las siguientes abreviaturas:

APC célula que presenta antigeno

CEX cromatografia de intercambio de catién
c.p.m. conteos por minuto

dhfr dihidrofolato reductasa

EDTA acido etileno dinitrilo tetra acético

ELISA ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima
ESI-Q-TOF onizacién electrorociado-cuadrupolo - tiempo de vuelo
FACS seleccion de célula activada por fluorescencia
Fc fragmento cristalizable

F(ab’), unién de antigeno de fragmento; bivalente
FITC fluoresceina isotiocianato

FBS suero bovino fetal

GVHD enfermedad de injerto -vs- huésped

HCMV promotor de citomegalovirus humano

HPLC cromatografia liquida de alto desempefio
IFN-y interferén gama

IgE isotipo de inmunoglobulina E
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IeG isotipo de inmunoglobulina G
IL-2 interleuquina-2
U unidades internacionales

MALDI-TOF ionizacién de desorbcién laser asistida por matriz - tiempo de vuelo

MLR reaccion de linfocito mezclado

MLC cultivo de linfocito mezclado

MP1 proteina de matriz 1 del hemdfilo de la influenza

MTX metotrexato

PBS solucién salida amortiguada con fosfato

PBL leucocitos de sangre periférica

PBMC células mononucleares de sangre periférica

PCR reaccion en cadena polimerasa

RP cromatografia de fase inversa

SEC cromatografia de exclusién de tamafio

SCID inmunodeficiencia combinada severa

Tre células reguladoras T

xGVHD enfermedad de xenoinjerto vs huésped
Ejemplo 1

Respuesta de linfocito mezclado Primaria (MLR)
Células

Las muestras sanguineas se combinan de donantes humanos saludables. Las células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) se afslan mediante centrifugacion sobre Ficoll-Hypaque (Pharmacia LKB) de leucocitos de sangre
periférica completa, leucoferesis o capas leucociticas con tipo de sangre conocidos, pero tipo HLA desconocido.
En algunos experimentos MLR, los PBMC son directamente utilizados como células estimuladoras después de la
irradiacién a 40 Gy. En otros experimentos, las células T se agotan de PBMC al utilizar CD2 o CD3 Dynabeads
(Dynal, Oslo, Noruega). Los glébulos y las células contaminantes se remueven mediante campo magnético. E1 PBMC
agotado de célula T se utiliza como células estimuladoras después de la irradiacion.

El PBMC, las células T CD3* o células T CD4* se utilizan como las células de respuesta en MLR. Las células
se preparan de diferentes donantes a células estimuladoras. Las células T CD3* se purifican mediante seleccion ne-
gativa utilizando anti-CD16 mAb (Zymed, CA), IgG anti-ratén de cabra Dynabeads, anti-CD14 Dynabeads, CD19
Dynabeads. Ademads los anti-CD8 Dynabeads son utilizados para purificar las células T CD4*. Las células obtenidas
se analizan mediante FACScan o FACSCalibur (Becton Dickinson & Co., CA) y la pureza de la células obtenidas
fue >75%. Las células se suspenden en medio RPMI1640, complementado con 10% de FBS inactivado con calor,
penicilina, estreptomicina y L-glutamina.

Reactivos

El anti-CD45R0/RB mAb quimérico “candidato mAb” y un anticuerpo quimérico de control que coincide con
isotipo o también se genera. El IgG, de control de ratén (Humano) especifico de anticuerpo para KLH (hemocianina
de lapa hueco de cerradura) o un IL-10 humano recombinante se compra de BD Pharmingen (San Diego, CA). El
CD154 anti-humano mAb 5c8 estd de acuerdo Lederman et al 1992.
Respuesta de Linfocito mezclado Primario (MLR)

Alicuotas de 1 x 10° PBMC 0 5 X 10* de las células CD3* 0 CD4* se mezclan con 1 x 10° PBMC irradiado o 5 x 10*
PBMC irradiado agotado de las Células T (50 Gy) en cada pozo de placas de cultivos de 96-pozos (Costar, Cambridge,
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MA) en la presencia de mAb indicado o ausencia de Ab. En algunos experimentos, el fragmento F(ab’), del lg anti-
ratén de cabra o el 1g anti-humano de cabra especifico para la porcién Fc (Jackson InmunoResearch, West Grove, PA)
se agrega a 10 ug/ml ademads del candidato mAb para asegurar la reticulacién in vitro éptima de las moléculas CD45
objetivo. Las células mezcladas se cultivan durante 4 o 5 dias a 37°C en CO, al 5% y la proliferacion se determina al
pulsar las células con *H-timidina durante las tltimas 16-20 horas de cultivo.

Otros experimentos son similares a aquellos descritos anteriormente, pero con Las siguientes excepciones: 1) El
medio utilizado es EX-VIVO (Bio-Whittaker) que contiene 10% de FBS y 1% de plasma humano; 2) IgG total Anti-
ratén (5 pug/ml) se utiliza como etapa de reticulacién secundaria; 3) Irradiacion de células estimuladoras es 60 Gy.

El MLR Primario se efectda en la presencia del “candidato mAb” o el IgG, quimérico de control (10 pug/ml) ambos
con un reactivo de segunda etapa, el fragmento F(ab’), de un Ig anti-humano de cabra especifico para la porcién Fc
(10 pg/ml). La inhibicién porcentual del “candidato mAb” se calcula en comparacion con proliferacién de la célula en
la presencia del control IgG,. Los resultados se muestran en Tabla 1 de adelante:

TABLA 1
Inhibicién de MLR primario mediante 10 pg/ml de un mAb candidato de acuerdo con la presente
invencion
Respondedor Estimulador (PBMC Irr.) % de Inhibicion
#211 CD4 #219 CD3 63.51
#220 CD4 #219 CD3 depl. 63.07
#227 CD4 #220 CD3 depl. 65.96
#229 CD4 #219 CD3 depl. 50.76
Promedio + DE 60.83+£6.83*
* Significativamente diferente el valor de control (P<0.001)

Un mAb candidato de acuerdo con la presente invencién inhibe el MLR primario como se puede ver de la Tabla 1.
El efecto inhibidor Promedio 60.83 + 6.83% en cuatro diferentes células T CD4* derivadas de diferentes donantes y
estadisticamente significativas.

La inhibicién del MLR primario por el “candidato mAb” se muestra por ser dependiente de dosis en el rango de
0.001 y 10 ug/ml del “candidato mAb” como se muestra en la Figura 1.

El ICs, para la Inhibicién del MLR primario mediante un “candidato mAb” se determina de los resultados tres
experimentos MLR separados utilizando un PBMC donante como célula de respuesta. Asi, las células T CD4* de
respuesta de Donante #229 y #219 y el PBMC irradiado agotado de células T como estimuladores se mezclan en la
presencia de un “candidato mAb” o un control quimérico de Ab con 10 ug/ml de fragmento F(ab’), de Ig anti-humano
de cabra. Los experimentos son repetidos 3 veces y el porcentaje de proliferacion en la presencia de un “candidato
mAb” se calcula en comparacién con la proliferacién de la célula T en la presencia del control Ab. El valor ICs, se
determina utilizando Origen (V. 6.0%). El valor ICs, de la actividad celular se calcula por 0.87 + 0.35 nM (0.13 +
0.052 pg/ml).

Ejemplo 2
MLR Secundario

Con el fin de evaluar si el “candidato mAb” induce no respuesta de las células T CD4" al aloantigenos especificos,
el MLR Secundario se efectia en ausencia de cualquiera de los anticuerpos después del MLC primario. Las células
T CD4* se cultivan con células estimuladoras alogénicas irradiadas (PBMC agotado de células T) en la presencia
del anticuerpo indicado en placas de cultivo en 96 pozos durante 10 dias (MLC primario). luego, las células son
recolectadas, puestas en placas sobre el gradiente Ficoll-Hypaque para remover las células muertas lavadas dos veces
con RPMI, y estimuladas con el mismo estimulador, células estimuladoras de 3ra parte o IL-2 (50 U/ml). Las células
se cultivan durante 3 dias y se determina la respuesta proliferativa al pulsar las células con *H-timidina durante las
dltimas 16-20 horas de cultivo.

Especificamente, las células T CD4* se cultivan e irradiadas con células estimuladoras alogénicas irradiadas

(PBMC agotado de células T tomadas de otros donantes) en la presencia de 10 pg/ml del “candidato mAb”, IgG,
de control quimérico Ab y el fragmento F(ab’), de Ig anti-humano de cabra. La proliferacién MLR primaria se de-
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termina en el dia 5. Para MLR Secundario, el respondedor y células estimuladoras se cultivan durante 10 dias en la
presencia del “candidato mAb”, luego las células son cosechadas, lavadas dos veces en RPMI1640 y reestimuladas
con un estimulador especifico, estimuladores de tercera parte o IL-2 (50 U/ml) en la ausencia de cualquier Ab. La
proliferacién de las células se determina en el dia 3. Los resultados se establecen en la Tabla 2:

TABLA 2

Donante de células T CD4" de respuesta # % de Inhibicion de MLR 27

#211 49.90%*
#220 59.33%
#227 58.68%

* Significativamente diferente del valor de control (p=<0.001
Determinado mediante la prueba t, SigmaStat V.2.03). # p=<0.046

Con el fin de probar si la proliferacién afectada se debe a no respuesta como una consecuencia del tratamiento con
un “candidato mAb”, la células derivadas de MLR primario se cultivan en la presencia de IL-2 (50 U/ml). La adicién
de los resultados IL-2 en el rescate de las respuestas proliferativas de la células T que habian sido tratadas con un
“candidato mAb” en el MLR primario, a niveles similares a aquellos observados en la presencia del control Ab IgG;.
Estos datos indican que la respuesta secundaria afectada en las células T tratados con un “candidato mAb” se debe a la
alteracion funcional de las células T de respuesta que se convierten en células de no respuesta a estimulador especifico.

La inhibicién porcentual se calcula de acuerdo la siguiente férmula:

c.p.m con control Ab- c.p.m con “candidato mAb” x 100

¢.p.m con control Ab

Se efectda andlisis estadistico utilizando SigmaStat (Vers. 2.03).

Los datos se analizan mediante una ANOVA de dos vias seguidos por un método Dunnett. En todos los procedi-
mientos de prueba las probabilidades <0.05 se consideran como significativas. En algunos experimentos, la prueba t
se utiliza (SigmaStat V.2.03).

Ejemplo 3
Estudios de supervivencia in vivo en ratones SCID
Injerto del hu-PBL en ratones SCID

Las células mononucleares de sangre periférica humana (PBMC) se inyectan intraperitonealmente en ratones SCID
ratones C.B 17/GbmsTac-Prkdc* Lyst® (Taconic, Germantown, NY) en una cantidad suficiente para inducir enfer-
medad del injerto contra el anfitrién xenogénica letal (xGvHD) en >90% en ratones dentro de las 4 semanas después
de la transferencia de célula. Tales ratones SCID tratados son en sucesivo designados como ratones hu-PBL-SCID.

Tratamiento mAb de los ratones hu-PBL-SCID

Los ratones Hu-PBL-SCID se tratan con un “candidato mAb” o ratén o controles mAb ajustados con isotipos
quiméricos en el dia 0, inmediatamente después de la inyeccién PBMC, en el dia 3, dia 7 y a intervalos semanales
posteriormente. Los mAb se suministran subcutdneamente en 100 ul de PBS a una concentracion final de 5 mg/kg de
peso de cuerpo. El tratamiento se detiene cuando todos los ratones de control estuvieron muertos.

Evaluacion de los resultados del tratamiento

El criterio principal para evaluar la eficacia de un “candidato mAb” en este estudio fue la supervivencia de los
ratones hu-PBL-SCID. La significancia de los resultados se evalué mediante el método estadistico de andlisis de
supervivencia utilizando la prueba Log-rank (método de Mantel) con la ayuda del software Systat v9.01. El método
de andlisis de supervivencia es una prueba no paramétrica, que no solamente considera si un ratén particular estd
atn vivo sino que también si éste se sacrifica por razones irrelevantes al tratamiento/enfermedad tal como el requisito
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de efectuar andlisis in vitro con sus 6rganos/células. Las biopsias del higado, pulmén, rifién y bazo se obtuvieron
de ratones muertos para evaluacién adicional. Ademas, los ratones hu-PBL-SCID son pesados al inicio (antes de la
transferencia de las células) y durante (cada dos dias) El experimento como una estimacién indirecta de su estado de
salud. Se generan lineas de regresion lineal utilizando el peso del cuerpo versus los dias de los valores de transferencia
post-PBMC obtenidos de cada ratdn y posteriormente, sus pendientes (control versus ratones tratados anti-CD45) se
compararon utilizando prueba Mann-Whitney no paramétrica.

Resultados

Todos los ratones hu-PBL-SCID tratados con los controles mAb tuvieron leucocitos humanos infiltrado en el
pulmén, higado y bazo y murieron (4/4) dentro de ca. 2 a 3 semanas después de la transferencia de la célula. La
muerte es probablemente consecuencia del xGvHD. Los ratones tratados mAb de control adicionalmente perdieron
peso de manera lineal, ca. 10% y mds dentro de las 3 semanas.

Todos los ratones hu-PBL-SCID tratados con un “candidato mAb” sobrevivieron (4/4) sin ningln signo aparente
de enfermedad mas de 4 semanas, aunque el tratamiento el “candidato mAb” se detuvo después de las 3 semanas. Los
ratones tratados con el “candidato mAb” incrementaron el peso de manera lineal, hasta un ca. De 5% dentro de las 4
semanas.

Ejemplo 4
Expresion de anticuerpos de la invencion

Expresion de anticuerpo humanizado que comprende una SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 SEQ ID NO:
10 SEQ ID NO: 31 o SEQ ID NO: 32

Son construidos los vectores de expresion de acuerdo a los mapas de pldsmido mostrados en las Figuras 2 a 11,
que comprenden los nucleétidos correspondientes que codifican la secuencia de aminodcido del humV1 de regién
variable de cadena liviana humanizada (SEQ ID NO: 8; Figuras 4 y 6), regién variable de cadena liviana humanizada
humV2 (SEQ ID NO: 7; Figuras 5 y 7), regién variable de cadena pesada humanizada VHE (SEQ ID NO: 9; Figura 3
y 10), o regién variable de cadena pesada humanizada VHQ (SEQ ID NO: 10; Figuras 2 y 11), la regién variable de
cadena pesada humanizada VHE-N73D (SEQ ID NO: 31; Figura 8) o de regién variable de cadena pesada humanizada
VHQ-N73D (SEQ ID NO: 32; Figura 9), respetivamente. Estos vectores de expresion tienen las secuencias de ADN
(nucledtido) SEQ ID NO: 15 y SEQ ID NO: 41 (VHQ), SEQ ID NO: 16 y SEQ ID NO: 40 (VHE), SEQ ID NO: 17 y
SEQ ID NO: 36 (humV1), SEQ ID NO: 18 y SEQ ID NO: 39 (humV2), o SEQ ID NO 37 (VHEN73D) y SEQ ID NO
38 (VHQ-N73D).

Construccion de los vectores de expresion de cadena pesada y liviana de anticuerpo humanizado para la expresion en
células COS

Vectores de expresion de cadena liviana kapa humanos para las versiones VLh y VLm

Con el fin de construir el vector de expresion final para la cadena liviana humanizada completa del isotipo kapa
humano, los fragmentos de ADN que codifican las regiones variables de cadena liviana completa (VLh y VLm) se
separaron del VLh y VLm que contiene los vectores de clonacién PCR-Script (Stratagene) (regién VLm) utilizando
HindIII y BglIl. Los fragmentos purificados con gel luego se subclonan en los sitios HindIII y BamHI del vector
de expresion C21-HCMV kapa el cual se crea durante la construccién del anticuerpo anti-IgE humanizado TESC-21
(Kolbinger et al 1993) y que originalmente se recibié de M. Bendig (MRC Collaborative Centre, Londres, RU) (Maeda
et al. 1991). Los productos de ligacion se purifican mediante extraccion de fenol/cloroformo, y electroporados en una
cepa Coli® XL 1-Blue Epicurian competente de eletrocoporacién (Cat. N° #200228, Stratagene). Después de poner en
placas de LB/amp agar durante toda la noche a 37°C, cada una de las 12 colonias se recogieron para preparar ADN de
plasmido de un cultivo de 3 ml utilizando BioRobot 9600 (Qiagen). Este produjo los vectores de expresion de cadena
liviana para las versiones de anticuerpo humanizado VLh y VLm, respectivamente, como se describe adicionalmente
en las Figuras.

Vectores de expresion de cadena pesada gama-1 humano para VHQ

Para la construccién del vector de expresiéon VHQ, se practica un método en forma de etapas. Primero, la regién
de variable completa del VHQ se ensambla mediante PCR de acuerdo con la metodologia como se describi6 en Kol-
binger et al 1993 (Proteen Eng. 1993 Nov; 6(8):971-80) y se subclona en la expresién del C21-HCMV-gama-1 de la
cual el inserto C21 se habria removido utilizando las mismas enzimas. Un fragmento HindIII/BamHI del clon PCRS-
cript que VHQ que contiene la regién variable completa se subclona en el vector de expresiéon C21-HCMV-gama-1
clivado con las mismas enzimas. Este produjo el vector de expresion final para la version del anticuerpo humanizado
VHQ.
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Vectores de expresion de cadena pesada gama-1 humanos para VHE

La construccién del vector de expresion VHE final que codifica la cadena pesada humanizada completa del isotipo
gama-1 humano se logra al ligar directamente un fragmento de PCR restringido con HindIIl y BamHI que codifica
la regién variable en los sitios HindIIl y BamHI del vector de expresion C21-HCMV gama-1 el cual se crea du-
rante la construccion del anticuerpo anti-IgE humanizado TESC-21 (Kolbinger et al. 1993) y que también se recibe
originalmente de M. Bendig (MRC Collaborative Centre, Londres, RU) (Maeda et al. 1991).

Expresion transitoria en células COS

El siguiente protocolo de transfeccion se adopta para células COS adherentes en platos de cultivos de células de
150 mm, utilizando un reactivo de transfeccién SuperFect™ (Cat. N°301305, Qiagen). Los cuatros diferentes vecto-
res de expresion descritos anteriormente son utilizados para transfeccion transitoria de células. Para la expresion del
anticuerpo humanizado, cada uno de los dos clones que contienen insertos de cadena pesada (VHE o VHQ, respecti-
vamente) son co-transfectados en células con cada uno de los dos clones que codifican las cadenas livianas (humV1
o humV2, respectivamente), en 4 combinaciones diferentes totales de los vectores de expresion de cadena liviana
(VHE/humV1, VHE/humV2, VHQ/humV1 y VHQ/humV?2). Antes de la transfeccidn, los pldsmidos son linearizados
con endonucleasa de restricciéon Pvul que cliva en la regién que codifica el gen de resistencia para ampicilina. El
dia antes de la transfeccion, 4 x 10° células COS en 30 ml de medio de cultivo fresco se siembran en platos de 150
mm de cultivos de células. La siembra en esta densidad de célula generalmente produce 80% de confluencia después
de 24 horas. En el dia de la transfeccion, cuatro diferentes combinaciones de vectores de expresion ADN de cadena
pesada y cadena liviana linearizada (15 ug cada una) son diluidos en un volumen total de 900 ul de medio fresco sin
suero ni antibiético. Luego se mezcla 180 ul de reactivo de transfeccion SuperFect completamente con la solucién de
ADN. La mezcla de ADN se incuba durante 10 min a temperatura ambiente para permitir la formacién del complejo.
Aunque la formacién de complejo tiene lugar, el medio de crecimiento se remueve de los cultivos de célula COS, y
las células se lavan una vez con PBS. Luego se agregan 9 ml de un medio de cultivo fresco (que contiene 10% FBS y
antibidticos) a cada tubo de reaccién que contiene los complejos de reaccién y estan bien mezclados. La preparacién
final se transfiere inmediatamente a cada uno de los cuatros cultivos a ser transfectados y se mezclan suavemente. Los
cultivos de célula son entonces incubados con complejos de ADN durante 3 horas a 37°C y 5% de CO,. Después de la
incubacion, los complejos de transfeccién que contienen el medio se remueven y se reemplazan con 30 ml de medio
de cultivo fresco. A las 48 hr post transfeccién, se cosechan los sobrenadantes del cultivo.

Concentracion de los sobrenadantes del cultivo

Para el andlisis ELISA y FACS, los sobrenadantes del cultivo recolectados de las células COS transfectadas con los
plasmidos pesado y ligero son concentrados como siguen. Se agregan 10 ml de cada sobrenadante a dispositivos Cen-
triprep YM-50 Centrifugal Filter (Cat. N° 4310, Millipore) como se describi6 por el fabricante. Los filtros Centriprep
se centrifugan durante 10 min a 3000 rpm a temperatura ambiente. La etapa de centrifugacién luego se repite de nuevo
con los 20 ml restantes del sobrenadante utilizando solamente 5 min de centrifugacién y supervisando la evolucién
de concentracién. Se recuperan los 500 ul del intermedio del sobrenadante concentrado, se transfieren a los nuevos
dispositivos Microcon Centrifugal Filter (Cat. N° 42412, Microcon) y ademds se concentran siguiendo el protocolo
del fabricante. Los sobrenadantes concentrados se centrifugan cuatro veces durante 24 min a 3000 rpm a temperatura
ambiente, un vez durante 10 min a 6000 rpm y luego, tres veces durante 5 min, siempre supervisando la evolucién de
la concentracién. El volumen final del medio acondicionado concentrado logrado es 100-120 ul que corresponde a una
concentracién de 250 a 300 veces del medio de cultivo original y este se almacena a 4°C hasta uso. Para comparacién
y control, el medio de cultivo de las células no transfectadas se concentra similarmente, utilizando el mismo protocolo
de centrifugacién descrito anteriormente.

Generacion de anticuerpos anti-CD45RO/RB humanizados que secretan transfectantes de mieloma Sp2/0 estables

La estirpe celular de mieloma de ratén Sp2/0 (ATCC, CRL-1581) se electropora con los vectores de expresiéon CHO
anteriormente descritos que codifican la cadena pesada (VHE o VHQ) y liviana (humV1 o humV?2) de los anticuerpos
humanizados de unién CD45RO/RB. Cuatro diferentes combinaciones de vectores de expresion de cadena pesada
y liviana (VHE/humV1, VHE/humV2, VHQ/humV1 y VHQ/humV?2) se utilizan para la transfeccién de acuerdo al
siguiente protocolo: 20 ug de ADN superembobinado de cada plasmido se mezclan en una cubeta de electropora-
cién (espacio 0.4 cm) con 8 x 10 células Sp2/0 vivas suspendidas en DMEM/10% de medio de cultivo FCS. Las
configuraciones de electroporacién son 1500 V, 25 uF utilizando un instrumento BioRad GenePulser. Después de la
electroporacion, las células se cultivan durante 20 h en medio de cultivo (DMEM complementado con 10% de penici-
lina FCS, estreptomicina y L-glutamina). En el dia dos la seleccién del farmaco G418 (Cat. N° 10131-019, Gibco) se
agrega a una concentracion final de 1 mg de farmaco activa/ml y las células se distribuyen en una placa de 96-pozos,
200 ul de cada pozo con aprox. 103 células por pozo. Diez a 15 dias mds tarde, los clones supervivientes G418 se
expanden en un medio que contiene G418. La secrecién de los mAbs humanizados de estos transfectantes se evalda
mediante ELISA, utilizando un IgG/Fcy anti-humano de cabra de anticuerpo de recubrimiento (Cat. N° 109-005-098,
Jackson Labs) y anticuerpo acoplado a peroxidasa contra cadena liviana kapa humana (Cat. N° A-7164, Sigma). Los
transfectantes, con calificacién positiva en este ensayo se seleccionan para una comparacion de productividad sobre
una base por célula por dia, de nuevo utilizando ELISA (ver adelante). El mejor clon de cada transfectante se selec-
ciona para su clonacién inmediata al limitar la dilucién, utilizando una densidad de siembra de 1 célula por pozo. La
productividad de los subclones de supervivencia G418 se determina de nuevo como se describié anteriormente.
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Los subclones se expanden en medio de seleccién que contiene G418, hasta que el volumen de cultivo alcanza 150
ml, etapa en la cual el cultivo se continda sin G418 en matraces destinados a cargar botellas de rodillos.

Después de la primera transfeccién y seleccidn, los transfectantes estables crecen por fuera de las placas de 96
pozos a una frecuencia de 20.8% para VHE/humV1, 11.5% para VHQ/humV1, 18.8% para VHE/humV2 y 7.3%
para VHQ/humV?2. Después de dos rondas de subclonacién los mejores dos productores son el clon 1.33.25 (3.87
pg/célula/dias) y el clon 1.33.26 (3.43 pg/célula/dia) para VHE/ humV1 y el clon 12.1.4 (1.19 pg/célula/dia) y el clon
12.1.20 (1.05 pg/célula/dia) para VHQ/humV 1. Los transfectantes Sp2/0 estables para VHE/humV1 y VHQ/humV1
son posteriormente expandidos para la produccién de anticuerpos y purificacion.

Los anticuerpos son purificados de los sobrenadantes de estirpes celulares de mieloma SP2/0 transfectadas esta-
blemente que contiene 10% de FCS mediante una combinacién de cromatografia de afinidad utilizando una matriz
IgGFc anti-humana inmovilizada y cromatografia de exclusién de tamafio. Si se requiere, se remueve la endotoxina
utilizando una columna Acticlean Etox (Sterogene Bioseparations).

Construccion de los vectores de expresion de cadena pesada y liviana del anticuerpo humanizado para la expresion
en célula Sp2/0

Los vectores de expresion de cadena liviana kapa humana para las versiones VLh y VLm:

El cADN humV1 (= VL1) o humV2 (= VL2) se amplifica mediante PCR del pldsmido de expresion CHO SEQ
ID NO: 17 o SEQ ID NO: 18 respectivamente, utilizando los cebadores HuCD45LC-Mlu (5’-AAAACGCGTTGTGA
CATTCTGCTGACCCAGTCT-3’; SEQ ID NO: 42) y el HuCD45LC-Hind (5’-AAAAAAGCTTGGTCCCCTGGCC
GAACGTGAA-3’; SEQ ID NO: 43). Cada fragmento de PCR 321 bp se digiere con Mlul y HindIII y ligado di-
rectamente en el vector de expresion de cadena liviana chA6HCk.dhfr que se digiere con las mismas enzimas. Los
plasmidos resultantes son nombrados LCVL1Sp20 (SEQ ID NO: 36; Flgura 6) y LCVL2Sp20 (SEQ ID NO: 39; Figura
7) respectivamente. E1 LCVL1Sp20 luego se utiliza para la expresion en las células Sp2/0 del anticuerpo humaniza-
do VHE/humV1, VHQ/humV1 o VHE-N73D/humV1; LCVL2Sp20 se puede entonces utilizar para la expresion en
células Sp2/0 del anticuerpo humanizado VHE/humV2 VHQ/humV2 o VHE-N73D/humV2.

Vectores de expresion de cadena pesada gama-1 humana para VHQ y para VHE

Las dos regiones cADN Vy humanizada se amplifican mediante PCR de los plasmidos recombinantes HCMV-
G1 HuA6-VHE (SEQ ID NO: 16; Figura 3) y HCMV-G1 HuA6-VHQ (SEQ ID NO: 15 Figura 2) respectivamente,
utilizando los cebadores de PCR HuCD45HCEup (5’-CAGGCAGAGGTGCAGCTGGTGGAGTCA-3’; SEQ ID NO:
44) o HuCD45HCQup (5’-CAGGCACAGGTGCAGCTGGTGGAGTCA-3’; SEQ ID NO: 45) y HuCD45HClo (5’-
AAATCCTTCTAGAACTCACCTGAGGAGAC-3’; SEQ ID NO: 46). Los extremos 3’ de los fragmentos de PCR se
digieren con BstEII. Cada fragmento PCR luego se clona en un vector de casete de cadena pesada HCcassREAL corta-
do con BstEIl y el cortador de extremo romo Hincll. Los plasmidos resultantes son intermedios a las construcciones de
expresion final y son denominados HCcassHVESP20 y HCcassHVQSP20, respectivamente. La subclonacién también
conduce a un cambio en la secuencia lider que estd asociada a ambas de las regiones Vy de los vectores originales.
Mientras que la secuencia de aminoacido de la secuencia lider vieja es MDWTWRVFCLLAVVAPGAHS (SEQ ID
NO: 47), se ha remplazado durante la subclonacién con MAWVWTLPFLMAAAQSVQA (SEQ ID NO: 48).

Los intermedios HCcassVHESP20 o HCcassVHQSP20 se digieren con Scal y posteriormente, los pldsmidos se
digieren con BamHI y EcoRI. Los fragmentos 2.9 kb que contienen el promotor de cadena pesada Ig y la regién Vy se
purifican y se ligan con el fragmento de 8.7 kb de un fragmento de digerido BamHI y EcoRI de una construccién de
cadena pesada. Los pldsmidos resultantes se denominan HCVHESp20 (SEQ ID NO: 40; Figura 10) y HCVHQSp20
(SEQ ID NO: 41; 11), respectivamente; y se utiliza para la expresion en células Sp2/0 del anticuerpo humanizado
VHE/humV1. VHQ/humV1.

Vector de expresion de cadena pesada gama-1 humano para VHEN73D

Los vectores de expresion HCVHESp20 (SEQ ID NO: 40; Figura 10) y HCVHQSp20 (SEQ ID NO: 41; Figura 11),
se utilizan como plantillas para mutagenia dirigida de sitio para lograr una mutacién N73D, (intercambio de asparagina
aspartato en la posicién 73 del aminodcido de la cadena pesada del anticuerpo humanizado) esta mutacién elimina un
sitio de N-glucosilacién putativo. La mutagenia se efecttia con el kit QuikChange® Multi-Site Directed Mutagénesis
(Stratagene) y el cebador aCD45H-N73D (5’-fosfo GCCACATAACTGCAGACAAATCCATCAGCACAGC-3’; SEQ
ID NO: 49) de acuerdo con el manual del kit. La secuencia de las construcciones resultantes HCVHEN73DSp20
y HCVHQN73DSp20 estdn confirmadas y se describen como la SEQ NO: 37 y SEQ NO: 38, y las figuras 8 y 9,
respectivamente. HCVHEN73DSp20 (SEQ NO: 37) junto con la construccién de expresion de cadena liviana LCVL1
Sp20 (SEQ NO: 36) se utilizan para la expresion en las células Sp2/0 del anticuerpo humanizado VHE-N73D/humV 1.

Generacion del anticuerpo anti-CD45RO/RB humanizado que secreta transfectantes de mieloma Sp2/0 estables VHE-
N73D/humV1

La estirpe celular de mieloma de ratones Sp2/0 Agl4.10 se electroporan con vectores que codifican la cadena
pesada (HCVHEN73DSp20; SEQ ID NO: 37) y liviana (LCVL1Sp20; SEQ ID NO: 36) del anticuerpo humanizado
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VHEN73D/humV 1. Para transfeccién se utilizan células en fase de crecimiento exponencial con una viabilidad mayor
del 95%. Las células se lavan dos veces con amortiguador TF frio (272 mM de sacarosa, | mM de MgCl,, 7 mM de
amortiguador de fosfato pH 7.4) y la concentracién de la célula se ajusta a 2 x 107 célula/ml en un amortiguador TF.
Se mezcla 0.8 ml de suspension de célula con 15 pg cada una de la construccién del plasmido de cadena pesada y
liviana y se colocan sobre hielo durante 10 minutos. Se hacen 5 transfecciones mediante electroporacién utilizando
el Biorad Gene Pulser (280 V y 25 uF). Después de la electroporacion las células se colocan sobre hielo durante 15
minutos seguido por transferencia en 50 ml de un medio de cultivo frio (medio basado en RPMI sin FCS) y se incuban
durante 2 dias a 37°C y 57% de CO,.

Para la seleccion de los transfectantes, las células se cultivan en la presencia de 1.1 mg/ml G418 (Geneticin,
Gibco lote 3069464) durante aproximadamente 2 a 3 semanas. El marcador de amplificacién de dhfr (dihidrofolato
reductasa) localizado sobre la construccién de cadena liviana permite la amplificacién del gen dhfr asi como también
el transgén mediante metotrexato de 4cido félico (MTX). Para la amplificacién del gen, se cultivan células resistentes
G418 en la presencia de 200 nM de MTX durante un periodo de 2-3 semanas seguido por un incremento adicional en
la concentracion de MTX a 1 uM que resulta un agrupamiento de células heterogéneas amplificadas. La concentracién
del anticuerpo se determina mediante la proteina A analitica HPLC. Se seleccionan los mejores grupos de produccién
para clonacién mediante dilucién limitante, utilizando una densidad de siembra de 0.3 células por pozo para aislar los
clones productores altos.

Ejemplo 5
Determinacion de la expresion IgG humana recombinante mediante ELISA
Caracterizacion del VHE/humV1, VHE/humV2, VHQ/humV1 y VHQ/humV2

Para determinar las concentraciones de IgG del anticuerpo humano recombinado expresado en los sobrenadantes
de cultivo, se ha desarrollado y utilizado un protocolo de ELISA de captura utilizando el IgG humano como estdndar.
Las placas microtituladoras de 96 pozos de fondo plano (Cat. N° 4-39454, Nunc Immunoplate Maxisorp) se recubren
durante toda la noche a 4°C con 100 ul de IgG anti humano de cabra (molécula completa, Cat. N° 1011, SIGMA) a
la concentracién final de 0.5 pg/ml en PBS. Los pozos son entonces lavados tres veces con un amortiguador de lavado
(PBS que contiene 0.05% de Tween 20) y se bloquean durante 1.5 horas a 37°C con un amortiguador de bloqueo
(0.5% de BSA en PBS). Después de tres ciclos de lavado, las muestras del anticuerpo y del IgG humano estdndar
(Cat. No. 14506, SIGMA) se preparan mediante dilucién de 1.5 veces en serie en el amortiguador de bloqueo. Se
transfieren 100 wul de las muestras diluidas o estdndar en duplicado a la placa de cubierta y se incuban durante 1
hora a temperatura ambiente. Después de la incubacién las placas se lavan 3 veces con amortiguador de lavado y
posteriormente incubadas durante 1 hora con 100 ul de cadena liviana Kapa de IgG antihumano de cabra conjugado
con peroxidasa de rabano (Cat. N° A-7164, SIGMA) diluido en 1/4000 en un amortiguador de bloqueo. Los pozos
de control reciben 100 ul del amortiguador de bloqueo o medio de cultivo normal concentrado. Después de lavado
se efectia la cuantificacién colorimétrica de la peroxidasa unida en la muestra y los pozos estandar, utilizando el kit
de TMB Peroxidase EIA Substrate (Cat. N° 172-1067, Bio-Rad) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La
mezcla de peroxidasa se agrega a 100 ul por pozo y se incuba durante 30 min a temperatura ambiente en la oscuridad.
La reaccién colorimétrica se detiene mediante la adiciéon de 100 ul de 4cido sulfirico IM y la absorbancia de cada
pozo se lee a 450 nm utilizando un lector de placa ELISA (Modelo 3350-UV, BioRad).

Con un coeficiente de correlacién de 0.998 para la curva estdndar IgG, se determinan las siguientes concentracio-
nes para los cuatro diferentes concentrados de cultivo (ca. 250-300 veces concentrado) obtenido de las células COS
transfectadas:

Sobrenadante VHE/humV1 = 8.26 ug/ml
Sobrenadante VHE/humV2 = 6.27 ug/ml
Sobrenadante VHQ/humV1 = 5.3 ug/ml
Sobrenadante VHQ/humV2 = 5.56 pg/ml
Andlisis de cromatografia de exclusion de tamaiio (SEC)

Los anticuerpos purificados por afinidad VHE/humV1, VHE/humV2, VHQ/humV1 y VHQ/humV2 se analizan
mediante cromatografia de exclusién de tamafio (SEC) sobre un TSK gel Super SW3000SWXL con el fin de de-
terminar el contenido de proteina, el porcentaje de agregados pequefios (anticuerpos oligoméricos) asi como tam-
bién subproductos posibles y productos de degradacién. Los cromatogramas muestran VHE/humV1, VHE/humV?2,
VHQ/humV1 y VHQ/humV?2 cuyo pico principal se divide y que la separacion es mds pronunciada para grupos con

cadena pesada (figura 12). Los resultados sugieren que existen al menos dos moléculas con un tiempo retencion tipico
para un anticuerpo IgG presente en cada muestra.
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Condiciones de reduccion bajo SDS-PAGE

El andlisis de las moléculas de unién CD45RO/RB humanizadas VHE/humV1, VHE/humV2, VHQ/humV1 y
VHQ/humV?2 mediante SDS-PAGE bajo condiciones reductoras (gel de gradiente, 4 a 20% de gel Tris-Glicina, No-
vex) muestran la presencia de una banda adicional no esperada, que migra ligeramente por encima de la banda que
corresponde a la banda de cadena pesada en cada muestra.

La diferencia en masa se estimula por estar en el rango de 2 a 4 kDa. El analisis “Western Blot” revela que la banda
superior se reconoce por los anticuerpos antihumanos (H + L) que sugieren que la banda adicional es una variante de
la cadena pesada.

Cromatografia de intercambio de cation (CEX)

La heterogeneidad de la carga se evalia mediante la cromatografia de intercambio de cationes (CEX) utilizando
una columna polyCatA (PolyLC Inc). Mientras el mAb quimérico estd esencialmente libre de heterogeneidad de
carga diferente de las variantes de lisina CE-terminales, todas las moléculas de unién CD45RO/RB humanizadas,
es decir VHE/humV1, VHE/humV2, VHQ/humV1 y VHQ/humV2, se consideran muy heterogéneas en carga. Una
razén comun para la heterogeneidad de carga en los anticuerpos en la presencia/ausencia de Lys en el extremo C-
terminal de la cadena pesada de un anticuerpo que resulta en tres picos CEX. El alto nimero de picos visibles en
cada cromatograma (>10; figura 13) indica que al menos estd presente una modificacién adicional en todas las cuatro
moléculas de CD45RO/RB.

SDS-PAGE

Con el fin de evaluar las diferencias moleculares entre las dos especies de anticuerpos encontradas en los gru-
pos de proteinas del VHE/humV1, VHE/humV2, VHQ/humV1 y VHQ/humV2, se selecciona para ser adicional-
mente analizado. Los dos picos SEC del VHE/humV?2 se recolectan en un modo semipreparativo y se reanalizan
mediante SEC para confirmar su pureza. Las fracciones recolectadas mediante SEC (Fraccién 1 y Fraccion 2) lue-
go se analizan mediante SDS-PAGE bajo condiciones reductoras. La proporcién de la banda adicional no esperada
en aproximadamente 49 kDa es diferente entre las dos fracciones, fraccién dos es casi libre de esta banda mayor
adicional.

Espectrometria de masa ESI-Q-TOF

Las fracciones SEC F1, F2 y el grupo de proteinas del VHE/humV?2 luego se analizan adicionalmente mediante
espectrometria de masa ESI-Q-TOF. En los espectrogramas de la agrupacion de proteinas y la Fraccion 2, se observan
los mismos grupos de sefiales. El primer grupo de sefiales a aproximadamente 148.000 Da, se encuentra en el grupo de
proteinas y la Fraccion 2, no se detecta en la fraccién 1. En la Fraccién 1 un segundo grupo de sefiales (aproximada-
mente 150.300 Da) se detectan ademads de otro grupo de sefales aproximadamente 152’500 Da. El segundo grupo de
seflales aproximadamente 150.320 Da podria no estar correlacionado con ningunas formas de anticuerpo usualmente
observadas. Estos hallazgos sugieren que los dos picos del SEC y las dos bandas superiores del SDS-PAGE reducido
corresponden cada una a variantes de una proteina esperada.

Cromatografia de fase inversa

Para obtener un patrén menos confiable en espectrometria de masa, las cadenas del anticuerpo se analizan adi-
cionalmente de manera separada. Las fracciones se reducen y alquilan. Con el fin de confirmar la terminacién de
la reacciones las muestras reducidas y alquilatadas se analizan mediante cromatografia de fase inversa (RP) (SOR-
BAX, Poroshell 300SB-C8). Después de la reduccién y la alquilacién, la forma del pico es casi la misma que después
de solo la reduccion. Se observa un cambio en el tiempo de retencidon. Se obtienen patrones similares para la Frac-
cion 1y la Fraccion 2 del SEC reducido y de las muestras alquilatadas. La muestra del agrupamiento VHE/humV?2,
Fracciéon 1 SEC y Fraccién 2 SEC (reducida y alquilatada) se analiza con espectrometria de masa ESI-Q-TOF.
Varios picos de masa se podrian asignar a formas de anticuerpo esperadas. La mayor muestra de picos se encon-
tr6 en todas las tres muestras (grupo de proteinas F1 y F2) pero sus intensidades en la Fraccién 2 son muy bajas
(figura 14).

Andlisis de carbohidratos de las variantes de cadena pesada

El anticuerpo reducido y alquilatado se inyecta sobre columna de cromatografia de fase inversa (RP) y se recolectan
los dos picos que corresponden a las variantes de cadena pesada. Luego se determinan los perfiles de oligosacaridos
de estos anticuerpos fraccionados RP. Entre los residuos de oligosacaridos GO y G1 anticipados encontrados en todas
las muestras, varios otros picos se detectan en el cromatograma del Fraccion 1 (rastros de aquellos picos también son
detectables en los cromatogramas de la Fraccién 2 y agrupamientos de proteinas).

Tomados juntos, los resultados sugieren que las especies de anticuerpo mayor que contienen glucosilacion adi-
cional, tipicamente no encontrados en anticuerpos monoclonales expresados SP2/0, que cuentan para la diferencia de
masa. En razén a que la glucosilacién compleja larga encontrada mediante andlisis de carbohidrato y espectrometria
de masa seria muy improbable para el sitio de glucosilacién conservado en la region constante del anticuerpo, se hace
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una bisqueda para otros sitios posible en la secuencia de aminoacido de los anticuerpos humanizados. Se identifica
un sitio de proteina (N73) para N-glucosilacién (N-X-S) en el dominio de variable de las dos variantes de cadena
pesada.

Fraccionamiento preparativo mediante CEX

Se efectdan andlisis adicionales utilizando material purificado del agrupamiento VHE/humV 1. Para reducir la he-
terogeneidad del material, la lisina -terminal-C removida mediante tratamiento con carboxipeptidasa B. El anticuerpo
VHE/humV 1 se fracciona mediante cromatografia de intercambi6 de catién preparativo utilizando SP Sefarosa (Phar-
macia). La columna se equilibra con 25 mM de fosfato de sodio, pH 6.0 (= amortiguador A) y la proteina unida se
eluye con 250 mM de NaCl en el amortiguador A (= amortiguador B; gradiente de 0-65% B). La pureza de las frac-
ciones se analiza al utilizarse CEX. Las fracciones recolectadas se reinyectan sobre la columna SEC para buscar una
correlacion entre los resultados obtenidos con las dos técnicas. El cromatograma indica que el primer grupo de picos
CEX se correlaciona con el pre-pico en el andlisis SEC del anticuerpo, que el segundo grupo de picos en CEX conduce
junto con el primer pico de andlisis SEC del agrupamiento de proteinas (o Fraccién 1), y que el dltimo pico en CEX
eluye el tltimo pico en SEC (o Fraccién 2).

En conclusion, los resultados descritos anteriormente (perfil de oligosacdrido para las Fracciones SEC 1 y 2,
patrén CEX obtenido después de descarboxilacién, patrén SEC obtenido para las fracciones recolectadas en CEX,
espectrometria de masa) sugiere fuertemente la presencia de especies de anticuerpo con oligosacaridos complejos que
originan a) heterogeneidad de masa, que conduce a un doble pico en el SEC y b) la banda de cadena pesada doble
observada en heterogeneidad de carga SDS-PAGE que conduce al patrén CEX.

Caracterizacion analitica de las fracciones CEX

En razén a que las mayores especies de anticuerpo eluyen tempranamente sobre el CEX, que muestra que ellos
son menos posiblemente cargados, la presencia de acido sidlico (un componente de la glucosilacién de complejo
y negativamente cargada) se mide en las fracciones diferentes obtenidas mediante CEX preparativos. El 4cido sié-
lico estd presente en todas las 4 muestras con grados variantes. El 4cido sidlico encontrado es mds probablemente
la forma 4cida de N-glicolil-neuraminico (con base en el tiempo de retencién mds corto comparado con el estan-
dar 4cido de N-acetilneuraminico). La muy baja presencia del dcido sidlico en una Fraccién CEX en contraste a su
muy alta abundancia en otra Fraccién CEX sugiere fuertemente que el componente de aziicar negativamente carga-
do contribuye a la heterogeneidad de masa/carga. Las Fracciones CEX se analizan mediante espectrometria de masa
ESI-Q-TOF.

SDS-PAGE

Las mismas fracciones también se analizan mediante SDS-PAGE bajo condiciones reductoras. Se pueden concluir
que la banda de la cadena pesada superior corresponde a la porcion del anticuerpo con un perfil de oligosacarido
complejo que contiene el dcido sidlico. La banda de cadena pesada inferior corresponde al anticuerpo esperado que
exhibe un perfil oligosacdrido convencional.

Separacion de la columna Mono-S de las fracciones CEX digeridas con papaina

Con el fin de confirmar el uso del sitio de glucosilacién potencial en el dominio de variable la cadena pesada,
alrededor de 1 mg de cada Fraccién CEX se trata con papaina para separar la parte Fab de la parte Fc del anticuer-
po. La cromatografia preparativa se efectia sobre una columna Mono-S. Cada una de la sub-Fraccién recolectada
se reinyecta sobre la columna RP para identificar sus contenidos en términos de los dominios Fab y/o Fc. Cada
una de la sub-Fraccién recolectada luego se analiza con espectrometria de masa ESIQ-TOF. Los resultados obteni-
dos muestra que a) el sitio de glucosilacion conservado en la parte Fc de la cadena pesada estd ocupado por for-
mas de oligosacarido bi-antenarias con ninguna (G0), una (G1) o dos unidades de galatosa terminal (G2); b) que
encontrase, el sitio de glucosilacién irregular (N73) lleva oligosacdridos complejos que contienen dcido N-glicolil
neuraminico.

En conclusién, el residuo de asparagina N73 en el dominio variable de la cadena pesada se encontré que era parcial-
mente N-glucosilado. Estas especies de azicar originan heterogeneidad de masa asi como también heterogeneidad de
carga que son detectadas por la cromatografia de exclusién de tamafio SDS-PAGE, y la cromatografia de intercambio
de cation.

Caracterizacion del VHE-N73D/humV1
Con el fin de eliminar la heterogenicidad de los anticuerpos VHE/humV1, VHE/humV2, VHQ/humV1 y
VHQ/humV?2 humanizados el residuo de asparagina en la posiciéon N73 en el dominio variable de la cadena pesa-

da se sustituye por un residuo de dcido aspartico (ver ejemplo 4). El VHE-N73D/humV1 luego se analiza adicional-
mente.
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Andlisis de cromatografia de Exclusion de tamaiio (SEC)

El SEC se efectia como se describié anteriormente. Una diferencia clara entre el VHE/humV1 y VHE-N73D
/humV1 se observa en SEC. En contraste con el pico doble obtenido del VHE/humV 1, solamente se obtiene un pico
para el VHE-N73D/humV1 (Figura 12). Aproximadamente se cuantifican 0.2% de agregados mediante SEC.

SDS-P AGE bajo condiciones reductoras

El VHE/humV2 y VHE-N73D/humV1 se analizan adicionalmente mediante SDS-PAGE bajo condiciones reduc-
toras como se subray6 anteriormente. Solo es visible una banda para el VHE-N73D/humV1 en la posicién de cadena
pesada esperada (HC) (aproximadamente 50 kDa). La banda HC observada para el VHE-N73D/humV 1 corresponde
a la banda inferior del doblete observado para el VHE/humV?2. La posicion de la banda de cadena liviana es la misma
para la proteina analizada.

Cromatografia de Intercambio de Cation (CEX)

La cromatografia de intercambio de catién (CEX) se efectia como se subray6 anteriormente. Los resultados obte-
nidos para el andlisis CEX muestran que la heterogeneidad de carga del VHE-N73D/humV 1 se reduce a las variantes
de Lisina C-terminal (tres picos) comparadas con la heterogeneidad de carga alta del VHE/humV2 (>10; Figura 13).

Andlisis MALDI TOF (espectrometria de masa)

La masa detectada para la cadena pesada y la cadena liviana obtenida mediante anélisis MALDI TOF (espectro-
metria de masa) estdn en acuerdo cercano con la masa esperada, deducida de la secuencia de aminodcidos del VHE-
N73D/humV1.

Cromatografia de Fase Inversa (RP)

Después de la reduccién con DDT los dos anticuerpos humanizados VHE/humV2 y VHE-N73D/humV1 se ana-
lizan mediante cromatografia de fase inversa (RP). Debido a la glucosilacién parcial sobre la asparagina N73, dos
“cadenas pesadas” se observan para el VHE/humV2 (doble pico en aproximadamente 18.5 min) entre el pico que
corresponde a la cadena liviana (a aproximadamente 17.3 min). Para VHE-N73D/humV1, solo se observa un pico
para la cadena pesada (Figura 14).

Ejemplo 6
Andlisis de competicion FACS (afinidad de union)

La estirpe de células T humana PEER se escoge como la célula objetivo para el andlisis FACS porque ésta expresa
el antigeno CD45 sobre su superficie celular. Para analizar la afinidad de unién de los sobrenadantes del anticuer-
po humanizado, se efectdan los experimentos de competicién que utilizan el anticuerpo quimérico marcado FITC
como una referencia y se comparan con la inhibicion del anticuerpo de ratén purificado y el anticuerpo quimérico.
Los cultivos de células PEER se centrifugan durante 10 segundos a 3000 rpm y el medio se remueve. Las células
son resuspendidas en amortiguador FACS (PBS que contiene 1% de FBS y 0.1% de azida sodio) y se siembra en
una placa microtituladora con fondo redondo de 96-pozos a una densidad de célula de 1x10° células por pozo. La
placa se centrifuga y se descarta el sobrenadante. Para estudio de bloqueo, 25 ul de medio no transfectado concen-
trado o anticuerpo de control ajustado de isotipo (control negativo), anticuerpo de ratén no marcado, o anticuerpo
quimérico (control positivo) asi como también sobrenadantes concentrados que contienen las varias combinaciones
del anticuerpo humanizado (muestra), se agrega primero en cada pozo a las concentraciones indicadas en el texto.
Después de 1 hora de incubacion a 4°C, las células PEER se lavan con 200 ul de amortiguador FACS mediante cen-
trifugacién. Las células son posteriormente incubadas durante 1 hora a 4°C con anticuerpo quimérico conjugado con
FITC en 25 pl de amortiguador FACS a una concentracién final de 20 ug/ml. Las células se lavan y se re-suspen-
den en 300 ul de amortiguador de FACS que contiene 2 ug/ml de yoduro de propidio el cual permite la regulacién
de las células viables. Las preparaciones de células se analizan sobre un citémetro de flujo (FACSCalibur, Becton
Dickinson).

Los andlisis FACS indican un bloque dependiente de dosis de anticuerpo quimérico marcado con fluorocromo
por los sobrenadantes del cultivo de anticuerpo humanizado concentrado. No se ve un bloque dependiente de dosis
de la unién del anticuerpo quimérico con el anticuerpo de control ajustado con isotipo, que indica que el efecto de
bloqueo por las diferentes combinaciones del anticuerpo humanizado es especifico del epitopo y que la especificidad
del epitopo parece ser retenida después del proceso de humanizacion.

El sobrenadante no diluido de los transfectantes SP2/0 anteriormente mencionados o el anticuerpo quimérico
(controles positivos) o isotipo o el anticuerpo de control ajustado con isotipo (controles negativos) a 2 ug/ml en medio
de cultivo se incuban con 1.5x10° de célula PEER en 100 ul durante 30 min a 4°C. Luego, 100 ul de PBS que contienen
el anticuerpo quimérico marcado con FITC se agregan a cada muestra y la incubacién a 4°C continda durante otros 30
minutos. Después del lavado, las células se resuspenden en FACS-PBS que contiene 1 ug/ml de 7-Amino-Actinomicina
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D y se analizan mediante citometria de flujo utilizando un instrumento FACSCalibur Becton Dickinson y el software
CellQuest Pro. La regulacién es sobre células vivas, es decir evento 7-Amino-Actinomicina D - negativo.

Los andlisis FACS muestran que las moléculas de unién CD45RB/RO humanizadas no marcadas, por ejemplo
VHE/humV1 y VHQ/ humV1 pero no el anticuerpo de control ajustado con isotipo compiten con el anticuerpo qui-
mérico marcado con FITC para unir a la estirpe de células T positiva CD45 humana PEER.

Especificidad del VHE-N 73D/humV1

Para evaluar si la modificacion de la molécula de unién CD45R0/RB humanizada VHE/humV1, es decir el inter-
cambio de la asparagina a aspartato en la posicién 73 de aminodcido de la cadena pesada de la molécula de unién
CD45RO/RB, modificada la reactividad con el epitopo consanguineo, la reactividad del VHE N73D/humV1 con una
estirpe de células T humana que expresa CD45 de PEER se analiza en un experimento de unién de competicion.

Las célula PEER se incuban con VHE-N73D/humV1, con su predecesor quimérico o con un anticuerpo IgGl
de control de isotipo de no unién. El anticuerpo no unido se lava y las células se someten a una incubacién con
anti-CD45R0/RB quimérico marcado con fluorocromo fluoresceina isotiocianato (FITC) o el anticuerpo de control
IgGl del isotipo marcado con FITC. Después de lavado, las células se someten a andlisis de citometria de flujo para
cuantificar la cantidad de anticuerpo marcado con FITC unido a la célula PEER pre-incubadas: los cultivos de célula
PEER se centrifugan durante 10 min a 400 veces la fuerza de gravedad estandar (g) y el medio se remueve. Las células
se resuspenden en amortiguador de FACS (PBS que contiene 1% v/v de FBS, 0.1 v/v de EDTA y 0.1% v/v de azida de
sodio) y se siembra en placas microtituladoras de fondo en V de 96 pozos a una densidad celular de 1x10° células por
pozo. La placa se centrifuga y se descarta el sobrenadante. Cada muestra de las células se incuba durante 30 minutos
a 4°C en 50 ul de amortiguador FACS que contiene 20 ug/ml de anti-CD45R0/RB mAb, VHE-N73D/humV1 o el
control IgG1 Ab quimérico. Luego, las células PEER se lavan dos veces con 150 ul de amortiguador FACS mediante
centrifugacion. Las células se incuban posteriormente durante 30 minutos a 4°C en 50 ul de amortiguador FACS que
contiene 20 ug/ml del mAb quimérico conjugado con FITC o del control Ab 3G5 conjugado con FITC. Finalmente, las
células se lavan y se resuspenden en 200 ul de amortiguador FACS que contiene 7-amino Actinomicina D (7-AAD) a
1 ug/ml, que sigue la identificacion de las células viables durante andlisis. La preparacion de la célula se analiza sobre
un Citometria de flujo FACSCalibur (Becton Dickinson).

Se observa que el VHE-N73D/humV1 no marcado y el anti-CD45R0/RB mAb quimérico no marcado pero no
el anticuerpo de control IgG1 evitan que se unieran el anti-CD45R0/RB mAb quimérico marcado con FITC a las
células PEER que expresan CD45 tal como se determina por una sefial de fluorescencia disminuida. En conclusion,
se encontr que la modificacion del anticuerpo VHE/humV1 al VHE-N73D/humV1 no cambia la especificidad del
epitopo de la molécula de unién anti-CD45R0/RB humanizada.

Afinidad del VHE-N73D/humV1 por CD45 humano o de macaco

Para determinar la afinidad del anticuerpo VHE-N73D/humV1 por su epitopo, la reactividad del VHE-N73D/
humV1 con una estirpe de células T que expresa CD45 humano PEER o la estirpe de células T que expresa CD45 del
macaco HSC-F se pueden cuantificar en un experimento de unién de competicién, similar al procedimiento descrito
en Daley et al., 1995; J. Mol. Biol. 253:243.

En resumen, la intensidad de tefiido del PEER o las células HSC-F con un anticuerpo marcado con FITC en la
presencia de varias concentraciones del anticuerpo competidor no marcado de utiliza para calcular las afinidades de
los anticuerpos no marcados. Mds precisamente, en una primera etapa, se mide la concentracion y la estequiometria
que marca el fluorocromo del anticuerpo CD45RB/RO anti-humano derivado de ratén marcado con FITC A6 (mA6).
Luego, la concentracién de la molécula objetivo, CD45, sobre la superficie del PEER o la estirpe celular HSC-F se
determina con la ayuda del anticuerpo mA6 conjugado con FITC anteriormente mencionado (anti-huCD45 derivado
de ratén) y utilizando glébulo fluorescentes con un grado de marcacién molecular conocido. Con la concentracién de
los receptores CD45 celulares y su ligando conjugado a FITC conocido, la afinidad del mA6 conjugado al FITC a
los receptores CD45 celulares se determina mediante un procedimiento de titulacién de equilibrio a base de FACS.
Finalmente, la afinidad del anticuerpo no marcado VHE-N73D/humV1 se determina de las reacciones de tefiido de
competicién con el mA6 conjugado a FITC sobre PEER o las células HSC-F que miden el incremento en la fluo-
rescencia del FITC como una funcién de la concentracion total del VHE-N73D/humV1. Si la ecuacién cibica que
representa la descripcién algebraicamente explicita de equilibrios de unién en una mezcla de dos ligandos de com-
peticién que se unen a un receptor se implementa en el programa Origin 7.5, el programa de software se utiliza para
calcular el valor de constante de disociacién (Kd) para el VHE-N73D/humV 1 luego de los andlisis de ajuste de la curva
reiterativa.

En un experimento la constante de disociacién del VHE-N73D/humV1 para el objetivo celular PEER humano

se calcula como 2.44 + 0.07 nM - para el objetivo de las células HSC-F macaco se calcula como 1.67 + 0.00 nM,
asumiendo la unién del anticuerpo divalente a las moléculas CD45RO/RB objetivo.
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Ejemplo 7
Actividades Biologica de las moléculas de union CD45RB/RO

En este estudio, hemos considerado si el anticuerpo quimérico de unién CD45RB/RO, cuando esta presente en los
cultivos de las células T humanas primarias policlonalmente activadas (i) soporta la diferenciacion de las células T con
un fenotipo Treg caracteristico, (ii) evita o mejora la apoptosis que sigue a la activacion de la célula T, y (iii) afecta la
expresion de los antigenos y receptores especificos de subconjunto después de la estimulacion.

Anticuerpo quimérico de union CD45RB/RO mejora la muerte celular en celular T policlonalmente activas

Células T primarias (mezclas de subconjuntos T de CD4* y CD8*) se someten a activaciéon mediante anti-CD3
mads anti-CD28 mAb (200 ng/ml cada uno) en la presencia o ausencia (=control) del anticuerpo quimérico que se une
a CD45RB/RO. Los anticuerpos de exceso se remueven mediante lavado en el dia 2. El 7-amino-Actinomicina D (7-
AAD) como un tinte de tefiido de ADN tomado por las células apoptdsicas y necrética se utiliza para medir la muerte
celular luego de la actividad. Los resultados muestran la activacién de las células T en la presencia del anticuerpo
quimérico que se une a CD45RB/RO y se incrementa la fraccién de las células positivas 7-AAD que dos veces en el
dia 2 después de la activacion. En el dia 7, 1a porcién de las células positivas 7-AAD es de nuevo similar en los cultivos
tratados con anticuerpo quimérico que se une CD45RB/RO y los cultivos de control.

Anticuerpo quimérico que se une a CD45RB/RO pero no las células T tratadas con mAb exhiben un fenotipo de célula
regulador T (Treg)

La expresion incrementada de CD25 y la proteina reguladora negativa CTLA-4 (CD152) es un marcador de célula
Treg. La supresion funcional de las respuestas de células T primarias y secundarias mediante el anticuerpo quimérico
que se une a CD45RB/RO puede ser debido a la induccién de las células Treg. Para manejar este tema, las células
T se activan mediante anti-CD3 * CD28 mAbs y cultivadas en la presencia del antlcuerpo quimérico que se une
a CD45RB/RO o del mAb de control unién anti-LPS. El curso de tiempo de la expresion CTLA-4 y CD25 revela
diferencias marcadas entre los controles y las células T tratadas con anticuerpo quimérico que se unen a CD45RB/RO
en los dias 1 y 3 después de la estimulacién secundaria, que indica un fenotipo Treg.

La expresion CTLA-4 intracelular se sostiene en la presencia del anticuerpo quimérico que se une a CD45RB/RO

Se ha reportado que cantidades sustanciales de CTLA-4 también se pueden encontrar intracelularmente. Por lo tan-
to, en paralelo al tefiido con el CTLA-4 de superficie, se analiza la expresiéon CTLA-4 intracelular. Se ven diferencias
moderadas entre los cultivos de célula T en el dia 4 después de la estimulacién. Después de un cultivo prolongado,
sin embargo, altos niveles de CTLA-4 intracelular se sostienen solamente en las células T tratadas con anticuerpo
quimérico que se une a CD45RB/RO pero no a las células T de control.

Células T tratadas con anticuerpo quimérico CD45RB/RO se convierten en positivas dobles CD4 y CD8

Luego de la estimulacién, las células T inducen y regulan en forma ascendente la expresion de varios receptores de
superficie, tal como el CD25, CD152 (CTLA-4), CD154 (ligando CD40) y otros. En contraste, el nivel de expresién
de CD4 o CD8 se cree que permanece relativamente constante. Nosotros observamos reproduciblemente un fuerte
incremento tanto en el antigeno CD4 y CD8 sobre las células T tratadas con anticuerpo quimérico que se une a
CD45RB/RO pero no sobre las células T tratadas con Ab de control después de activacidon. La emergencia de la
poblacién de la célula T positiva doble CD4/CD8 parece ser debida a la regulacion en forma ascendente del CD4
sobre el subconjunto CD8" y al contrario, el CD8" sobre el subconjunto CD4*. Esto contrasta con un porcentaje
moderadamente bajo de células T positivas dobles en los cultivos de control.

Receptor IL-2 alto una cadena Ipha, pero muy baja expresion de cadena beta mediante las célula T tratadas con
anticuerpo quimérico que unen CD45RB/RO

La células Treg se conocen por ser constitutivamente positivas para el CD25, la cadena alfa receptoria IL-2. La
regulacién de otras subunidades del receptor IL-2 trimétrico sobre las células Treg no se conoce. Recientemente
hemos comparado la expresion de la cadena beta del receptor IL-2, por ejemplo CD122, sobre las células T activadas
y propagadas en la presencia o ausencia del anticuerpo quimérico de unién CD45RB/RO. Los resultados muestran
que las células T tratadas con anticuerpo quimérico que se une a CD45RB/RO tienen aproximadamente diez veces
menos expresion de CD122 comparadas con la células T en los cultivos de control. Esta diferencia puede indicar que
las celular Treg requieren otros factores que el IL-2 para proliferar.
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Ejemplo 8

Secuencia de la invencion (la secuencia CDR de la invencion estdn subrayada)
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SEQ ID NO: 1

Parte de la secuencia de aminoécido de la cadena liviana quimérica

DILLTOSPAILSYSPGERVSFSCRASQNIGTSIOWYQQRTNGSPRLLIRSSSESISGIPSRFSG
SGSGTOFTLSINSVESEDIADYYCQASNTWPFTFGSGTKLEIK

SEQ ID NO: 2

Parte de la secuencia de aminoécido de la cadena pesada quimérica

EVOLOOSGPELVKPGASYKMSCKASGYTFTNY IHWVKQEPGQGLEWIGYFNPYNHGTKY
NEKFKGRATLTADKSSNTAYMDLSSLTSEDSAIYYCARSGPYAWFDTWGQGTTVIVSS

SEQ ID NO: 3

Secuencia de aminodcidos de la cadena liviana quimérica

DILLTOSPAILSVSPGERVSFSCRASON|GTSIOWYQQRTNGEPRLLIRSSSESISGIPSRFSG
SGSCTDFTLSINSVESEDIADYYCQQSNTWPFTFGSGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKS
GTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSOESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYE
KHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO: 4

Secuencia de aminodcidos de la cadena pesada quimérica

EVOLOQSGPELVKPGASYKMSCKASGYTFTNYIHWVKQEPGQGLEWIGYFNPYNHGTKY
NEKEFKGRATLTADKSSNTAYMDLSSLTSEDSAIYY CARSGPYAWFDTWGQGTTVTVSSAS
TKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVYKDYFPEPYTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY
BLSSVVTYPSSSLETATYICNVNHKPSNTKYDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSYFL
FPPKPKDTLMISRTPEVTCVVWWDVSHEDPEVKFNWYVDGVYEVHNAKTKPREEQYNSTYRVY
SYLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNCOVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTFPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFS
CSVMHEALBNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO: 5

Secuencia de nucledtido que codifica un polipéptido de la SEQ ID NO: 1

GACATTCTGCTGACCCAGTCTCCAGCGCATCCTGTCTGTGAGTUCAGOAGAAAGAGTCA
GTTTCTCCTGCAGGGL CAGTCAGAACATTGGCACAAGCATACAGTGETATCAACAAAGA
ACAAATGGTTCTCCAAGGCTTCTCATAAGGTCTTCTICTGAGTCTATCTCTGGGATCCCT
TCCAGG TTTAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATT T TACTCTTAGCATCAACAGTGTGGA
GTCTGAAGATATTGCAGATTATTACTGTCAACAAAGTAATACCTGGCCATTCACGTTCGG
CTCGGGGACCAAGCTTCARATCAAA
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SEQ ID NO: 6

Secuencia de nucleétido que codifica un polipéptido de la SEQ ID NO: 2

GAGGTGCAGCTGCAGCAGTCAGGACCTGAACTGGTAAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAG
ATGTCCTGCAAGGCCTCTGGATACACATTCACTAATTATATTATCCACTGGGTGAAGCA
GGAGCCTGETCAGGGCCTTGAATGGAT TEGGATATTT TAATCCTTACAATCATGGTAGTA
AGTACAATGAGAAGTTCAAAGGCAGGGCCACACTAACTGCAGACAAATCCTCCAACACA
GCCTACATGGAGCTCAGCAGCCTGACCTUTGAGGACTCTGCGATCTACTACTGTGCAA
GATCAGGACCCTATGCCTGGTT TGACACCTGGGRCCAACSGGACCACGBTCACCGTCTC
CTCA

SEQ ID NO: 7

Parte de la secuencia de cadena liviana humanizada designada hum V2 (humV2 = VLm)

DILLTQSPAT LSLSPGERAT FSCRASONIG TSIQWYQQKT NGAPRLLIRS SSESISGIPS
RFSGSGSGTD FTLTISSLEP EDFAYYYCQQ SNTWPFTFGQ GTKLEIK

SEQ ID NO: 8

Parte de la secuencia de aminoécido de cadena liviana humanizada designada hum V1 (humV1 = Vlh)

DILLTQSPAT LSLSPGERAT LSCRASQNIG TSIQWYQQKP GQAPRLLIRS SSESISGIPS
RFSGSGSGTD FTLTISSLEP EDFAVYYCQQ SNTWPFTFGQ GTKLEIK

SEQID NO: 9
Parte de la secuencia de aminoécido de cadena pesada humanizada designada VHE
EVQLVESGAE VKKPGASVKY SCKASGYTFT NYIIHWVKQE PGQGLEWIGY

ENPYNHGTKY NEXKFKGRATL TANKSISTAY MELSSLRSED TAVYYCARSG
PYAWFDTWOGOQ GTTVTVES

SEQ ID NO: 10
Parte de la secuencia de aminodcido de cadena pesada humanizada designada VHQ
QVQLVESGAE VKKPGABVKY SCKASGYTFT NYIIHWVKGE PGQGLEWIGY

FNPYNHGTKY NEKFKGRATL TANKSISTAY MELSSLRSED TAVYYCARSG
PYAWFDTW(GEA GTTVIVSS

SEQID NO: 11
Secuencia de nucleétido que codifica la secuencia de aminoacido SEQ ID NO: 9

GAGGTGCAGCTOGTGGAGTCAGBAGLCGAAGTGAARMAGLCTGEGGCTTCAGTGAAG

GTGTCCTGCAAGGUCTCTEGATACACATTCACTAATTATATTATCCACTGGETCSAAGCA

GGAGCCTEGTCACGGCUTTGAATGGATTGGATATTTTAATCCTTACAATCATGGTACTA

AGTACAATGAGAAGTTCAAAGGCAGGGCCACACTAACT GCAAACAAATCCATCAGCACA
GCCTACATGRAGCTCAGCAGCCTGCGCTCTGAGGACACTGCEGTCTACTACTGTGCAA
GATCAGGACCCTATGCCTGGTITGACACCTGOGGLCAAGGGACCACGGTCALCGTCTC
CTCA

25
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ES 2341 341 T3

SEQID NO: 12
Secuencia de nucleétido que codifica la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 10

CAGETGCAGCTGEGTGGAGTCAGGAGCCGAAGT GAAAAAGCCTGGGGLTTCAGTGAAG
GTGTCCTGCAAGBLCCTCTGGATACACATTCACTAATTATATTATCCACTGGGTGAAGCA
GEAGCCTGGTCAGGGUCTTGAATGGAT TGGATATITTAATCUTTACAATCATGGTACTA
AGTAGCAATCAGAABTTCAAAGGCAGGGCCACACTAACTGCAANCAAATCCATCAGCACA
GCCTACATGGAGCTCAGCAGCCTGCECTCTGAGGACACTGLBGTCTACTACTGTGCAA
GATCAGGACCCTATGCCTGGT T TGACACCTGGEGCCAAGGGACCACGBTCACCETCTC
CTCA

SEQID NO: 13

Secuencia de nucleétido que codifica la secuencia de aminoacido SEQ ID NO: 7

GACAT TCTGCTGACCCAGTCTCCAGCCACCLCTGTCTCTGAGTCCAGGAGAAAGAGCCA
CTTTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAACATTGGCACAAGTATACAGTGETATCAACAAAAA
ACAAATCGTGCTCCAAGGCTTCTCATAAGGTCTTCTICTGAGTCTATCTCTGGGATCCE
TTCCAGGTTTAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTITACTCTTACCATCAGCAGTCTGG
AGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAACAAAGTAATACCTGGCCATTCACGTTC
GGCCAGGGCACCAAGCTGGACATCAAA

SEQ ID NO: 14
Secuencia de nucleétido que codifica la secuencia de aminodcido SEQ ID NO: 8
GACATTCTGCTGACCCAGTCTCCAGCCACCCTGTCTCTGAGTCCAGGAGAAAGAGCCA,

CTCTCTCOTGCAGGGCCAGTCAGAACATTGBCACAAGCATACAGTGGTATCAACAAAAA
CCAGGTCAGGCTCCAAGGCTTCTCATAAGGTCTTCTTCTGAGTCTATCTCTGGEATCCC

TTCCAGGTTTAGTGECAGTGGATCAGGGACAGATTTTACTCTTACCATCAGCAGTCTGE
ABCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGT CAACAAAGTAATACCTGGCCATTCACGTTC
GGLCAGGOGACCAAGUTGGAGATCAAA

26
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SEQ ID NO: 15

Secuencia de nucledtido del vector de expresion HCMV-G1 HuA6-VHQ (secuencia de ADN completa de un
vector de expresion de cadena pesada humanizada que comprende la SEQ ID NO: 12 (VHQ) de 3921-4274)

51
ENEEE
151
202
251
30k
351
401
451
501
551
601
651
701
751
g0l
851
a0
251

1001
1051
110l
1151
1201
1251
1301

AECTTTITSC
GARTAGCTCA
TTARGTCAGCC
CEGATGEECE
CATGCTTTGC
AGKTECATGEC
ACARCCCTAAC
ACGETGARAL
CTETARA06G
TETTGECEAEE
GAGTGTATAC
TECRCCATAT
CGCATCACEC
CETTCGEECTE
TATCCACAGA
CAGCARAAGE
TAGGCTCCGC
GETEEOGEHAR
AGCTCCOCTOS
GTCCGCCTTT
GTAGSTATCT
CACGAACCCC
TCTTEAGTCC
CTEETARCMG
TTEAMITGAT
CTGCGCTCTE
GATUCGECAR

ES 2341 341 T3

AAAMGOCOTAG
GAGGCOGAGE
ATGEEE0GEEA
GAGTTAGZCEE
ATACTTCTGC
TTTGCATACT
TGACACARCAT
COTCTEACAD
ATGUCGGGAG
TETLGEGHCG
TGGCTTAACT
GUGGTETEAL
GUTCTTCCaC
COGTERAGUGEE
ATCARGGEEEAT
CCAGGARCCG
CCCCCTGACG
CCCGACAGGR
TECGCTCTCC
CTCCCTTOGEE
CAGTTCEETG
COGTTCAGOC
ARACCCGETAR
GRTTAGCAGSE
GECCTRRACTA
CTGARGCCAG
ACKRARCCACC

CCCTCCARRR
CoGCCToEE
GAATGGEOGG
CEGCACTATG
CTGCTGCEGA
TCTGCCTGCT
TCCACRECTS
ATGCAGCTCC
CRGACAAGCC
CAGCCATEAC
ATGCGGCATC
ATACCGCACE
TTCCTCROTC
TATCAGCTCA
AACGCAGGAA
TAAARAGGCC
AGCATCACAA
CTATAARGAT
TETTCCGACT
GAAGCGTEGC
TAGGTCGTTC
CEACCGOTEC
GACACGACTT
GUGAGGTATG
CGECTACACT
TTACCTTCGG
GOTGETAGCG

27

ARSCOTCCTC
CTCTECATAR
AACTGEECEE
GTTECTGACT
GCCTGETTGC
GEEEAGCCTSE
CCTCGRCGOGET
CEEAGACGET
COTCAGGGOG
CCAGTCACET
AGRECAGATT
GATGECGTARG
ACTEROTCGC
CTCAMRMGECE
AGRACATETE
GUETTGCTGEGE
AARAMTUGACGC
ACCASGCSTT
CTGCCECTTA
GCTTTCTCAT
GCTCCRAGET
GCCTTATOCG
ATCECCACTE
TAGECEETEC
AGARGGACRG
AARRRGAGTT
GTGETTTTTT

ACTACTTCTG
ATARARAARRR
AGTTAGGGEC
AATTGAZATE
TEACTAATTS
GAGACTTTCC
TTCGETEATE
CACAGCTTGET
CETCAGCGEE
AGUCATAGOE
GTACTERGAZ
GAGAAANTAC
TGCGCTCGEET
GTAARTACGET
AGCABRAKGGT
CETTTTTCCA
TCARGTCAGA
TCCCOCTGEEA
CCGGATACCT
AGCTCACGCT
GGGECTGTETAE
GTARCTATCG
GCAGCAGCCA
TACAGRTTL
TATTTEETAT
GGTAGCTCTT
TGTTTGECAAL
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3351
140
1451
1501
1551
1501
1551
1701
1751
1801
1851
1901

1951

2001
2051
2101
2151
2201
2451
2301
2251
2401
2451
2501
2581
2501
2551
2701
2751
2801
2851
2901
23951
3001
3051
3101
3151

CAGCAGATTA
TTCTACGEGEE
TGGTCATGAG
AARTGAAGTT
CAGTTALCAM
TTCGTTCATC
CGEGAGGEHELT
ACGCTCACCG
COGAGUGCAG
AATTGTTGCS
CAARCGTTGTT
GTATGGCTTC
TCCCOCATGT
TCTCAGAAGT
TGCATAATTC
GGTGAGTACT
TTGCTCITGEC
CTTTAARAGT
AGEATCTTAC
CAACTGATCT
AARCAGGARG
TGTTGAATAC
GGGTTATTGT
AACARAATAGG
TAAGARRCCA
GAGECCCTTT
TCISTGTITG
TCATGTOGOG
AAABRATCGAT
TTTCTETETA
CGCGATATIT
CGACTTTGGT
ATATAGGTGA
AGCTSECACK
CCATTAGCCA
TTGECCATTG
GUTCATETCC

ES 2341 341 T3

CECGCAGARD
TCTGACGCTC
ATTATCRALRE
TTARATCAAT
TECTTAATCA
CATAGTTGCC
TACCATOTES
GCTCCAGATT
ARGTEETCCT
GGEALGCTAG
CGCCATTGCTE
ATTCAGCTCC
TGTGCAALAR
ARGTTGECCG
TCTTACTGETC
CARCCAAGTC
COGECGTOAR
GCTCATCATT
CGCTETTGAC

ARARAGGATCT
AGTGGAACGR
AGEGATCTTCR
CTAARGTATA
STEAGGCACT
TEACTOCC0G
CCCCAGTGCT
TATCAGZCART
GCAACTTTAT
AGTARGTAGT
CAGGCATCGT
GGTTCCCARC
AGCGETTARC
CAGTGTTATC
ATGCCATCCG
ATTLOTGAGEN
CAOGEGATAR
GGAARACGTT
ATCCAGTTOG

TCRGCATCTT
GCAARATECC
TCATACTCTT
CTCATGAGCG
GETTCOG0GE
TTATTATCAT
CETCTTCAMG
TCCGAARTAC
CEATAGTGGT
ATTTGARAAT
ACTGATATCG
GGCGATRECS
GACTTGGGEOGE
CRGACGATAT
TERCCAATEC
TRTTATTCAT
CATACGETTIET
ALCATTACOG

TTACTTITCARC
GUARABRARGE
CCTTTTTCRA
GATARCATATT
ACATTTCCCC
GACATTARCC
ARTTCRGCTT
SOCTTTT3AS
GTTTATOGCC
ATGGCATATT
CCATTTTTCC
CTTATATOET
ATTCTGTGIG
GAGGCTATAT
ATATOGEATCT
TEGTTATATA
ATCCATATCA
CCATETTZAL

28

CAAGAARGATC
228 CTCACGT
CCTAGRTCCT
TATGAGTARR
TRTCTCAGCE
TCETGETAGAT
GUAATGATAC
ARACCAGCCA
CCOGCCTCCAT
TCSCCAGTTA
GETGETCACGT
GATCARGGCG
TCCTTCGETC
LOCTCATGETT
TAARGATGCTT
TARGTGTATGD
TACCECACCA
CTTOEGEE0E
ATGTARCCCA
CAGCGTTTCT
GAATARGGEC
TRTTATTGARA
TGAATGTATT
GAAAGTECC
TATALRAATA
GECTECAGTG
ATTTCOTETCE
GATAGRGATG
GRAARTGETCG
AARAGTGATT
TTACGECEGEER
TOGUARATAT
CECOGATAGA,
ATACATTGEAA
GCATARATCA
TAATATGTAC
ATTGATTATT

CTTTEATCTT
TAAGGGARTTT
TTTARRTTAA
CTTGATCTEA
ATCTGTCTAT
AACTACGATA
CEOGAGACCC
GCCGEALMCCE
CCRGTCTATT
ATARETTTGCC
TCGTOGTTTG
AGTTACATGA
CTCOGATOGET
ATHFECAGCAC
TTCTGTGACT
GECGACTCGAZ
CATACCRCAR
ARAACTCOTCR
CTCGTGECACC
GGETCAGCAR
GACACGGAAR
GCATTTATCA
TRGAAMAATHR
ACCTEACGTC
GEOETATCAC
ARATAATAMAL
CCGACTARART
GEGATATIGG
CCGATGTGAG
TTTGGECRTA
TEECGATACGA
CECAGTTTCE
GECEACATCA
TCAATATIGS
ATATTGECTA
ATTTATATTG
SACTAETTAT
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2201
1251
3301
3351
3401
1451
aspl
3551
3601
J&51
3701
3751
3801
3851
390L
3952
4001
4051
4101
4151
2200
4251
4301
4351
4401
4451
4501
4551
4601
4651
4701
4751
4801
4851
1901
4551
SO0L

TRATHRGTART
COGCGTTACK
ACCCCCECOC
ATAGGGEACTT
CCACTTGGCA
ACGTCAATGA
TTATGEGACT
TRCOCATGETGE
TTCACTCACS
TTGFTTTEEC
CECCOCATTG
TAAGCAGAGT
CECTETTTITE
GCTTGCOECC
TEFCCCCCGEE
GTGAALAMGC
CRCATTCACT
GCCTTCAATG
AATGAEAMST
CREChGCOTAC
ACTRETETEE
GGGACCACGE
AGCTTTCTGG
QCTAAMGGTCEA
COCCAGACAC
TCTGECECCOT
CTCTCTTECA
CCTCCARGAG
GACTACTTCC
CAGCGGOGTG
COCTCAGCRG
TACARTCTGCA
AGTIGGTGAG
CTCAGCGCTC
CAGCAAGGCA
CACTCATGCT
AGGCACRGEC

ES 2341 341 T3

CAATTACGEG
TAACTTAOGE
ATTGACGTCA
TCCATTGACS
GTACATCAAG
COGTRRATGS
TTCCTACTTG
ATGCEGTTTT
GGGATTTCCA
ACCARARTCA
ACECAAATES
TCETTTASTG
ACCTCCATAG
ACCATEGEACT
CGUCCACAGT
CTGGEECTTC
ARTTATATTA
GATTGEGATAT
TCAAMAGGCAG
ATECAGCTCA
AAGATCARGEL
TCACCGETCTC
GGCAGECCRG
SoCAGETGEC
THGGEACGCTGEA
GEECOCAGTT
SCCTOCACCA
CACOTCTGGEE
COGARCCUGET
CACACCTTCC
COTEGETEROC
ACGTGAATCA
AGGCCAGCAC
CTGCCTGEAC
GGOCCCETCT
CAGEGAGAGE
TAGGTGECOCT

GTCATTAGTT
TRAATGECOC
ATAATGACGT
TCAATEGGETE
TETATCATAT
COCGUCTEGE
GCAGTACRTC
GGCAGTACAT
ASTCTCCACS
ACGEGACITT
GCGETAGECG
ALCOGTLAGH
ARGACACCEE
CAACCTGEAG
CRAGGTECAGT
AGTEAAGETE
TCCACTEEGET
TTTARTCCTT
GECCACACTA
QUAGLCTECR
CCCTATSOCT
CTCAGSETGRG
GCCTGARCCTT
COCAGCCAGS
ACCTCEOEGA
CTGTCCCRCA
AGGECOCATC
GECACARGOGE
GACGGTGTCS
CEECTETCCT
GTGECCCTCOA
CARGCCCAGC
AGGGREGERG
GCATCCCGEC
GCCTCTTCAC
GTCTTCTEEC
TARACCCAGRGC

29

CATAGUCCAT
GCCTGGCTER
ATGTTCCCAT
GAGTATTTAC
GOCAACGTACG
ATTATGCCCA
TACGTATTAG
CAATSGGCET
CCATTGACGT
CCAARATATC
TOTACGETGEE
TCECCTGEAG
GACCGATCCA
GGTGTTCTEC
TGGTGGAGTC
TCCTGCARGG
GAAGCAGEAG
ACRATCATGG
ACTGCRAACA
CTCPEAGGAC
GOTTTSACAS
TTCTAGARGS
GECTTTGEEG
TECACACCOA
CAGTTAAGAA
COGOGET AL
GETCTTCCOC
CCCTGEGLTE
TGGEAACTCAG
ACAGTCCTCA
GCAGCTTEGE
ALCACCARGG
GETGTCTGCT
TATGCAGCOC
COGGRGGOCT
TTTTTCCCCA
CCTGCACACA

ATATGGAGTT
CoeoConnto
AGTAACGCCA
GETAAACTEC
CCCCCTATTG
GTaCATGRCC
TCATCGCTAT
GGATAGCGET
CRATGEEAGT
GTAARCAAOTE
GRGGTCTATA
ACGOCATCCA
GOCTCCECRA
CTGCTGEGECCE
AGGARGTOGAA
COCTCTGEATA
CCTGGTCAGE
TACTARAGTAC
ARTCCATCAG
ACTECGGTCT
CTGEEECTAR
ATCCCARGCT
CASGGAGEEE
ATGICCATER
COCRGGGECC
ATGGCACCARC
CTGECACOCT
COTEETCARG
GCGCOCTEAC
GGACTCTACT
CACCCRGACT
TEGACAREAR
GGARGLCCAGG
CAGTCCAGEGE
CTECCOGCCC
EECTCTGEaEC
AAECOGOAGE
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5051
5103
5152
5201
5251
5301
£a51
sapl
S4561
5501
5551
S&01
5651
5701
S7El
5801
£1:1-93
530l
5051
6001
8051
6101
E151
B201
B251
6301
6351
G401
E451
6R01
6551
6R0]
ER51
g741
6751
€8l
6851

TGCTGGEECTC
BCCTARGOCC
CTTCTCOTCCT
CAAATCTTST
CCCAGGOCTC
TOCATCCAGE
CTTOCOTCRGT
CCBRARRCOCR
COTGGETGHTG
ACGTGEACGSE
CAGTACRACH
GEACTEECTC
TCECAGCOOT
GE0GTECGAS
TGAGARGTGAC
CCACAGETET
GETCAGCCTE
TGEEAGTEGIA,
CCOBTECTEE
GEACARZAGT
APEAGGCTCT
GETRAATGAS
TCGOACGAGRE
CAGCRTGGRA
SATSGTTCTT
ATCTOATATE
CATORTRAGA
GSRARRAARTG
ACCATTATARL
TATGTTTCAG
ACCTCTACAR
ACHRTCARATR
CACAARTTTTT
AGTAAGLARR
AGGTTACAGA
TCCTITATGE
AGCATGACTC

ES 2341 341 T3

ACACCTECCA
RCCOCCAMAGG
CCCAGATTCC
GACARANCTC
SOCCTOCRGC
GACAGGOCCC
ACCTGARCTC
ACGACRCOCT
GACGTGAGCE
COTGEEAGETG
GCADGTACCS
ARTGEGCARGE
CATOGAGRAR
GCECOACATER
CGCTETACCA
ACRCCOTOON
ACCTECOCTGE
GAGCAATEGE
ACTCCGARCGEE
AGETGECAGT
GCACARCCAD
TGECEACGGECT
ATGCTTGGIA
ATARAGCROC
TCCACGGEETE
ATCOLTGART
TACATTCATG
CITTIATTTGT
GCTCECAATAR
GTTCAGRGGEGE
ATGTGGTATG
TTCCTTATTA
GAGCATAGTT
ARCAGTRTGT
ATATTTTTCC
TETAAATARGC
ARANARCTTA

AGAGCCATAT
CCRAACTCTC
AGTAACTCCC
ACACATECCC
TCARAGGCGGE
RAGOCCEGTEL
CTEEEEEGAS
CATCATOTCC
ACCRAGACCC
CATRATGECCA
TETGETCAGC
AGTACAAGTG
ACCATCTCCA

ACUTOTGTOC
CCCATOCCGE
TCARAGGCTT
CAGCCGEAGR
CTCCTTCTTC
AGGGEEGRACGT
TARCACGCAGA
GECARGCCOC
CGTACCCCCT
CRGCGCTECC
AGEICGEAGETC
TCEAGCTOGE
AGTTTGEACA
GAAATTTETG
ACARGTTRAAC
ACGTETOCGN
GCTCGATTATG
ACCCCTTTAC
ATTARTAGCH
TATGATTATA
ATAATTETCT
LARGCARNGTA
GCAATTCTZA

30

COGGGAGGAC
CACTCCCTCA
AATCTTCTCT
ACCGTOCCCA
ACRGITECCC
TGACROETOC
CETCASTOTT
CEGACCCCTS
TEAGETCARG
AGRCAAAGOC
GETCCTCACCG
CAAGETCTOC
ARGCCAAAGE
GUTCGECOTA
CTACACGGSGCR
GATGAGCTGA
CTATCCCAGC
ACARCTRCAR
CTCTACAGTA
CTTCTOATEE
AGAGCCTCTC
CEOTOCCCGE
GTACATACTT
CTEGEGCCCCT
TEAGSCCTGA
TACCCGGEGEA
AAOCACRALT
ATGCTATTICC
ARCAACAATT
GETTTTTTLA
ATCTCTRAETC
ARARTTRRARD
GACARCTCTAT
ACTETTATGO
TGTATAGCAG
AGAGTICTAT
AGFARAGTCC

CCTECCCCTE
GCTCEGACAC
CTGCRAGRGCC
GRTAAGCCAG
TAGRGTAGCC
ACCTCCATCT
COTCT OO0
AGETCACATG
TTCAACTGGT
GCGGGAGGAR
TCCTGCACCA
BACARAGCCC
TGGEACCCGT
COCTCTEOCC
GCOCCERAGAA
CCARGAACCA
GACATOGCCS
GACCACGCCT
AGCTCACCET
TCCGTEATGEC
CCTGTCTCCG
GOTCTCGCOGE
COCEGECERT
GOEAGACTET
STGECATGAG
TCGATCCAGR
AGRATGCRGT
TETATTTGTA
GCATTCATTT
AGCRAGTARA
AAGGCACTAT
GCTAAAGGTA
GCCTGTGTGE
CTACTTATRA
TGCAGCTTTT
TACTARACAC
TTEEGETCTT
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6901
6951
001
7051
7101
7151
7201
7251
7301
7351
7401
7451
7501
TES1
Je0l
7651
7701
1751
7801
7851
7901
7951
8001
BOSI
8101
B151
B20t
B25Lk
8301
8351
8401
Basl
8501
8551
BEDL
BESL

CTACCTTTCT
GUCTCATCAT
ATTAAAGGCA
TCTAAARTAC
ARAAAATTTTA
CARTTATGTC
ABAGCGGCCA
CEEATAGCCG
AGARACTCCGC
AGGGGATCEA
CTEGAGEATC
TTTCATAGAZ
GTCGCTTGST
TCALGARGED
GTAARGCALS
TATCACGEET
CGGCCACAGT
COGCARGCRG
TGCGCGCCTT
TCTTOGTOCA
TGCTCGCTCG
GATCAAGCGT
TCGEGCAGEAG
CAATAGCAGC
CHCARGGARC
TGUAGTTCAT
GUGCCCOCTG
TCTGTTETGEC
GAACCTGCGT
TETCTCTTGA
AGARRGCCAT
GCCCCAGLTG
TARGCTATCGC
TIGCETTTTC
CAGCACCETY
GOCCTTEOGE

ES 2341 341 T3

CTTCTTTTTT
CACTAGATRE
TTOCRCCADT
ACARACEATT
TATTTACCTT
ACRCCACRGH
TCETGCCTCC
CTGCTGGETTT
GAGGTCGTLC
CCCCOEGETGS
ATCCAGCCGE
GEOBECGETE
CEETCATTTIC
GARTAGRAGGC
AGGAAGCEET
AGECCARCGCT
CEATEAATCC
GCATCECCAT
GAGCCOTGEOE
GATCATCCTG
ATGCGATGYT
ATGCAGCOGC
CAAGETCAGA
CAGTCCCTTC
GOCCETOGETG
TCAGGGCACT
GUTGRCRGOC
CCAGTCATAG
GCARTCUATC
TCAGATCTTG
CCAESTTTACT
GCAATTCCGSE
CATETRAGCC
COTTGETCOCRG
TCTGCEGALT
CCTGAGTGCT

GGAGGAGTAG
CATETCTTICT
SCTCCOATTC
ACGRATCAGTA
AGAGCTTTAA
AGTAMNSGTTC
CCACTOCTGC
COTGEATSCC
AGCCTCAGGC
CGECGAAGAAC
CGTCCOGEAR
GAATOGARAT
GARCCCCAGA
GATGOECTGEC
CAGCCCATTC
ATETCCTEAT
AChRARGOGEE
CEGTCACCAC
ARCAGTTCGG
ATCGACARGA
TOGCTTEETG
CGCATTGCAT
TEACACGGAGA
COGOTTCAGT
GCCAGOCACG
GEACRGETCG
GGAARCROGGT
CCGAATAGCC
TTGTTCARTC
ATCCCCTECGE
TTGCAGGECT
TTCGCTTGET
CACTGCARGT
ATAGCCCAGT
GECTTTOTAL
TECEECRE0E

31

ARTGTTGAGR
GAGCARARCA
ATCARTTCCA
GTTTARCACA
ATCTCTGTAG
CTTCACAARG
AGTTCGRGESS
GACGGATTTG
RGCAGCTGRA
TCCRGCATGA
ARCGATTCCG
CTCOGTEATCE
GTCCCGCTCA
CARTOGEEAG
GCCGCCAAGT
BGLGEETCCGEC
CORTTTITCCA
GAGATCCTOG
CTGGROGCCAG
CoEQCTTCCA
ETCERATGEGEE
CAGCCATERT
TCOTEOCCCG
GACAACCTCG
ATAGCCGCEE
GTCTTGACAA
GECATCAGAG
TCTCCACCCR
ATGCGRBACG
CCATCACGATC
TCCCRACCTT
GTCCATARMD
TACCTGCTTT
AGUTGHRCATT
GTGETTCCGCT
TEARGCT

GTCAGCAGTA
GETTTTCCTC
TAGGTIGCEAR
TTATACRCTT
GTAGTTTGETC
ATCOGGGEACT
CATGGATGOE
CACTECCGET
COARCTCEOE
GATCCCCOECGE
ARGCCCARCC
CABGTTEEGEC
GAAGARCTOG
CEECEATREC
TCOTTCRECAR
CACACCCAGT
CCATSATATT
CCGTORGEECA
LOCCTGATGE
TCCRAGTACE
CAGGTAGCOR
CEATACTTTS
GCACTTCGEC
AGURACARGTTG
TECCTCETCC
ARMGANCCGE
CRGCCEGATTG
AGCGGCOGGA
ATCCTCATCC
CITTGECEECA
ACCAGAGGRGC
COGCCCAGTC
CTCTITTGOGT
CATCOGEGGET
TOCTTITAGOE
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SEQ ID NO: 16

Secuencia de nucleétido del vector de expresion HCMV-G1 HuA6-VHE (secuencia de ADN completa de un vector

ES 2341 341 T3

de expresioén de cadena pesada humanizada que comprende la SEQ ID NO: 11 (VHE) de 3921-4274)

51
101
151
201
251
301
351
421
45],
501
551
60}
€51
M1
751
eol
851
201
851

la0l
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
140E
1451
150L

AGCTTTTTGC
GRATAGCTCA
TTAGTCAGCC
GEEATGGGECG
CATACTTTGEC
AGATGCATGC
ACACCCTARAC
ACGGETGARRA
CTETALSCEG
TETTGGCEGGE
GAGTGTATAC
TGCACCATAT
CECATCAGGC
CETTCGECTG
TATCCACAGA
CAGCARARGE
TAGGOTCOOGC
GETGECEAMA
AGCTCCCTCG
STCCEGCCTTT
GTAGETATCT
CACGAARCCCC
TCTTGAGTCC
CTCOTARCRG
TTCGAAGTGEET
CTGCGCTCTG
GATCCGETAR
CAGCRAGRTTA
TTCTACEEGEE
TGGTCATGAG
AAATGARAGTT

AMARCCCTARG
GAGGCOGAGG
ATGGGGCGGA
GAOTTAGGGE
ATACTTCTGC
TTTGCATACT
TGACACARCAT
COTOTGACAC
APECCCGGAG
TETCEEEGECGE
TGECTTAACT
GOGETGTGAS
GCTCTTCCGC
CeGCGAGLGG
ATCAGGEGGAT
CCAGGAACTE
COCCCTGACG
CCOCGROAGGA
TECGCTCTCC
CTCCCTTOGGE
CAGTTCGGTG
CCETTCAGCC
AACCCGETRA
GATTAGCAGA
GECCTARCTA
CTGAAGCCAG
ACARACCACC
CGOGCAGRAS
TCTGACGCTC
ATTATCARAN
TTARATCAAT

GCCTCCARAR
CGGCCTCGEC
GRATGGGCGE
CGGEACTATG
CTECTEGEEA
TCTECCTGECT
TCCACAGCTGE
ATGCAGCTCC
CAGACRAGCT
CAGCCATGAC
ATGTGECATC
ATADCGCACH
TTCCTOGCTC
TATCAGCTCA
RACGCAGGEAR
TAMBAGGECC
AGCATCACAR
CTATBRAAGAT
TETTCCGACC
GAAGCGTGGC
TAGETCGTTC
CGACCGCTGC
GACACGACTT
GCEAGGTATE
CGECTACACT
TTACCTTCGGE
GCTGETAGOG
AARAGGATCT
AGTEGRALGR
AGGATCTTCA
CTAAMGTATA

32

ARGCCTCCTC
CTCTECATAR
BACTGGECGGE
GTTGCTGACT
GCCTGGTTGC
GGGGAGCCTG
CCTCEOEOGT
CGGAGACGAT
CGETCAGEECE
CCAGTCACET
AGAGCARGATT
GATGCGTAAG
ACTGRCTCGC
CTCAAACGCS
AGARRCATGETG
GCGTTGCTEE
ARATCCACGD
ACCAGGCETT
CTGCCGCTTA
GCTTTCTCAT
GCTCCAAGCT
GCCTTATCOG
ATCGCCACTG
TAGGCGETEC
AGARGGACAG
ARARRGAGTT
GTGEETTTIIT
CARGARGATC
ARRCTCACGT
CCTAGATCCT
TATGAGTAM

ACTACTTCTG
ATAARARRRA
AGTTAGGGGEC
AATTGAGATE
TEACTAATTG
GGGACTTTCC
TTCGGTGATG
ChCRGCTTET
CETCAGCEEE
AGCGATAGLG
GTACTGAGAG
GAGARAATAC
TECGCTCEET
GTAATACGGET
AGCARAAGGC
CETTTTTCCA
TCARGTORGER
TCCCCCTEGA
CCGEATACCT
AGCTCACGECT
GEGCTGTSETG
GTAACTATCG
GCAGCAGUCA
TACAGACTTC
TATITGETAT
GGTAGCTCIT
TETTPECARG
CTTTGATCTT
TARAGGEATTT
TTTARATTRA
CTTGGTCTEA
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1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1941
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2402
2451
2501
25581
2601
2551
2702
2751
2801
2651
2901
2951
jgel
3431
310l
3151
3z01
3251
3201
3351

CAGTTACCRA
TICGETTCATC
OGGEAGGGCT
ACGCTCALCTE
COGAGCGCAR
ARTTGTTGCC
CARCGTTETT
GTATGECTTC
TCOCCCATET
TETCAGARGT
TGCATAATTC
GOTGAGTACT
TIGCTCTTEC
CTTTARAARGT
AGEATCTTALC
CARCTGATLT
ARRCAGGANT
TGTTGAATAC
GGSTTATTGT
ARCAAATAGG
TARGARRCCA
GAGECCCTTT
TGTGTGTITG
TCATGTOGCGE
AARAATCGAT
TITCTGETGETA
CGCEARTATCT
CERACTTTCET
ATARTAGGTGR
AGCTGEECACA
CCATTAGCCA
TTEECCATTE
GCTCATGETCC
TARTAGTAAT
COGCGTTACA
ACCCCOGLCC
ATAGGEACTT

ES 2341 341 T3

TGCTTARTCA
CaTAGTTSOC
TACCATCTGE
GCTCCRGATT
AACTGGTCECT
GGEGAAGCTAG
GCCATTGCTG
ATTCRGCTOC
TGTGCAARMK
AAGTTEGCOF
TCTTACTETC
CAACCARGTC
COGECCTCAL
GUTCATCATT
CECTGTTGAG
TCAGCATCTT
GCAAARTECC
TCATACTCTT
CTCATGAGCGE
GGTTCCGCGC
TTATTATCAT
CETCTTCARG
TCCGARARTAL
CEATAGTGGT
ATTTGAAMRAT
ACTGEATATCG
GEOGATAGCG
GACTTGEECG
CAGACGATAT
TGECCARTEC
TATTATTCAT
CARTACGTTGT
ABRCRTTACCTE
CAATTAOGGE
TRACTTACGE
ATTOACGETCA
TCCATTEARCE

GTEAGGTACC
TGACTCCCCG
CCCCAGTGCT
TATCAZCART
GCAACTTTAT
AGTRACGTAGT
CAGGCATCGT
GETTOCCRAC
AGCGETTAGC
CAGTCTTATC
ATECCATOCE
ATTCTGAGAR
CLOGGGATAA
GGARAACGTT
ATCCAGTTCS
TTACTTTCAC
GUAAARAAGG
CCTTTTTCAA
GATACATATT
ACATTTCCCC
GACATTAACC
ARTTCAGCTT
GCGTTTTGAG
GTTTATCGCC
ATGGCATATT
COATTTTTCC
CTTRTATCGT
ATTCTETGETE
CAGGCTATAT
ATATCGATCT
TGGTTATATA
ATCCATATCA
CCATGTTGAC
GTCATTAGTT
TABATGGCCC
ATBATGACAT
TCAATGGETE

33

TATUTCAGCG
TCOGTGTAGART
GCAATCATAC
BARCCAGUCHE
CCGCCTCCAT
TCECCAGTTA
GETGTCALGT
GATCRAGECG
TCOTTOGETS
ACTCATGGTT
TRAGATGCTT
TAGTETATED
TACCGUGOCA
CTTOGGGEOG
ATGTAACCCA
CAGCGTTTCT
CAATAMGEES
TATTATTGAR
TEAARTETATT
GARRAGTGCC
TATABRBARTH
GECTGCAGTG
ATTTCTGTCG
GATAGAGATG
GAAARTETCC
AARARACTTGATT
TTACGEEEGA
ToeGChAnATAT
CGCCGATAGR
ATACARTTGAR
GCATARATCA
TAATATETAC
ATTGATTATT
CATAGCCCAT
GCCTEGTTEA
ATETTCCCAT
GAGTRTTTAC

ATCTGTCTAT
AACTACGATA
COCGAGACCC
GCCGEGARGHG
CCAGTCTATT
ATACTTTGOG
TCETOGTTIC
ACTTACATGA
CTCOGATCET
ATGECAGCAC
TTCTSTEACT
GGCGACCGAG
CATAGCAGAA
AAAACTCTCA
CTCOTGCACT
GEGTGAGCAA
GACACGGAARA
GCATTTATCA
TRGAARARTA
ACCTGACGTC
GECETATCAC
ARTRATARAA
CCGACTAAAT
GOGRTATTGS
CCGATGTGAG
TTTEGECATA
TGECAEATAGA
COCAGTTTCS
GGOGACATCA
TCAATATTEG
ATATTGGCTA
ATTTATATTC
GACTAGITAT
ATATGGAGTT
CCGCCCAACS
AGTAACGCCA
GGTARACTCC
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3401
3asl
3501
3551
Je0l
3g51
azel
3751
3IE0]
3851
3g01l
3451
4001
4051
4101
4151
4201
4251
1301
4351
4401
4451
4501
4551
4401
4651
4701
4751
4801
4851
4901
19351
S001
5051
5141
E151
5201

CCACTTEGEOR
ACGTCAATGA
TTATGEEACT
TACCATEGTG
TTGACTCACG
TTGTTTTEEC
CECCCCATTSG
TARGCAGAGT
CGCTGTITTG
CCTTGCLGo0
TEGCCCC0GE
GTEhRAARGT
CACATTCACT
GCCTTGEARTS
AATGAGRRGT
CACAGCCTAC
ACTACTGTGC
GEGACCASEG
AGCTTTCEGEG
GCTARSGTAEA
QCCCRGACAC
TCTECGCCCT
CTCTCTTESCA
COTQIAAGAG
GACTACTTOC
CRGCGECETG
CUCTCAGCAG
TRCATCTGCA
AGTTGETGEAG
CTCAGCGCTC
CAGCAAGGCA
CACTCATGCT
AGGCACAGEC
TECTGEEITC
ARCTRRGCCC
CTTCTCTECT
CAARTCTTGT

ES 2341 341 T3

GTACATCAAG
CGOETARRTG
TTCCTACTTG
ATGUGHTTIT
GFGATTTCCA
MOCAARRTCA
ACGCARATGG
TCGTTTAGTE
ACCTCCATRG
ACCATGGACT
CGECCCRCAGC
CTGGGGCTTC
AATTATATTA
GATTGGATAT
TCAARGGCAG
ATGGAGBCTCA
ARGATCAGGA
TCACCGTCTC
GECAGGCCAG
CECASETEEC
TGGACGOTCA
GGG CCCAGCT
COCTCCACCA
CARCCTCTGEG
CCOGALCCORET
CACACCTTCC
CGTGETGALTC
AOCTGEAATCA
RGGBCCAGCAC
CIGCCTGEAC
GGOUCCOGTCT
CAGGGAGAGS
TARGGTGCCCC
AGRCCTGCCA
ACOCCARRGG
CCCAGATTCC
GACAAARCTC

TETATCATAT
CCOGCCTAEGE
GCAGTACATC
GECAGTACAT
AGTOTCCACT
ACGGGACTTT
GOGETAGGCE
ARCCGETCAGA
AMCACACCGE
GOACCTGIAR
CACGOTRCAGT
LGTGARGGETG
TCCRCTOGEAT
TTTARATCCTT
GECCACACTA
GCAGCCTGOG
CCCTATGCCT
CTCRAGGTGAG
GCCTEACCTT
GCCRGCCAGG
ACCTCGOGEA
CTGTCCCACA
AGGGCCCATC
GECACAGCOG
GACGETETCG
CEECTETCCT
GTGCCCTOOR
CARGCCCARGT
AGGEAGSEGAG
GCATOCCOGEGEC
CCCTCTTCAC
GTCTTCTGGE
TAALICCAGEC
ACAGCCATAT
CCAMMCTCTC
AGTAACTCOCD
ACACATCOOD

34

GUCAAGTACG
ATTATGCCCA
TRCGTATTAG
CAATGRGOET
CCATTGACSET
CCARAATGETC
TGTACCGETGE
TCGCCTGEMAS
GACCGATCCA
GETETITCTGC
TGATEEACTE
TCCTGCAAGE
GARAGCRGGAG
ACALATCATOEG
ACTGCRBACA
CTCIGAGGAC
GETTTEACRC
TTCTAGARAGS
GGCTTTGEEGE
TGCACACOCH
CAGTTARGAR

COGOEETCAL,

GETETTCCOC
COCTGEGECTG
TEGAMCTCOAG
ACRCTCCTCA
GCAGCTTGGS
ARCACCARGG
GETGTCTGCT
TATGCAGCCC
COBEAGECCT
TITTTCCCTA
CCTGCACRCAR
COGOEAEEAL
CACTCOCTCA
ARTCTTCTCT
ACCATECCCA

COCCCTATTG
GTACATGACC
TCATOGCTAT
GGATAGCGGET
CAATGGGAGT
GTAACARACTC
GAGOTCTATA
BCGBCCATCCA
GUCTCCGCAR
CTEOTCECCE
AEGALCCGAA
CCTCTEEATLE
COTGETCAGS
TACTAAGTALC
AATCCATCAG
ACTGCSGTCT
CTGGGGECCAR
ATCCCAAGCT
CAGGGAGGGEG
ATGOLOCATGA
CCCARGGGEGECC
ATEECACCAC
CTGGECACOCT
CCTEGTCARG
GOGCCCTGAC
GGACTCTACT
CACCCAGACC
TGGACAAGAA
GGAACCCANG
CAGTCCAGGG
CTECCCGECLC
GGBCTCTGGEGC
ARGGGGCAGG
CCTGCOCCTE
GCTCEGACAC
CTECAGRAGOC
GGTAAGCCAG
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5251
5301
5351
5401
5451
5501
5551
5601
5651
5701
5751
5801
5851
5501
5951
e001
G051
£101
6151
6201
6251
6201
6351
&401
6451
6501
6551
6501
6651
6701
6751
s801
€851
6501
&%51
7ol
FObLl

CCCRGECCTC
TGCATCCAEGE
CTTCCRCARGEE
CCARARACCOR
CeTCATCATG
ACGTGGACGS
CACTACARCA
FEACTGGCTS
TCCCRGOCCC
GEGLETGOGAG
TGAGAGTGALC
CCACAGGTGET
GETCAGCCITG
TEGRAGTGHEA
CCCCTGCTEG
GERCARGRGC
ATGAGECTCT
GETARAATCACS
TCECACGAGG
CAGUATGOEAR
GATEETTCTT
ATCTGATATC
CATCGATARGR
GAARRAARTG
RCCATTATAA
TATGTTTCAG
ACCTCTACAR
ACATCAARRTE
CACAARTTTTT
LGTRAGARNA
AGGTTACAGA
TCCTTTGTGGE
AGCATCGACTC
CTACCTTTST
GCOTCATCAT
ATTAAAGGTA
TCTARAATAC

ES 2341 341 T3

GCCCTCORGD
GRACAGECCCC
ACCTGAACTC
AGGACACCOT
GACGTGAGCC
CETEEACATE
GCACGTACCSE
AATCGECAARGE
CATOGAGARA
CECCACATGGE
CECTGETACCA
ACACCCTGOC
ACCTGEUCTOG
CAGCAATGGE
ACTCOGACEG
AEGTGGCAGC
GCACARRCCRC
TECGACGEOC
ATGCTTGGCA
ATARMICACC
TCCRDGEETE
ATCGATCGAAT
TACATTGATG
CTTTATTTET
GCTECAATAL
GTTCAGGGEGS
ATGTCLETATG
TTCCTTATTA
GRGCATAGTT
ARCAGTATGET
ATATTTTTCC
TETRRATAGC
ARKBMECTTA
CTTCTITTTT
CRCTRGATCE
TTCCACCACT
ACRARCAATT

TCAASGOGOS
AGCCEEGETEC
CTGGEGEEAL
CATGATCTCC
ACGAAGACCC
CATAATCCCA
TETEGTCRGE
AGTACRAGTG
ACCATCTOCH,
ACAGREGCCSE
ACCTCTGTCC
COCATCCCEE
TCARARGGECTT
CAGCOGGEAGA
CTCCTTLTTC
AGGOGAACGT
TRCACGCAGA
GECAAGCCOC
CGTACCCOCCT
CARECECTECC
ARGGOCEAGTC
TCGAGCTCGGE
ACTTTEEACH
GARATTTETE
ACHAGTTAAC
AGGTGTEZEGA
GUTGATTATG
ARCCCCTTTAC
ATTAATAGCE
TATGATTATR
ATARATTTTCT
AAAGURACCA
GCAATTOTGER
GOAGGAGTAG
CATTTCTTCT
CCTCCCATTC
AGAATCAGTA

35

ACAGGTGOCC
TEACAOGTCC
CGTCAGTCTT
CEGACCCCIT
TGAGGTCTAAG
AGACRAMGUC
GTCCTCACCGE
CAAGGTCICC
AANGCCAMAGE
GCTCEECCCR
CTACAGGGECR
GATEAGCTGA
CTATCCCAGT
ACARARCTACRR
CTCTACAGOR
CTTCTCATGS
RGAGCCTCTC
CCOTOCCCGEE
GTACATACTT
CTGGGTCCLT
TEACECCTIGA
TACCOGEGEGA
AACCACARCT
ATACTATTGC
2ACAACRATT
GGTTITTTAA
ATCTCTAGTC
AMATTARRAR
GCACACTCTAT
ACTGTTATGC
TETATAZCAGE
AGAGTTCTAT
AGGAMAGTOC
AATGTTGAGR
GAGCARRAACH
ATCRETTCCAH
OTITAACACK

TAIAGTALGCC
ACOTCCATCE
CCTCTTCCOCC
AGGTCACATG
TTCAACTEGT
GUFEEAGEAG
TCCTECACCA
AACHRARGOCC
TEEEACCCOT
CCCTUTGCCC
GCOCOGAGAA
CCARGAACCA
GRCATCGCCG
GACCACGCCT
ACCTCACCET
TCOFTEATEC
CCTETETOCGE
GCTCTCGOGE
CCOEEECGCC
GCGAGACTGT
GTCECATCGAG
TOGATCCAGA
AGAATGCAGT
TTTATTTGTA
GCATTCATTT
AGCRAGTARR
AAGGCACTAT
CGCTARAGETA
GCCTETATEG
CTACTTATAR
TECAGCTTTT
TACTARACEC
TTEEGEETOTT
CTCAGCAGTR
GGTTTTCCTC
ThREGTTOGAR
TIETACACTT
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7101
7151
7201
7251
7301
7151
7401
7451
7501
7851
760l
7651
7701
7751
7A0L
7851
7907
Fa51
8001
8051
2101
8151
8201
8251
8301
8351
8401
845]
8501
ass5l
BE01
8651

ARRRARTTITTA
CALTTATGETC
AARGCGGCCR
CGEATRGUCE
AGARCTCCGT
AGGGGATCGA
CTGGERGGEATC
TTTCATAGAR
GTCECTTGET
TCARGAAGGT
GTARAGCACS
TAaTCACGEET
COGUCACAGT
COGCAAGCAR
TGCECGCCTT
TCTTCETOCA
TGCTCGCTCGE
GATCTRAGCGT
TCGGCAGGERG
CAATAGCAGT
CGCARAGGAAC
TGCARSTTCAT
GLEOCCCTGT
TCTITTGETGEC
GARACCTGCGT
TETCTCTTGA
AGARRGCCAT
GCCQCAGCTSE
TAGCTATCGD
TTECGTTTTC
CAGCACCETT
GUCCTTIGCGC

ES 2341 341 T3

TATTTACCTT
ACACCACAGHA
TCGTGCOTCC
CrGCTGEETTT
GAGETCETCC
GCCCEEaGT
ATCCAGCOCGS
GELGGLGGETS
CEGTCATTTC
GATAGARAGGC
AGGRAGCEGT
AGCCRRCGCT
CEATCAATOC
GUATCGCCAT
GRECCTGGCE
GATCATCCTG
ATGCGATGTT
ATGCAGCCGC
CRAGGTGAGR
CAGTCCCTTC
GUCCaTCOOTS
TCAGGECACT
GUTGACAGCC
CCAGTCATASG
GCAATCCATS
TCAGATCTTS
CCAGTTTACT
GCCARTTCCGGE
CATGTAAGCC
CCTTGTCCAG
TCTGOEGACT
CCTGAGTGCT

AGAGCTTTARA
AGTARAGGTTC
CCACTCCTEC
CCTEGATECT
AGCCTCAGGT
GECCAAGAAC
CETCCCGERAR
GAATCGARAT
GRACCCCAGA
GATSCEUTGE
CRAGCCCATTC
ATETCCYGAT
AGARAACCGEE
GEGTCACGAC
ARCAGTTICGG
ATCGACRAGA
TCGCTTGEETG
CCCATTGECAT
TGARCARGGAGA
CCOCTTCAGT
GOCAGCCACS
GEACAGGEICGE
GEAACACGGEC
COERATRGCC
TTETTCARTC
ATCCCCTECS
TTGCAGGEGCT
TTCGCTTGECT
CACTGCAMGC
ATRGCCCAGT
GECTTTCTAC
TEUGECARCG

36

ATCTCTGTAG
CTTCACARAG
ACTTCGEEEE
GACGGATTTC
AGCAGCTGRE
TCCAGTATGA
ARCGATTCCE
CTCETGATGS
GTCOCGOTEA
CARTOGGGAS
GCCGCCAAGC
AGCEGTCCGC
CCATTTTCCA
GAGATCCTOG
CTEECOCGAG
CCBGCTTCCA
GTCGAATGEGE
CAGCCRTGAT
TCCTGCOCCE
GACAACGETCE
ATAGCCGCGE
GTCTTEACAR
GECATCAGRS
TCTCCACCCR
ATGCGAAACT
CCATCAGATC
TCCCAACCTT
GTCCATAAAR
TACCTGCTTT
AGCTGRCATT
GTGTTCCECT
TEARGCTE

GTAGFITTETC
ATCCGEGACC
CATGGATGCE
CACTGCCEET
CCARCTCGCG
GATCCCCECE
AAGZCCCAALCCT
CAGGETTGGGEC
GARCRACTCG
CEEOGATACC
TCTTCAGCAR
CRCACCCAGC
CCATGATATT
CCETOUSEGCA
CCCCTEATGE
TCOGAGTRCEE
CAGGTAGCCE
GGATACTTTC
GCACTTCGCC
AQCACAGCTTG
TGCCTCGTCC
AARGAACCGE
CAGCCGATTG
AGCCEGCCGEA
ATCCTCATCC
CTTGGCGECA
ACCAGAGEEC
CCGCCCAGTC
CICTTTGOGE
CATOCEGEET
TCCTTTAGCA



ES 2341 341 T3

SEQ ID NO: 17

Secuencia de nucleétido del vector de expresion HCMV-K HuAb-VL1 hum V1 (secuencia de ADN completa de
un vector de expresion de cadena liviana humanizada que comprende la SEQ ID NO: 14 (hum V1 = VLh) de 3964-
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4284)

1 CTAGCTTTTT GCARRAGCCT AGGCCTCCAR RAAMGCCTCC TCACTACTIC

5) TGGAATAGCT CAGAGZGCCGA GGROEGCLTCE GUCTCTOCAT ARATAAAARR
101 AMTTAGSTCAG CCATGEGGGECG GAGAATGGEEC GRAACTEGGEC GGAGTTAGGS
151 GCGGEATCGEGE CGEAGTIAGS GGUGEGACTE TOGTTECTGA CTAATTGRGA
201 TGCATGCTTT GCATACTTCT GOCTGCTGEES GAGCCTEGTT GUTGACTAAT
251 TGAGATGCAT GCTTTECATA CTTCTGCCTG CTEGEGAGCC TRGGGACTTT
a0l CCACACCCTA ACTGACACAC ATTCCACAGC TGUCTCOGCOGC GITTOGETGA
351 TGACGGETGAA MACCTCTGAC ACATGCAGCT CCLGGRGACG GTCACAGCTT
401 GTCIGTAAGC GGATGCCGEE AGUAGACAAG CCOGTCRGGGE CGCGTCAGCE
451 GGETGETTEECE SGTGTCEEGEE CECAGUCATG ACCCAGTCAC GTAGOGATAG
501 CGERAGTETAT ACTGGCTTAA CTATGCGGTA TCAGAGCAGA TTGETACTGEAG
551 ASTECACOAT ATECGETETS ARATACCECA CAGATGOGTA AGGRGAAAAT
601 ACCOCATCAG COGOTCITOC GUTTCCTCORC TCACTGACTC GUTGCECTCG
651 GTCETTCGEGEC TGOGECSAGC GETATCAGCT CACTCRAAGG CGGTARATACG
701 GTTATCCACA GAATChGGGE ATAACGCAGGE AAMGAMCATGE TGAGCAAAMG
751 GCCAGCRARN GGCCAGGAAC CGTAARAMLGG COGCGTTECT GECETTTTIC
A01 CATAGGSCTCC GUOCCCCTEA CGAGCATUAC ARAAATOGAC GUTCARGTCA
851 GAGSTGEGCGEA AACDCCGACAG GACTATARAG ATACCAGGCG TTTCCCCCTGS
951 EAAGCTCCCT CETECGCTCT COTATTCOGA COCTGUCGUT TACCGGATAC
851 CTETCCGCCT TTCTCCCTIC GEGAAGCGTSE GOGCTTTLTC ATARCTCACG
1001 OTETAGGETAT CTCAGTTOGG TOTAGETCGT TOGCTCCRAG CIGGGCTETG
1051 TECACGAACC CCCCGTTCAS CCCGACCECT GOGCCITATC CGGTAACTAT
1101 CETCTTEAGT CCAACCCGET AAGACACGAC TTATUGCCAC TGGCAGCAGC
1151 CACTGGETAAC AGGATTAGCA GRGUGAGETA TOTAGEUGET GUTACAGAGT
1201 TCTTGAAGTG GTGGCCTAAC TACGGCTACA CTAGRAGGAC AGTATTIGGT
1251 ATCTGOGECTC TECTGARGCC AGTTACCTTC GEARRRAGAG TTGGTAGLTC
12301 TTGATCOGGC AAACRAACCA CCGCTGETAG CGETGGTITT TTIGITIGCR
1351 ACCAGCAGAT TACGUSCAGA AARARAAGGAT CTCRAGRAGRE TCCTTTGATC
1401 TTTTCTACHG GETCTSACGC TCAGTGGAAC GAAAACTCAC GTTAAGEGEAT
1451 TTTSGTCATG AGRTTATCAAR ARAGRATCIT CACCTAGATC CTTTTAARTT
1501 AAARRATGAAG TTTTAAATCA ATCTAANTA TATATGAGTA AACTTGETCT

37
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1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1501
1551
2041
2051
2101
4151
220l
2251
2301
2351
2401
24581
2501
2581
2601
2651
2701
2751
2801
2851
2901
28E1
agol
30El
3101
3151
3201
3353
3301
3351

GACAGTTACC
ATTTCGTTCA
TACGGEAGGE
CCRCGCTCAL
GECOGAGCGEC
TTAARTTGTTG
COCBRCETTES
TECTATGGCT
GATCCOCCART
GTTGTCAGRA
ACTGCATAAT
CTUGTGAGTA
LOTTECOTCTT
AACTTTAMRAR
CARAGGATCTT
CCCARCTGAT
AMARRCAGGR
ARTATTGART
CREGETTATT
TARACAAATA
TOTARAGARRS
ACOGAGGCCCT
AATGTGETGTT
ATTIATETCS
GCARRABRTCE
ARATTTCRETE
TACGCEATATY
GRCGACTTTG
CGATATAGET
CAAGCTGECA
GGCCATTAGC
TATTGGCCAT
TEECTCATET
ATTARTAGTA
TTCCGCETTA
CRACCCOOEC
CRATRGGGAC

ES 2341 341 T3

ARTGCTTAAT
TCOCATAGTTE
CTTALCATIT
CEGCTCCAGA
AGARAGTEGTS
CCOGGGARGCT
TTECCATTGY
TCATTCAGCT
GTTGTGOARA
GTARGTTGED
TOTCTTACTS
CTCARCCARG
GCCCGE0ETC
GTECTCRTCA
ACCGCIGTTG
CTTCAGCATC
AGOCARRMATGE
ACTCATACTC
GTCTCATGAC
GEGETTCCRE
CATTATTATC
TTOGTCTTCA
TETCCCAART
CGCEATARTS
ATATTTGAAR
TAARCTGATAY
CTEECOATAG
BTEACTTEEC
BACAGRCGAT
CATGGECCART
CATATTATTC
TGCATACSTT
CCRACATTAC
ATCRATTACG
CATAARCTTAC
CCATTGACET
TTTCCATTGA

CAGTGAGGCA
CCTGACTCCC
GGCCCCAGTG
TTTATCRGUA
CTIGCAARCTTT
AGARGTAAGTA
TGCAGECATC
COGGTTCCCA
ARRGCGGTTA
CGCAGTGEITA
TCATGCCATC
TCATTCTGRG
AR CARCCGEAT
TIEEAALACE
AGATCCAGTT
TTTTACTTTC
CCECARAAAN
TTCCTTTITTC
CEGATACATR
GCROATITCC
ATGRCATTAR
AGAATTCAGD
ACGCGTTTT:
CTGTTTATCC
ATATGGCOATA
CGOCATTTTT
COCTTATATC
CCATTCTGTG
ATEARGECTAT
GCATATCGAT
ATTGGETTATA
GTATCCATAT
CGCCATETTG
GGEETCATTAG
GETARRTOGC
CALTAATGAC
CGTCARTGGG

38

CCTATCTCAG
COTCETETAG
CTGCARTGAT
ATARLACCAGT
ATCOGCCTTC
GTTCGCCAGT
GTEETGTCAC
ACGATCAAGE
GOTCCTTOGE
TCACTCRTGGE
CGTAAGATGC
AATRAGTGETAT
AATACCGEOGC
TTCTTOGGEE
CCATGTAACC
ACCACCETTT
GOGAATARCE
ARTATTATTG
TTTGRATGTA
CCGARARGTG
CCTATARARD
TTGICTECARG
ACATTTCIGT
COGATAGAGR
TTGARRATGT
CCAARMGTGIR
GTTTRCGEGECE
TGTCGCARAT
ATCGCOGATA
CTATACATTG
TAGCATARAAT
CATAATATGT
ACATTGATTA
TTCATAGOOC
COGCCTGGCT
GTATGETTCOC
TGEAGTATTT

CGATCTETCT
ATARCTACGA
ACCGOGAGAT
CRECOGEARG
ATCCRGTCTA
TAATRGTTITG
GCTCGETOETT
CGAGTTACAT
TCCTOCGATC
TTARTEGCAGC
TITTCTGTGA
GUGGOGACCS
CACATAGCARG
CGERARRCTCT
CROTOETECA
CIGGETERGE
GOGACACGHN
BACCATITAT
TTTAGAARRD
CCACCTGALG
TAGGCGETATC
TEAMLTAATAR
CECOGATTRR
TGGCGATATT
CECCGATETS
TTTTTGSECA
GATGEOGATA
ATCGCAGTTIT
GAGGCGACRT
HATCAARTARTT
CAATATTGGC
ACATTTATAT
TTGACTAGTT
ATATATGGAG
GCACCLCCAA
ATASTARCGEC
ACGGTARACT
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3401
3451
3501
3551
3601
3651
arol
3751
ag01
assl
35401
3951
4001
4051
4101
4151
4201
4251
430])
4351
4401
4451
4501
4551
4501
45hk]1
4701
4751
4801
4851
4901
4951
5001
5051
5101
5153,
52401

GOCCACTTEG
TGACGTCAAT
CCTTATGEGEA
ATTACCATGG
GTTTGACTCA
GTTTGTTTTG
TCCGCCCCAT
TATARAGCAGA
CACGZCTGTTT
AAGCTTOATA
ACCATEGRGA
CEACAQCACC
TEAGTOCAGS
GGEUACARLGCA
TCTCATALGS
GIGGUAGTGG
CCTEARGRTT
CACGTTCEGC
AGATCCTAGA
TECCTAAAGE
CAGARTGEGCT
AMTAGCEGEGA
TTCTTEGTCT
CTGTCCCTAR
GAARCTTTGTT
TGECTECACT
TCTGEAEACTE
GGCCARAGTA
AGGAGRGTGT
AGCACCCTGA
CTECOAAGTC
BCAGOEGREGA
AGCCTGACCC
CCTACCOCCTA
CCTCCTTGEC
TEARTCTTTE
CTGTTETTTA

ES 2341 341 T3

CAGTACATCA
GACGGTAAAT
CTTTCCYACT
TGATGCEGTT
CEGEGATTTC
SCACCARRAT
TGACGCARAT
GCTCOTTTAS
TEACCTCCAT
TOSARNTTCCT
CCCCCGOCCA
GGCRACATTC
AOARAGRAGCC
TACAGTGEGTA
TOTTCTTCOTG
ATCAGGEACH
TTECAGTETA
CRACGEGATCR
ATTCTARMCT
ATTEASTTTA
GCAARGAGCT
AGCTAGGARG
CCTTGCTATA
CaTGCCCTAT
ACTTARRCAC
ATCTGTCTTC
COTCTETTAET
CAGTEEARGE
CACAGRGUAG
CECTGAGCAD
ACCCATORGE
GTETTAGAREG
CCITCCCATCC
TTICGETCCT
TTTAATTATG
CACCTGTOET
CCAACTACTC

ACTETATCAT
GECCOGUCTG
TGECAGTACA
TTGSCAGTAC
CRAGTCTCCA
CRACGGGACT
CECCGETAGS
TEAACCGTCA
RCGAAGACACC
GCAGCCCRGRE
GCTECTETTC
TGCTGACCCA
ACTCTCTCCT
TCARCARNRR
AGTCTATOTO
GRTTTTACTC
TTACTGTCOAR
AGCTGEGEACGAT
CTGAGEGGET
CTGCAAGETC
CCARCARAAC
BRACTOCRAAR
ATTATCTGGE
GATTATCCGC
CATCCTGTTT
ATCTTCOCOGC
GTGCCTGEOTS
TEGATRAARCGT
GACAGOAMIG
BECAGRCTAC
GCCTGAGSCTC
GAGHRAGTGCC
TTTGECCTCT
CCAGCTCATC
CTAATOTTGG
TTCTCTCTTT
AATTTCTCTT

39

ATGCCAAGTA
GUATTATECC
TCTACGTATT
ATCRATGEGEC
CCCCATTERC
TTCCARALTG
CGTGETACGGT
GATCGCCTGEE
GGGACCGATC
GGATCCSCOCC
CTECTGCTGC
GTCICCAGCC
ECAGGECCAS
CCAGETCAGS
TEEGERTCCCT
TTACCATCAG
CRAAGTAARTA
CARRCGTEAG
CEGATGACGT
AGALRAGCAT
BATTTAGARC
CATCARCGATT
ATARGCATGEC
AAACARCATE,
GUTTCTTTCC
CATCTGATGEA
ABTARCTTCT
COTCCARTCG
ACRGOACCTA
CGAGALRRCACH
GCCCETCACA
CCCACCTGOT
GACCCTTTTT
TTTCACCITCA
AGGAGAATGR
CCTCATTTAR
ATRAGGEAUT

CEUCCCCTAT
CAGTACATGAR
AGTCATCGCT
GTECATAGER
GTCAATGEGA
TCGTRACRRC
GEEAGETCTA
RGACGCCATC
CAGCCTOCOGE
GCTTECCACC
TETGECTECC
ACCCTEICTC
TCAGAACATT
CTCOCAAGEOT
TOCAGGETITA
ChETCTECAR
COTQACCATT
TATTCTRGAR
GGCCATTCTT
GCARRAGCCOT
TETATTARGE
TTAMATACGC
TEITTTCTGT
COCAAGGEOR
TCAGGRACTG
GCAGTTEARR
ATCOCRAGAGE
GETRACTCCC
CAGCCTCAGC
AAGTCTACGC
AAMGAGCTTCA
CCTCAGTTOC
CCACAGGGGEA
CCCCOCTOCT
ATLARATAARG
TAATTATTAT
ARATATGTAG
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535L
530k
5351
S401
5451
5501
5551
5601
5651
5701
5751
5801
5851
5501
5951
&00l
GDEL
6101
BloL
6201
6251
5301
6351
6401
451
6501
6551
cG0l
6651
6701
6751
6801
6851
£901
£951
Jo9l
7051

TCATCCOTARG
ACCCTATCAT
GTCCTCACAG
CCCCTCCTCA
AGTCATATAT
TTCAARRGAN
TARAATE AR
GTTTAAGTTC
ACATTTTTAR
AGTIACTITTCC
CATTCATTAR
TCTATAACTC
AAARAACTAT
ATTGGARRTA
TATETTTATA
ATACCTACTC
ACTCARTGLR
AACCAGETRR
GEEGTEGECG
CTTGGTARTG
ACTGTTCTET
CTTATACCCA
CGCAGCTEGET
CTECCCTCTT
ARCAPARCAR
AGCTACEAGC
GEGACAGAGE
ARCACTCACH
TCCTCATTCT
TCCARCACAS
CAGGARGTAAC
TETCCTGCTT
CAGTCATGGA
GRATETTGAT
TEAGACTCAR
TEGHEGELCAR
TRGEATCGAT

ES 2341 341 T3

GCCCATARCC
CCTCTGCARG
TCCCCTEEEC
GLARGOCOTC
COTTTGEATTIC
GAARACCTECT
ACRCAATARAR
ATCATGCTARL
ACASGTACTS
ACARCCTALT
AATSTTECAR
AGCAATCCCA
GCARGAATET
GCCCEATTET
CATTAGARLTH
ACARCRAGEATOR
BAAACGATATOT
ARRTREAGTT
AGTTAGTGCC
TTCTETTCCT
ATARCRCATTA
GTTARTAGAT
ARGTGEEEGEEE
GAGCCOTGRR
CAGGECCTGET
ACARCATACAT
ACAGRRTTAR
TETTTEGEAM
ATEEGGCACT
CTTTCTAAGT
TAAMCRCAGCH
TGTTTTTCTT
GAAACTACAT
CGAGTATCAAR
TAATGTCCCT
ATTGAARCARAT
CCAGACATGA

ATTTATRAAR
ACAGTCCTCC
CRTCGTAGGA
ATAGTCCTTT
BATTCCCTGA
ATABAGAGAR
AGCAATTAAR
TTAGACTTAR
AGGGACTCOT
TTARTCTACA
AGGTTCTATA
CTTCTAGATGE
TCARRGCAGC
CCARCEATRG
COCARTGAGE
ATCTCATARN
TCTGTATETT
AEARATTNGG
TEEEAGANGE
COTETEEEET
TECTTCAARR
AGRRGLCGAR
GCCTGCEATC
TEAGTUTECD
ATTTTCCTGE
AGRALTTALML
CCTTGCCCAR
COELGGRAGEG
CTGELCCTED
BRCCTCICTCT
TCCCTTOCCT
TCOARGPCAGT
AAGCARCCTAC
TCITTCAARC
TCOARATGACR
CARAGECAGE
TARGATACAT

40

ATCATOOTTS
CTCAARCCCH
GREACTTGCT
TTAAGGETGH
GAATCARACCA
TCATTCATTG
TAMRRCARACH
TEGAATETCA
GTCTECCAMS
CTATACTGTS
AARGCTGAGRG
ACTGAGTGTC
TITTATIThCA
AATERETTAT
AGAARTTAACH
AATAATGTTA
TTCATOCATSE
ATGERARTTR
CAACGARCEEE
TGETECAGTTA
TARACTTCACH
TAAGTAATAG
RABRTAGCTAC
TTCCAGGGOT
CATCTGTGCC
TEAMMCAGZAC
ACARCTGGLAN
CACATGTAAR
CCCTCTCAGT
GCCTACACTC
CAARTGACTG
RACTGGEALAG
CTTGCoCTTE
TTTEERGEETT
TEAACTTGCT
CATAATCCRG
TGATGAGTTT

ATTCTATTTT
CAARGOCCTTCT
TCCTTGTTTT
CAGGTCTTAL
ARGCARRTTT
CAACATOEATA
ATAGGEARAT
TECCTTATTT
GEOCGTATTS
ACATTRARARS
ACAAATATAT
CCCACCCACC
ABRRGCOCARRN
TRARCTGETGS
ACCTRCAACT
CATARGAGRER
TAAAGTTCRE
CTCTTRGCTG
CTTCTEEGGET
TEATCTETES
TARAGARCAT
GTCARGRCCA
CTGOCTARTT
CRACGTGCTC
CTGTTTGEECT
CTTCAGCARG
CCCATETATG
TEARGEACTCT
TACTCATCCA
TEAAGGGETT
ATARATCOCTT
TEEECAAGER
TECCTCTTGA
TGEAGTAGCEOS
CRUTCATCCC
CTATGAATTC
GHEACALATCA
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7101
7151
7201
TE51
7301
7351
7401
T4E1
7501
7551
Te01
7651
701
TI5L
Fao0l
TESL
Faol
TOE1
a0l
8051
81461
B151
B201
8251
g30l
8351
8401
4451
8501
BEEL
asol
d651
87l
8751
58401
BB51
BS0L

CAACTAGEAT
ATTGECTTTAT
CAATTGCATT
TTTARRGZCAR
TAGTCAAGGC
AAAARCCTAR
TCTATGCCTG
TATGFCCTACT
AGCAGTGCAR
TCTATTACTA
ACGTCCTTEGE
TERGAGTCAG
ARRCRGETTT
TTCCATAGGT
ACACATTATA
TETAGGTAGT
CARAGATCCG
GECIECATCES
ATTTGCACTG
CTEAACCRAC
CATGAGATOC
TTCOGARGOC
GATGGECAGGT
GCTCAGAACH
GGEEAGCGEEOE
CRAGCTCTTC
TCCGCCACAC
TTCCACCATG
CCTCGECOGETC
GOGAGCCOCT
TTCCATIOGA
ATGEECAGTT
ATCGATCOCATA
COCCEGCACT
CETCEAGCAL
CECGCTECCT
GACRKRAARDGH

ES 2341 341 T3

GCAGTELAAR
TTGETARCCAT
CATTTTATGT
GTARARACCTC
ACTATACATC
AGCTACRCAA
TETGEAGTARA
TATAAMGETT
CTTITTCCTT
AARCACKGCAT
GTCITCTACT
CAGTRAICCTC
TCCTCATTRAR
TEEAATCTAR
CRCTTARMAR
TTGEICCAATT
SGACCARRGC
ATGOGFOGEAT
COGGTAGRAC
TCGCGAGGGE
COGoGEOTEGA
CAaaCCTTTCH
TEEACETCEE
ACTCGTCAAG
ATACCGTARA
AGCARTATCA
CCAGCOGRGEOC
ATATTCGECA
GGEGCATGOGEC
GATGCTCETTC
GTACGETECTC
RAGCCGGATCA
CTFTTCTEEEC
TOGCCCARTA
AGCTCGCGCAA
CATCCTECRG
ACCGEGLGTC

AMRTGOTTTA
TATARAGCTGC
TTCAGETTCA
TACARATGTE
AAATATTCCT
TTTTTGRGTA
GAALARMCAG
ACRGANLTATT
TGTGETETAM
GARCTCAAARA
TTTCTCTTCT
ATCATCACTA
AGGCARTTCCA
AATACACAMA
TTTTATATTT
ATGTCACRCC
GECCATCETG
AGCCGCTCGCT
TCCOGOGARGET
ATCGAGCCOG
GOATCATOCE
TAGARGGLGEE
TTEETCCETE
ARGGOGATAG
GUACGAGGAR
CGEGTAGCCA
ACAGTCGATG
AGTAGECATC
GCCTTEAGCC
GTCCAGATCA
GCTCEATGEOS
AGCGTATGCR
AGGACGOARGE
GCAGCCAGTC
CCRACGCCCG
TPCATTCRGEE
CCTGUGCTGA

41

TTTETGALAT
ARTAARCARG
GEGEGAGETS
GTATGECTEA
TATTAACCCC
TAGTTRTTAM
TATETTATGA
TTTCCATART
ATAGCAAACC
ACTTAGIRAT
TTTTTEGAGGE
GATGGCATTET
CCRCTECTCC
CAATTAGARAT
ACCTTAGAGD
ACBREARGTAR
CCTCCCCACT
GETTTCCTGE
COTCCAGCCT
GEETGEGOGH
GOU3GE0ETCC
CCETEGARTC
ATTTCGARCT
ARGGCEATEC
GCGEGETCAGCC
ACGCTATGETC
AATCCAGARR
GCCATGGETC
TOGCGAARCAG
TCOTEATCRA
ATGTTTCGLT
GCOGCCGECAT
TGAGATEACA
CCTTOCOGECT
TCGFTEEOCAS
GCACCGGAUE
CAGCCOGEANT

TTGTGATGCT
TTARCARACAA
TEGGAGOTTT
TTATGATITC
TTTACAAATT
TAGCAGARCAC
TTATAROTGT
TTTCTTETAT
AAGCAAGRET
TCTEARGEAA
AGTAGRATET
CTTCTGAGTA
CATTCATCAG
CAGTAGTTTA
TTTARATCTC
GGTTCCTTCA
CCTGCRGTTO
ATECCCACCE
CAGGCAGCAG
AGRBCTOCRG
CGGARAACGA
CGARATCTCGT
CCaGEAGTCCC
GCTGOGAATC
CRTTOGCOGEC
CTEATARCEE
AGUGGCCATT
ACEACGACGAT
TTCGECTEGER
CARGRCCGGC
TEETEETCCGA
TECATCAGCD
GGAGATCCTS
TCAGTGACRA
CCACEATAGC
GGTCGETCTT
ACGEACGECAT
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BS51
gp0l
g051
5101
8151
2201
5251
2301
2351

SEQ ID NO: 18

Secuencia de nucleétido del vector de expresion HCMV-K HuAb-VL1 hum V2 (secuencia de ADN completa de
un vector de expresion de cadena liviana humanizada que comprende la SEQ ID NO: 13 (hum V2 = VLm) de 3926-

4246)

51
101
151
201
251
E30h |
351
401
451
501
£51
€01
651
Tol
751
g0l
851
201
951

1001

CAGAGCTRGCC
ACCCARGCGG
ARRCGATCOT
AGATCCTTEG
ACCTTACCAG
TARAACCOGCC
GUTTTCTCIT
RCRTTCATCC
COGCTTCCTT

CTAGCTTTTT
TGGAATAGCT
AATTAGTCAG
GOGGAATGEE
TGCATGCTTT
TEASFATGCAT
CCACACCCTA
TEACGETGAR
GTCTGTAAGC
GETGTTEECE
CEGACTETAT
AGTGCACCAT
BCCGCATCAG
GTCGTTCGGE
GTTATCCACA
GCCAGCARAR
CATAGGCTCC
GAGGTEEOGA
GARGCTCOCCT
CTGTCORCCT
CTGTAGETAT

ES 2341 341 T3

GATTGTCTGT TGIGCCCAGT
CCERAGAACC TGCGTGECALT
CATOCTGTCT CTTGATCAGR
CEGCARGAAR GUCATCCAGT
AGEGOGCCCC AGUTGGIAAT
CRETCTACGCT ATCGSCCATGET
TECGCTTGCGE TTTTCCCTTG
GGEEETCAGCR CLCGTTTCTGC
TAGCAGCCCT TGUGCCCTGEA

GCAARAGCCT
CRGAGGCCEA
CCATCGEE0S
CAGAGTTAGS
GCATACTTCT
GUTTTGCATA
ACTGRCACAC
AACCTCTGAC
GEATGCCGEGE
CEIGTCGGEEGE
ACTGGCTTAR
ATROGETGTG
‘GEGCTCTTCC
TECOEECGAGT
GAATCAGGGG
GECCRAGGART
GCCCCCCTGA
ARCCCGRACAG
CETECGCTCT
TTCTCCOTTC
CTCAGTTCGE

AGGCCTOCAR
GRLEGECCTCG
GAGAATGEGD
GECGGEACTA
GCCTGCTGES
CTTCTECCTE
ATTCCACAGC
ACATGCAGCT
AGCAGACRRG
CECAGCCATG
CTATGCGGCA
ARRTACCGECA
GCTTCCTOGT
GETATCAGCT
ATRRCGCAGS
CGTAARRRGS
CGARGCATCALT
GACTATABAG
CCTGTTCCOGA
GGERAAGCETG
TGTAGETCET

4

CATAGCCGAM
CCATCTTGETT
TCTITGATCCC
TTACTTTG A
TCOGGETTCGC
AAGCCCACTG
TCCAGATAGT
GGACTGGLTT
GTECTTECEE

ARAAGCCTCL
GCCTCTGCAT
GEARCTGEGEGEC
TEESTTGOTEA
GAGCCTGETT
CTGGEGEAGCC
TECCTCGCGE
CCOGGRGACE
CCOGTCAGGE
ACCCAGTCAC
TCACAGCACR
CAGATGCGETA
TCACTGACTC
CACTCAAMGS
ABRRGARCATS
COGCETTECT
ARRARPCGAC
ATACCAGGCE
COCTEOCGCT
GOGCTTTCTC
TCOCTCCAAD

TAGCCTCTCC
CAATCATGCG
CTGCGCCATC
GGEGCTTCCCA
TTGCTSETCCA
CAAGCTACCT
CCAGTAGCTG
TCTACGTGTT
CAGCGTGARG

TCACTACTTC
ARATARARARA
GOARGTTARGAS
CTAATTGAGA
GOTGACTART
TGEGGEACTTT
GITTCGGTIGA
GTCACAGCTT
COCETCASCG
GTAGCGATALG
TTGTACTGAG
RCGARGAAART
GCTGOGCTCG
CEBTAATACG
TEAGCAAAMG
GECGTTITIC
GCTCAAMSTCA
TTTCCCCCTG
TACCEGEATALC
ATRGCTCACS
CTEGCECTETS
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1951
1101
1151
1201
1251
1201
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1251
2001
2081
2101
2151
2201
2251
2301
2281
2401
2451
2501
2551
2801
2651
27901
2751
2a01
2851

TGCACCARCC
CETCTTRAGT
CACTGETAAC
PCTTEAAGTE
ATCTGOGCTC
TTGATICGEEC
AGCRGCAGAT
TTTTCTACGE
TTTGETCATE
AARRATGAAG
GACAGTTACC
ATTTCGTTCHR
TACCEGARGS
CCACGCTICAC
GECCGAGOGC
TTRATTGTTG
COCARLCET TG
TEETATEGCT
GATCCCCCAT
GTITGTCAGAR
ACTGCATRAT
CTEETGAGTA
AETTECTOCTT
AACTTTAARA
CAAGGATCTT
CCCRACTGAT
ARARACAGER
ARTETTGAAT
CRGEGETTATT
TARCAAATA
TCTARGARAC
ACGAGGCCCT
AATGTGTGTT
ATTCATGTCG
GCAAARRTOGC
AGTTTCTATCE
TACGUGATAT

ES 2341 341 T3

COCCATTCAG
CCARCCCGET
AGGATTAGCR
GTGEGCCTAAC
TECTGARRCC
ARACRANRCCR
TACGCECRGA
GETCTEACGC
AGATTATCAR
TTTTRARTCA
ALTECTTRAT
TOCATAGTTE
CTTACCATCT
COGCTOCAGR
AGRAGTGEETTC
COGGGAAGCT
TTECCATTEC
TCATTCAGCT
GTTGTGCRAR
GTARCTIGEC
TCTCTTACTG
CTCAACCARG
SUCOGE0GTT
GTGCTCATOA
ACCGCTETTG
CTTCAGCATC
AGGLABARTG
ACTCATACIC
GTCTCATGAG
BEGETTCOGE
CATTATTATC
TTCETCTTCA
TETCCGEARAT
CoCGATAGTS
ATRATTTGARR
TARCTGATAT
UTGEOEATAG

CCOGACCGTT
ARGACACGAC
CGRECGAGGTA
TACGECTACA
AGTTRCCTTC
COBCTGETAG
ARMRPRRGGAT
TCACGTCGGRAC
ARRGGATCTT
ATCTAAAGTA
CABTGAGGTA
CCTGRCTCOCC
GECCCCRGTG
TTTATCAGCA
CEGCAACTTT
AGAGTAAGTRA
TECRGGUATC
CCEGTTCCCA
BARGCGGTTA
CGCAGTGTTA
TCATECCATC
TCATTCTGAG
ARCADGGGAT
TTCEAARADG
AGATCCAGTT
TITTACTTTC
CCECAMARIAN
TICCTTITTC
CEEATACATRA
GUACATTTOCC
RTGACATTAA
AGRATTCAGD
AOGOGTTTTG
GTETTTLTCG
ATATEGCATA
CGLCATTTTT
CECTTATATC

43

GCECCTTATC
TTATCECCAT
TGTAGGCGEET
CTAGAMIGAC
GEARAARGRG
CEETGETITTT
CTCARGAAGA
CAARACTCAC
CACCTAGATC
TATATGAGZTA
CCTATCTOAG
CETCSTGTAG
CTGCARTGAT
ATAAMACCAGT
ATCCACCTCC
GTTOGCCAGT
GTGETETCAC
ACGATCAAGE
GCTCCTTOGE
TCROETCATGE
CETAARGATGE
AATAGTETAT
BATACSCECOGT
TTCTTOGEEE
CGATGTAACT
ACCAGCAETTT
GGGAATAAGG
RATATTATTG
TTTGAATGTA
COGAARRGTG
COTATAMARLR
TTEECTRCAG
AGETTTCTGT
CCGATAGAGA
TTGARAATET
CeRRAMGTER
GTTTACGGEES

CGETARCTAT
TEECAGCAGT
GCTACAGRGT
AGTATTTGET
TTEETAGCTC
TTTETTTGECR
TCCTTTGATC
GTTAAGGGEAT
CTTTTAMRATT
APACTTGGTCT
CEATCTETCT
ATARACTACGR,
AOCCGOGAGAC
CAGOCEGAAG
ATCCAGTCTA
TAATAGTTTS
SCTOCTOGTT
COASTTACAT
TCCTOOGATC
TTARTGEECAGT
TTTTCTETGA
GUGEOGEACTG
CRCATAGCARG
CGRARRACTCT
CACTCETGCA
CTEGEETEAGT
GCGACRCGER
AMSCARTTIAT
TTTAGRARRN
CCACCTGEACG
TRAGGCGETATC
TGCAATAMATAR
CECOGACTAR
TEGCGATATT
CUCEATGETS
TTTTTGGGCA
GATEECGATR
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2501
2351
300l
3ansl
3101
3151
3z0l1
325L
3301
3351
3401
3451
3501
3551
3601
2551
3701
3751
3801
3851
3701
3851
4001
4051
4301
4151
4291
4251
4301
4351
2491
4451
4501
4551
4601
4651
4701

GACGACTTTG
CEATATAGET
CAAGOTGGCA
GECCATTAGC
TATTEGCCAT
TEGCTCATET
ATTAATAGTA
TTCCGCGTTA
CEACCCOOGE
CAATAGGGAC
COCCACTTGE
TEACGTCAAT
CCTTATGGGA
ATTACCATEG
GTTIGACTCA
GITTETTTTG
TCCGCCCCAT
TATAAGCAGA
CACGCTGTTT
ARGCTTGCCG
GCTETGGOTS
CCACCCTGTC
AGTCAGAACK
TGCTCCAAGG
CTTCCAGETT
AGCAGTCTGG
TACOTGECCA
AGTATTCTAG
GTGGCCATTC
ATGCRARGCC
ACTTTATTAA
TTTTAAATAC
GCTETTTTCT
CACCCARMGGG
CCTCAGGARS
CAGCAGTTGA
CTATCCUAGA

ES 2341 341 T3

GTGACTTGGGE
GACRGACGAT
CATGGECCART
CATATTATTC
TGECATACGTT
CORRCATTAC
ATCRATTACG
CATARCTTAC
CCUATTGACGT
TTTCCATTGA
CAGTACATCON
GACGGTAAAT
CTTTCCTACT
TGEATGECGEGTT
CGEGEATTTC
GCACCAAAAT
TEACSCARAT
GCTCGETTTAG
TGACCTCUAT
CCACCRTGGA
CCCBACACCA
TCTCGAGTCCA
TTGECRCAAG
CTTOTCATAR
TAGTGGCAGT
AGUCTGRAGA
TTCACETTOG
ARACRTCCTA
TTTGCCTAAR
CTCAGRATGS
GGARTAGOEGE
GCTTCTTEGET
GTCTGTOCCT
CAGAACTTTG
TETECCTGCA
AARTCTGGAAC
CAGGCCARAG

CEATTCTGTG
ATEGAGGCTAT
GCATATCGAT
ATTGOTTATR
GTATCCATAT
CECCATETTG
GGETCATTAG
GETARATEET
CAATARTGAC
CGTCAATEGS
ACGTETATCAT
GGOCCGLCTE
TEECAGTACA
TTGECAETAC
CARGTCTCCA
CRACGEGACT
CEBOGETAGS
TGARCCETCA
AGRAGACACC
GACCCCCGRT
COGECGACAT
GGAGAARGRAG
CATACAGTGE
GEICTICTTC
GOATCAGEGA
TTTTECAGTG
GCUCAGGGOAD
GARTTCTAAR
GCATTGAGTT
CTECARAGAG
GAARCTAGGE
CTCCTTGOTE
AACRTECCCT
TTACTTAARC
CCATCTGTCT
TGCCTCTETT
TACAGTGGAR

44

TGTCGCAALT
ATCGCCGATA
CTATACATTG
TAGCATAAAT
CATAATATGT
ACATTGATTA
TTCATAGCCC
COGCCTGECT
GTATGTTCCC
TGGAGTATTT
ATGCCAAGTA
GCATTATECC
TCTACGTATT
ATCAATGGGEC
CCCCATTGAD
TTCCARAATG
CGTETACGGT
GATCGCCTGE
GEGACCGATC
CRGCTGCTCT
TCTGCTGACE
CCACTTTCTC
TATCAACAARR
TGAGTCTATC
CAGATTTTAC
TATTACTCTC
CAAGCTGGAG
CTCTGAGEGEE
TACTGCARGE
CTCCAACARA
AGABACTCAR
TARTTATCTG
GTGATTATCC
ACCATCCTGT
TCATCTTCCC
ETETGCCTEC
GETCGATAAC

ATCGCAGTTT
GAGGUGACAT
ARTCARTATT
CARTATTGGC
ACARTTTATAT
TTEACTAGTT
ATATATGGLG
CGACCGCCCAA
ATAGTAACGC
ACGEETAARCT
CGCCCCCTAT
CAGTACATGEM
AGTCATCGCT
GTGGATAGCE
GTCARTGEEA
TCETAACEAD
GEEAGGTITA
AGACGCCATC
CaAGECCTCoGE0
TCCTECTECT
CRGTOTOCRS
CTECAGGEOD
RARCARATCES
TCTEGEATCC
TCTTACCATC
ARCARAGTARN
ATCAAACCTG
GTCGGATHAC
TCAGAALAGT
ACAATTTAGR
BACKRTCANGE
GGATAACGCAT
GCARACARCA
TTGCTECTTT
GCCATCTGAT
TGARATAACTT
GCCCTCCRAAT
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4751
4801
4851
2201
45851
5001
5051
S510l
5151
5201
5251
5301
5351
5401
5451
5501
£551
5601
5651
£701
5751
Eadl
5851
S901
5951
G001
6051
&101
6151
62011
6251
6301
8351
E401
§451
6501
GE51

CECETARCTC
TACAGCCTCA
CRAMGTCTALC
CARAGAGOTT
CTCCTCAGTT
TTCCACAGGS
CROCCCOCTC
GARATAARTEA
HBATAARTTATT
CTAAMRTATST
TCATTCTATT
CACARGCOTT
CTTCCTTIGTT
GACAGGETCTT
ChABECARAT
TECAATATOR
CAATACGEAD
CATGCCTTAT
AGGECCGTAT
TEAGATTAAR
AGRCARARTAT
TCCCCACCCR
CAABRRGCOAD
ATIAMARCTET
CRAGCTRCAR
TACATARIMS
TATARAAGTTC
TACTCTTAGC
GRETTCTEES
TATGATCIGT
CATARRGALC
AGEFTCAAGRC
ACCTGCCTAR
CTCARGGTGC
CCCTGTTTGE
ACCTTCAGCA
ARCOUATGETA

ES 2341 341 T3

CCAGGAGHGT
GCAGCACCCT
GCCTGECOGAMG
CRACAZGZGEN
CCAGCCTGAC
GACCTACCCC
CTCCTCCTT
AGTGAATCIT
ATCTGTTSTT
AGTCATCCTA
TTACCCTATC
CTGTCCTCAC
TTCCCCTCCT
ACERATCATAT
TTTTCAAARG
TATARDATAED
ATGTTTAAGT
TTACATITTIT
TGAETACTTT
ARACHKTTCATIT
ATTCTATARD
CEARAALRCT
ARATTGGRAR
GETATGTTTA
CTATARCCTAL
AAACTCAATE
ARRACCAGET
TOGEEETEGEE
STCTTGETAA
GCACTSTICT
ATCTTATACC
CACGCAGCTS
TCOCTSCCOTC
TCARCAMARC
CTAGCTAGGA
AGEGCARCAGE
TEAACACTCR

GTCACACAGE
GACGCTGAGC
TCACCCATCA
GAGTGTTAGA
COCCTCCOCAT
TATTGOGGTC
GCTTTAATTA
TECACCTSTE
TACCARCTAC
AGGCGCATARA
ATCCTCTGCR
AGTCCCCTCE
CAGCARGCCC
ATCCTTTGAT
AACAARTOTG
CAACRCARTA
TCATCATGGT
AAACAGGTAC
CCACAACCTA
ARBATETTEC
TCAGCAATCC
ATGCAMAMLT
TAGCCCGATT
TACATTAGAR
TCACACAGAT
CARRACARTAT
AARAATAAAG
OQAGTTAGTG
TGETCTGTTC
GTATACARCAT
CAGTTARATAG
GTAACTHGESE
TTGAGCCCTG
ARCAGGCCTG
GCACARCAETAC
GEACAGARARTT
CATGTTTGEGE

45

AGGACAGTRA
ABAGCARGACT
GFGCCTEAGC
GEEACAAGTG
CCTTTGGCCT
CTOCAGCTOA
TEGCTAATGTT
GTTTCTCTCT
TCAATTTCTC
CCATTTATAL
AGARCAGTCCT
GCCATCETAG
TCATRGTCCT
TCRATTCCOT
CTATAAAGRG
ARMNGCALTTA
ACTTAGAOTT
TEAGGGACTC
ATTTAARTCCA
ABRASGTTOTS
CRCTTCTAGH
GTTCARAGTE
GTCCARCAART
TACCCARTEA
GAATCTCATA
GTTCTGTATE
TTAGARATTT
CCTGGGAGAA
CTCGTETEEE
TATGCTTCAR
ATAGAARGAGS
GEECCTEGER
AATGAGTCTG
CTATTTTCCT
ATARGAALTTA
ARCCTTGECCC
ARGGEEEAAG

GGACARSCACC
ACGAGMARCH
TOGCCCETCA
COCCCACCTG
CTEACCCTTT
TCTTTCACCT
GGAGGAGART
TITCCTCATTT
TTATALMEGGA
ARATCATCCT
COCTCARACE
GAGAGACTTG
TTTTAAGGET
CAGAARTCARC
ARTCATICAT
ARATALLCAAR
AATGEARTET
CTGTCTGTCA
CACTATACTG
TAARGCTGAG
TEACTGAGTG
GCTTTATTTA
AGAATGAGTT
GGEAGARATTAA
AAAATARTET
TTTTCATCCA
GERTGEGARRT
GACLAGRAGE
GTTGETECAGT
RATARCTTLA
MAATARCTAAT
TCARATAGCT
CCTTCCAGES
GGCATCTGTG
AATGAARCAG
AGACACTEGA
GGCACATGTA
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6601
6551
6701
§751
6EOL
6851
6501
£951
T00l
TOR1
Figl
Ti%l
7201
7251
7303
7351
a0l
7451
7501
7551
Tell
Te51
7701
7751
7801
7RE51
7301
7851
B20l
B051
BL1O1
Blol
8201
8251
£301
2351
H401

AATGAGGACT
GCTACTCATC
TCTEARGGES
TGACARTCCC
AGTGGOCARG
TCTGCCTCTT
TTTGAGTAGG
CTCACTCATC
AGCTATGART
TTGAACRAAL
ATTTGTGATG
AGTTARCAAC
TETGEGAGET
GATTATGATC
CCTTTACARA
ARTAGCAGAC
GATTATARCT
ATTTTCTTGT
GCAAGCARGA
ATTCTGARGG
GGAGTAGAAT
TTCTTCTGAG
CCCATTCATC
ATCAGTAGTT
GCTTTAAATC
ARGGTTCCTT
CTCCTGOAGT
GEATGCCGAL
CTCAGRCAGC
GAAGAACTCO
COCGERARAC
TCGARATCTC
CCCCAGRAGTC
GCECTGOGAR
CCCATTCGOR
TCCTGATAGC
AAAGCGECCH

ES 2341 341 T3

CTTCCTCATT
CATCCARCRC
TTCAGGAGTI
TTTETCCTEE
GACARGTCATG
GAREARTGTTS
GETGAGACTC
CCTGEEEEOD
TCTAGGATCG
CACAACTAGA
CTATTECTTT
ARCAATTGCR
TTTTTABRAGT
TCTAGTCAAG
TTAARLAMICT
ACTCTATGCC
GTTATGCCTA
ATAGCAGTGC
GTTCTATTAC
AARGTCOCTTE
GTTGAGHGETC
CARARCAGET
AGTTCCATAG
TARCACATTA
TCTETAGGETA
CACARRGATC
TCEEGEEECAT
GEATTTECAC
AGCTGAACCA
BGCATGAGAT
GATTCCGRAG
GTCATGGECAS
CCGCTCAGRA
TCGGHAGCEE
GOCALRGCTCT
GGETCCGCCAC
TTTTCCACCA

CTATGGGECA
ACCTTTCTAA
ACTARCARCAG
TTITGITTTIC
GAGARACTAC
ATGAGTATCA
AGTARTGETCC
LAAATTEARCA
ATCCRGACAT
ATGCRAGTEAR
ATTTGETAACT
TTCATTTTAT
AAGTARRRCT
GCACTATACK
AARGGTACAC
TETETEEAGT
CTTATAAAMIG
AGCTTTTTCC
TARACARCRGT
GEETCTTCTA
AGCAETAGCC
TTTCCTCATT
GTTCGAATOT
TACRCTTRAR
GTTTGETCCAR
COGEEACCRAR
GEATEOGCEE
TECCGETAGH
BCTOROCAGE
COCCGCEUTE
CCCARCCTTT
GTTOGEGUATE
GAACTCGTCR
CGATACCETA
TCAGTAATAT
ACCCAGCOOEG
TCATATTCGG

46

CTCTEGECCCT
GTACCTOTCT
CATCCCTTCC
TTTCCAGTCA
ATARGGAAGC
AATCTTTICAR
CITCCARTGA
ATCARMGECR
GATARGATAC
AAPAATGCUTT
ATTATARGCT
STTTCAGSETT
TCTACARATE
TCARATRTTC
BATTTTTGAS
RRGAARADAC
TTACRGARATA
TTTETEETST
ATGACTCAARR
CCTTTCTCTT
TCATCATOAC
ALAGLRCARTIC
AARATRCACA
BATTTTATAT
TTATGTCACH
GCEGCCATCE
ATAGCCECTG
ACTCCGUGAR
GGATCGAGCC
GAGGATTATC
CATAGARGGC
GETTGGTOGE
AGARAGGCEAT
ARGCACIZRGE
CRACGEETRGC
COACAGTOGA
CAMGCRGGECA

GUCCCTCTCA
CTECCTACRS
CTCARATGAC
GTACTGGGERA
ACCTTSCOCT
ACTTTGEARGE
CATGAACTTE
GECATAATCC
ATTGATGAGT
TATTTGETEAR
GCAATARRCR
CAGGGEGAGE
TEETATGECT
CTTATTAACC
CATAGTTATT
ASTATGTTAT
TTTTTCCATA
AAATAGCRAMRA
ARACTTAGCH
CTTITTITGGA
ThAGETEECAT
CACCACTHCET
AARCAATTAGH
TTACCTTAGR
CCACARGAAGT
TGOCTCCCCA
CTGETTTOCT
GTCGTCCRGC
CEGEETGEEC
CAGDCGECET
GECEETGEERA
TCATTTCOAR
AGAAGGCOGAT
ARGEGETCAG
CAACGCETATS
TGARTOCRGA,
TOGCCATGES
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SEQ ID NO: 31

TCACGACGAG
AGTTCIECTE
GACARGACCG
CTTCGETEGTC
ATTGECATCAG
CAGGAGATCC
CTTCAGTEAC
AGCCACGATH
CACGETCCATC
ACACGGCGGC
AATAGCCTCT
TTCAATCATG
CCCTGCGCCA
CAGRGLTTCC
SCTTECTGTC
TGCARGCTAC
GUCCAGTAGE
TTTCTACETG
GGCAGCETGA

ES 2341 341 T3

ATCCTCGCCG
GCGCEAGCCC
GCTTCCATCC
GARTGCEGCAG
CCATGATGGA
TCCCCCEEA
ARCGTCGEAGT
GCCGCGECTEC
TTEACAARRR
ATCAGAGSCAG
CCACCCARGE
COAAMCOATC
TCAGATCCTT
CARCCTTACE
CATAAALCCG
CTECTTTICTC
TGACATTCAT
TTCCGCTTCC
AG

TCBEGCATGE
CTGATGCTOT
GAGTACGTGC
GTAGCCGEAT
TACTTTCTCC
CTTCGECCCAR
ACAGCTECGEC
CTCGTCCTGC
CAACCEGECG
CCGATTETCT
GECCGGACAR
CTCATCCTGT
GGCGECAAGA
AGRGGECECC
CCCRETCTAG
TTTGCGCTTG
CCEECEET CAG
TTTAGCRECC

GOGCCTTGEAG
TOETCCAGAT
TCECTCGATS
CARGCGTATG
GUCAGGAGCARD
TAGCAGCCAG
AAGGAACGCC
AGTTCATTCA
CCCCTECECT
GTTETGCCCR
CCTGCETGCA
CTCTTSATCA
AAGCCHTICA
CCAGCTGGCA
CTATCGCCAT
CETTTICCCT
CARCOGTTTCT
CTTGCEOCCT

Parte de la secuencia de cadena pesada humanizada designada VHE-N37D

EVQLVESGAE VKKPGASVKY SCKASGYTFT NYHHWWVKQE PGQGLEWIGY

ENFYNHGTKY NEKFIKGRATL TADKSISTAY MELSSLRSED TAVYYCARSG

PYAWFDTWGQ GTTVTVSS

SEQ ID NO: 32

Parte de la secuencia de cadena pesada humanizada designada VHQ-N73D

CCTGEOGRAC
éRTCCTGATC
CGATGETTTCG
CAGCCGCCGE
GGTGAGATGA
TCCCTTCCOCE
CGTCOTRGECC
GEEOACCEGA
GACAGCCGGA
GTCATAGCCG
ATCCATCTTG
GATCTTGATC
FTTTACTTTG
ATTCCGGETTC
GTRAGCOCAC
TGTCCAGATA
GUGGACTGEC
BAGTGCTTCC

QVQLVESGAE VKKPGASYIKY SCKASGYTFT NYIHWVKQE PGQGLEWIGY
ENPYNHGTKY NEKFKGRATL TADKSISTAY MELSSLRSED TAVYYCARSG
PYAWEDTWGEQ GTTVTVSS

SEQ ID NO: 33

Secuencia de nucleétido que codifica una aminodcido de la SEQ ID NO: 8

GACATTCTGCTGACCCAGTCTCCAGCCACCCTGTCTCTCGAGTCCAGGAGAAAGAGCCA
CTCTCTCCTECAGGGCCAGTCAGAACATTGGCACAAGCATACAGTGGTATCAACAARAA
CCAGGTCAGGCTCCAAGGCTTCTCATAAGGTCTTCTTCTGAGTCTATCTCTGGGBATCCE
TTCCAGBTTTAGTGCCAGTGGATCAGGGACAGATTTTACTCTTACCATCAGCAGTOTGG
AGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAACAAAGTAATACCTGGCCATTCACGTTC
GGUCAGGGGACCAAGCTTGAAATCAAA

47
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ES 2341 341 T3

SEQ ID NO: 34

Secuencia de nucleétido que codifica un aminodcido de la SEQ ID NO: 31

GAGGTCCAGCTCGETGGAGTCAGGAGCCGAAGTEAAMAAGCCTGGOGCTTCAGTEAAS
GTGTCCTGCAAGBCCTCTGGATACACATTCACTAATTATATTATCCACTGGGTGAAGCA
GGAGCCTGGTCAGGGCCTTGAATGGATTGGATATTTTAATCCTTACAATCATGGTACTA
AGTACAATGAGAAGTTCAAAGGCAGGGCCACACTAACTGCAGACAMATCCATCAGCACA
GCCTACATGGAGCTCAGCAGCCTGCGLTCTGAGGACACTGLGGTCTACTACTGTECAA
GATCAGGACCCTATGCUTGGTITGACACCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTC
CTCA

SEQ ID NO: 35

Secuencia de nucleétido que codifica un aminodcido de la SEQ ID NO: 32

CAGGTGCAGCTGGTGGAGTCAGGAGLCGAAGTGAARMAAGCCTBGEGBCTTCAGTGAAG
OTGTCCTGCAAGGCCTCTGGATACACATTCACTAATTATATTATCCACTGGGTGAAGCA
GGAGCCTGETCAGGECCTTGAATGGATTGGATATTTTAATCOTTACAATCATGETACTA
AGTACAATGAGAAGTTCAAAGGCAGGGCCACACTAACTGCAGACAAATCCATCAGCACA
GCCTACATGGAGCTCAGCAGCCTEGCGUTCTGAGGACACTOCGGTCTACTACTGTGCAA
BATCAGGACCCTATGCCTGGTTTGACACCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCBTCTC
CTCA

SEQ ID NO: 36

Secuencia de nucleétido de la expresién del vector LCVL1Sp20

1 CTAGAGTCCT AGAGAGGTCT GGTGGAGCCT GCAAAAGTCC AGCTTTCAAA
51 GGAACACAGA AGTATGTGTA TGGAATATTA GAAGATGTTG CTTTTACTCT
101 TAAGTTGGTT CCTAGGAAAA ATAGTTAAAT ACTGTGACTT TAAAATGTGA

48
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15E
201
251
301
351
4901
451
5ol
551
E01
E51
TO1
751
601
B51
S0l
o0&l
laol
1051
1101
1151
12401
1281
1301
1351
1401
1451
i501
1551
1601
1551
1701
1751
1801
1651
19201
1351

GRGEETTTTS
AATTTERGET
GGAATOEGAR
ATARTARATT
TGGAGTCAAG
AAGCAGETCA
GOTARACTTG
MEGCCCCACCA
TTGCATTICT
TTTTAACTTA.
TTCCCCARRC
TCARRATTAG
TAATATATTT
TTATTGSTCT
CTITGETTCAT
TTGAULTTCT
TGAGTATTCA
CTAGGACCTS
ATTATCCECA
ATCCTGTTTG
TCTTCOCGOC
TGCOCTACTGA
GEATARCGCC
ACAGCRAGGH
GCAGARCOTACS
CCTeAGCTOR
AGAARGTECCOC
TTGECCTCTG
CAGCTCATCT
TARTGTTGGA
TCTCTOTTTC
ARTTTCTCIT
GRAGATCTGAR
ARACCACARAC
GATECTATTS
CARCAACAAT
AGETTTTTTA

ES 2341 341 T3

ARSTACTCAT
CTTGETTTETE
TGAGGCTCTC
AAGTITALLR
ATGECCGATC
TETEECARGG
TAGCTGTEGT
AACCGRAAGT
ABLARTARATT
TTGAGTTCAA
TTAAGTTTAT
GTTATGTAAG
AGANARCTTC
CCATTCAATT
GATCTTTTTT
CETCRAARACG
TTTTAGGAGA
CAGECATGCT
BAACHRACACAC
CTTCTTTCCOT
ATCTGATGAG
ATAACTTCTA
CTCCAATOGS
CAGCACCTAC
AGARARCACAR
CCOETCACAR
COACOTEOTC
ACCCTTTITTIC
TTCACCTCAC
GEAGAATGAR
CTCATTTAAT
ATARGEEACT
GCTGATCCAG
TAGAATGCAG
CTTTATTTGET
TECATTCATT
AAGCAAGTREA

TTTTTTAART
TAGAACTGEAC
TCATACCCTA
TATTTTTARA
AGBACCAGHA
CTATTTGEEEE
TTZAACGAACST
CCAGGCTGAG
GAGGATTCAG
CCTTTTARTT
CEACTTCTAR
ARATTGAAGE
TTAARATTAC
CTTTTCCAAT
AGTTETTTGT
GCTTCACHRAA
AATARCTTITT
GTITICTGTC
CCAAGGGCAG
CAGGEAACTCET
CAGTTSARAT
TCCCAGRGAG
GTARCTCCCA
AGCCTCAGCA
AGTCTACGECC
AGAGCTTCAR
CTCAGTTCCA
CACAGGGGAC
CoCCaToCTC
TABRATRARGT
AARTTATTATC
AARARTATETAG
ACATEATAAG
TEAARRRRAAT
ARCCATTATA
TTATGTTTCA
ARCCTCTACH

49

BTCCARRATT
ATTACTTARA
TTCAGAACTG
TGAATTGRGC
CACCTGECAGRC
AAGGGAARAT
GGTTTTGAAA
CRARACACCA
CLGAAACTCG
TTAGCTTEAG
ARTOTATTTA
ACTTTAGTGT
TCFATTATTC
RCCCGAMGCAR
TTTECCTTAC
TCTTTTTCAA
TTTTARRTGA
TETOCCTARC
ARCTTTCTTA
GECTECACCA
CTSGAACTES
GUCARAGTAC
GRAGSARTETC
GUACCCTGAT
TGECGARGTCA
CAGGGEAGAG
GCCTEACCCT
CTACCCCTAT
CTCCOTTEGCT
GAATCTTTGC
TGTTGTTITA
TCATCCTAAG
ATACATTGAT
GOTTTATTTG
BRGCTGCAATA
SETTCRGEGGEE
RATGTGEGETAT

TTTGTCRATC
GTTTAACCGA
ACTTTTAACH
ALTGTTEAST
AGCTGGCREG
ARRACCACTA
CACTCTGTCC
CCTGGETAAT
AGAGETCCTC
TAGTTCTAGT
GAACTCATET
CTTTAATITC
TTCCCTOTGA
TTTACACTEA
TATTAAGACT
GACCACTITC
ATGCAATTAT
ATGCCCTGTE
CTTARACACC
TCTETCTICR
CTCTETTETS
ACTREGAAGGET
ACAGAGCAGE
GCTGAGCARR
CCCATCAGGE
TGTTAGAGGS
CTCCCATCCT
TEOGGTCCTC
TTAATTATEC
ACCTETGETT
CCARCTRCTC
GCGGEGATATC
GAGTTTIGAC
TEARATTTET
RACRAGTTAR
GAGETGTGEGE
FECTGATTAT
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2001
2051
z101
2151
2201
2251
2301
235l
2407
2451
2501
2551
2601
2651
2701
2751
2801
2851
2901
2951
3001
3051
igl
3151
3201
3a2s1
3101
3351
3401
3451
350l
35851
Jedl
Jesl
1701
3751
3801

GATCTCTAGT
CAAATTARRA
AGRCACTCTA
ABRCTETTATE
TTGTATRGCA
AAGALGTTCTA
AAGGARAGTC
CGAATGTTGAS
TGRGCARARAS
CATCAGTTCC
AFTTTARCAET
AATCTCTGTA
CCTTCACARR
AGTTCEEGEEE
QACGEATTTG
AGCAGCTSAA
ARRATGUATA
TTAGTCTTTC
CCTGGEACCTC
CCCARATCOAR
CCTTGTCACA
AARCAGAACT
TCCETTETT
ATGAGCTCCT
TTCTETCOTT
CIRCCCATAM
CATTCTTTER
CTCOGTTCTT
AATAGTCORAR
CTARGGATTEC
ARAAGOCTRG
GAGGECCGEARZ
CATGEEEC6E
GGAGTTAGGE
CATACTTCTG
ACTARTIGRG
GACTTTCCAL

ES 2341 341 T3

CAAGGCACTA
AGCTARAGGET
TGCCTETETG
CCTARCTTATA
GTGCAGCTTT
TTACTAARACA
CTTGEGETCT
AGTCAGCAGT
ACETTTTOOT
ATAGGTTGGA
ATTATACACT
GETAGTTTST
GATCCEEACT
CRATEGATEOG
CACTGCCGET
CCAACTOGTS
GOCTTTRGGAG
TTCTOGTAGE
AGRGRGEACE
TTTCTGSGAN
AAGAGTCTGA
GCCTCCGACT
CAATAAGTCT
CETEGTEGETT
TARMGETCGA
TCACCAGATT
AAGTACTTOA
CCCAATCCCC
CCATGATEEC
CETCARGTTT
GCCTCCRARR
GUGGOCTOGE
AGRATGGEOG
GOGGGACTAT
COTECTEE6EG
ATGCATGCTT
ACCCTRACTG

TACATCRRAT
ACACARTTTT
GAGTARGAMA
AAGETTACAG
TTCCTTTGTG
CAGCATGAROT
TCTACCTTTC
AGCCTCATCA
CATTARACGCC
ATCTAARRTA
TAALAARTTTT
CCAATTATET
AAAGEGGCCA
CEGATAGCCG
AGRACTCCGC
AGCGGATCGAE
COGAGCAGAL
CTT{RARCTT
CCTEGETATT
AARRCGTGTCA
GGTGEFCCTGEE
ATCCRAMCCR
TARGGORTCA
CTTTGAGTTC
TTCTTCTCAG
CTGTTTACCT
ACTCGTTOOT
ATATTTTGEGGE
ACCECGEATA
GEEGEETACCG
AAGCCTCOCTC
CCTCTECATA
GARCTGGECG
GETTECTCAC
ASCCTGGEGA
TGCATROTTC
ACACACATTC

50

ATTCCTTATT
TEAGCATAGT
AAACAGTATG
AARTATITTTC
GTETAAATAG
CARRRRACTY
TCTTCTTTTT
TCACTAGATG
ATTCCROCAD
CACARACHRAT
ATATTTACCT
CRCACCATAG
TCITEOUTLC
CTECTGETTT
GAGGTCOGETOC
GCATCCCCCAR
AARCTTEALAG
ATACTTGATE
CTGEERAGAANG
CTTTCARATT
TTGATTCATS
TETCTACTTT
TCOAMARCTTT
TCTACTGASGA
GARTGGEAGRR
TCOCACTAALG
CAGCEEAGEE
ACACGEOGAC
ARATCCTACC
AGCTCERATT
ACTACTTCTG
AATARMARAL
GAGTTALGGS
TAATTSAGAT
CTTTCCACAC
TGCCTGOTGE
CACAGCTGCC

AACCCCTTTA
TATTAATAGC
TTATGATTAT
CATAATTTTC
CARAGCAAGC
ASCRATTOTG
TEGAGGAGTA
GCATTTCITC
TGCTCLCATT
TRGAATCAGT
TAGAGCTTTA
ARGTAAGETT
CCACTCCTEC
COCTGGATGLC
AGCCTCAGGC
TGETCTTATA
CATCTTCOTS
CCTTTTTCCT
TTTATATTTC
CCTRACATEAT
GCTTCCTGET
ACTTGCCAAT
TCGCAAGARR
ACTATATTAA
CCAGGTTTTO
AGGTTCTGGT
CLEEETOCET
GATECRAGTTC
AGCCTTCACSE
AGCTTTTITGC
GAATAGCTCA
ATTAGTCAGC
CGGGATGGGT
GCATGCTITS
CTGGTTGECTG
GOAGCCTGGE
TCECGCGTTT



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

3851
3901
3951
q001
4051
4101
4151
4201
4251
4101
4351
1401
4451
4501
4551
4601
4551
4701
14751
4801
4851
4001
495]
5001
5051
5141
5151
S20l
5251
301
5351
5401
5451
5501
5551
5601
5651

CGETGATGAC
CAGCTTGETCT
TCAGLGGETG
COATARCGEGEA
ACTREAGAGTS
GATGCGTAAG
ACTGACTCOGC
CTCAARRGGOG
ACRARCATGTC
AQCGTTGCTE:
ARATOGACGC
ACCAGGCGETT
CTGCOGCTTA
GCTTTCTCAT
CGCTCCRAGCT
GCCTTATOOG
ATOGCCACTG
TAGECGETGC
AGRAGERCHG
AMAAAGRGTT
GTEETTTTTT
CAAGAAGAT
ARACTURACGT
CETAGATCCT
TATGAGTALR
TATCTCOAGES
TOSTEFTAGAT
GCRATGATAC
AMLCCAGCCH
CCGCOTCCAT
TOGCCRGETTA
GETETCACGC
GARTCARGGCE
TCCTTOGETC
ACTCATGETT
TAAGATGECTT
TAGTGTATGEC

ES 2341 341 T3

GETEARRACT
GTAARCGCGOAT
TTGEEEEETE
GTGTATACTG
CACCATATGC
CAGAAMATAC
TEOGCTCGGT
GTRATACGGT
AGCRAARGGD
CGITTTTCCR
TCARGTCAGA
TCOCOCTEGEA
COGEATACTT
AGCTCACGCT
GEFECTETETG
GTAACTATCG
GCAGCARGCCR
TACAGRGTTC
TATTTGGTAT
SETAGCTCTT
TGETTTGCARG
CTTTGATCTT
TAAGGGATTT
TTTARATTAR
CTTGETCTGA
ATCTGETCTAT
ABCTRACGATA
CEOGAGACCC
GCOGGAAGEE
CCAGTCTATT
ATACTTTGCE
TCOTCETTTG
AGTTACATGR
CTCORATOET
ATGGCAGCAL
TTCTGTGACT
GEOEACOGRG

TCTGACACAT
GUCEOGALRCE
TCGEGE0GECA
GCTTALRCTAT
BECCGOATAT
CECATCAGSC
COTTCGGOTG
TATCCRCAGA
CAGCAMRAGE
TRGECTCCET
GETEECGAMA
AGCTCCCTOG
GTCOGCCTTT
GTAGETATCT
CAROCGRACCCC
TCTTGAGTCC
CTEGTARCAG
TTEAAGTGET
CTGCGUTCTS
GATCCGECAR
CAGCAGATTR
TPCTACGEGSE
TECTCATEAR
AARTERAGTT
CAGTTACCAR
TTCGTTCATE
COGEABGLCT
AUGCTCACCG
COGARCGCAG
AATTETTGCC
CAACGTTGTT
GCTATGCCTTC
TOCCCCATET
TGTCAGARET
TSUATARTTIC
GETGAGTACT
TTECTCTTGE

51

GCAGCTCCOG
GACRAGCCOG
GCCATGERCCT
GCOGECATCAG
GOGETGETEAR
GoTCTTOOGD
COEOGAGOGE
ATCAGGGGAT
CCAGGERACOG
COCOCTEADG
COCGACAGGER
TEIECTOTOC
CTCOCTTORG
CAGTTCGETG
COGTTCAGOC
BACCCGETAL
GATTASCAGH
GEECTAACTE
CTGARGCCAG
ACARACCROC
CGUGCAGHLAR
TOTEACGOTO
ATTATCADRR
TTAARTCAAT
TECTTARTCR
CATAGTTGOC
TaZCATOTEE
GOTCCAGATT
RAGTEETECT
GECARGCTAS
GCCATTGCOTS
ATTCAGCTCC
TETGCCAAARR
ARGTTGGCCG
TCTITRCTGTC

CRACCAARGTC

COGGCETCAA

GAGARCEGTCA
TCAGEECEOE
AGTCACCETAG
AGUCAGATTGHT
ATACCGCACA
TTCCTCECTC
TATCAGOTCA
ARCGCHRGGARR
TAAARAGGCC
AGCATCACHR
CTATAARGAT
TGTTCCEACC
GAMRGOSTGEGS
TAGSTOGTTC
CGACCGCTGT
GACACGACTT
GOGAGGTATG
CEECTACROT
TTACCTTOGE
GCTOGTAGCE
ARMRGEATCT
AGTGEARCEA
ABGATCTTCA
CTAAAGTATA
ETGAGECACC
TGACTCCOOG
CCCCAGTECT
TATCASCART
GCAACTTTAT
ACTAAGTAGT
CAGGCATCET
GETTOCOAMC
ARCGGTTAGC
CAGTGTTATC
ATGLCATCCOG
ATTCTGAGAA
CACGGFGATAA
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5701
5751
56801
5851
5501
5251
6U01
£051
&101
€151
c201
6251
5301
£351
6401
a451
6541
6551
6601
4651
701
6751
6801
6351
6901
6951
7001
F051
7101
7151
7201
7251
7301
7351
7401
Fahl
7501

TACCGCGOCA
CTTCGEGGCG
ATGTAACCCR
CAGOETTTCT
GAATAAGEEC
TATTATTGAA
TGARTGTATT
GARAAGTGCC
TATAAARRTA
CTCGAGGAAL
GCTTTCATAG
TTGAARAGAT
CACCTTCCAG
RGCTACRCOGE
GGCTCCCATA
CTGACAGAGT
TAACARTATA
GTGAGTTGAA
TCTCACCTGS
CAGECGCACE
TERAARCCTA
GTBATGCATA
TTCATAGRAR
ACAATTTTTT
"TAATTAAAAT
CAACAACAAC
CATCTACAGE
GAGCAGTATG
ACACTCTACA
ACATTARGTTT
CTGTGGGATT
AGCTGTGCCT
GACATGAGGA
TCACACTGAT
GCTGCTEOTE
GCTTCCTGTA
BATCATGTGS

ES 2341 341 T3

CATAGCAGRA
ARABARCTCTCR
CTOGTEGCACT
GEGETGAGCRA
GACAOGGRAA
GCATTTATCAR
TAGARARRATH
ACCTEACGTC
GECGTATCAC
AGCTCARRCC
CTGARGCTGETC
GGGTTATITA
TAGTATTICTG
TEAGTTGETEC
CTCGRAGCTC
CAGAGGARCCA
AGCARTATCT
CCAGEAGGAC
ARBRBARTACT
TCCTTATAGH
CATAGTATTT
TETATCTETE
AATGTGTARA
TCAGEEAGTT
TCAGGECTCAS
ARARRBACER
TAACTGTGAR
ATGCCTAART
TAGACTATGEA
TETTTGTTGET
TTACAGGTCT
ACCCTITGCT
TTTCTTCATA
CACACACAGT
TEECTTACAG
CACTGYGCTS
GEATCTETTT

CTITARRAGT
BGGATCTTAC
CARCTGATCT
AARCAGGRAG
TCTTGLATAC
GEETTATTST
AACRAATAGG
TAMGAARCCOR
GRGGCCCTTT
CATECTACTC
ATAARTAATA
TOTAAGACTC
TTACTGTTOT
TTCTCAGTCC
ABGRAACATT
AGARARTTTGET
ATAARTTETT
ACARRTGARC
ATAGRGAAGC
AGRMECOTAC
ACATTATATC
TGTETGECATE
ARGAGATCAT
GTARTCREEA
AARCRAACHA
AACARMLGGAG
RCGATARTGE
CATCTCGACHK
TAGAMATIAR
TCARAGRGAC
GCARTARGCT
SATTTGCATS
GTCAGETCAC
CATGAGTGETE
GTAATCARGR
CTTETCTCTG
TCRATTTTTC

52

GCTCATCATT
CECTGTTGASZ
TCAGCATCETT
GCRARRTGCC
TCATACTCTT
CTCATGAGCG
GETTCOGOGET
TTATTATCAT
COTCTTCAAG
TCTEECTIGA
ARGAGATTTT
TGTCTTCATT
GECAATCACT
TAARGGEATAC
GTAGAAAAGE
TATGASETTG
GATRTCATGG
ATGACARTCA
AGATARRGCT
CREGTTTSAT
GAGTCTATGA
TATETGTGETA
GALRTTTAAGE
AACTTARGEZ
AGGRAAMGAR
BAGCTGTATGE
ARCAAGTTAT
TGEAGGARAR
AATARGSTET
TCACATTCCC
GCTEACCTGA
TACCCRAAGT
ACCCTTTGCT
CTCACTCRGG
CAGCACTAGE
TEAARAATTOT
MATTGTAGET

GOAARRACGTT
ATCCAGTTOR
TTACTTTCAC
GCAARARRGE
CCTTTTTCRA
GATACATATT
ACATTICCCC
GACATTRALC
AARTTCAGCTE
TEGRAGCAAC
TTTATTRATA
TTARMARARTCA
CTEATCRAGA
ATCTACARAGR
AGGCARARMGE
TGTCTCCTRC
CTACTRRART
CAATGAGGCC
GTCAGCAGAR
ATATCRGCCT
GACATATTTA
AATACATATG
GAGAACTGGSE
ARARARTGTTE
AABAMARCAN
GCCACAATAG
GTACTGCCTA
TAGAACARAG
BRAGRCATAGA
ARCAPAABANT
TGATTTCTSEC
ATAGCTTACT
GEAGTCAGAR
TCCTGGCGETT
ATTTTATIGA
CTTGTERATT
ACGCETTGTE
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7551
T501
74651
7701
7751
TEOL
TBSL
7201
7951
8nol
BDS1

ACATTCTGCT
AGARGCCACTC
GTGGTATCAA
CTTCTGAGTC
GGGACAGATT
AGTETATTAC
GGACCAAGCT
GTTGTCTATS
CTCTGAARCC
CGTAMGCARD
CAGTGTAATA

ES 2341 341 T3

GACCCAGTCT
TCTCOTECAS
CAARPANCCAG
TATCTCTGEGE
TTACTCTTAC
TETERACRAR
TELAATCARA
TCTETGGCTT
AGATTCTGEC
GCTGEEARTA
ATTAARCACAR

CCRAGCCACCC
GGCCAGTCAG
GTCAGSCTCC
ATCCCTTCCR
CATCAGCAGT
GTAATACCTSE
COTAAGTAGA
CTATGTCTAR
ACTCTCCRRG
GGECTAGRCAT
GTGATAGTTT

TETCTCTEAG
AACATTEECA
ARGECTTOTC
GETTTAGTGS
CTEGAGCCTG
GCCATTCACS
ATCCARRGTE
ARATGATGETA
GUAAAGATAC
GTTCTCTGGA
CAGAARTGCT

TCCAGGAGAR
CARGCATACA
ATAAGGTCTT
CAGTGEGATCA
AAGATTTTGC
TTCEECCRGS
TCTTTCTTCC
TAARATCTTA
AGAGTAACTC
GARTGRATGC
CTAGTT

SEQ ID NO: 37

Secuencia de nucleétido de la expresion del vector HCVHEN73DSp20

&l
121
181
241
301
361
421
t8]1
a1l
601
g51
721
781
B4l
501
86l

1021
1081
1141
1201
1281
1321
1381
1441

ctagagaggh
tatggaatat
atactgtgac
tktkkcgbcasa
gaggaatggg
ttaagttktaa
teagaaccagq
ggaagggaaa
aacacbotgh
actegcattk
takkgagthbs
arcgacthect
gacagggagyg
gagoocagac
ctgggoccag
Caaggoroea
gooooctggoe
agaogecctg
ctococteoage
caacgtgaat
acagggagqyy
gotatgcagt
cteotgoceyge
FCaggcacag
tcagacobge

ctggtagage
tagaagatgt
tttaaaatgt
Ccaatttgay
agtgagogcbe
aatatbikta
aagacgtgca
ataaaaccad
ccagocoacac
ctaaazaktazg
aaccttbtaa
aaadcgcate
gggctaagyt
actgoacgot
cbotgtoeca
teoggtettec
tgoekggtea
accagoggog
agogltggtga
cacasdocca
agggtgtctg
vecagtocag
cecactoakg
getaggtges
caagagocak

ctgcaaaagt
tgottttact
gagagggttt
gtotigettyg
totcatacos
aaztgaattga
geagotaggcea
taggtasact
cadaccgaan
ttgaggatte
crttagortg
taagotolbo
gaggoaggtyg
gaacrctcgcg
cagogeggte
roectggoaco
agoactactt
tgcacaccet
cecgtgeccke
graacacoaa
ctggaagcca
ggeageodagg
ctoagggaga
eckaacgcag

atocgggagg
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coageorteca
cttaaattag
tcaagtacte
tgtagaacty
tattcagaac
gcaatgtitga
gaaagoagyi
tatagobgtg
gtocaggckg
agecgaaact
agtagttecta
ggggeagycs
gogecageea
gacagtitaasy
acatggraco
cfoctotaag
cooCgastna
cocggobghn
cagragetkg
ggtggacaag
ggckoaaoge
raggccocoge
gggbcbtotyg
geecbacass
acotbgooos

asggoaacaca
ttectaggas
abttCEtbaa
acattactta
tgactttkbaa
gttogagkca
catgtggcaa
gtitgaagaa
aAgCorHEdECAC
ggagaggtoe
gettooccaa
aggockgace
ggtgracase
aacccagaag
acckoketeg
agcacctery
gtaacagtot
ctacagtect
ggcaccoaga
agagkbtggtg
tcobtgootgg
ctgootette
grettttece
caazgggyeoa
tgacctaage

gaagtatgtyg
aaatagtktaa
atgtcocaaaa
aagtkttaaec
caataataasa
agataqocga
ggokatityg
ghggtttoga
racctgggta
toctettaact
actraagttit
ttggotttogy
caatgoocat
cototgegec
caguctecac
gaggsacago
cgiggaacks
taggactcta
cotacatetg
agaggeoagc
acgoatogeg
acccggaggco
caggetetgg
ggtgotggge
caccooaga
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1501
1561
1621
1881
1741
1801
1881
1521
1981
£041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2561
2641
2701
2751
2821
2881
2941
joel
3061
3121
318l
3241
3301
2361
2421
2481
3541
3502
3esl
3721
arei
3B41
3801

ggocazaaste
coaatobteot
caggtaagce
cotgoatoca
geaccbgaac
cteatgaket
cckgaggtea
cegegggagy
raggactgge
coccatcgaca
ggacagagge
ccoctacaggyg
gacqaagaac
cgtggagtag
ggactoegac
gcaggggaac
gaagagecte
gggototoge
coccagoatgg
tttcocacggg
actgbececa
accagggygct
gctgoootgy
tgocteotgta
tecoggggeat
cgotattaac
cggagacatyg
agoccagacs
seEgockogg
cLttggrage
tetcttgtga
tteoctghgte
agrebgoacet
ogagogacoe
catggatgca
ggacagggceo
gagoracagg
tocaigacaty
Aaaatgobth

caaktazgacna

gtgggaggtt

ES 2341 341 T3

tooactooct
ctotbgoagag
agoccaggeos
goggacagges

tcoctoggagg
ccoggaceco

agttcaactg
ageagtacaa
Egaatggcaa
azaaccaktcoto
ocggotoygeo
cagcocoogag
cagqgtcaqos
gagageaaka
ggckootbek
gtobbcecatk
coockgrece
gutegcacga
aaataaagea
Eeaggeogag
gackggooea
geccbcggea
goLgggecac
goagactgte
gootagtoca
cocctggraqs
cactotoggg
tcgttoaagaa
cogteagygga
LEEECEESELE
taacaataaa
cacgogecte
coggogobo
teootggene
gtikbctocke
tccaqogaaa
gagggootte
ataagataca
akttgtgaaa
gttaacaaca
ttttaaagoa

cagekaggaes
cocaaatcbt
togoootoca
ccageogggi
accgteagee
tgaggtcaca
gtacgtggac
cagcacgtac
ggagtacaag
caaageoaza
caccohobge
aaccecaggl
Egacctgrot
ggoagocgga
teotckatag
gutooghgat
cgggtaaatg

gaatgettgg
cocaccactg

Ectgaggoct
gactatgeag
gogtaggyya
gagaagcect
ctgtectgtg
tgegeghtagg
cotgoocags
sootgtggag
accoogoack
gaactcoogy
cttttaaatt
atateoetttt
ctgooocogy
ctgcactogs
ctgkractag
chygctgggca
getgggtega
cagzaccaas
ctgatgagte
tttotgaege
acaattgeat
agtasaaret
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agettotote
gtgacaaaac
gotocaaggoe
getgacacqgt
tecototrer
tgcgtagtga
ggogtggagg
cgktatggtea
togcaaggbct
ggtgggacecs
cotgagagtg
gkacacccty
agtcaaagge
gaagaactac
caagctoacce
gratgagget
agtgcgacqqg
cacgtacoos
cootgggeec
gagtggoatg
gtgtgectgg
tttgccagocg
aggagocoot
agogoootgt
gacgaggocckt
ctogoaceoocg
goactggbge
gaggttggte
getcactega
ttotaaagor
tazakcttgt
tgdgaagoac
cocecascte
atggacecct
cggtgeotgoc
ggergygage
catggtenga
tggecaaace
tattgcocbtia
toattEtaty
ctacaaatgt

ategoagatt
Leacacatgo
ggacaggtqc
ccacotosat
CEfocaaaace
tggacgtgag
tgcataatgeo
gogtootgac
CCHACAZAgT
gtggggtgogy
accgotgtac
ccoooatono
ttatatocca
aagagsnagge
gtggacaaga
CtOgcdcEaco
coqoeaagos
gtetacatag
ctgogagact
Agggaggcay
googoctagy
tggecckoce
ggggacagag
cebscgacoo
cookfaccca
catggggaca
agaktgcecac
gagcegggagt
aggaggtgoo
cattaattgr
acticgtgat
gotcaggagg
ctgecagogag
ggggcktote
tgecoctgghc
tggctoagge
agcgagaggt
acaacktagaa
tEtgtaacca
tttecaggtte
ggtatggotyg

ccagtaacke
ccaccgbgoc
cotagagtag
ctetteoctza
caaggacace
cracgaagac
caagacaaag
cgtoctygoac
cotooccagoo
agoggecacat
taatctocegk
gg9gaggagak
gogacateyge
ctocogtgot
geaggigyca
agtacacgca
coogotoooe
tLencaggoa
gtgatggtte
agogggbcoc
gtogggctea
tocagoagoa
acacagocce
zgatagoocac
tetaccocea
caacecgacke
atacacagbe
geggocagag
accaktbcag
ctttgatgtt
gggagecyce
aggetgocee
acgcattgee
ckcttticta
actctgogaa
tggecaggra
gggtgkcaga
tgeagkgaaa
ttataagotg
agggggaggt
attatgacck



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

3982
4021
4UBL
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
1681
14741
4801
1661
4921
4981
5041
5101
G181
5221
s2a1
5341
5401
5451
5521
5581
5641
5701
E761
5821
SBEL
5541
6001
6061
8121
61E1
6241
6301
6361

ctagtcaagg
aagqgtacaca
agaasazaca
tettocgataa
caagcaagay
aagtochtgg
goagtagook
aaggcatboo
acaattagaa
ctttaaatbtcet
acasaagater
argecgoeggat
tcocgogaggh
gggtagyoga
cOgagaacgs
gabtggtaggt
actogtorag
gocAacgaggaa
acgctztgte
agoggecakt
cctogoogto
gatgebketto
gobcgatgey
googoogeat
gyagatccotg
cgbcgagroac
cgbooctgoag
cebgoyctga
catageogaa
caatcatgog
agatocrcbgg
agggogoooc
atcgecakge
tecagatage
tctacgtgtt
CEtttbgeaa
ggccgaggey
atgoycagas
tgotgactas
te¢rcacacctg
goctggagac

ES 2341 341 T3

cactatacat
atttttgage
gtatgttatg
ttEtceegta
ttctattact
ggbebtotac
catfatcact
agcactgoeg
tcagtagtkt
ctgtaggtag
ggaccazagye
agoogobgok
cgbtoccageoet
agaacteocag
ttecgaagoe
tgggegtoge
aaggegatag
grggteagoes
ctgatagogy
ttccaccakbg
gggcatgage
gtocoagatca
atgttbocack
tgoatcagoo
cococggoact
agebgegcaa
ttrcattecagg
cagccggaac
tagectoboc
azacgatcol
concaagass
agotggoaat
aageoocarty
cragtageryg
cogotecootth
aagocehaggo
gocteggoet
ctgggcggag
trgagatgeca
ghtgotgack
tttccacacc

caantatfeoos
aftagttatka
attataaceg
tagcagtgea
aadcadzgoa
ctttotobte
agatggeath
ceattecatea
aacacattat
tEEgteocaat
ggoecatcgty
gyttteckgg
caggragcag
cabtgagatceo
cazcottica
tggteoggte
aaggogatgco
cattocgoogs
tcocgoocagan
abtattcggca
goottganoe
tcoctgatocga
Eggtagotoga
atgatggata
tocgoccaata
ggaacgoeey
gCacoggacs,
acggoggoalt
accoaageag
cateckgteok
gocatooagk
tocoggerege
taagctacct
acatteoatcoe
tagcagooct
ctoccaazaaa
chgoatzaat
ttaggagogg
rgotttgecak
aattgagatqg
ctaactgaca

55

ttattaatos
atageagaca
ttacgocrac
gehtttbect
tgactcazaa
ttttttagag
tcttetgage
gttccatagy
acacttaaaa
tatgtcacac
ceokhooccact
abgeegacog
ctgaaccaac
cocgogetgga
tagaaggogg
atttogaaco
gotgegaako
caagckekte
crageoggoe
agoaggoatc
tggogaacag
caagaccgge
ektgggraggt
crrtetogge
gragocagho
Eegtgoedag
ggreggtobe
cagagoagra
cogaagaace
cttgaktcaga
ttacttbgoa
ttgotgbcoa
gotitotett
ggggtcagca
kgegcooctga
goetocteoan
aaaasaaztt
gatgggcgga
ackttrotgeek
catgotttge

cacattoccac

CEEtacaaat
cbctatgoct
ttataaaggt
ttgtgakgta
aacttagcaa
gagﬁagaatg
aaaacaggkt
Ltggaatcta
attkttatatt
cacagaagta
cctgcégttc
atttgoactg
tegegagggg
ggatcatocca
cggbggaate
ccagagtoon
dygagoggey
agcaatbtatca
acagtogaky
gooargggre
ttoegootggo
ttocrateoga
agccggatoa
aggagcaagy
poetbocogek
ccacgatago
gacaansaga
gatkgrotogt
tgogtocasat
bektgatcer
gggcktocea
taasaccges
tgogotracy
ccgbttretge
gtgettgegg
tagttotgga
agbcagocat
gttagaggeg
gotggggago
atacttotac
agctgookog

Laaaaageta
grgtggagka
tacagaatat
aatagdaaag
tecbkgaagaa
ttgagagrca
ttocctcatta
daatacacaa
tacottagay
aggtfcoctEc
g9gg99g9catag
coggtagaac
atogageoocg
gectgogtoo
gaaatctegt
goctcagaaga
atacogtaag
cggatagooa
aatccagaad
argaogagat
gogagocoook
gtacygkygcke
ageogtatgea
tgagatgaca
tcagtgacaa
cgogotgoot
MECgOOegoT
fgtgooragt
coatocttght
ckgegeeake
acocttaccag
cagtctaget
Etttooottg
ggactggctt
cagegtgaag
atagctoaga
gayggoggaga
ggactatogr
cbggggacke
ctgcbgggga
cgogetregyg
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6421
f481
6511
e60l
6581
672331
6781
1: 2% 1
6501
6551
T2l
7ol
Tl
7201
Fa&l
Fizl
T38l
T4l
T50]
7561
7e2l
TEA]
F741
TEOY
TEE1
7821
7581
ZREE W
Bl0XL
Blel
8221
8281
8341
8401
g4g1
8321
B581
BE4L
4701
8761
882]

tgatgacggt
agcggatgoc
ggacgcagooe
gcatcagage
gtaaggagas
toggtogete
acagaateag
aaccgtasaa
cacaaaaakc
gogbctoooe
tacoctgteoog
tatctoagkt
cagecegaca
gacttatege
ggtgetacag
gagtatetgeyg
ggoasacaaia
agaaaaaaag
aaggaaazck
atcoEtttaa
tctgacagtt
tcatecatag
tctggocoea
graataaaco
tecatoocagt
ttgegraacg
gottocattoa
daaaaagcgg
Etatcactea
tacktttety
cogagttogot
azagbgctca
ttgagateoca
ttcacoagoy
afuycgacac
tatecagggtt
atagoygttc
atoatgacat
gagotocggta
goEacacdtta
gtagoateta

gazaacrict
goyagoagac
azkgacocagt
agattgtact
aatacegeat
ggetgeggcg
ggaataatgc
aggcoeogegike
gacgotoaag
ckggaagobc
coctttotoco
cggtgtaggt
goLgogeckt
cactggoagc
agttettgaa
ctetgectgas
coacogotydg
gatctcaaga
cacgttaagg
attaazsatg
accaatgott
ttgectgact
grgetgraat
agtocagoogg
ttattaattbkg
thgttgocat
gotocggteo
ttagetecte
tggtbatgyc
tgactggtya
cteguongge
fcattggaaa
gttcgatgta
tbbcbaggty
ggaaatgkbg
attgtetoak
eqgogoacakt
taacctataa
cocaboages
attabtteta
agcacaaaaa
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gacacatgea
aageoogtoa
cacgtageoga
gagagtgcag
caggeoget.ok
ageggtatoa
gOogaasgaac
goLggogLEt
tcagagatag
cctogtgoge
ttcgggaage
eghbogotoe
atcooggtaan
agococaceggt
gtggtagect
goocagtbaoco
Eagoggbagt
adatocbityg
gattttagte
aagttttaaa
aatcagtgag
ceocogtogty
gatacogoga
aagggacgag
ttgoocgggaa
Egotgeagys
coaacgatca
cggtectoon
ageactgeal
gkacktcaacc
gttaacatgg
acgttettey
acccacteogt
agoaaaaaca
aatactcata
gagcggatac
tocoooganaa
aaataggogt
aaaaagoatg
gtagaacage
gdagaaadaa
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gehocoggag
gggogegtca
tageggagky
catatgegat
toegettect
gohocactoaa
atgtgagcaa
tbtopakagge
CYgRaacooga
teteetghic
gtygcgettt
aagctgogack
tatogtettg
aacaggatta
aactacgqeot
ttcggaaasa
btttEtgbtl
atoettebeta
atgagattat
tcaatctaaa
goacctatct
tagataacta
gacccacgoet
cgoagaagtyg
gctagageaa
atocghggtgt
aggegagbha
atcgitatea
aateototta
aagkcaktet
gataatacocyg
gggigaaaac
geacocoaact
gygaaggcaaa
ctotrecttt
acatttgaat
gtgooacotyg
aktcaocgaggoc
ecbgesacac
tcektgortt
atcacaaaga

acggucacag
gegggtgteg
tatactoget
gtgaaatace
cgotoactga
aggoggtaat
gaggccagra
toogoooooo
caggactarta
cgacoctgos
cteatagehe
gtgtgcacga
agtocaacoor
gragagegag
acactagaay
gagttggtag
geaagCcages
cggggtotga
caaaaaggak
gtatatatga
cagogatoty
cgatacggga
caccggoion
gteoctygcaan
gtagrtegeo
cacgotogte
cabtgatceocoes
gaagtaaght
ctgtoatgooe
gagaatagtg
cg-oacatag
Lotcaaggat
gatctteageo
atgeoegeoaag
tEcaatatt=
grLatttagaa
acgbctaaga
coctttogteot
aacatcaatt
gocaaaaaga
aatgattgag

ctbgtcbgta
grgggkgtegy
tasccatgog
goacagatge
Cctogotgogo
acagetates
asaggocany
tyacgagcat
aagatacoag
gocttacegga
aggotgtagy
accoocogtt
ggtaaqacas
gtatgktaggo
gacagtattk
ctettgakboo
gattacgogc
cgctcagbgg
cttcacctag
gtasacttog
Eckatkttcgh
gggctkacca
agatrtatca
tttatocgoo
agttaatagt
gtttggtatg
catgrtgoge
ggeoogoagkg
atpegtaaga
tatgoogoga
tagaactkhtta
ctbacegetyg
atctttbact
aaagggaata
ttgaagcatt
asataadacad
aaccattatk
traagaatte
tctggasaac
atcacctata
aggcatzata
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8581 aasattatos agsasttabg agbittbacga fbtoatcettt tiocaagitg aaatcatagy

841
3001
9041
3121
181
9241
9301
2151
a2}
94181
2541
9501
3661
a7
5783
5841
2801
o951
10021
loo8l
10141
10201
10251
10321
10381
10441
10807,
10551
10821
10681
10741
10801
10861
10921
10981
11041
11101
11151
11221

11281
11341

11401
1146l
11521

gtagcetttaa
gattogagee
tatttkEttta
gocttectet
teectEtbta
gagaacaace
ctecoctecca
sacsacatgt
aatogbgett
testgaasas
akgracacoa
gatttoaaat
ttacactatt
gtggaattac
gactbtgtogt
ttataggtag
aactgctgbt
tatgacacgt
atgacacthe
tatgaggaaat
goaaaktttoa
aggaatagad
aagagcagba
acataatgag
tgagcactga
agaggactca
casgoroage
caakgtgact
tgaggctoac
agagatcatg
abcagaqaaaa
ttecrtttcac
agoctgggge
ttaborackg
orracaatda
acasabocat
cctactactg
cggrocacodrt
tatgggakctt

ggactggoea
ttktocgatge

tgggagetta
gtgaggtgeg
ttggagtgag

cacagtgaca
ttgtcatget
tatcattgag
roctbtocag
saagagtkatt
cagtbtbakt
tttbaattat
ttkcacttta
ctagrgagtt
tgttgtgaag
acactaagas
acoragghbat
acaggaaaca
tathasapts
aggtgagtge
rtttatteta
catgaackke
ttoaccattkt
ccaaaatoes
gaaaacooac
caaggazaga
tocattatga
Eogacrtggaa
tggtrcactas
goctgtaany
gaggacagas
tatatagogb
taggaageos
gtoacatace
getkgggtat
agagttocasa
aggtgtecag
troagtyandg
ggtgaagoag
togtactaag
cagoacagce
tgoaagateoa
etasteagge
catgagoatt

goaggggacy
ctttggaaaa

gtgaagateg
ctgtgtgtca
tgaatoccage

aggaatgrtgo
acagagaaac
caggtgoaca
tatgaageas
tgtgctakca
catrcotoect
ctatctagte
agtcaaatag
aatgtacatg
gtattaagty
c¢agaaataat
gagotgoagt
tatgeagage
tockcbottl
agatgackct
vbEgactgtt
ttaattgata
Eoactgtaac
catattoaca
atbttataat
ttagtoactg
ttotggaggo
aggataaagt
rgggecacty
tgtatgggtg
cagtcagcat
aagggatott
agkcatakgo
agraagogay
ggacchtger
gaggaatiga
geagagytae
gtgteoctgoa
gadcctogtc
tacaatgaga
tacatggage
ggaccctatg
azgaatggoc
geazagiigt

ggcactyggg
tgggactgag
cogoacagoa

atttacatcE
caggagggac
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atgotgocat
tgtocatacag
gaagaccaga
aaactgocan
gaacabtaghy
actacctcte
caaactaage
aagacaccth
tocacaotygta
gagagtaago
attazazata
ttctroaagt
toetatbbtta
tcaaatgett
gaatgectaa
cagtgetaaa
tatcotoatga
gattrcaty
attgaactgt
tttaanatga
gegtygbgaga
aaggaagaad
cactacatct
ttacackgtt
aggacatag
gaactaataa
tgtaaatbokg
aaatcbtagag
tgacoagres
atbectgaty
agcagttoca
agctégtgga
aggcctoetgy
agggoektags
agtitcaaagy
teagoanoct
oekggttbga
astctaggge
octcaugaca

tyectbgagg
gttgggtgeg
gogagbhocgt
taaatccocttt
goggggggat

tatggtgote
caqgggstye
sagrackttte
tgaaactago
cattoazaaqg
tocarkoocas
agaogatoca
taatatcagy
crgtegager
agaattagak
gasaadaaay
casagoatey
gtatattaat
accattgtaa
gaggactgaa
aatagaacky
gatobotaas
ttttaktatta
Ebcaasgest
aatgtttatt
goagagyage
tgatgscaan
gagracagag
ataktgtataa
gatghtaaacge
acvatcagata
attgtgceate
aagackttag
gtottaagoo
goagetgoce
tgaatactea
gteaggagen
akacagattbs
atggatkbaga
cagggocaca
goaghotgag
cacotgooge
stkegbttee
tgttecgagy

Aabctaggage
totgagacag

gaaatatoet
attggctgga
oCa

tgectaaaat
caaatttooa
tatcaggetg
aattgttaaa
tctagoohga
tottegtgtt
gtecacatta
cotigtceat
ttgtgtotoa
toocheotaabg
ttttacatga
aggttgtoag
ttbkcacatak
atgagtttgt
gaagttggag
aggkectita
ctattbtbtat
atgtaactat
taccttgack
ttacatrtet
ataagagtte
gtttcagtak
caggacatek
ggebcaaqan
cagekcaggh
agataaggea
caghbotagtt
agtagaaztc
agoactbgbt
aaagtaagsac
gettoctygty
qaagrgaana
actaattata
tattttaate
ctaactgoag
gacactgogy
caagogacea
tgecbgotgoe
ggacctgggo

cLetghggat
taactcager

atkttanactt
aagagaattg
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SEQ ID NO: 38

ES 2341 341 T3

Secuencia de nucleétido de la expresion del vector HCVHQN73DSp20

61
121
181
241
inl
158l
421
481
541
01
&6l
T2l
TE1
B4l
501
551

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
186l
1521
1881

CTACAGMKIGT
TATGGAATAT
ATRCTGTGRC
TTTTTGTCAA
GROGRATEGE
TTARAGTTTAA
TCAGRACCAG
GGAAGGGARA
RRCACTCTGT
ATTTGCATTT
TATTGAGTTC
RTCGACTTCT
GECAGGGAGE
GAGLCCRGAC
CTEERCoCnG
CARZQZUCCA
GACCCTEGEEC
ARGLGOCCTG
CTCCCTCRGC
CRACCTGAAT
ACRGGGAGZG
GCTATGOARZT
CTCTGCCCEU
GCRGGCRCRG
TCAGACCTED
GOUCAARCTC
CCARTUTTCT
CAGGTARGCC
COTGCATCCA
GEACCTEAAC
CTCATGATCT
CCTGAGGTCA
CCEOGGEEAGE
CAGGACTGGC

CTGGTGEAGC
TAGAMGATGET
TTTAARLTGET
TCAATTTGAG
RGTGRAGGCTC
BATATTTTTA
BACACCTGCA
ATARARKCCAC
CCAGCCOCAC
CTAARATARG
ARCCOTTTTAR
AAAATOETATT
GROCTAAGET
ACTGRACGOT
CTCTATCCCA
TCEGTCTTCC
TGECCTGETCA
BCCAGCGECE
AGUGTGETEA
CRCARGOCCR
AGGETGTCTE
COCRETOCAT
COCACTCATGE
GCTAGGTECC
CRAGARGOCART
TOCROTOCOT
CTCTRCAGAD
AGCCCAGECD
GGGhCAGGCC
TCCTEEEEGGE
COOGEACTICC
AETTCAATE
AGCAGTACAL
TGAATGGECAR

CTGCAAARGT
TGCTTTTACT
GACRGOGTTT
GTCTTCTITS
TCTCATACLC
AATGARTICA
GCRGCTGECA
TAGGTRARCT
CRARCCGRAA
TTGAGGATTE
TTTTAGCTTE
TAAGCITTCT
GAGECAGETG
GRACCTOGCG
CRCOGOGGTC
CCCTGGUACC
AGGACTACTT
TGCACACCTT
COGTGCOUTC
GrRACACChA
CTZGAACGCCH
GECAGCARGS
CTCRAGAGGAGHR
COTARCCCAG
ATCCGGGRGE
CAGOTOGGAN
COCARATOTT
ToQQCCTOCh
CCRGOCGEET
ACCOTCAGTC
TGEAGGTCACA
BTACOTGEAC
CANDRCGTAC
GGAGTACAAG

58

CORGOTTTICA
CTTAACSTTGER
TCARGTACTC
TETACAACTE
TATTCAGRAC
GCRRTCTIGA
SEARGCAQOT
TETRECTETE
CTCCACGECTE
RQOCGARRCT
AQTACTTOTA
QEGEECAEace
GEGCCAGCCA
GACAGTTARG
ACATGGCTACT
CTCCTCCARG
COCCGARCOGE
CCCEeCTETC
CAGCRGUTIG
CGETGGACRRG
GECTCAGOGT
CAGQCCOCGT
GHEGTCTTYCTG
GOCCTGCRCA
ACCCTGCCCOC
ACCTTCTCTC
GTOACARARC
GCTCARGGCG
GCTGACACGT
TICCTCTTCC
TGCETGGTGSE
GEOGTEZAGG
COTETGETOA
TGCARGETCT

LROOAACACA
TICCTAGGAA
ATTITTTTAA
ACATTACTTA
TEACTTTTAR
CTTGRASTCA
CATGTERCAA
GTTTGARGAR
AGCARARCAC
CRAZACOTOC
CTTTOCCCRA,
ARGOCTOACC
GETGCACARCC
AACCCAGESE
ACCTCTCTTG
AECACCTCIC
GTApCEETAT
CTACARTCCT
GGCACCCAGA
AGAGTTGEGTG
TRCTECCTEG
CTGCCTCTTC
GOTTTTTCOC
CAAAGGEECH
TRACCTAMGC
CTCCCRGATT
TCACACATGC
GRACAGGETGC
CCACCTCCAT
CCCCARRARCT
TGAACGTEAS
TGCATRATGE
GCGTCCTCAC
CCARCRADGC

GRAGTATCGTG
AAATARGETTAA
ATGTCCAAMIR
ARGTTTARACC
CAATRATARA
ACGATGGCCGR
CECTATTTEG
CQTEETITTEA
CACCTCELETA
TCTTTTARCT
ACTTAROTTT
TTGGECTTTGEGE
CAATGCCUAT
CCTOTGOECC
CAGCCTOCAC
GRFECACAGC
COTCQAACTC
CRGIACTCTA
CCTACATCTG
AGRGGECCAGT
ACGCATCCCG
ACCCOGRGEC
CAGGCTCTGE
GGTECTEFEEC
CCACCCCAAR
CCAGTARCTC
CCACCGTECC
CCTAGAGTRG
CTCTTCOCTCR
CARGZGRCACC
CCACGRRGAC
CALAGRCARRAS
CGTCCTGCAC
CETCCOAGED
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2041
2101
2161
2221
2281
23al
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2541
3001
3061
a1zl
liel
3241
3341
iiel
3333
3481
154])
3601
ig61
3721
37BL
3841
3501
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
2381
1441

CCCATOGRGR
GGACAGRGAT
CCCTACAGGG
GACCARGAAC
CATEEAGTES
GGRCTCCOAC
GURGGEERAD
GARGAGCCTC
GAGCTCTOGE
CCCRGCATGE
TITCCACGGS
ACTATCCCCA
GCCAGEEELT
QUTECCCTGE
TECCTCTATA
TCOGGGGCAT
CCGCACTARDT
CGEOOGRCATO
AGCCCAGRCC
CCTCCCTUGE
CTTTGGTAZC
TCTITTGTGA
TTCCIETGTS
RACTGCROCT
CERAGCEACCC
CATGGATGCA
GULACAGGECC
QAGCCRCAGS
TCCAGACATC
AARATGUTET
CAATAARCAR
GTEGEAGETT
CTAGTCRAGS
ARGETRCACA
BGARARBANCA
TTTTCCATAR
CAAGCAAGRG
AAGTOCTTGG
GCAGTABCCT
ARAGCATTCC
ACAATTAGAR

ES 2341 341 T3

AARCCATITC
CoERCTCEGol
CAGCCCCENG
CACGOTCAGCT
GAGACCAATCE
GECTCOTTCT
GTCTTCTOAT
TCCCTGTCCC
GETCECACCR
AMATHAAGCR
TCAGGECCGAG
CACTSGCCCA
GCCoTCAQaCh
GCTGGGCCAC
CeRGACTETC
GCCTAGTOCA
CCCTGECAGT
CACTCTCOGGEG
COTTCRACAA
CCETCRGGGA
TTTECTTCTT
TERCAATARN
CACGCGCCTT
COEGEECTCC
TCOCTEEO00
GETTCTOCTD
TCCAGGGAAR
GAGGGCCTTC
ATAAGMTALR
ATTTGTGAAR
GITAACAADE
TTTTRARGCR
CACTATACAT
ATTTTTGAGC
GTATGTTATG
TTTTCTIGTA
TTCTATTACT
GGTCTTCTARC
CRTCATCACT
ACCACTGCTC
TCAGTAGTTT

CARAZCCARA,
CACCOTCTEC
ARCCACAGGT
TOEACCTECCT
GGCACCLICREA
TCCTCTATAG
GOTOCSTGAT
CGEFEFTARATE
GEATECTTEG
CCCACCACTG
TLTGAGECCT
GGCTETGCAG
FEETEEEEEA
GAGARMZCCCT
CTETCCTETS
TECGCGTREG
CCTGCCCROT
CCCTGTEEAG
RCCOCGCACT
GGACTOCORG
CTTTTAAMATT
ATATCCTTTT
CTGOCCCOES
CTECACTOGE
CTATCACTAC
CT3CTEGEGCA
GQCTREATCGA
CAGARCCAAL
TTEATZAZTT
TTTGTGATGC
ACAATTGCAT
RETARAAACCT
CAANTATTCC
ATRGTTATTA
ATTATARLCTG
TAGCRGTGCA,
AARTACAGCHR
CTITUTCTTC
AGARTGGCATT
CCRTICATCR
ARCACATTAT

59

COTEEGEACCD
COTRAGAGTG
GTACACCOTG
GETCRAMGGC
BARCARCTAC
CARGETCRCE
CORTEAGCOT
AGTEOUACES
CACGTACCOC
CCCTERRCCE
GAGTGGCATE
GTETACCTCE
TTTGCCAGTS
ACGAGCCTCT
AGCGCCCTET
GACAGGCCOT
CTCGCARCCCG
GEACTEGTGC
GAGGTTGETC
GUTCROTNER
TTCTRAAGTT
TARAGTCTTGT
TOGUARGCAC
CCCCCROTTD
ATGGRACCCCT
COATECTECC
GGCTECAAGT
CATGETCCRA
TGGACAAMIC
TATTSCTTTA
TCATTTTATG
CTACKHRETET
TEATTARRACOC
ATAGCRGACA
TTATGCCTAC
GCTTTTTOCT
TGARCTCARRE
TTTITTEFEAG
TOTTOTCAGE
GTTCCATRGS
ACACTTARAR

GTGERCTGECG
ACCGCTATAC
CCCOCATCCC
TTCTATOOCA
ARGRCCROGC
CTEGARCAAGR
CTSCACAROT
CCGGUAAGOD
GTUTACATAC
CTECGAGRCT
ABCGRGUCAD
GCCGCETAGRE
TEQCCCTCCC
GGGEAACAGAC
CCTCCGACCH
COCTCRCCCA
CATGHMGEACK
RAGATGCOCAC
GAGCAGGAET
AGGAGGTGCC
CATTARTTST
ACTTCOGTGAT
GGTCAGGAGS
CTECAGCCAC
GGRGCTTCTC
TECCCTGGETC
TEBCTCRGAD
AGUGAGAGST
ACAACTAGRA
TTTATARACCA
TTTCAGETTC
GUETATIOCTE
CTTTACRRAT
CICTATGCCT
TTATAAAGGT
TTETGETGETA
ARCTTACGCAR
GAATRGARTG
AAAACRGETT
TTEGARTCTH
ATTTTATATT

AGGGOCACAT
CARCCTCTUT
GIGARGGAGAT
GOBACATCOGC
CTCCCETAECT
GCRGETEECH
ACTACACGCA
COCCCTOoOC
TTCCCAGEON
GTGRATEETTC
ABOGEGTCOC
GTOCGCCTCA
TCCAGCRGCR,
ACACAGCCCC
CGATECCCAC
TCTACOOCCR
CARCCGARCTC
ACKNCARCRCTC
BrEGCCAGRG
ACCATTTCAG
CTTIGATGTT
GUUARGCCSCC
AGGOTERTOC
ACGCATTGOC
CTCTTTTICTA
ACTCTGCEGAE
TESCCAGGCA
GOBTOTCASA
TOCAGTGARA
TRATRACCTE
ABGOGGAGGET
ATTATGATCT
TRAARAGCTA
GTGTGEAGTA
TACRABAATAT
ARTRGUANMG
TTCTGARGZA
TTOARCARGTCA
TTCCTCATTA
ARATACACAM
TACCTTAGAG
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4501
4581
4621
4681
4741
4801
4881
4821
4481
5041
5101
5181
E221
5281
5341
5401
545l
5521
S55E1
LY 1
5701
E761
SRZ1
;1.3
5841
§001
E051
6121
6181
6241
6301
£361
6421
G481
6541
6501
6661
5721
6781
6841
6901

CTTTAAATCT
ACARAGATCC
ATGCCCGGEAT
TCCoQCEAQCT
GEETHIGIGA
CGGAARACGA
GATGACAGST
BCTCGTChRAG
GCROGRGGAR
RCOCTRTATC
AGCGGCCATT
CCTCGCOGTT
GATECTCTTC
GCTEGATGCG
GCCECCECAT
GGREATCCTA
CETOGAGCAC
CATCCTECAG
COTGOGETEA
CATAGCCGAR
CAARTCATGCE
AGATCCTTIRCG
AGGGCGCO00
ATOECCATET
TCCAGATIGC
TCTACGTSTT
CTTTTTGCAR
GRACCGAGELG
ATGGERCGGERA
TGCTGACTAR
TCCACACCTS
GOCTREEGAC
TEATCGACGET
ARGCAGRTACT
GLECECRAGCC
GOATCAGARC
FTAAGOAGRA
TCGGTCEFTTC
ACAGAATCAG
RACCOTAAMA
CARCRARLATE

ES 2341 341 T3

CTGTAGSTAG
GGACCARRGT
AGCOQCTEOT
CGTCCRGECT
AGRARCTCCAC
TTCCGARGOCD
TGEEECETCEE
ARGEOGRTRG
GOSETCAEOT
CTEATAGCGS
TTCCACCATS
GGGCATGC3C
GTCCAGATCA
ATGTTTCGOT
TECATCRGCC
COQCEECACT
AGCTEOECHRA
TTCATTCAGG
CAQOCQGERAD
TARGCCTCTCC
ABACGATCCT
CGGCARGARA
AOCTOGCAAT
AAGECCRCTS
CCAETRGOTE
CCGCTTCCTT
AACCCTAGAC
GUCTCGGCOCT
CTEAQCEGAC
TTGREGATGCOR
GTTGCTEACT
TTTCCACRCD
GAARRCCTCT
GUO3ARGCROAC
ATGACCCAGT
REGATTIETACT
ABATACCGCAT
cleiny pelaiciclae
GOGATARCGT
AGGCOGECETT
GAROQETCEAN

TTTCTCCAAT
GGCCATCUTE
GETTTCCTOR
CRAGGCAGCAG
CATGRGATCC
CARCCTTTCA
TTGETOEGTD
RAGGCGATGC
CATTCGCCGCT
TCCGCCACAC
KTATTCGGCA
GCCTTGAGCT
TCCTEATCSR
TGFTGETCGR
ATGATRGCATAR
TOSCCCAATA
CERARCACCTO
GCRCOGEACA
ACCECGECAT
ACCCAAGOTHS
CATCCTETOT
GCCATCOCAST
TOCEETTLGC
CAAGCTALCT
ACARTTCATCC
TAGOASCOOT
CTOCARBARE
CTGCATRRNT
TTAGGGGECGG
TRCTTTGUAT
BATTGAGRTG
CTRACTGACA
GRCACATGCA
ABGCCCETCA
CACUTAGCGA
GRGRETGCRD
CAGGCRICTCT
RAGOGGETATCA
RGGRRRGAAC
GCTEECSTTT
TCREAAGTEE

60

TATGTCACAT
CCTCCCCRCT
ATGOCGACGG
CTGRACCRAC
CoeozOTean
TAGAMIGIGEE
ATTTOFAARCC
GUTOCGAATC
CAAGCTCTTC
CCACCORGOC
ABCAGGCATC
TGGCGARCAG
CRACGACOGEC
ATEEGCRGGT
CTITCICGEC
GOAGUCAGTC
TCETSGCCAS
QITCGGTCTT
CARGARCAGCH
COGGAGRACC
CTIGATCAGR
TTACTTIGTH
TIGCTGTCC A
GCTTECTCTT
GEEGETTAGCA
TEHXECCOTEA
GOCTCCTOAC
AAARADDATT
GATRREOCGGR
ACTTCTGCCT
CATGCTTTGT
CACATICCAC
GCTCCOGGEAG
QAGCICETCR
TAGCGRAGTE
CATATGCGOT
TCOGCTTOCT
GUTCACTCAD,
ATGTGAGCAR
TTCCATAGEC
CORMACOOGA

CACAGAAGTA
CCTGCAGTTC
ATTTGCACTG
TCGCGAGIGE
GGATCATCCA
CGETGGAATT
CCAGRGTCCC
GEARGCGEECG
AGCARTATCA
ACAGTCGATS
GCCATEGETC
TTCRACTERC
TTCCATCCGR
RGCTGOATCAR
MOGAGCAAGC
CCTTCCCECT
CCACGATRGT
GCACAAARRAR
GATTATCTET
TECGTGCART
TCTTGATCOC
GGGCTTCOCA
TAARACCGCC
TECGEUTTGOG
COEFTTTCTGEC
GTGLTTGEOGE
TRCTTCTGGA
AGTCAGCCAT
GTTAGGGGOG
GCTGEABAEAGC
ATRCTTCTQC
AGUTGCCTCG
ACGETCACAS
GOGEGTETTE
TATACTGGCT
GTGAAATACT
CGCTCRACTGA
AGECGETRAAT
ARGGCCAGCRA
TCOGCCCCCH
CAGGRCTRTA

AGGTTCCTTC
GGEEEGECATSG
COGBETAGALS
BTCGAGCCTE
COCEECETol
GARRTCTOGT
GCTCAGAAGA
ATACCSTARRA
CEGGTASCCR
AATCCRGARD
ACCACGAGAT
GOGRGCCCOT
GTACGTCECTC
AGCCTATOCR
TGABATCACH
TCRGTSACRR
CECGECTECCT
ACCEZEROGOC
TETGOOCAGT
CCATCTITCTT
CTGCGCCATS
ACCTTACCRE
CASTCTAGCT
TTTTCCCTTS
GEACTAGCTT
CAGOGTGEAMG
ATAGCTCAGA
GOGECEGEAGR
GGACTATGET
CTEGGGACTT
CTGCTOEEER
CGOETTTOGG
CTTGTCTGETA
GLUCETETOE
TAACTATSCG
GUACAGATEC
CTOGCTGEOGC
ACGITTATOL
AARBGOCASG
TERACGEAGCRT
BAGATACCAG
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G261
TO2IL
FTOB1
Flai
7201
7261
T2l
Tadl
Ti431
7501
7561
7821
7661
7741
7801
7861
792)
7981
BO41
B101
BlEl
B221
B2E1
B341
8401
8461
8521
EE81
BE41l
B¥01
BI81
BEBEL
aggl
BEdl
I001
5061
Flz1
51B1
59241
9101
9151

GOGTTTCCCC
TACCTGTCOS
TATCTCAGTT
CRGOCCHRDT
GACTTATCRC
GQTQCTACAG
GETATCTGCE
GECAARCALD
AGRARAAAAG
ARCGRLAACT
ATCCTTTThA
TCTGRCAGTT
TCRTOCRTRG
TOTAGCCOCH
GCARATARACC
TCCRTOCRGT
TTHICGCARRCS
GCTTCATTCA
ARAARRGCGE
TTATCACTCA
TGCTTTTCTG
CCGAGTTGET
BARMSTGCTCA
TTGRGATCCA
TTCACCAGCG
AGEGECGACRC
TATCAGSHSTT
ATAGGEETTC
ATCRTGRCAT
GRQCTCGETA
GOTACACTTA
TRGCATCTA
ARRATTRATCA
BTEECTTTAA
GETIHAGCC
TATTTTTTTA
GCCTTCCECT
TICZTTTITTIC
GAGARCAMNCC
CTCCCTCCCA
ARCARCATGET

ES 2341 341 T3

CTRFARACTT
CCTITCTCCC
CEGTGTAGET
QCTHEGCCTT
CACTGGCAGE
AGTTCTTGAR
CTCTECTZAA
CCATOGECTGE
GATCTCAMGR
CACGTTARGG
ATTRANLARTG
RCCRATOCTT
TEGCCTERCT
QTECTICART
AGCCRGOCEG
CTATIAATTZ
TTETTOGOCAT
GUTCDGETTC
TTAGCTCCTT
TOETTRATGEC
TEACTOGTGA
CTTGOCCGEE
TCATTGGAAR
GTTCGATSTA
TTTCTGGGTA
GEAARTGTTG
ATTGTCTCAT
CoCECACATT
TAACCTATRA
CCCATCAGCD
ATTRTTTCTA
AGCHRUARRINS,
RAAAATTATS
CACRGTERCA
TTFICATECT
TATCATIGAG
TCCTITCCARZ
AABRCACTATT
CRAGTITTATT
TTTTRATTGET
TTTCARCTTTAR

COTCQTEOGEC
TTCGSEARGSC
CGTTCGoTCC
ATCCGGTARD
AGCCACTGET
GTGEETEGOCT
QACCRGTTACC
TAGCGGTGEET
AGATCCTITS
GATTTTGGTC
AAGTTTTRAA
AATOAGTGAS
COCCGTCGRTE
GATARCCQUGR
AAGEICCGAG
THICOEEIAA
TECTECAGEC
CCARCGEATCA
CEETCCTICS
BGCACTGCAT
GTACTCAACE
GTCRARCACSS
ACGTTCTTCS
ACCCROCTCQT
AGCRARARCA
ARTACTCRTA
GRAACGGATAC
TCCOCGRARR,
ARATAGHECHGT
ARAABGOATS
GTAGALCAGC
GARAGARAMRR
RETTTTRCGA
ROGAATETGEC
ACRGAGRARC
CAGGETGCACH
TATGARGChA
TETGCTATCA
CATTCCTCCT
CTATCTAGTC
AGTCAAATAC

61

TCTCCTGTTC
GTGRCECTTT
ARCCTCGECT
TATOGTCTTE
ARACRGGATTR
RACTACGSCT
TTCSGABARA
TTTTTTSTITT
ATCTTTTCTA
LTGhGATTAT
TCARTCTARR
QCACCTATCT
TAGATAACTI
CACCCADGCT
CGCAGRRGTG
GUTARGRGTAR
ATCGTGETGET
AGGCGRGTTA
ATCGTTGTCA
ARTTCTOTTR
ARGQTCATTCT
GRTAATACCA
GRACOAAAAC
GUACCCRACT
GEARAGCAAR
CTCTECCTTT
ATARTTTGAAT
GTGUCACCTG
ATCRCGAGEC
CCTGCCACAL
TCTTTGETTT
ATCACARAGH
TTTCATCTTT
ATGCTGCCAT
TETCATACAG
GAAGACCOAGH
ARMCTGEOCAA
GRACATANTG
ACTADCTCTC
CAABRCTARIC
AMIACRACCTT

CGRCCCTGCC
CTCATAQCTO
GTGTECACAA
AQTCCARACCT
SCAGRGCCAG
ACACTAGAAG
FAGTTGGTRG
GCAMGCAGCA
CGGGOTOTEA
CARARBGGAT
ATATATATGA
CRECGATCTG
CFATACGGGA
CACCGSCTCC
GTCCTGCAAD
GTAGITCGECC
CRCGCTOST
CATGATOCCC
BAAGTARGTT
CTATCATZCC
GACAATAITS
CECCACATARG
TCTCARGEAT
GATCTTCRGS
ATECOGTALL
TTCARTATTA
GTATTTRGLN
ACGTCTRAGR
CCTTTCOGTCT
AACATCOLATT
FCCAMARAGA
ARTEATTGAG
TTCLAAGTTA
TATSSTGCTE
CROGGEATGT
AXNOCRCTTTS
TEARRCTACT
CATTCARRAG
TCATTCCCAC
ACHCHATOOR
TAATATCRGC

GCTThCCGGAR
ACBCTHTREG
ACCCCCOGTT
GETARAGATAC
GTATGTAGGE
GACAGTATIT
CTCTTIATCC
GATTALCGCGT
CGCTCAGTGE
CTTCACCTIOG
GTAALCTTGG
TCTATTTCGT
GEECTTACTA
AGATTTATCA
TITRTCCSC
ASTTAARTAGT
GTTTHEETATE
CATETTETGC
GECCECAGTE
ATCCGTAAGR
TATGCHFTEA
CAGRACTTTA
CTTARCOGCTG
ATCTTTTAZT
AAMNIGGOATA
TTEARMGCATT
AAATEAACAR
ARCERTTATT
TCARGAATIC
TCTGGAARLC
ATCOROCTATA
AGECATARTM
AARTCATAGH
TECCTAAART
CAARTTTCCA
TATCAGGECTA
AATTGTTAAR
TCTASTTGA
TGETTTGTGTT
GTCCACATTA
CCTTGTICAT
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9421

2481

9541

2601

8661

a7zl

9781

9841

ga01

9541
10021
10081
16141
ipza1
16281
14231
10281
10441
10501
14561
10621
10681
10741
10801
10861
10321
1a981
11041
11101
11161
11221
1128}
11341
11401
11461
11521

SEQ ID NO: 39

ARTCOGTGCTT
TCATSAACRA
ATGCRCACCC
GATTTCARAT
TTACACTATT
GTGGAATTRC
GACTTTGTGT
TTATAGGTRE
BACTECTOTT
TRTGACACGT
ATGACACTTC
ThATSEGEAAAT
GCAARTTTCH
RGEARTAGAR
AACGAGCAGTA
ACHTARTGAG
TGRGCRCTCA
RGNZEACTCA
CARRGOTCASC
CRATGTGACT
TGAGGCTCAC
AGACATCATG
ATCAGRARANRA
TTCTTITTCAC
AGCCTGGEGEEC
TTATCCACTG
CTTACRATCR
ACARANTCCRT
TCTACTACTG
CGGTCRCOGT
TGTGGGEATTT
GOACTAGLCH
TTTCOGATGE
TGGLGACTTG
GTERGETGOG
TTOGAATEGE

ES 2341 341 T3

CTAGTGACTT
TGETTGTEARG
BCACTAMNGRG
ACCCRGETAT
ACAGCAAACR
TATTAARRCTE
AGGTGRGTGC
TTTTATTCTA
CATGAACTTC
TTCACCATTT
CCAMATCCOC
GAARACCCAC
CAMGGRAAGA
TCCATTATGA
TOCRCTOGMLA
TEEFTCRACTAR
GECTGTARGE
GRIGACTAGCA
TATATRGFEET
TAGGRRECCC
CTCACKRTRCC
GCTTGEEETET
AGRGTTCCRR
AGGTETOCRG
TTCRAGTEARG
GETGARGCAG
TGETACTARG
CAGCRCAGCC
TGLARGATCA
CTCCTCRGET
CATGAGCATT
GORGGOURLG
CTTTGHOAARA
GTGRAGRTCG
CTGTOTGTCA
TCAATCCRGD

ARTGTACATG
GTATTRAGTS
CAGRAATRAT
GRECTCCRAT
TATGCAGAGT
TTCTTTCTTT
RCATGARCTCT
CTTGACTGTT
TTAATTGATRA
TCACTSTAAC
CATATTCACK
ATTTTATAAT
TTAGTCACTG
TTCTRGARGE
ACGATAARGT
TEGEFCCACTS
TETATGOGETG
CRETCAGCAT
ABGEGATCTT
AGTCATATGC
BGCBAGCGRG
GEACCTTGEOC
GGGGRATTGA
GCACAGETSC
GTGTCCTGER
SAGCCTEITC
TACARATERGA
TACRTEEAGC
GRACCCTATS
AMGRATEECC
CCAAAGTTCT
GGCACTEGGEE
TGEEACTGAG
CCOCACRGCA
ATTTACATCT
CACGARGGAC

TCACACTGTA
GAGRETARGC
ATTAARAATE
TTCTTCAAGT
TTTTRTTITTA
TCALATGCTT
QEATOCCTAR
CAGTECTRRR
TATCTCATGER
GATTTTTATG
ATTGAACTGT
TTTAAARRTGR
CTATATGAGA
AAGGARGAALC
CACTACATCT
TTACACTGETT
AGGACARTCAG
GCAACTARTAR
TGTAAATCTS
AAATCTRANG
TGACCAGTTA
ATTCCTGATG
AGCAGTTOCA
AGCTGGTGEA
ROGCCTCTEO
AGCGCOTTSA
RAGTTCRARGSE
TCAGCAGCCT
COTGETTIGA
RCTCTAGGEEC
CCTOGEEACR
TECCTTGACG
GITEEETEOG
GCGRGTCOET
TARLTCCTTT
GLGCEEEEAT

Secuencia de nucleétido de la expresion del vector LCVL2Sp20

1
51

CTGTTGGOTT
AGARATTAGRT
GARRBNR ARG
TARBGCATOR
GTATATTAGT
ACCATTGTAA
GRGGACTGAM
AATACARCTG
GATCTCTAAR
TTTTATATTRA
TFCARACTIT
AATGTTTATT
GCAGRGGAGT
TEATGCCRAL
GAGCACAGRG
ATATGTATAR
GATGTAARCC
ACATCAGATA
ATTETGCATC
AAGFRCTTTAZ
GTCTTARAGGEC
GCAGCTGCCC
TEARTACTCH
GTCAGERGCC
ATACRCATTC
ATGGATTGGR
CREQGACCACR
GCGCTCTGAS
CACCTCGEGEC
CTTTGTTITC
TETTCCGAGS
ATCTRRGASC
TCTGAGACAS
GAEATATCTT
ATTGGCTGEEA
CCA

TTGTSTCTCA
TOCTCTAATG
TTTTACATGA
RAGTTATCAG
TTTCACATAT
ATGAGTTTGT
GARGTTEGAG
ANETCCTTTA
CTATTTETAT
ATGTAACTAT
TROCTTEACT
TTATATTTCT
ETRAGASTTC
GTTTCAGTAT
CREGACATOT
GGCTCAAGAA
CAGCTCAGET
AGATARGGECA
CASTCTRSTT
AQTAGAARTC
ACCACTTCIT
ARRGTARGAC
COTTCOTETS
GAAGTEARRA
ACTAATTATA
TATTTTARTC
CTRACTECHRG
GARCACTEOGE
CRRGGGACCA
TECTECPECC
GEACCTEEGEC
CTCTGTEGAT
ThECTCRGCC
ATTTAGALTT
BAGAGAATTG

CTAGAGTCCT AGAGAGGTCT GGTGGAGCCT GCAAAAGTCC AGCTTTCAAA
GGAACACAGA AGTATGTGTA TGGAATATTA GAAGATGTTG CTTTTACTCT

62
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i01
151
20l
251
391
35l
401
451
501
551
801
651
L
TE1
apl
851
ol
851
1001
1451
1101
1151
1241
1251
1301
13E1
1401
1351
1501
1551
1601
15851
1701
1751
1801
1851
1901
1a51
2001
2051
2101

TRAITTGETT
GREGSTTTTC
BATTTGAGGT
GEARTGGGALG
ATRRTARATT
TEGAGTCRAG
ARGCAGOTCA
GGTAAACTT
AGCCCERCCAR
TTGCATTTCT
TTTTAACTTA
TTCCCCARAC
TCRARATTAG
TARTATATTT
TTATTGEGTCT
CTTTGTICAT
TTGRCATTCT
TGAGEATTCR
CTRFGROCTG
ARTTATCCECH
ATCCTETTTG
TCTTCCOGoC
TECCTECTER
GEATRACGCC
ACAKOCAMNIGA
GCAGACTACE
CCTEAGCTOG
ABRAGTACCC
TTEGCCTCTE
CARGCTCARTCT
TAATITTGEGA
TCTCTCETTTC
AATPTCTCTT
GAGATCTGRR
ARARCCACRAC
GATGECTATT
CARCARCRAT
AGGTTTTTTA
GATCTCTRGT
CRRATTAOAR
AGARCACTCTEA

ES 2341 341 T3

CCTAGGAARR
BARSTARCTCAT
CTTGTTTATE
TGERGGCTOTC
ARGTTTAARRD
ATEGCCCATC
TGTGECAAGSE
TAGCTEFTGET
AACCGAMMGT
AAARTARGTT
TTGAGTTCAR
TTARACTTTAT
GITATGTAAG
AGRAMRMCTTC
CCATITCAARTT
GRICTTTITTT
GETCRAANCE
TTTTAGGAGR
CAGGCATACT
AACARACACAC
CTTCTTITCCT
ATCTGRTOAS
ATRACTTCTAR
CTCCRATCGHE
CRGCACCTAC
AGAARCACAN
CCCGTCACAR
CCACCTECTO
RCCCTTTITTC
TITCACCTCAC
GGRCGAATGAR
CTCATITAAT
ATARCGGACT
GCTGATLCAL
TAGARTGUAG
CTTTATTTGT
TGCATTCATT
ARGTARQTRA
CARGZGCACTA
ACCTAARGGT
TGCCTETETS

ATAGTTARAT
TTTTTTAAAT
TAGAMCTGAT
TCATACCCTA
TATITTTAAD
AGARCCAAMS
CTATTTGIGA
TTGAMRZAAGT
CCAGOCTOAS
GAGGATTCAG
CCTTTTALTT
CGACTTCTAR
ARATTARRGG
TTARAATTAC
CTTTTCCAAT
BGTTETTTGT
GCTTCACALA
AATACTTTTT
GTTTTCTGTS
CCAACEGCAG
CAGGARACTGT
CAGTTGEALAT
TOCCRGRGRG
CTRACTCCCA
AGUCTCAQCH
AGTCTAOGCD
RGAGCTYCAR
CTCAGTTOCA
CACAGGEGAC
CCCCCTCCTE
TARATRAMLGT
AARTTATTLATC
AAATRTGTRG
ARCATGATAAG
TGARRARBAT
ARCCATTATA
TTATGTTTCA
ARCCTCTALA
TACATCARAT
ACRCARTTTT
GRGTARGARRE

63

ACTGTGACTT
GTCCAARRTT
ATTACTTRRA
TICAGARRCTGE
TEAATTEAGE
CACCTGCAGD
ARGGGARANT
GGETTTTGAAN
CARAACRCCD
CCEAMMCTGS
TTAGCTTGAG
AATSTATTTA
ACTTTAGTST
TCTATTATTC
ACCOGRAGCR
TTTCCCTTAC
TCITTTTCRA
TTTTARRTEA
TETCCCTAAD
RACTTIGTIA
GECTGCACCA
CTGCAACTEC
GOCRRAGTAC
GEAGAGTETC
ACACCCTGRC
TEOGAAGTCA
CAGOEEAGHG
GCCTGACCOOC
CTRCCCCTAT
CTCCOTTEGCT
GAATCTTIGT
TETTSTTITA
TCATCCTARS
ATRCATTGAT
GOTTTATITE
ARGCTGCAATE
GETTCAGGEG
ARTGETECTAT
ATTCCTTATT
TGAGCATAGT
ARMCRGTATS

TARRATGETGA
TTTGTCLATS
GTTTARACCGA
ACTTTTAMCE
ARTGTTGAGT
AGCTAGCARGA
APAACCACTA
CACTCTGEICC
CCTGOGTAAT
AGRGGTCCTC
TARGTTCTAGT
SAACTCATTT
CTTTAATTTC
TTCCCTCTGA
TITARCACTCA
TATTRAGACT
GRCCACTTTC
ATGCARTTAT
ATICCCTETS
CTTRARCLCC
TCTGTCTTCR
CICTETTGTG
AGTGUEARGGST
ACAGAGCRGGE
GUTGAGCARR
CCORTCAOGE
TETTAGRGGE
CTCCCATCCT
TG TOCTS
TTRATTATGE
ACCTATHGETT
CCARCTACTC
GCGEGATATC
GAGTTTOGAAD
TERRATTTCT
ARCARAGTTRA
GRGETGTGEEE
GGCTGATTAT
RARCCCCTTTR
TATTAATAGT
TTATGATTAT
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2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551
2601
2651
2701
2751
2801
2es1
28Mm
2531
3001
30521
3lol
3151
3201
3251
3301
3351
3401
3451
3501
3551
3801
3651
3701
3751
3801
igsl
3991
15581
4001
4051
4101
4151

ARCTGTTATS
TTETATAGCA
ARGRGTTCTA
AAGOARRAGTC
GARTGTTCAG
TEAACAARAT
CATCAGTTOC
AGTTTARCAC
ARTCTCTGTA
CCTTCACALR
ARTTCGGEGED
GRCSGATTTS
ARCACCTCRR
AAAATECRTR
TTAGTCTITS
CCTEGRCCTC
CCCARATCAA
CCTTGTCRCA
ARRCAGRACT
TCCSSTTETT
ATGAGCTCCT
TTCTGTOITT
CTACCChTAR
CATTCTTTGE
CTCCOTTOTT
ARTGGTOGEAD
CTAGORTTGC
ARAMGECTAG
GAGGEHOCCAS
CATEOGECRG
GOAGTTAOOG
CATACTTOTG
ACTARATTGES
GRCTTTOCAC
COGTGRATGAC
CRAGCTTETCT
TCAGCGGETS
CAATRECOCGEA
ACTEAGRCGTG
GATGCRTRAG
ACTGACTOGE

ES 2341 341 T3

COTRETTATS
GTGCAGUTTT
TTACTAAALA
CTTGGEGTCT
AGTCAGCAGT
BROQQTTTTOCT
ATRGGETTGTA
ATTATACACT
GETAGTTTGT
GATCUGGEACC
CATUGATEOE
CROTECCEET
CCAACTOGCE
FHETTTAGELS
TTCTCGTAGA
AGAGAGGRCSG
TTTCTGERAA
ARGRITCTGA
GCCTCCOACT
CRATAAGTCT
COTEETAGTT
TAAGETCGA
TCACCAGARTT
ARCGTACTTGH
GCCARTCOOC
CCATEATEGC
COTERAGTTT
GOCTCCRAAR
GOEGOCTCOS
ROAATERACG
GCOGEFACTAT
COTEOTEEEE
ATECATGCTT
ACCCTALOTE
GETERARALCT
GTAMICGERT
TTEEOGEETE
QTHTATACTG
CACCATATGC
GACALRATRD
TECGCTCGEET

ARGOTTACRG
TTCCTTTGTS
CRECATGACT
TOTACCTTTC
RGUCTCATCA
CATTAARASGE
ATCTARRRTR
TARAAATTTT
CCBRATTATET
ARARGOGECCA
CEEATAGOCE
AGARACTCOES
AGGGCATOCA
GEGAGCAGAL
CTTORAMCTT
CCTEEETATT
ABRCETETCR
BETECCCTEG
ATCCRARCOR,
TARGGCATCA
CTTTGAGTTC
TTCTTOTCRG
CTGTTTACCTE
ACTOGTTCOCT
ATLTTTTEGE
BEFCOEGEEATR
GEGECTACCG
ARGCCTOCTC
CETCTGCATR
FRAOTECZOM
GETTGCTEAC
ACCCTEEGEEA
TACATACTTC
ACRCRCRTTC
TCTORCACART
GUUEEEAGCH
TCEAAGCGECA
GUTTRACTAT
GECCGECATAT
CECATCRGGE
COTTCEECTG

64

ARTATTTTTE
GTGTARATRG
CRRLAPACTT
TCTTCTTTTT
TCRACTAGATA
ATTCCROCAD
CACARACART
ATATTTACCT
CACACCRCAG
TOGTECCTCD
CTECTEETTT
GAGETCETOC
GCATOCCOTA
ARACTTGARAG
ATACTTOATE
CTCEGAGARG
CTTTCARMTT
TTCATTCATG
TOTCTACTTY
TCCARMRCTTT
TOTACTOAGR
SRATZCAERN
TCCACTEARG
GABCOGREGC
ACRCGEOGAC
AMATCCTACC
ARCTCREALTT
ACTACTTCTG
AATEARAADA
GACTTAGCCOG
TAARTTEAGAT
CTTTOCACAD
TACCPECTGE
CACRICTGOD
GCAGCTOCCS
GACARGOCCS
GCCATGACCD
GUEECATCAG
SOCETETORAA
GCTCTTOOGR
CEACOGAGICY

CATARTTTTC
CRAAGORRGT
AGCARTTCTE
TGGAOGAATE
GCATTTCTTE
TECTOCCATT
TAGAATCTAST
TAGRGECTTTA
ARGTAAGGTT
CORCTOCTEC
COTGCATCGCD
AGCCTCAGGC
TCCETCTTATA
CATCTTCCTS
LCTITTTOCT
TTTATRTTTIC
COTQCATAAT
GCTTOOTCOT
ACTTGCCURAT
TEGCARCARN
ACTATATTAR
CCAZSTTTTC
BAEETTETGGET
CRGGETOGET
GATGCRGTTC
AGCCTTCRUG
AGCTIFTTGEC
GARTRGCTCR
ATTHRETCAGC
CORCATERGEC
GCATGCTTTS
CTEETTECTG
GOAGCCTGGEE
TORDEOETTT
GAGACGGTCA
TERERACGEOG
AGTUACGTAG
AGCAGATTEGET
ATRCCGCACH
TTCCTCGOTS
TATUAECTCA
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4201
4251
4301
4351
4401
4451
4501
4551
4601
4651
4701
14751
4801
48512
4301
4951
5001
8451
5101
5151
G20l
5251
5301
5351
S40C1
E451
501
5581
5601
5651
5701
5751
5801
5851
S301
5851
8001
G0E1
E101
6151
6201

CTCRAAGECS
AGRRCATGETG
GCETTGUTGEG
AAATCRRCGE
ARCCACQCETT
CTGCCGCTTA
GCTTTCTCAT
GCTCCARGCT
GLCTTARCCE
ATCECCACTS
TAGGCGETAC
AGAAGGACKS
AARRAGAGTT
GTEITTTTET
CRAGHEGATS
AARTTCACET
CCTAQATCCT
TATARGTAM
TATCTCAGCS
TOFTEFTAGAT
GCRATCFATAC
ARACCRAQOCR
CCECCTCCAT
TCGOCAGTTA
GETITCACGD
GATCAAGGCO
TCCTTCGGTC
ACTCRTRETT
TAAGATGCTT
TAGTGTATGC
TACCQOGOTA
CTTOGGEEECS
ATCTARCCCH
CRGCOGTTICT
GARTARGGGC
TATTATTGAR
TGARTGTATT
GAMRGTEOT
TATARRADLTH
CICUAGGRAS
GCTTTCATAG

ES 2341 341 T3

GTAATAROGGT
AGCARNRICZC
CGTTTITTCCA
TCAAGTCAAS
TCCCCUTEGA
CCGGRTRCCT
AGCTCACGECT
3RECTETETA
GTARCTATCG
BCAGCAGICA
TACRAALTTC
TATTTGGTAT
GETAGCTCTT
TETITECAAG
CTTTGEATCTT
TARGGOATTT
TTTRALATTAA
CTTSETCIGA
ATCTGTCTAT
AACTACGATH
CORZAGACCC
QCCBGAAGES
CCAGTCTATT
ATAGTITGECGE
TCGTOGTTTE
AGTTACATOR
CTCCBEATCGT
ATGACRGCAC
TTCTGTGEACT
GELGARCOGELG
CATAGCACAR
ARAACTCTOR
CTCGTGOACT
GO TERGCAL
GACACGGARR
GCATTTATCA
TAGEMAAARTA
AUCTGACGTC
GOUQTATCAC
AGCTCARACC
LTERECTETC

TATCCACKZA
CRGCAARD G
TRAGGCTCCGD
GOTEECGARA
ARGCTCCCTCG
STCRGECCTTT
STAGGTRTCT
CACGAROCCT
TCTTGACTOD
CTGGTARCAG
TTGRAGTGEET
CTGCGCTCTS
GATCCGGUAR
CRGCACATTA
TTCTRCOEGGEE
TEETCTATGAG
ABATGADRGTT
CASTTRCCAR
TTOETTORTC
CEGGREGGCT
ROGCTOACCS
COGAGCHCRG
BATTGTTGECC
CAMCGTTGETT
GTATGGCTTC
TCCCCCATET
TGTCAGARGT
TECATAATTC
CATGAGTACT
TTACTCTTGEC
CTTTARARRGT
AGGATCTTRO
CARCTGATCT
ABLCAGGARG
TOTTEAATRL
GGETTATTGT
AACALATAGS
TAMIAARCCA
GAGGCCCTTIT
CATGCTACTC
ATRAATAATH

65

ATCABGERT
CCAGGRALCG
CCCCCTGEADG
COCCACASSA
TECECTCTCC
CTCOCTTOGGE
CAGTTCEETA
COGTICARCT
ARCCOEGTAL
GATTRGCAGA
GEOCTARCTA
CTHARGOCAG
BCABRACCACC
CoCCCAGARD
TCTURCGCTC
ATTATCARAN
TTALARTCHET
TGCTTAATCA
CRATAGTTGCC
TACCATCTAEA
GCTCCAGATT
ARGTEITCCT
GGEFARCCTAS
GCCATTSECTG
ATTCRSCTCC
TETSChAARR
ARGTTGGECCE
TCITACTETC
CRACCARMITC
COGGCETCAR
GCTCATCATT
COCTSTTGAD
TCAACATCTT
GCAARABTECC
TCATACTCTT
CTCATGRGCG
GETTCCQECAC
TTATTATCAT
CETCITCARG
TCTGRCTTEA
AAGASATITT

AACGCAGORL
TAARRAGGOC
AGCATCACAR
CTATARMGAT
TETTCCGACT
GARGOGTGEC
TAGETCGTTC
COACCGCTGT
GACRCGACTT
GUGRGETATG
CGGCTACRCT
TTACCTTCGE
GCTGATAGBCG
ARRASOATCT
AGTGEAACEH
AGGATCTTCAR
CTAARGTATR
GTGAGGECROC
TEGACTOCCCR
COCCAGTSECT
TATCAGCAAT
GCALCTTTAT
AGTARGTRAGT
CRAGECATIGT
GETTCCCARD
AECEETTAGC
ChRGTGETTATC
ATGCCATOCA
ATTCTGRGRA
CACGGGATRR
GUARARRCGTT
ATCCAGTTOG
TTACTTTCAC
GURRARRAGE
CCTTTTTCAM
GATACATATT
ACATTTOCCC
GACATTAACC
AATTCASOTO
TEEAAGCARC
TTTATTAATA
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6251
6301
6351
&40
6451
5501
£E51
6601
6651
701
6751
GEO0L
EBEL
6901
65951
o0l
T0E1
710l
1151
7201
7251
7301
7351
Ta0l
T4E1
7501
7551
Te0l
Fe51
TIGl
7151
7801
TE51
790l
851
8001
H051

TTGRRRACAT
CACCTTCCAG
ABCTARCACGE
FECTCCCATA
CTGACAGAGT
TAACARTATA
CTGAGTTERA
TCTCACCTED
GAGGCOGCRCC
TGAAAACTCTA
GTAATEZCATA
TTCATAGRAM
ACARATTTTET
TAATTAAMAT
CARCRACARC
CATCTACAGT
GAGCRGTATG
ACRCTCTACA
ACATTACTIT
CTETEGEEATT
AGCTETGECCT
GACATGAZCA
TCACARCTGAT
GCTGCTGCTG
GCTTCCTETA
AATCATETGG
ACATTCTGCT
AGAGCCACTT
GTGGTATCRR
CTTCTGAGTS
GECACARGATT
AGTGTATTAL
GEACCRARGCT
GTTETCTATE
CTCTGARACT
CGTAAGCRAR
CAGTGTRATA

ES 2341 341 T3

GEETTATTTA
TRATATTCTG
TEAGTTETOC
CTUGRAAGTTC
CAGAGGACCR
AGCARTATCT
CEAGGAGERT
AAAARRCACT
TCCTTATAGA
CATAGTATTT
TATATCTGTE
RATETETARA
TCAGEZAGTT
TCAGECTCAL
ARRRARRCAR
TARRCTGETGAR
ATGCCTRAAT
TAGACTATGRA
TETTTGTTGT
TTACAGGTCT
ROCCTTTGCT
TTTCTTCATA
CRCRCACAGT
TGEECTTACAG
CARCTETGUTG
GGEATCTGETTT
GACCCAGTCT
TCTCCTGCAG
ChRAARARCRAA
TATCTCTOEGE
TTACTCTTAC
TETCAACRRR
TEARRTCAAR
TCTGTGEEETT
REATTCTGEEC
GCTGGGAATA
ATTARCACARR

TGTAAGACTC
TLACTETITCT
TTCTCAGTED
AGGRAACATT
AGAARTTTGET
ATAMNATTGTT
ACARRNTCRAD
ATAGAGARGT
AGARGCCTAC
ACATTATATC
TETQIGCATG
ARGAGATCAT
GTARATCREGA
BAACHAARCAA
ARCARMGGAG
AGGATAATGE
CATCTCGACR
TAGRAATCAR
TCAAMGAGAC
GCARTAARGCT
GATTTGCATG
GTCAGGETCAC
CATGRETETG
GTARTGAAGA
CTTGTCTUTG
TCRRTTTTTC
CCAGCCACCC
GECCAGTCAG
ATGGTGCTCC
ATCCCTTCCA
CATCRAGCAGT
ATARATACCTG
CETRRGTAGR
CTATGTCTAR
ACTCTCOARG
GECTAGRCART
STGATAGTTT

66

TETCTTCATT
GECARTCACT
TAMLGGEATAL
GTAGARRARGE
TETGAGGTTG
GATATCATGG
ATZACALTCA
AGATARAGCT
CAGGTTTGAT
GAGTCTATGA
TATGTHATETA
GARTTTAAGA
AAGTTAAGGEG
AGGAAAAGAR
ARGCTGTATE
ARCAAGTTAT
TGGEAGGARAA
AR TARMGGTGT
TCACATTCOD
GUTGARCCTER
TACCCRRAGT
ACOCITTECT
CTCACTCAGE
CAGCACTAGA
TEAARARTTCT
AATTGETAGGET
TGTCTCTGAG
AACATTGGCA
AMGGCTTCTC
GGTTTASTGS
CTEEAGCCTS
GOCATTCARCG
ATCCAARGTC
ARATGATGETA
CCARAGATAL
CTTCTCTGEEA
CAGAAATGCT

TTAARRRACCH
GTGATCARAGR
ATCTACAAGH
AGECARAAGE
TGETCTCCTAC
CTACTAARAT
GALTEAGECC
GTCAGCAGRA
ATATCAGCCT
GACARTATTTA
ARTARCATATG
FAGRACTESGE
AAARATGTTE
AARRDBRACAR
GCCACAATAG
GTACTGCCTA
ThAGARCAANG
AAGRCATAGH
ARCAMRPRAAAT
TGATTTCTGE
ATAGCTTARCT
CGASTCREAR
TCCTGEOETT
ATTTTATTGA
CTTETGAATT
ACGCGETTGTG
TCCAGGAGRM
CARGCATACA
ATAAGGTCTT
CAGTGGATCR
ARGATTTTEC
TTCEGCCARR
TCTTTOTTOCS
TARAATUTTA
ACGRGTAARCTC
GALATGAATGC
CTAGTT
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SEQ ID NO: 40

ES 2341 341 T3

Secuencia de nucleétido de la expresién del vector HCVHESp20

Bl
101
151

201
251

301

iml
201
451

=01
E5)

&01

651

FoL
F51
201
g51
201
951
1001

1051

11
115]
1201
1251
1241
1351
1401
1451
1801
1551

1401

1651
170%
1751
1801
1851
1901

CTAGAGAGET
GRAGTATGTS
TTCCTAGGEAR
TCAAOTRCTC
GrCTTETTTE
AGTGAGGCTC
TTAAGTTTRAR
AEARTGECCOGEAR
CATETEGCAR
TEATARBCTITG
CAAACCGARLL
CTAADRTARG
TATTGRGTTC
ACTTRAGTTT
AGRCCTEACT
GLRECCASCCA
GAACCTCCOF
CITCTETOCCA
CAAGGGCOCA
BCGGLACARGC
CTGACCETCT
COCCoUTETC
CCETGCCCTC
CACRAGCCCR
ACRGOGRGEG
ARCGCATCCOG
CTECCTCTIC
GEITCTTCTG
CCTAACCCAG
CRASRGCCAT
GECCARACTC
CCAGTAACTIC
TCACACATEC
GOTCRARMGCOG
CCAGCOGEGEET
TCCTOGEEEGE
CTCATGATCT
CCACGRRGRC
TECATAATSC

CTGGTOGRAC
TATAGCZRATAT
AAATRGTTAA
ATTITTTTAA
TETACRRCTC
TCTCATRCCOC
AATATTTTTA
TCRGRACCRG
GGUTATTTGS
GITTSRAGAL
GTCCAGGCTG
TTOAGEATIC
AACCTTTTAR
ATCGRCTTCT
TTGEECTTTGE
GETGCACACT
CACAGTTARG
CACCGCGETC
TCGGTETTCC
GECDCTGEEC
CGTIGARACTC
CTACAGTCCT
CAGCAGCTTG
GUARCROCAR
AGRGTATCTC
GUTATECAGT
ACCCORAREEC
GUTTTTTCOCC
GOCCTECACE
ATCCGEGAGE
TCCACTCCCT
CCARTCTTCT
CCACCETECC
GEEACAGGTEC
GUTOACACGET
ACCOTCAGTC
CCCEEACCCC
COTGEAGGTCA
CRAGACAARG

CTGCAARMIT
TRGARGATGT
ATACTGTGAC
ATGTCCAAAA
ACKTTACTTR
TATTCAGRRC
AATAARTTGR
AACACCTCCA
GEAMAGGERARA
GTEETTTIGA
AGCAARACAC
RECCGARACT
TTTTAGCTTG
ARAATGTATT
GGECAGGGAGS
CALTGCCCAT
ARCCCAGEGGE
ACATGECACC
COCTEGCACT
TGECCTEETCA
BGEOECCCTS
CAGGACTCTA
GGECACCCAGR
GGTGHERCARG
CTEARACCCR
COCAGTOCAG
CITCTGCOOGE
CAGGCTCTGEE
CARRGEGCCL
ACCCTGCCCC
CAGCTCCGAC
CTCTECAGAG
CAGGTAAMICC
COUTAGRGTAG
CUACCTOCAT
TTCCTCTTOC
TCARGCTCACR
AGTTCRACTG
CCGCOGRAGH

67

CCAGCTTTCR
TACTTITACT
TTTAAAATGT
TTTTTGTCAN
RAGTTTAROC
TGACTTTTAR
GUAATGTTGA
GCAGCTEGCR
ATAARACCRC
AARCRCTCTGT
CRCCTGEGTA
GCRGAGETCC
ACTRGTTCTA
TAAMGCTTTCT
GGGCTARGIT
GAGOCCAGAC
COTOTICGEC
RCCTOICTTE
CTCCTOCAAG
AGEROTACTT
ROCAGOGEOC
CTOCCTOASC
CCTRCATCTS
AGAGTTGETG
GECTCRGOCC
GGOCAGCRAGD
CCCACTCRTG
GCARLCACRG
CETECTEEED
TERCCTARGT
ACCTTCTCTC
CCCARRATCTT
AGCCOAGGOC
CCTGORTOCA
CTCITCCTCA
CoCOARMRCO
TEATAETEE
GTACHTGGRD
AGCACTRCAR

ARZCARCACD
CTTRAGTTGG
GAGRGGGTTT
TCARTTTARG
GCACCAAMTECE
CRATAATAAD
GTTGGAGTCA
GGRACCROCT
TAGETAAACT
CCAGCCCCAC
ATTTGCATTT
TCTTTTAACT
GTTTCCCCAR
GRGACAGECC
GREECAGETE
ACTGRACSECT
CIGEECCCRG
CRAGLCTCCRC
AGCRCCTOTS
COCCGRACCE
TECACACCTT
RGUSTEETEA
CAACGTGAAT
AGAGGCCAGE
TCCTGLCTAEAE
CRGECCCO3T
CTCAGGEAGR
GCTAGGTECD
TCRAGACCTCEC
CCACCOCAMR,
CTCCCAGATT
GTGACAARAC
TC3CCCTOCh
GEGACAGECC
GCACCTEARD
CRAGGACACT
TECACCTAG
GCECETGEREG
CAGCACGTAC
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1881
2001
2081
2101
2151
2201
2251
2301
2351
3401
2451
2501
2551
2601
2651
2701
2751
2801
2851
2901
2951
3001
3051
1101
3151
2201
3251
3301
31851
3401
3451
35901
3551
3601
3651
3701
3751
JE01
3851
3901
3851

COTCETRGETCAR
GGRETACAAG
BRECCATCTEC
GGRCRGRGEC
CRACCTCTGT
COCCCAToOD
SOTCARRGGC
GOCAGCCEGR
GOUTOCTTCT
QCAGGEEANT
ACTACHCOGCH
CCGGUARGCC
CACETACCCT
CCCROCRACTG
TCAGERCCEAG
ACTGTOCCCH
ATGCOAECTCR
TOGCOCTCOC
AGGBAGOCCCT
CTSTCCTGETG
GCCTAGTUCA
COQCROTRAC
CRACCEACTC
AGATGCCCAC
GRGETTGGETC
GAASTECOE0
TTTTCTTOTT
TCTTTTGIGA
GOGRGCCICC
GETCARCCACS
CoCCCGCCTC
CTGETCACTAC
STTICTCCTC
GGACRGEGCC
TOGOCAGGCA
AGCEARGRIGT
TOGACARARCT
TTTGFTSRTEC
GTTRACRRCA
CTEEGREOTT
ATTATGRATCT

ES 2341 341 T3

GCGTCCTCAL
TGCARGGTCT
CRAACGCCORAR
CEGOTCGECT
COCTACREGE
FFECAGGREAT
TICTATCOCCA
GAACARCTAS
TCCTCTRTAG
GTCTTCTCAT
GALGAGCCOTE
CCCoUTCO0C
GTCTACATAC
COCTHLGGTCC
TCTAAGROCT
CRCTGGCCCR
GOCAGAEECT
TCCAGCAGUR
GEEGRCAGRSC
AGOGCCCTET
TELECEITABG
CCCTGGCAGT
CGEOGACATE
ACRCARCACTE
GABCOGGALT
GCTCACTCEA
CTTTIAMTT
TAACKRATARE
TTCCTGTEGTE
ALRCTOQTCD
CTGCAGCCAL
ATGGACCCCT
CT3CTEAECA
TCCAGGGARR
GRBCCACAGEG
GQGUTGTCAGA
BCANCTAGAR
TATTACTTTA
ACBATTGCRAT
TTITIANGCA
CTACTCAAGS

COTOOTECAC
CCARCARRGE
AaTEORACCC
CRCCOTCTOC
CRECCCOGRG
GRCCRRGAAC
GOGACATCGO
ARGADCACGT
CRAGCTCACC
QOTCOOTEAT
TCCCTRTCOC
GEGCTCITEC
TTCOCAGACH
ETGCSAGACT
GAQTOICATER
GGCTSTGCAG
elaleinu nclclulY
GCTGCCCTGE
ACRCRGOCCC
CCTCCGACCC
GACAGECCCT
COTGOCCRGE
CACTOTOCEE
AGCOCARACE
GCEOCCRGAR
ACGAOGTEOD
TTCTAARGCT
ATATCCTTTT
CRCGCECCTO
ACCTCCROCT
ACGCATTGCC
GOAGCTTCTC
CEGTGCTECC
GOTOCATOGR
GAGGSCCTTD
TCCAGACATS
TECAGTGARA
TITATAACCA
TCATTTTATG
AGTAAAACCT
CACTATACAT

68

CAGGROTEGE
CCTCOCAGCC
GTGCEEIE0T
CCTOAGRGTEG
ARCCACRGET
CACGGTCAGCC
CETEOAGTES
CTCOOGTEOT
GTEGARCARGA
GUATGRGGOT
CGEITARATS
GUTOGCACGA
COCAGOATAG
GTGATESTTC
ROGAAGACAD
GTGTGCCTCEE
CGoTGEEGaA
GLTGEFICCAL
TOCCTCTGTA
COATGOOCAC
COCTCACCCA
CTCECACCCO
COCTETEEAS
CGTTCRACRA
CCTECCTCAG
ACCATTTCAS
CATTRATTGT
TARAITOTTGT
CTOOC00CEE
CoCCoaoTor
CGRGCERACCT
CTCTTITCTA
TGCCCTEGTC
CGCTAEEAGE
CAGRACCARC
ATARCGATACA
AMARTGOTTT
TIATARGCTS
TITCAGSTTC
CTACAARTGT
CARRTATTCC

TGARTGGCAR
CCCATCEAGA
ACZGOCCACAT
RCCGCTETAL
GTACRCCOTE
TCGACCTECOT
GRCAGCARTE
GGACTCCGAC
GCRGGTGGECA
CTECACARCT
AGTGECOGACGS
GGATGUTTGS
AMATAARGCR
TTTOCACGGS
ACCREAETCCC
GCOGCCTAGS
TITGCCACCS
GAGARALZCCCT
GERANRCTETC
TCCEGEGCAT
TCTACCOCCA
CATGGEGACA
SGOACTEETGC
ACCCOGCACT
COGTCAGGEA
CTTTSETAGT
CTTTGATGEIT
ACTTCGTGEAT
TEGGAAGTAC
CTQCRCTOGC
TCCTTRGECCC
CRTGGRTACH
ACTCTEOGGC
TGSCTCAGST
CATGEETCOGR
TTGATAROTT
ATTTGETGAAD
CARTARRCRA
AGOGEERGET
GETATGGCTG
TTATTARCCC
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4001
4061
41401
4151
4201
4251
4301
4351
1401
4451
4501
455]
4601
4651
470L
4751
4801
4851
120l
4951
5001
5051
S1o1
5151
5201
5231
530l
5351
5401
5451
5501
5551
5601
5651
5701
5751
5801
5E51
5501
5851
5001

CTTTACARAT
ATAGCAGHCH
ATTATRACTG
TTTTCTTGTA
CARGURAGZAG
TTCTAAREGR
GAGTRAGARTG
TCITCTGAGE
CUATTCATCA
TCAGTAGTTT
CTTTAARATCT
AGGETTCCTTE
CCTECAGTTC
ATECCGEACGS
CAOGCAGORG
AGRACTCCRAS
COGAARACGA
GRAATCTCGT
CCAGAGTCOCOC
GCTGCGAATC
CATTOSCOGEC
CTEATRGACEG
AGCEECCATT
ATCACGRGAT
TTOGEOTGEC
CAARGACCGEC
TRETEETCGA
TECATCAGOC
GRAGATCCTG
TCRGTEACRA
CCACGATAGC
BGETCOGTCTT
ACGEOGGCAT
TAGCCTCTCC
CAATCATGCG
CTUCOCCATC
GEECTTCCCA.
TTECTETCCA
CARGCTACCT
CCROTRGLCTE
TCTACGTGTT

ES 2341 341 T3

TAARAAGCTA
CTCTATGECCT
TTATGOCTAC
TRGCARGTIACA
TTCTATTACT
BAFTCOTTGE
TTGAGAGTCA
ARRACAGGTT
GTTOUATAGH
ARCRCATTAT
CTGTREETAG
ACAAMGRTOC
FIGGECATGS
ATTTGCACTG
CTEAACTAAC
CATGROATOC
TTCCGAMGCC
GATOGCAGET
GUTCAGRAGHA
GGERAGCGECE
CAALSCTCTTED
TCOECCACRT
TTCCACCATG
CCTLGC0GTC
GCEASCOOCT
TTOCATCOGR
ATECECREET
ATGATGEATA
CCCCGGCACT
CETOGAGUAL
CoCECTECCT
GACEBALBOR
CAGAGCAGCT
ACCCRAGCTRG
ARMCCATCCT
AGATCCTTGE
ACCTTACOCAG
TAARRKRCCGEDD
GCTTTCTCIT
ACATTCATCC
CCGCTTCCTT

ARGETARCACA
GTGTEEAGTA
TTATARANGGT
GCTTITTCCT
ARACACRECH
GETCTTCTRE
GCAGTAGCCT
TTCCTCATTA
TTGAAATCTA
ACACTTAARR
TTTSTCCART
QOACCARRGZC
ATGOECGEEAT
CCGGTAGRAT
TCECGAGEOG
COGCRCTEGA
CAACCTTTCR
TGEGOGTCGD
ACTICGTCARG
ATACCOTARN
AGCARTATCA
CCRGCCEECC
ATATTCAACA
GGEECATSCGC
GATGCTCTIC
GTRCGTGCTC
AGCCGCATCA
CTTTCTCARC
TCGCCCRATA
AGCTECGCAR
CETCCTGORG
ACCQQaCCoC
GATTATCTOT
CCEEAGAADT
CATCCTGETCT
CEUCARGARRD
AGEGUGCOCOT
CAGTCTAGCT
TECOCTTECG
GEEGTCAGCA
TRGCRGCCOCT

69

ATTTTTOEAGC
AGAARLAACH
TACAGAATAT
TTETEGTETA
TEACTCARRE

ATAGCTTATTA
GTARTETTATG
TITTCCATAR
ARTRGUAARG
AACTTRGCAR

CTTTCTCTTC
CATCATCARCT
AAGGCARTTCC
ABATRCACARN
ATTTTATATT
TATGTCACAT
GGOCRIOETG
AQUCGCTGCT
TCOGCGAGET
ATCOAGCCOGE
GEATCATCCR
TAGAAGGCEE
TTEATCEITC
ARGGCEATRAG
GCACGACEAR.
CEEGTRGCON
ACAGTCGATG
AGBCAGECATC
GLCTTEAGCC
GTCCAGATCR
GUTCEATECG
AGCGTATGCH,
RCSAGUCARGG
GLACCCRETC
GEARCGCCOE
TTCATTCAGE
CUTGCGOTOR
TATECOCRAT
TGCGTECAAT
CTTGATCROR
QCCATCCAGT
AGCTEGCRAT
ATCGCCATGT
TITTICOCTTG
COGTITCTEC
TECECCCTGR

TTTTTTGGAS
AGATEECATT
ADCACTGCTC -
ACARTTAGAR
TACCTTAGAG
CACAGRAGTA
CCTCCCCACT
GETTTCCTES
CEFPCCAGBCCT
GEGTEEGCER
GCCGECGTES
CEGTGGAATC
ATTICCARCT
ARAGCGATES
GOGETCAGTT
ACGCTATITC
ARTCCAGAAR
GCCATEEETD
TGGCAAACAG
TCCTGATCOGA
ATGTTTCEFCT
GOOGOOGCAT
TEAGATGACA
COTTCCCGCT
TOETAGCCAG
GUACCGORCR
CAGRCTGSARC
CATAZCCGAR
CCATCTTGTT
TCTTGATCCC
TTACTTIGCR
TOCEOTTOGC
AAGCCCACTR
TCCRGATAGT
GRACTGGCTT
GTGCTTGCGSE
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60581
101
£151
6201
E251
8301
635l
6301
6451
6501
6551
6501
6651
6701
6751
6801
EE51
6901
G951
iy
TOEL
Ti01
7161
7201
72581
7351
71358]
7441
7451
7501
7E51
7601
TE51
Tl
TI51
VEOL
7851
7301
7581
o0l
BEOE1

CAGCCETGEAMG
TACTTCTGGA
BAARARBATT
TTAGSFECGE
TTEAGATECR
TCCACACCTE
CTeUTEEEEA
AGCTECCTOR
GCTCUCEREAG
ARGCCCATCA
ATGARCCCAGT
GCATCABAGC
GCACBRSATEC
CECTCACTGA
GCTCACTCAA
AQGEARAGHAC
ACOCCACETT
CRCABRLAAMTC
RAGATRCChG
CORCCCTGEE
QTEGCECTTT
COTTCGCTCC
QCTECECCTT
RACTTATCGT
GTATSTACRC
ACACTAGRAG
TTCGEARNAR
ThECESTEET
GRTCTLRAGRA
RACCRAARCT
CTICACCTRET
GTATATATGEL
SCARCCTATCT
CCCCGTCETG
STECTEZCART
GURATARACC
TTTATCCG0D
CTRATTCECT
ATCETGETAT
CORRCGRATCN
TTAETTOCTT

ES 2341 341 T3

CTTTTTGCAR
ATAGCT AR
AETCAGCCAT
GATGEGCGER
TECTTTUCAT
GTTECTEACT
GCCTFEEEAD
CGOATTTCGG
ACGETOACAG
GEECEUGTCR
CACGTAGCGA
AGATTGTACT
OTARGEASEA
CTSSCTGCEC
REGCGETRAAT
LTGTGRGCAR
GUTGECETIT
CGACGCTCAAG
FOETTTOCCC
QCTTRCCGGR
CTCATASCTC
AAZCTEGGCT
ATCOGGTAAL
CRACTGUECRGC
GCATGCTACAG
CRCAGTATIT
GAGTTGGTAG
TITITTGTTT
AGETCCTTTG
CROGTTARGS
ATCCTTTTAR
GTRARCTTGO
CAGCHATCTS
TAGATAACTA
GATACCGCGR
AGCTACCUGE
TCCATCCAGT
AGTTRATRGT
CRACGOTORTO
BGSCCAGTTA
CEETCCTCCS

ARGUCTRGGEC
GRCCEREE0E
GOGEOGGEASGH
STTRABFEGCG
ACTICTECCT
ARTTCAGATG
TTTOCROACC
TGATCACGET
CTTGTCTGTA
GrEEETOTTE
ThGCOGGAGTS
GAGACTGCAL
AATACCQCAT
TCOETCSTTC
ACAGTTATCC
BAGGCCRGCR
TTCCATRCGE
TCAGAGGTGG
CTEERACCTC
TROCTGTOOE
BCGCTETAGE
GTGETGCACGR
TRTOGTCTIG
AGCCRCTSGT
AGTTCTTGAR
GOTATCTGLG
CTCTTGATCC
QUARGCROCH
ATCTTTTCTA
GATTITGGTC
ATTAAARRTG
TCTESRATAGTT
TCTATTTCGT
COATROGGER
GARCCCACGTT
ARGGOCCOAG
CTATTRATTG
TTGECECARCG
ATTTGEETATG
CATGRTCCCC
ATCOGTTGTCA

70

CTCCAMABAAD
GUoTCGGOCT
ATAGGCEGAR
GGALTATGET
ACTGLEEREC
CATACTTTGC
CTRACTGACR
GRARACCTCT
AGTAGATECC
QGUREGTGTCG
TATHRCTGGCT
CATATGCGOT
CRGECGCTCT
GECTECOG0G
ACAGALATCRG
ARAGECCAGG
TCCGCCCOCC
CORARCCOGA
COTCOGTGOGC
CCTTTCTCCT
TATCTCASTT
RCCCCCO3TT
AGTOCARCCC
BACRCCGATTA
FIOETGGECCT
CTCTGCTGAA
GGCRARACRAA
GATTRCGEOEC
CoEEETCTGA
ATGAGATTAT
BLCTTTTRRA
ACCAATGCTT
TCATCCATAG
GGGCTTACCA
CACCGECTCC
COCRGAAGTG
TTCTTEOCAT
CCTTCATICA
CATGTTGTGEC
GAAGTRAGTT

GCCTCCTCAC
CEGCATAMRT
CTAGECEGAG
TECTSACTAR
CTECEEACTT
ATACTTCTGE
CROATTOCRC
GRCACATGCR
GEGASCAGAC
GEGCCCACTC
TARCTATGCS
GTEAARTACC
TCOCGOTTCCT
AGCGETATCH
GEGATARCGT
ARCCGTRRARE
TEARCGAGCAT
CREGRCTATA
TCTCCTETTC
TTCOGGARGC
COGTOTAGGT
CRGCCCGACT
GOTRAAGACRT
GCACGRGOGRG
ARCTACGECT
GCCAGTTACT
CCRCOGETSE
ACRARARARG
COCTCAGTEG
CARRRAGERT
TCARTCTARR
AARTCAGTGAD
TTECCTGROT
TCTAQCCCCA
AGATTTATCHE
GTCCTGCARD
QUTAAOAGTAL
TCCTCCRGGC
GCTCCGGETTC
ARBADBRACTGG
BOCCGCRGTE
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alol
B151
azol
pzsl
B30l
#351
Banl
a451
8501
B551
Bedl
8651
B7OL
B7S1
BEQ1
BHEE1
BS01
B251
001
2951
2101
g151
9201
5251
9301
5351
84031
5451
2501
88E1
9601
@581
o701
2751
9801
851
901
5951
106001
10051
10101

TTATCACTCA
ATCCGTRAGH
GROAATAGTS
GCRATAATACOS
ACGTTCTTCG
GTTCERTGTA
TTCRCCAGOSG
EARGGEAATA
TTCAATATTA
ATATTIGAAT
TOCCCRARAL
TAACCTATAR
GAGCTCCETA
TCTEGAALRLC
GOCAAADMNGR
ATCACARRCEH
AGTTTTAUGEA
CRCAGTGEACA
GETTEERGED
CRARTTTCCR
ARGCACTTTC
ARKRCTGCCRA
TGTECTATCR
CRGTTTTATT
CTCCCTCCCA
GTLCACATTA
TAATATCALC
TCACACTGTA
GTATTAAGTG
ACACTARGRASG
CGATTTCAMAT
AGGTTGTCAG
GTATATTAGT
TCARRTOCTT
ACATURITCT
TTITRTTCTA
BRACTOCTCEIT
CTATTTTTAT
TTTTATATTA
ATTRERACTET
ATTTTRTART

ES 2341 341 T3

TOOT TATGEC
TECTTTTCTE
TATGCGGUOEA
OGCCRCATRG
GGGCGARRADC
RCCCACTCET
TITCTERGETG
ltieiejachio ta
TTGAAMICATT
GTATTTAGARD
GToCCACCTE
ARLTRCCOGT
COCATCRGOC
GUTACRCTTA
ATCLCCTATR
ARTCGATTEAG
TTTCATCITT
AGGAATGTGC
TTGTCATSCT
TATTTITTTA
TATCARGCTE
TEAAACTRGC
GAACATAGTE
CRYTCCTCCT
TTTTARTTAY
ARCAARCETGET
CCTTGTTCAT
CTGTTGEETT
GAGRCTAAGC
ChEhANTRAT
ACCCRGETAT
TTACACTARTT
TTTCACRTAT
ACCATTGTRA
GOATGCCTAR
CTTGACTGTT
CATQARACTTC
TARTELCACET
ATITAARCTAT
TICAARGTTT
TTTALRATEA

AGCACTOORT
TGACTGETGA
COQAGTTUECT
CAGAMLCTTTA
TCTCARAMIGAT
GCACCCARCT
AQCARARRCH
FERAATGTTG
TATCASGETT
AAATAABCER
ACCTCTAAGA
ATCACGR3GC
ALLLAGORTO
ATTATTTCTA
GTGGCATCTA
RGUCATARTA
TTCCARGTTSE
ATGCTGCCAT
ACAGRGARAC
TATCATTHAG
GOOTTOOTCT
AATTGTTAAR
CATTCARRAG
ACTACCTCTC
CTATCTAGTC
YTTORCTTTA
ARTCETECTT
TTTGTOTCA
ACARRTTAGAT
ATTAARAATR
GAGCTECAGT
RCRGGARACH
GTOGARTTARC
ATEAGTTTET
GASGACTGEAR
CAGTGCTARR
TTARTTEATA
TTCACCATTT
ATGACARCTTC
TACCTTGACT
ARTOTTTATY

71

AATTCTCTTR
CTARCTCARCC
CTTFCCCEE0
ARAGTGCTCA
CTTACDGCTA
GATCITTCAGE
GEARGGCRRA
AXNTACTCATA
ATTETCTCAT
ATAGRGGTIC
AACCATTATT
CCTTTCGTCT
CCTGOCACAL
GTAGRACAQC
RGCACRAARD
BARATTATCA
AAATCRTAGG
TATSGTRCTC
TATCATACRG
CAGGTGCACA
TCCTTTCCRG
TTCCTTTTTC
TCTASCCT A
TCATTCCCMC
CRARCTRAGOE
AGTCARATALC
CTAGTERCTT
TCATGARCAR
TCOTCTAAT
GARARAAARAL
TICTTCARGT
TATGCAGAGT
TARTTRAACTA
GRCTTTSTOT
CAARGTTAGAG
ARTACARCTE
TATCTCATGA
TCACTETAAC
CCRLANTCCC
TRTGSARART
TTATATTTCT

CTSTCATCOOC
ARGTCATTOT
GTCARCRCGE
TCATTEGARD
TTGAGATCCR
ATCTTTTACT
ATGCCGCUADR
CTCTTOCTTT
GAGCGAATAC
CGCGCACATT
ATCATGACAT
TCARGARTTC
ARCATCAATT
TCTTTGETTT
GERGHARAAD
ARLABTTATG
GTGGCTTTAR
TRCOCTAAART
QAGGEE6GTGE
GRAGRCCAGA
TATERACCAR
ARBCAGTATT
GAGRACAMTD
TETTTGTGTT
ACACGATCCA
ARGACACCTT
AATGTACKTG
TGTTGTGOAAG
ATGCRCACCC
TTTTACATGA
TARRGCATCS
TTTTATTTTA
TTCTTECTTT
ARFTGAGTAC
TTATRGGTARG
AEETCCTTTA
GATCTCTARAR
GATTTTTATG
CATATTCACR
GAARACCCAC
GCARATTTCR
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10151
10201
10251
1030L
10252
10401
10451
10501
10551
10601
19651
10701
10751
10801
16851
10901
10551
11001
11051
11101
11151
11201
11251
11301
11351
11401
11451
11501
11551

SEQ ID NO: 41

CARGGAAMGH
RGGARTAGAR
GTTTCAGTAT
GhGCACALGAG
TTACACTGTT
TGTRTGEETG
GAGQACRGCR
CRAACTCREC
CRGTITAGTT
AAGRCTTTAG
TAUACCAGTTH
QEACCTTECC
AGAGTTCCARA
TTCTTTTCAC
GAAGTGEALD
ATACRCATTC
AAGECCTITAR
TARCRATORGA
CAGCACAGZCC
TCTACTACTS
CAARCGEEACCR
CTTTETTTITC
COTCGGEACE
GECACTGEGES
CTTTECARAR
TEEEEGCTTS
ATTTACACTT
ATTGOCTREGEA
GCGRGEGGAT

ES 2341 341 T3

TTRGTCACTG
TCCATTATGA
ARGACGCAGTA
CAGGARCATCT
ATATCTATAAM
AGGACATCAL
CAGTCAGCAT
TATATAGGET
CAATGTGACT
AGTAGARAATC
GTCTTAMGGC
ATTCCTARTG
GUECGAATTER
ARGOTGTUURG
AGLCTEGGGEC
ACTAATTATA
ATGORTTGGA
AGTTCARAGS
TACATEGASC
TECAAGARTCA
COQSTCACCAET
TEoTEOTECC
TATTCCGAGE
TACCTTEAGG
TGEGACTGAZ
CTGRAGATUG
GTGRGETGCS
ARGRGRATTS
CCR

GTGTETCAGE
TTCOTCGASGO
TCCRCTSGAR
ACATADTGAG
GECTCARGAR
GATGTARACET
GARCTAATAR
AAGEESATCTT
TASGARGCCT
TGAGGCTCAC
ACCACTTCYT
GCAGCTECCC
ACGCRGTTCOA
GCAGAGGTGEC
TTCASTGARG
TTATCCACTO
TATTTTARTC
CRAGGECCACA
TCAGCAGCCT
GERACCCTATE
CTCCTCAGAT
TOTEEEATTT
GGACCTGGED
ATCTGEGAGT
GTTGECTECE
CCECACAGCA
CTETGTGTCA
TTCEAGTORS

Secuencia de nucledtido de la expresion del vector HCVHQSp20

51
101
151
201
251
ank
As1
410L

CTAGAGROGT
GARGTATGTG
TTCCTREGAN
TCRAGTACTC
GTCITSTTTG
AGTIAGECTC
TTARGTTTARA
AGRTGGICEA
CATGTGGECAR

CTGETERGRSC
TATGGAATAT
ARRTRGTTRR
ATTTTTTTAR
TETARGARICTS
TCTCATACOCC
ARTATTTTTA
TCRGAACCAG
FECTATTTGG

CTGECAARAST
TAGMAGATET
ATACTGTGAL
ATGTCCALAR
ACATTRCTTA
TATTCAGAMD
AATCGAATTGR
AACACCTGRCR
GOARGEEMAM

72

GCAGAGGREC
ADGGAAGARRC
AGGATARDT
TEETCACTAA
TAAGCACTOA
CAGCTCAGET
ACATCRGATA
TGTRAATCTS
AGTCRTATEC
CTCACATACC
AGARCATCATG
AAAGTRAGAC
TGAATACTCA
AGUTGETGGEA
GTGTCCTGEER
GGETAAMGCRG
CTTACARTCR
CTARCTGCAR
GCECTCTGAG
CCTEETTYEA
ARGRAATAGUC
CATGAGCATT
GEACTGECCA
CTCTGTGGAT
TCTEAGACRG
GCGAGTCCET
ATTTACATCT
TGAATCCAGD

CCAACTTTCR
TGCTTTTACT
TIIAAARTET
TTTTTGTCAR
AAGTTTRRCC
TCACTITTAR
GCAATGTTGR
GCAGCTGGCA
ATRARACCAC

ATAARGAGTTC
TGATECCARG
CACTACATCT
TEEGCCACTE
SGCTGTARGCE
AGAGGACTCA
RGATARGGCH
LTTETECATE
ARMTCTAGAG
LGCRAGCGAG
GCTTEGETET
BTCAGERAADD
CCTTCOTETE
CTCAGSRAGCD
AQGECCTCTEE
CAGCCTGETE
TGGTACTARG
ACARAARTCCAT
CBACAROTECGE
CACCTAEGEC
RCTCTAGGOEC
COARASTTET
GEAGGORALG
TITCCGATGC
TAACTCRGCC
GRAATATCTT
TAARTCOTTT
CACORGCCAD

ARGGARCACR
CTTRARGTTGG
GROAGEGTTT
TCAATTTGRG
GROGRATONG
CARTAATRARR
GTTRGRGTCA
GEAAGCAGET
TARGETAAACT
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451

ol

551

601

651

TOL

T51

a0l

BSL

201

951
1041
1051
1101
1151
1241
1251
1301
1351
1401
1451
1541
1551
1501
1551
1701
1781
a0l
1851
1201
1251
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451

TETAGCTETS
CRAACCEARS
CTAAARTARG
TATTGASTTS
ACTTARGTTT
AGBCCTGACT
GCGCCAGCCA
GAACCTOGCGE
CTCTGETOCCA
CAAGGECCCA
GGGGCRCAGC
GTERCGGTET
COCAGCTATT
CORTRCCOTT
CACHRBRCOCCCR
ACAGAGAGEE
ACGCARTCOOG
CTECCTCTTC
GEEFTCTTCTE
CCTRACCCAG
CARGRGCCOAT
GECCRRACTC
COAGTAACTC
TCACRCATSC
GCTCARGGCE
CCAGCCGEGT
TCCTEEOCES
CTCATGATCT
CCACGAAGAC
TECATAATEC
CETETGETCA
GGAGTACARG
ABACCRTCTC
GGACRGARGGC
CAACCTCTST
CCCCChRTOCC
GETCRAAGGT
GOCAGOCGGA
GGCTCCTTCT
GUAGTTGAAT
ACTRICACGECA

ES 2341 341 T3

GTTTGARGAR
GTCCAGGCTE
TTGAGGATTC
AACUTTTTAR
ATCGACTTCT
TIGGCTTTGE
GETECACACC
CGACAGTTARG
CACCECGGTC
TOGETCTTCC
GECCCTEEGC
CETGERACTC
CTACAGTOCT
CAGOACCTTG
GCARCACCAR
AGGETGTCTG
COTATGCRGT
AOCCERAGGT
CGCTTTTTCCC
QACCCTGTACH
ATCCCEGARAG
TCCACTCCCT
CCARATCTTCT
CCACCGTGOS
GGEACAGGTGEC
GCTGACACET
AUCCTCAGTS
COUGGACCCC
COTEAGETCA
CAAGRTANMNAG
GUGTCTTCAC
TGCARCGTCT
CRAAGCCAME
CEECTCGG0C
COCTACAGES
GERAGGAGAT
TTCTATCCCA
GRACAMITAC
TCCTCTATAG
GBTCTICTCAT
GARAQAGCCTC

GTEETTTTGA
AGCARBACAC
AQCCGRARCT
TTTTRAGCTTS
ARAMNTGTATT
GECAGGGRGS
CAATGCCCAT
AARCCCRAGGEO
ACERTGGCARCC
CCCTEGCRCT
TECCTGATCA
AGGCGOCCTSE
CACGACTCTA
GGCACCCAGA
GGTGGACAAG
CTESAASCOA
CCOCRGETOCAS
CTOTERCOCEC
CREECTOTES
CRARGGEGECA
ACQUTSCSCCS
CAGCTOCGAC
CTCTECAGAG
CRAGGTAAGCS
CCTAGAGTAZ
CCRCCTTCAT
TTCCTCTTOD
TEAGZTCACAR
AGTTCAACTS
CracEReAgas
CETCCTGCAL
CCARCARMGT
GGETGEGACCT
CACCCTCTGC
CAGCCCOGAS
GRCCADGARC
GCGARCATCGES
RAGATCACGT
CRAGCTCACT
GUTCCSTGAT
TCCCTGTCCS

73

BACACTCTET
CACCTGEGGTR
GERAAGETCC
BCTAGTTCTA
TARGCTTTCT
GEECTARGET
BRGCCCAOAD
CCTCTGCGECC0
ACCTCTCTTS
CTCCTOCAAG
AGGARCTACTT
ACCRGOGECE
CTCOCTCAGS
CCTARCATCTS
AGAGTTGETS
GOCTCAGCEC
GGCAGCRAGS
COCARCTCATG
QCAGICRONG
GATECTGEEGC
TEACCTRREE
ACOTTCOTCTC
COCARRTCTT
AQCOCAGECL
COTECATCCA
CTCITCCTCR
CCCCRARACC
TACTFIECTEG
GTACGTGCEAL
ARCAGTRCAR
CRAGGALTEGC
COTOOCAGCC
GTCEEGTECE
COTGRAGAGTS
ARCCACAGET
CAGGTCAGCC
COTEGAATEE
CTCOOETECT
GTGGACARGRA
GCATGAGGCT
CGGGTAALTS

CCAGCCCTRC
ATTTECATTT
TCTTTTAACT
GTTTCCCCAA
CGEECAIGECC
GAGECAGETG
ACTGGACGCT
CTGEGECCCAG
CAGCCTCChC
AQUARCCTOTS
CCCCGARACCG
TGCACACCTT
AGCCGTGGTER
CALCGTGAAT
AGRGGCCAGC
TCOTGCOCTEE
CARGGCOCCET
CTCRGGGREA
GCTAGGTGCC
TCLGACCTED
CCACCOCARE
CTCCCAGRTT
GICGACAARMC
TCRCCCTRCA
GGGACASQCC
GOACCTARMG
CARGGACAROC
TAGACGTARG
AGLETGGAGE
CAGCACOTAC
TGAATGACAR
CCCATCGAGN
AGGECCACAT
ACCGCTETAL
GTACRCCCOTA
TGACCTAOCCT
GAGAGCAATE
GGACTCCGAC
GCAGETGGECR
CTSCACALCC
AGTGOGACEG
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2501
2551
2601
2651
2701
2751
2801
2851
2801
2951
3001
g5
3101
3151
3203
3251
3307
3351
3401
3451
as01
3551
1601
35651
3701
3751
3801
3gsl
3501
3951
4001
4051
4101
4153
4201
43281
4301
4351
4441
4451
1501

COGGCARGCC
CRCGTARCOCCC
COCRCCAITG
TCAGGOUGRAG
ACTOTCCCOCA
GTEEEGCTCA
TEEFCCCTOCC
AGGRGCCCCT
CIeTCCTE TS
GROTADTOCA
COGCACTARS
CAACCGACTT
AGATGCCCAD
GAGETTGGTC
CRACTOCORG
TTTTCTTCTT
TCTTTTGTGA
GGEGAGCCLOC
GGTCARGRGS
CCLCoGO0To
CTGTCRCTAC
STTTOPCCTS
GGACRAGGECC
THECCRGECR
AGCCGREAGET
TOGRCAAACT
TTTGETGEATGE
CTIARCRACAR
GTEEGAGETT
ARTTATGRTICT
CITTACARAT
ATAGCRGACA
ATTATAACTG
TTITCTTETA
CAAGCAAGARE
TTCTGAAGGR
GRETAGRATGE
TCTTCTEAST
CCRTTCATCA
TCAGTAATTT
CTTTAARTCT

ES 2341 341 T3

QooEcToCer
GTCTACATAC
CoCTRAGC0T
TCTGAGGECCT
CACTEGCCCA
GCCAAEGEECT
TCCAGCAGCR
GGOARCACAD
AGCECCCTET
TECGCETAGG
CCCTEECAGE
CGGGGACATS
ACACACROTC
GAGOGGGAGT
GCTCACTCGE
CTTTTARATT
TGACAARTRAL
TTCCTETGTC
AGGCTEETOC
CTOCAGCCRS
ATEGROCCCT
CTGCTOEGOA
TCCRGGGAMR
GRGOORC RO
GGCTGTOAGR
ACARCTAGAA
TATTGCTTTR
ACAATTGCAT
TTTTAARGCA
CTAGTCERGH
TABARRGLCTA
CTCTATGCCT
TTATCCCTALD
TAGCAGTGCR
TTCTATTACT
ARGTCCTTEE
TTGAGAGECH
RARRCAGGTT
GTTCCATAGA
ARCACATTAT
CTGTRAGGTAS

GERCTCTOGC
TTCCCRGICH
CTGCGAGRCT
GRETGECATE
GECTGTACAG
GCCOCTCGG0A
GUTGCCCTGE
ACRCACCCCC
CCTCORRCCT
GACAGGCCCT
CCTGUCCAGT
CROTCTOGGN
AGUCCAGACT
GULEECCACGAG
BGEOAGGTECD
TTCTARAGCT
ATATCCTTTT
CRCSOGCCTC
ABCTRCACCT
ACGCATTGCC
GOGECTTCTC
COGTECTGCC
GCTEGETOGEh
CREGEUCTTC
TCCREACATE
TECAGTEARM
TTIGTARCCA
TCATTTTATS
AQTALBACCT
CRCTATACAT
RRAGETAMCATA
GTGTEGAGTR
TTATAMAGHT
GCTTTTECCT
ARBCACAGCR

GETCGCRIGH
CCCRGCATEG
GTGATGCETTC
ACCERGCCHRG
GTETRCCTGE
GGETGGEEGEEA
GFCTEGGCCRC
TGCCTOTETA
CGRTGCCCAC
CCCTCACCCA
CTCESCACCOS
CCCT3TEGAG
CGTTCARACAR
CoTGUCTOGES
ARCCRTTTCRG
CATTAATTGT
TARZTCTTGT
CTECCOOCGE
CEGEGECTCC
CEAGCGACCC
CTCTTTTCTA
TRCLCTEETC
GGCTGEEAGT
ChRGAARCCRAC
ATAAGATACH
ARARTOCTTT
TTATALECTS
TITCAGATTC
CTACBAATET
CRARTATTCC
ATTTTTGAGC
ACAAARBACA
TACAGARTAT
TTETEETETA
TGEARCTCRAAR

GETCTTCTAC
GUAGTAGCCT
TTCCTCATTA
TTEEAATCTA
ACACTTAARA
TTTETCCAAT
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CTTTCTCTTCE
CATCRTCACT
ARGQACATTCCD
ABARTARCARCAR
ATTITATATT
TATATCACAC

GGATGOTTGSE
ARATAARGOR
TTTOCACEES
RAGCGOATOOC
GOOGCCTRGE
TTTECCAGEG
GAGARGCCCT
GEAGERCTATE
TOGGEOEECAT
TCTAZOCCOTA
CATGEEGRCA
GBRACTGGTGC
ACCOOGCACT
CCOTCRAGGA
CITTGGTAAC
CTTTCEATGTT
ACTTCSTGEAT
TEEZEAAGUIAL
CTGOACTCGC
TCOCTRGOCC
CRTEAERTECA
ACTCTOCEEG
TRECTCAGGT
CATGSTOCGR
TTEGATGASTT
ATTTGSTBAAA
CRATARACAL
AGEGEEAGET
GETATAACTE
TTATTALCCC
ATLGTTATTA
GTATGETTATS
TTTTCCATAR
ARTARSTAAAG
ARCTTAGCAR
TTTTITGEAG
AGATGGCATT
ACCACTICTC
ACARTTAGHR
TACCTTRGRG
CACASMAGTAR
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4551
4601
4651
4701
47E1
4801
4851
4501
4951
5001
5351
51071
5151
5201
5251
£30l
5351
5401
345l
5501
555l
S&01
5651
5701
5751
SHDL
5851
5901
5251
&0l
6051
101
&151
5201
6251
p3dl
G3AEL
6401
6451
&1
ES51

AGGTTCCTTC
CCTGCAGCTTE
ATGCOGACGG
CRGGCAGCAG
AGARRCTCCRAG
COGAARADGH
GARATCTCGT
CORARGTCCT
GCTGOARATE
CATTCGCOGC
CTGATAGCGG
AGCGECCATT
ACGRCGAEAT
TTCGECTEED
CARGRACOGGC
TEETCGCTCGR
TGCATCAGCC
GOAGATCCTS
TCRGTCGACAR
COACGATAGC
GGTCGGTCTT
ACGGCGGCAT
TAGCCTCTED
CAATCATGCS
CTGCGCOATT
GEGCTTCCCH
TTYCTETCCA
CRRGCTACOT
CCRGTALGCTG
TCTACGTETT
CAGCGTUAAG
TACTTCTEGA
ALRAARLLDTT
TTAGERECCE
TTEAGATECA
TCCACARCCTS
CTECTEEGEA
BAGCTCCOCTCI
GCTCCCREAG
ARGCCOGTCA
ATEACCCAGT
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ACARLGATOC
GREGECATEG
ATTTGCACTG
CTGARCOARG
CATGRGATCC
TTCCEARGOD
GATOGUAGGT
GUTCAGARGR
CEEAZUGOCE
CRRGCTCTTC
TOOGCCACRC
TTCCRCCRTG
CCTOGOORTO
GLERBCOCCT
TTCCATOORR
ATEGGCRGST
ATGATCGATR
CCCCaGCACT
CGTCGAGCAC
CELoCTGOCT
GACAARARGA
CAGAGCRGCC
ACCCRROCOG
ARARCSDTCCT
AGATCCITSE
ACOTTACCRG
TAAARACCECC
QCTTTCTCTT
ACRTPCATCC
CCECSTTOOTT
CTITTTGECRR
ATRGCTCAGA
AGTCAGCCAT
GATGEGOGGER
TGCTTTGCAT
GTTACTEACT
GCCTEGGGAC
CECETTTCCE
ACGGTCACAG
CEECEOGTCA
CACETAGLGA

GOROCARACGT
ATGOGOGGAT
CCGETRAGARC
TOQCCRAGREGE
COGCECTGER
CARCCTITTCR
TGEECOTCEC
ACTOGTCARLG
ATACCGTARA
AGCAATATCA
CORGOOEGOT
ATRTTCGGECA
GGEECATECGE
GATGCTCTTO
GTACGTECTC
RGCOGGRTOA
CTTTCTCGGC
TOECCCAATA
MECTECGECRR
COTCCTGONG
ACCGEECGOT
GATTETCTET
COGGAGARCC
CATCCTETCT
COGCARGANR
AGGGECEGCCTT
CAGTCTAGCT
TEECETTGCOE
GEGETCAGCR
ThadhalocT
AAGOCTACQC
GECC6AEGE0A
QBEGECEGAGA
BTTABREECGE
ACTTCTGECCT
ARTTORGATG
TTTOCACRCT
TCATSACEET
CTTATCTETA
GCGaGTATT
TAGCGEASTS
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GOCCATCCTE
AGCCECTECT
TCCGOGAGET
ATCSRSCCCG
GGATCATCCA
TRGARGEOGEDR
TTEFICEETC
AAGECEARTRA
GCACGRGCAN
CGEGTRAGOCH
ACRITCGATS
BGCAGRCATD
GOCTTGAGCC
GTCCAGATCA
GUTCGATECG
AGCETATECR
AGGRACANGE
GUAGUCAGTT
EERACTECUCE
TTCATICAGA
CCTGCGCTEA
TGRTECCCAGT
TECETEERAT
CTTGATCAGA
GUCATCCAGT
AECTGGCART
ATCEGCCATGET
TTTTCCCTTG
CCGTTTCTGC
TGCGCCOUTGA
CTOCAARARE
GCCTCGICCT
ATGEEOGEGERR
GEACTATEET
GUTGFIGAGC
CATACTTTIGCT
CTRACTGACA
GARARCCTCT
AGCSGATECC
CoEGETATOR
TATRCTGGCT

COTCCCoRCT
SGTITCCTES
CETCCRGCCT
GCEETEGGACAEN
GCoGFACaTOC
COGTGEAATC
ATTTCGRACC
ARGGUEATGEC
GOGSTCAGCT
ACOGCTATGTC
ARTCCARGARA
GOCATGEETC
TRROGERACAG
TCCTGATCGR
ATGTTTCOCT
GCCGOCOCAT
TGEAGATCGACA
CCTTCCCGCTE
TOGTGGCCAS
GCACCEGACA
CRGCCOGRAC
CATAGCCGAR
CCATCTTGTT
TCTTGATOOO0
TTACTITICA
TCOGETTTNEC
ARGUCCACTG
TCCAGARTAGT
GGACTGECTT
GTGCTTGECGE
GCCTCCTCAC
CTACATRAAT
CTGRGCEGAR
TECTGACTAM
CTGZEGACTT
ATRCTTCTGEC
CACATTCCAT

CEGAGCAGAC
elelrisroaTelnlal
TAACTATGOG
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5601
6651
a7ol
6751
6861
£852
301
§551
7001
1051
7101
7151
TI0l
Ti81
7301
73151
7401
7451
7501
7551
T6e0l
7651
01
TT51
Ta01
TBE1
7801
7851
EDQQ1
2QEY
B1ut
86151
8201
8251
8301
8351
B401
2451
8501
85512
8601

GCATCAGAGC
QCACAGATZC
CECTCACTGRA
GUTCACTOAR
AGGARNGARC
ACACCRCGTT
CACRRARATC
ARGATRCCAG
CGACCOTACT
GTGEECICTTT
CGTTCRCOTCD
GOTGOGLECTT
GARCTTATCGC
FITATCTRGGC
RCBCTRGRREG
TTCSCARRAE
TRGUGETGET
GATCTCRAGHE
ARCOADLEACT
CTTCACCTAG
GTATATATGA
GUACCTATCT
COCCETOGTS
GTEUTECALT
GCARTARACC
TTTATCCOGCC
GTRGETTOGCC
ATCSTEETST
CCARCGARTCR
TTAGQTCOOTT
TTATCACTCH
ATCCETAAGR
GAGAATAGRTS
GATRATACCG
ACGTTCTTCX
GTTOGATGTA
TTCACCRACG
ARRGGGRATA
TTCARTRTTA
ATATTTCAAT
TCCCCGARAR

ES 2341 341 T3

AGATTGTACT
GTAAGGRGARL
CTCGCTGCGT
AEECEEFTAAT
ATGTERGCAR
QCTECCETTT
GACGCTCRAG
GCETTTCCOC
GCTTACCGGA
CTCATAGCTC
AAGCTEICECT
ATCCOGTARC
CAROTGICRGC
GOTGCUTACKS
GACARGTATTT
GRASTTSETAS
TTTTTTGTTT
AGATOCTTTG
CACOTTRRGS
ATCCTTTIRA
GTRARCTTGE
CRGCGATUTG
TEEZATRACTE
GRTACCGOGR
AGCORGCOGE
TCCATCCRGT
AGTTANTRGT
CRCGCTCETC
AGGCGAGTTA
UGToCTC0g
TEETTATGGC
TGCTTTTCTE
TRTSORGCSER
CGLCACATAG
QRGCRRANAD
ARCCCRCTCGT
TTTCTEEETS
AGGOCGRCAC
TIGARGCATT
GTATTTRGAR
GFIGCCRACCTS

GARGAGTECAC
MATACCGOAT
TCEETCSTIC
ACESTTATOC
ARGGOCAGCE
TTCCATAGGC
TCASAGETGS
CTE0hRICTE
TACCTGTOCG
ACGCTGTAGG
GTETECACEA
TATCQTCTTA
AGCCACTGEET
ACGTTCTTREAR,
GETATCTGCG
TICTTEATCC
GCARAGCAGOA
ATCTTTICTA
GQATTITGETC
ATTRBARATG
TCTARCAGTT
TCTATTTCGT
COATACGGGA
GRCOCCACOCT
ARGEGCCGAG
CTATTARTTG
TTSCECAAGG
CTTTZETATG
CATGATCCOOC
ATCGTTGTCA
AQCARCTACAT
TBACTGGTGA
CCERGTTGCT
CAGRRCTTTA
TCTTRAGCGAT
SCRCOOARST
AGCAAALLCA
GEARATETTE
TATCAGGGTT
ARATARACARA
ACGTCTARGR
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CATRTGOGGT
ChRGEGCACTCT
FECTGCGGCG
ACRCAATOAG
ALAGECCRGEE
TCCGOCCCOC
CLRAARCCCGH
COTORTZOGT
CCTTTCTCCC
TATCTCAGTT
ACCCCCCETT
AQTCCAACCC
AACAGGARTTA
ETEITECCCT
CTCTGETERR
FECAAACARR
GATIACECGC
CEGEETCTEA
ATGACGATTAT
ARSTTTTAAR
ACCAATGCTT
TCATCCATAG
CGOGCTTACC
CACOGEUTEC
CECARARETE
TTEFCCGGGERN
TTETTGCCAT
GUTTCATTCA
CATGTTGTEC
GAAGTAAGTT
AATTCTCTTA
GTACTCARCC
CTTSCCCEEE
ARAGTGCUTCA
CTTROCGCTG
GATCTTCAGE
GOARBGCARA
ARTRCTCATA
RTTRTCTCAT
ATRGGSGTTC
BACCATTATT

GTGARATACT
TCCGCTTCCT
AGCEETATCA
GOGATRACGE
ARCCGTARRR
TURCEARGCAT
CRAGACTRTA
TCTCCTGTTC
TTCEEEAAGC
CEETETAGET
CRECOCEADT
GETAAGACAC
QCAGARGCGAS
AACTACGGCT
GUCAGTTACZC
COAMCECNTEG
AGAAAAMARS
COCTCAGTES
CAARAAGERT
TCARTCTAAR
ALTCRGTGEAG
TTECCTGATT
TCTEGECTCCA
AGLTTTATCA
GTCCTGCARC
GCTAGAGTAA
TECTECAGED
GOTCOCBETTC
AARRRAGCOGSE
GECOGIAGTE
CTETCATGECC
ARGTCATTCT
GTCRACRORN
TCATTGGARA
TTEAGATCOCA
ATCTETTACT
ATECCGCAAR
CTCTTOOTTT
GAZOEGATARC
COCACACRTY
ATCATGACRT
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BEE1
8701
B751
BEOL
Bésl
g8a0l
g35l
o001
2051
2101
2151
5201
89231
85301
5351
2401
9451
9501
2551
2601
2651
=i )
3751
S801
S8E1
5931
9351
100401
13051
10101
10151
10201
10251
iciol
10351
10441
10451
10501
10851
10601
10E51

TARCCTRTAR
GAGCTCGETR
TCTGERAARAC
GUChAARAAGR
ATCACRARGH
AGTTTTACGA
CARCACGTEACH
GETTGAAGSCC
CAAATTTCCH
AAGCACTTTC
ARACTEUCAR
TETECTATCA
CAGTTTTATT
CTCOCTCCCR
STCCACATTA
TAATATCAGC
TCARCHOTETH
GTATTAAGTG
ACACTANGAG
GATTTCAAAT
AGETTCGTCAG
ATARTATTAGT
TCRAATGCTT
LOATORCTCT
TTTTATTCTA
AACTGOTETT
CTATTILTTAT
TTTTATATTA
ATTGAACTGT
ATTTTATALT
CRASGAANGA
AGGAATAGARN
GITTCAGTAT
GAGCACRAGRG
TTACAOTGTT
TETATGGETE
GRGGEHCAGCR
CARRGCTCAGE
CAGTCTRETT
AMGACTTTRG
TEACCAGTTR
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ARATRGGOET
COCATCAGCC
GUTACACTTS
ATCACCTATAR
ARTEATTEAN
TTTCATCTTT
AGGRATITEC
TTETTATACT
TATTTTTTTA
TATCAMIECTE
TORAACTRGT
GAACATRCTE
CATTOCTOCT
TTTTRATTAT
AACEACATET
COCTTETTTAT
CTETTEGATT
GRGAGTAMGC
CAGAAATAKT
ACCCAREATAT
TTACACTATT
TTTCACATAT
ACCATTETHN
GEATGCCTAR
CTTORCTATT
CATGRACTTC
TATGACRCGT
ATETAACTAT
TTCARAARGTTT
TTTALALTGR
TTAATCACTG
TCCATTATGR
BAGHGTAGTA
CAGGACATCT
ATATETATAR
AGRGACRETCRA
CAGTCAGCAT
TATATAGEGT
CARTGTGACT
AGTRGAAATC
GTCTTAAGGC

ATCRCGRGEC
ARPARRAGCATE
ATTATTTICTR
GTGGCATCTA
ACGGCATARTA
TTCCARGTTS
ATSCTECCAT
ACAGAGARRAC
TRTCATTGAG
GOCTTOCTCT
AATTGTTAMD
CATTCAARRS
ACTACCTCTC
CTATCTAGTC
TTTCACTTTA
AATOGTGCTT
TTEATETCTCR
AGARATTAGAT
ATTAEBANTR
GAGCTGCAGT
ACEROGAAATH
GTGGAATTAC
ATGRGTTTOT
GRGGACTGAR
CAGTGECTARM
TTARATTGATA
TTCRCCATTT
ATGACACTTC
TACCTTEACT
AATGTTTATT
GTETGETGAGA
TTCTRRAGED
TCCACTGCRA
ACATALTGERA
GECTCAAGAD
GATUTARACT
GRAARCTAATAR
RRGGEGATCTT
TAGGARGDIC
TEAGGRCTCAC
ACCACTTCTT
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CLTTTCGTCT
CCTECCACAC
GTAGAMNCAGD
AGCACARAMD
AARGTTATCA
AAATCATRES
TATGETEETET
TGTCATACAG
CARAGGTECMACH
TOCTTTOCAS
TTCCTTITTT
TETARGCCTEA
TCATTCCCAC
CARACTRAARGT
ASTCAARARTAC
CTASTGACTT
TCATEARACAD
TCCTOTARTG
OhAARMNDN NG
TTCTTCARGT
TATGCAGAIT
TATTAARCTA
GACTITGTGT
GARSTTASAS
AMTACALRCTS
LTATCTCATGA
TCACTGTAAD
CCALARMATCOC
TATGGGAAART
TTATATTTOT
GCAGAGGEAGT
AAGGEAAGAAC
AGGATARAGT
TEETCRCTAR,
TGAGCACTGA
CAGT TLRGET
ACATCAGERTA
TG TARATCTG
ACTCATATGED
CTCACATACC
ABACATCATE

TCAAGARTTC
AACATCARTT
TCTTTGEETTT
GELGOOOAMR
ARRAATTATS
CTGECTITAL
TGCCTAARRT
CAGGGEETET
GAAGHCCAGH
TATGARGCAN
RARCAGTATT
GhpsCE RO
TETTTSTETT
ACRCGATCCA
AAGAURCUTT
AATGTACATG
TETTGTEARG
ATGCACACCC
TTTTACATIA
TARLGCRTCH
TTITATITTTA
TTCITTOTTT
AGGETGAGTGC
TTATAGATAG
AGETCCTTTR
GATCTCTAAR
CATITTTATO
CATATTCACHA
GAARACCCALC
GCRARTTTCA
ATARGRGTTC
THEATGLCAAG
CACTACATCT
TEEACCATTE
GECTGETARGS
AGACIACTCA
AOATAMGGCH
ATTGTGCATC
ARATCTAGAG
AGCARGCGAS
CCTIEEGTGT
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10701 GGACCTTGECC ATICCTZATG GUCAGCTGOCC AMAGTARGAC ATCAGABRLN
10751 AGRGTTCCAR GUGEGAATTGEA AGCAGTTCOCAR TGAATACTCA CJCTTCCTGTAE
10601 TTCTTTTCAS AGGTETCCAS GCACAGGTEC AGCTHETGGEA GTCAGERGCC
10851 GARGTGRAAA AQCCTEAGAC TTCAGTAARG CTIGTCCOTGCA AGGCOTOTGA
10201 ATARCACATTC ACTRAATTATA TTATCCACTG GOTGRAGCAG GAGOCTOGTC
10351 AGEECCTTGA ATGGATTGEA TATTTTARATC CTTACAATCA TAGTACTAACG
11001 TARCAARTGAGR AGTTCRAAAGS CRGGGUCACA CTAACTGCAA ACARRTCCAT
11051 CAGCACAGCC TRACATGGAESC TCAGCRAGOCT GCGCTCTGAS GACACTGCGS
11101 TCTACTACTG TGECAAGATUA GGACCCTATG CUTGGTTTGA CACCTGEGEGC
11151 CARGGEGALCA COGTCACCET CTCCTCAGET AARGAATCUCC ACTCTRGGEGC
11201 CTTTSTTTIC TECTGOTGCOC TETUISATIT CATGAGCATT GCAAASTIGT
11251 CCTCCEEACA TOTTCCCAGS GEACCTEGHEC GGACTEGCCA GGAGEEGALG
11301 GECACTEGEE TOCCTTGAGS ATCTGGGAGC CTCTGETOGAT TTTCOGATGD
11353 CTTTGGAAAR TGGGACTGAG GTTGGGTECG TCTGEAGACRE TAACTCARCC
114061 TGEGGEGCTTG GTGRRGATCOG CCGCACAGCR GCGAGTCCGT GARRTATCTT
11451 ATTTAGRCTT GTORGGTRCE CTETGETATCA ATTTACATCT TAAATCCTTT
11501 ATTOCCTICA ARGAGAATTC TTEERATIRG TEAATCCAGC C.n;éGAGGG.ﬁC
11552 GUEGEGEEAT CUR

Ejemplo 9
Eficacia In vitro de los anticuerpos humanizados que se unen a CD45RO/RB
VHE/humV1 'y VHQ/humV1

Para determinar la eficacia de los anticuerpos humanizados que se unen a CD45RO/RB VHE/humV1 y VHQ/
humV1 en comparacién con el anticuerpo quimérico se analiza la capacidad para inducir apoptosis en las células T
humanas y también la capacidad para inhibir la proliferacién de célula T humana.

Células y Reactivos

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) se aislan de las muestras de leucoféresis y los donantes
humanos saludables con un tipo de sangre conocido, pero tipo HLA desconocido mediante centrifugacion sobre Ficoll-
Hypaque (Pharmacia LKB). El PBMC utilizado como estimulador se vacia primero de las células T y NK al utilizar
glébulos ferromagnéticos recubiertos con CD3 (Miltenyi). Los glébulos y las células contaminantes se remueven
mediante campo magnético. El PBMC agotado de célula T se utilizan como células estimuladoras después de la
irradiacién (50 Gy). Las células T CD4" son utilizadas como células de respuesta en el MLR y se aislan del PBMC
con un kit de seleccién negativo de células CD4 (Miltenyi).

Las células obtenidas se analizan mediante FACScan o FACSCalibur (Becton Dickinson & Co., CA) y la pureza
de las células obtenidas es de >75%. Las células se suspenden en un medio RPMI1640 complementado con 10% de
FCS, inactivado caliente, penicilina, estreptomicina y L-glutamina.

Ensayos de Apoptosis

El PBMC humano de los tres donantes voluntarios saludables se cultiva en un medio de crecimiento (RPMI1640+
10% de FCS) durante toda la noche (<16h) en presencia del mAb quimérico que se une al CD45R0/RB, los anticuerpos
humanizados (VHE/humV1 y VHQ/humV1) o el mAb de control anti-LPS. Si se indica, un reactivo de reticulacion,
el fragmento F(ab’), de IgG anti-humano de cabra (Cat.No.109-006-098, JacksonLab) se incluye a un pg/ml de con-
centracion que es dos veces tan alto como la concentracion de anticuerpos anti-CD45 de la muestra. La concentracién
de PBS en todos los pozos introducida por los reactivos del anticuerpo se mantiene constante entre todas las muestras,
a saber a 20% (v/v) para las muestras sin reticulador o a 40%(v/v) para las muestras con reticulador. Experimentos
anteriores demuestran que la cantidad de PBS no afecta la lectura.

Después de cultivo durante toda la noche en la presencia de los anticuerpos, las muestras se someten a andlisis
de citometria de flujo y a tefiido con la AnnexinaV-FITC marcador de apoptosis (Cat.No. 556419, BD/Pharmingen)
y el marcador de célula T CD2-PE (Cat.No. 556609, BD/Pharmingen). Las muestras se corren en un instrumento
FACSCalibur de Becton Dickinson y los datos se analizan utilizando un software CellQuest Pro.
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A partir de los datos recolectados, las curvas se obtienen utilizando el software Origin v7.0300 La ecuacidn utili-
zada para el ajuste es

A= A2

Y e v Gl a0y

{(*Sigmoid-Logistic™

A,: valor final (para las sesiones de ajuste establecidas en “compartido” y “flotante”)
A,: valor inicial (para las sesiones de ajuste establecidas en “compartido” y “flotante”)
P: poder

Xo: EDsy; ICs, (ver adelante).

En ausencia del reticulador, el VHE/humV1 es mds efectivo, con un valor EDs, de 148+71 nM, seguido por
VHQ/humV1 con 377+219 nM. El anticuerpo quimérico que se une CD45R0/RB es menos efectivo con un valor
EDs, de 2440+1205 nM.

En la presencia de antisuero de reticulacidn, los valores EDs, se cambian dramdticamente hacia mayor eficacia
por al menos dos 6rdenes de magnitud. Ademds, la presencia de un reticulador permite mayores niveles de apoptosis
a muy altas concentraciones de anticuerpo, alcanzando ahora hasta el 80% mientras que la ausencia del reticulador
solo permite hasta el 50% de apoptosis. En la presencia del reticulador, las curvas (concentracién de anticuerpo/%
apoptosis) son bi-modales con dos mesetas: la primer meseta se alcanza a bajas concentraciones de anticuerpo (~5
nM), mientras que el nivel de apoptosis corresponde al nivel maximo obtenido en ausencia de reticulador. En la
segunda meseta se alcanza la concentracién mds alta de anticuerpo para (~500 nM) y se observa apoptosis dentro del
70-80% de la poblacién de célula T.

Ambos mAb humanizados que se unen a CD45R0/RB son igualmente efectivos y mejor o iguales comparados con
el mAb quimérico que se une a CD45R0/RB con respecto a su capacidad para inducir apoptosis a células T humanas
primarias.

Ensayo de linfocito mezclado

Uno x 10° PBMC o 5 x 10* de las células CD4+ se mezclan con PBMC irradiado del que se han agotado 1x 103
0 5 x10* células T (50 Gy) en cada pozo de placas de cultivo de 96 pozos en la presencia o ausencia de diferentes
concentraciones de mAb.

Las células mezcladas se cultivan durante 5 dias y se determina la proliferacién al pulsar las células con *H-timidina
durante las dltimas 16-20 horas de cultivo. La inhibicién MLR en cada concentracién de anticuerpo se expresa como
la inhibicién porcentual como se describio en el ejemplo 2.

El efecto de incrementar las concentraciones de VHE/humV1 y VHQ/humV1 sobre MLR se evalia en el respon-
dedor 3: combinaciones estimuladoras. Todos los anticuerpos inhiben el MLR de una manera dependiente de dosis.
Los valores ICs, (ver anteriormente) son similares para el Ab VHE/humV1 (7 + 7 nM) y VHQ/humV1 (39 + 54 nM)
humanizados. Ambos anticuerpos humanizados son mds potentes para inhibir el MLR que el anticuerpo quimérico
parental (ICs, de 347 + 434 nM). Como se ve usualmente con los experimentos MLR, la variabilidad del donante es
alta en estos experimentos.

VHE-N73D/humV1

Para manejar el efecto biologico del VHE-N73D/humV1 que induce apoptosis en las células mononucleares pe-
riféricas sanguineas humanas (PBM) los PBMC objetivo se incuban durante toda la noche en presencia de varias
concentraciones de VHE-N73D/humV 1 y se analizan posteriormente para unién del marcador de apoptosis AnnexinV
mediante andlisis de citometria de flujo. Los PBMC se incuban durante toda la noche en medio de cultivo de tejido
que tiene varias concentraciones del VHE-N73D/humV1 u otra variante de la molécula que se une a CD45RO/RB
humanizado, VHE/humV1, o el anti-CD45RO/RB mAb quimérico o un mAb de control IgG1 isotipo. Ademads, se
agregan los fragmentos F(ab’), de reticulacién del IgFc antihumano de cabra a 2 x la concentracién de masa de cada
mAb, semejando reticulacién del anticuerpo humanizado CD45RO/RB mediante los receptores Fc que pueden ocurrir
in vivo. Al siguiente dia las células se lavan mediante centrifugacion durante 10 min a 400 veces la gravedad estdndar
y el medio removido. Las células se suspenden en el amortiguador FACS (PBS que contiene el 1% v/v de FBS, 0.1%
w/v de EDTA y 0.1% w/v de azida sodio) y se siembran en placas microtituladoras con un fondo de 96 pozos con
una densidad celular de 1x10° células por pozo. Cada muestra de célula se incuba durante 30 minutos a 4°C en 50 ul
de amortiguador FACS que contiene 100 ug/ml de suero de ratén normal para bloquear sitios de unién no especificos
sobre las células con CD2 conjugado a ficoeritrina (PE) para identificar las células T humanas. Después de lavar dos
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veces mediante centrifugacion, las células se resuspenden en 100 ul de amortiguador que tifie AnnexinV “calcium-
proficient” (Vendor BD/Pharmingen kit 556419) que contiene 1:100 v/v de AnnexinV marcada con FITC. Luego de la
incubacién durante 15 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad, se agrega 7-amino actinomicina D (7-AAD)
para dar una concentracién final de 1 ug/ml y se analiza utilizando un citémetro de flujo FACS Calibur (Becton Dic-
kinson). Los valores EDs, para la eficacia de los anticuerpos para inducir apoptosis se puede calcular de los anélisis de
la cantidad de apoptosis (= intensidad de la fluorescencia de AnnexinV-FITC) inducida como una funcién de la con-
centracion del anticuerpo utilizando el software Origin 7.5 con una ecuacién de ajuste de curva sigmoidal/Logistica.

Luego de tales andlisis se observa un efecto bifdsico de todos los anticuerpos humanizados CD45RO/RB probados:
a bajas concentraciones de anticuerpo, se encuentra un bajo nivel de menos de 30% de apoptosis de célula T. El valor
EDs, para alcanzar el nivel de esta apoptosis se calcula como 0.31 + 0.13 nM para VHE-N73D/humV1. A mayores
concentraciones de anticuerpo, la apoptosis se puede inducir hasta en el 70% de las células T. El valor EDs, para
alcanzar este mayor nivel de apoptosis se calcula como 352 + 83 nM para VHE-N73D/humV1. En resumen, se
encuentra que el VHE-N73D/humV1 también induce apoptosis en células T humanas, que se puede mejorar mediante
reticulacion.

Ejemplo 10
Especificidad de la molécula de union CD45RB/RO
Molécula de union CD45RB/RO quimérica

La molécula CD45 se expresa sobre todos los leucocitos. Sin embargo, diferentes isoformas CD45 se expresan
mediante varios subconjuntos de leucocitos. Con el fin de determinar la reactividad del subconjunto de leucocitos de
la molécula de anticuerpo quimérico que se une a CD45RB/RO se efectia la marcacién inmunofluorescente de los
leucocitos humanos con marcadores especificos de subconjunto y marcacién inmunofluorescente simultdnea con el
anticuerpo quimérico que se denomina CD45RB/RO conjugado con tinte, seguido por andlisis de citometria de flujo.

Los subconjuntos especificos para una preparacion recientemente aislada de células mononucleares de sangre pe-
riférica humana (PBMC), plaquetas humanas, neutréfilos de sangre periférica humana o citoblastos hematopoyéticas
derivadas de la 6sea humana se identifican mediante incubacién con anticuerpos acoplados a ficoeritrina contra CD2
(linfocitos T), CD14 (monocitos), CD19 (linfocitos B), CD34 (células madre), CD42a (plaquetas), CD56 (linfocitos
citoliticos naturales) o CD66b (granulocitos). La unién simultdnea de una molécula de unién CD45RB/RO quimérica
marcada con FITC se detecta sobre los linfocitos, monocitos, células madre, linfocitos citoliticos naturales y granulo-
citos pero no sobre las plaquetas o los linfocitos B.

VHE-N73D/humV1

Con el fin de determinar la reactividad del subconjunto de leucocitos de la marcacién inmunofluorescente del
VHEN73D/humV 1 de los leucocitos marcados con marcadores especificos e inmunofluorescencia simultdnea se efec-
tda la marcacién con un VHEN73D/humV 1 conjugado con tinte, seguido por andlisis de citometria de flujo.

En resumen, los subconjuntos especificos de una preparacion recientemente aislada de células mononucleares de
sangre periférica humana (PBMC) o neutréfilos de sangre periférica humana se identifican luego de la incubacién
con los anticuerpos acoplados a ficoeritrina contra CD3, CD4, CD8 (linfocitos T), CD14 (monocitos), CD16 (linfo-
citos citoliticos naturales y monocitos), CD19 (linfocitos B), o CD66b (granulocitos). La unién simultdnea del VHE-
N73D/humV1 marcada con el FITC se detecta sobre los linfocitos T, monocitos, células madre, linfocitos citoliticos
naturales y granulocitos pero no sobre los linfocitos B. As{, las moléculas de VHE-N73D/humV1 no reaccionan con
los linfocitos B humanos.

Ejemplo 11

Introduccion in vitro de las células T supresoras (o células reguladoras) y de células T funcionalmente paralizadas T

Para demostrar la capacidad de un anticuerpo quimérico que se une a CD45RO/RB para inducir las células T
supresoras, el anticuerpo estd incluido en varias concentraciones durante la generacidon de las estirpes celulares T
CDS8+ reactivas con la proteina matriz de antigeno 1 (MP1) del heméfilo de la influenza. Estas estirpes son generadas
a través de co-cultivo repetido de los linfocitos humanos CD8+ con los monocitos humanos CD14+ pulsados con el
antigeno. Posteriormente, los monocitos CD14+ se pueden reemplazar con una estirpe celular positiva de antigeno-
2 de leucocito humano como una célula que presenta antigeno MP1 (APC). Si tales células T CD8+ especificas
de MP1 provenientes de un cultivo contienen el anticuerpo quimérico que se une al CD45RO/RB se mezclan con
células T CD8+ humanas recientemente aisladas y esta mezcla de células se estimula con el antigeno MP1 sobre el
APC, la adicién de las células T CD8+ del cultivo en la presencia de la molécula CD45RO/RB es capaz de reducir
la produccién de IFN-gama en una forma dependiente de dosis de anticuerpo. Ningtn anticuerpo quimérico que se
una al CD45RO/RB estd presente durante este cultivo de ensayo y FIN-gama indicando que el pre-tratamiento con
el CD45RO/RB ha inducido células T CD8+ capaces de suprimir la activacion de células T recientemente aisladas.
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En razén de esta induccion de las células reguladoras T supresoras por medio del anticuerpo quimérico que se une
a CD45RO/RB, el anticuerpo puede ser ttil en enfermedades, donde una poblacién de células T desreguladas y/o
activadas se cree que contribuye a la patologia. Ejemplos de tales enfermedades incluyen enfermedades autoinmunes,
enfermedades por rechazo, soriasis, enfermedad inflamatoria del intestino y alergias.

Para demostrar la capacidad de una molécula que se une a CD45RO/RB quimérica para hacer que las células
T tengan hiporespuesta (anérgica) a estimulacién adicional es decir para paralizar funcionalmente las células T, el
anticuerpo estd incluido durante la generacién de las estirpes celulares CD8+ reactivas con la proteina de matriz de
antigeno 1(MP1) del hemdfilo de la influencia como se subray6 anteriormente. La pardlisis se evalda al activar las
células T (expuestas antes al anticuerpo quimérico que se une a CD45RO/RB) con el antigeno MP1 presentado por
la molécula que se une al APC N° CD45RO/RB esta presente en este cultivo. Las células CD8+ T no expuestas al
anticuerpo quimérico que se une al CD45RO/RB previamente producen IFN-y luego del estimulo mencionado. En
contraste, las células CD8+ T pretratadas con anticuerpo quimérico que une CD45RO/RB muestran una produccién
marcadamente reducida a inexistente de esta citocina en respuesta al estimulo de antigeno, que demuestra la capacidad
del anticuerpo quimérico que se une a CD45RO/RB al paralizar funcionalmente las células T humanas. En razén de
la induccién de la hiperrespuesta a la célula T funcional por la molécula que se une a CD45RO/RB, el anticuerpo se
puede utilizar en enfermedades, tales como enfermedades autoinmunes tales como rechazo por trasplante, soriasis,
dermatitis, enfermedad inflamatoria del intestino o alergias donde se cree que una poblacién de células T activadas
contribuyen a la patologia.

Ejemplo 12

Estudios in vivo en ratones Skin SCID-hu

El beneficio terapéutico del anticuerpo quimérico que se une a CD45RB/RO en inflamacién de piel se prueba
utilizando ratones SCID. La piel humana proveniente de individuos normales se trasplanta sobre ratones SCID (Skin
SCID-hu) y el proceso inflamatorio se semeja mediante transferencia adoptiva de los leucocitos mononucleares aisla-
dos de los individuos humanos no relacionados con el donante de la piel humana.

Trasplante de piel adulta humana en ratones SCID (ratones Skin SCID-hu)

Dos piezas pequefias (1 cm?) de piel adulta humana (obtenida del West Hungarian Regional Tissue Bank; WHRTB,
Gyor) que consiste de la epidermis completa, la dermis papilar y parte de la dermis reticular, se trasplantan a los lados
trasero superior derecho e izquierdo en los ratones SCID. Los ratones C.B 17 /GbmsTac-Prkdc*“ Lyst*® (Taconic,
Germantown, NY) en reemplazo de la piel del ratén. La calidad de los injertos se monitorea durante 5-6 semanas si-
guientes al trasplante y los ratones con trasplante exitoso (ratones Skin SCID-hu, generalmente > 85%) se seleccionan
para pruebas in vivo del anticuerpo quimérico que se une al CD45RB/RO.

Injerto de células mononucleares en ratones SCID

Los leucocitos mononucleares (Spl) se aislan de biopsias de bazo de adulto humano (WHRTB, Gyor) después de
la suspension de células (utilizando un tamiz de disociacién de célula equipado con una malla de tamafio 50) y los
procedimientos de gradiente de densidad estdndar. Las alicuotas de ~5 x10® Spl se resuspenden en 1.5 ml de RPMI-
10% de FCS y se inyectan intraperitonealmente (i.p.), en el dia experimental 0, en los ratones Skin SCID-hu. Estos
nimeros Spl se han encontrado en experimentos previos por ser suficientes para inducir un xeno-GvHD letal >90%
de los ratones dentro de las 4-6 semanas después de la trasferencia celular.

Tratamiento de anticuerpo de los ratones Skin SCID-hu

Los ratones Skin SCID-hu, reconstituidos con Spl humano, se tratan con anticuerpo quimérico que se une a
CD45RB/RO o con el control anti-LPS mAb en el dia 0, inmediatamente después de la inyeccion de célula mono-
nuclear, en los dias 3 y 7 y a intervalos semanales posteriormente. Los anticuerpos se suministran subcutdneamente
(s.c.) en 100 ul de PBS a una concentracién final de 1 mg/kg de peso de cuerpo (b.w.).

Evaluacion del tratamiento anti-CD45

La eficacia del anticuerpo quimérico que se une al CD45RB/RO se evaliia mediante la supervivencia de los ratones
trasplantados y al monitorear el rechazo de los injertos de piel. La significancia de los resultados se evalia mediante
el método estadistico de andlisis de supervivencia utilizando la prueba Log-rank (método Mantel) con la ayuda del
software Systat v10. Al final de las biopsias del experimento de los injertos de piel humana y del higado de ratén,
pulmon, rifién y bazo se obtienen de ratones sacrificados para propésitos histolégicos. Todos los ratones se pesan al
inicio (antes de la transferencia celular) y a través del experimento (cada 2 dfas) como un estimacién indirecta de su
estado de salud. Las lineas de regresion lineal son generadas utilizando el peso del cuerpo versus los valores de dias
de transferencia post-PBMC obtenidos de cada uno de los ratones y posteriormente, sus pendientes (control versus
ratones tratados anti-CD45) se comparan utilizando la prueba no paramétrica Mann-Whitney.
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Resultados

Los injertos de piel humana son muy bien tolerados por los ratones SCID. Inicialmente, los injertos sufren un
periodo de hiperproliferaciéon de queratinocito que resulta en la formacién de unas incrustaciones hiperqueratdcicas.
Aproximadamente 5 semanas después del trasplante, las incrustaciones caen de los injertos y revelan un tejido que
contiene todas las estructuras caracteristicas observadas en la piel humana normal. Durante este proceso, los injertos
de piel humana se funden con la piel de ratén adyacente y generan una red de vasos humanos recientemente crecidos
que conectan los injertos con el tejido de ratén subyacente. El Spl circulante trasferido hacia los ratones Skin SCID-
hu (en el dia experimental 0, aproximadamente 6 semanas después del trasplante de piel) infiltran los injertos de piel
y después del reconocimiento de las moléculas de aloantigeno expresadas sobre la piel humana montan una respuesta
inflamatoria; que tiene semejanza con el proceso inflamatorio que ocurre en la piel de soriasis y que en algunos casos
destruye completamente el injerto.

El tratamiento de estos con el anticuerpo quimérico que se une a CD45RB/RO suprime el proceso inflamatorio y
evita el rechazo de los injertos de piel humana. En contraste, la muestra obtenida de los ratones tratados con control
muestra una infiltracién masiva con multiples signos de necrosis y una destruccién dramadtica de la epidermis. Este
proceso es facilmente monitoreado por el ojo y documentado por fotografia simple de los ratones.

Seis de cada seis ratones Skin SCID-hu transferidos con SPL humano alogénico y tratados con anti-LPS mAb de
control muestran una respuesta inflamatoria fuerte claramente visible por el ojo 23 dias después de la transferencia de
célula mononuclear. Todos los ratones muestran considerables lesiones, incluyendo le eritema, descamacién y pustulas
pronunciadas. En contraste los injertos de piel de todos los ratones tratados con anticuerpo quimérico que se denomina
CD45RB/RO tienen una apariencia normal. Las diferencias dramadticas entre los dos grupos de ratones son especifi-
camente debidas al tratamiento de anticuerpo razon a que la piel humana de todos los ratones tiene una apariencia
idéntica al inicio del experimento. Este aspecto no cambia hasta la segunda semana después de la transferencia de la
célula, tiempo en el cual el grupo de control inicia el desarrollo de lesiones de piel. El experimento se termina en el
dia 34 después de la transferencia mononuclear. Para ese tiempo, uno de los ratones de control ya habia muerto (dia
30) los otros 4 se habian sacrificado (dias 27, 27, 27, y 30) debido a un fuerte xeno-GvHD. La reaccién patoldgica
observada en los ratones tratados con control de anticuerpo también se correlaciona con la pérdida de peso de cuerpo
en estos animales.

En contraste, el grupo tratado con el anticuerpo quimérico que se une con CD45RB/RO exhibe un estado saludable
durante el tiempo completo del experimento.
Ejemplo 13

Actividades in vivo de un anticuerpo quimérico que se une a CD45RB/RO en un modelo de trasplante de célula islote
humano

Ratones

Los ratones hembra NOD/SCID (Charles River Laboratories, Calco, Italia) se mantienen bajo condiciones es-
pecificas libres de patégeno. El nivel de glucosa en la sangre de la cola venosa se cuantifica utilizando un sistema
Glucometer Elite (Bayer, Alemania). La diabetes se induce en los ratones NOD/SCID mediante inyeccién intrave-
nosa de 180 mg/kg de estreptozotocina (Sigma, St.Luis, MO). Un diagnéstico de la diabetes se hace después de dos
mediciones de glucosa consecutiva mayor de 250 mg/dl.

Preparacion de islote y trasplante

Los pancreas se obtienen de donantes multiérgano cadavéricos con el corazén palpitante. Los islotes se aislan de
acuerdo con el método descrito en Bertuzzi et al., Diabetes, 1999, 48: 1971-8. Los islotes purificados se cultivan en
matraces estériles que contienen 25 ml de medio M 199 (Seromed Biochrom, Berlin, Alemania) complementado con
10% de FCS, 1% de L-glutamina, 100 unidades/ml de penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina (medio completo).
Los islotes se incuban a 30° en 5% de CO, y 95% de aire humidificado. Los ratones se anestesian con una inyeccién
intraperitoneal de avertina y se trasplantan alicuotas de 1500 IE de islotes humanos bajo la cdpsula de piel de los
ratones NOD/SCID diabéticos receptores, como se describié en Davalli A.M. et al., Diabetes, 1996, 45: 1161-7. Se
inyectan 50 x 10% de PBMC recientemente aislados intraperitoneal a los ratones NOD/SCID.

Tratamiento de los ratones trasplantados
Los ratones trasplantados Hu-PBL-NOD/SCID se tratan con s.c. tratados por dias 0, +3 y +5 con 1 mg/kg de un

anticuerpo quimérico que se une a CD45RB/RO. Los ratones de control se tratan con la solucién salina o con mAB
purificado con IgG (Vinci.Biochem, Italia).
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Andlisis histologico

Los polos del rifién que contienen el injerto de islote humano se congelan instantineamente en Tissue Tek (Miles
Lab., IN) y se almacenan a -70°. Secciones congeladas de 5 um de grueso se tifien con mAjy biotinilado contra insulina
humana o CD3 humano seguido por conjugado de estreptavidina-peroxidasa. Se utiliza diaminobenzidina (DAKO,
Carpenteria, CA) como cromégeno y hematoxilina como contratefiido. La infiltracién de linfocitos de los injertos se
evalia sobre hematoxilina y las secciones congeladas tefiidas con eosina.

Resultados

Los resultados en los ratones NOD/SCID normales trasplantados con islotes humanos permanecen normoglicé-
micos hasta los 100 dias postrasplante, mientras que el tiempo de rechazo medio de los ratones hu-PBL-NOD/SCID
con los islotes humanos es de 35 + 13 dias. El tratamiento corto de los ratones hu-PBL-NOD/SCID trasplantados
con islotes humanos con mAB de la presente invencién prolongan significativamente la supervivencia de los islotes
humanos con una tasa de supervivencia mayor del 70% del dia 60 y 50% en el dia 100 postrasplante.

El andlisis histoldgico de los injertos de islote humano efectuados a los 100 dias postrasplante en los ratones
hu-PBL-NOD/SCID muestran una infiltracién masiva de células T positivas CD3+, CD4+ y CD8+ positivas en los
ratones receptores de control. En contraste, en los ratones receptores tratados con un anticuerpo quimérico que se une
a CD45RB/RO se observa una infiltracion significativamente inferior de las células humanas. El tefiido positivo para
la insulina demuestra la funcién de injerto en los ratones receptores hu-PBL-NOD/SCID tratados con un anticuerpo
quimérico que se une con CD45RB/RO comparado con los ratones receptores de control. Un islote trasplantado y con
un anticuerpo quimérico que se une con CD45RB/RO tratado en ratones hu-PBL-NOD/SCID con islote trasplantado
y tratados con anticuerpo quimérico que se une a CD45RB/RO cantidades inferiores de IFN-gama humana se detectan
en el suero comparado con los ratones receptores de control.

Estos datos indican que el tratamiento de corto plazo con el anticuerpo quimérico que se une a CD45RB/RO

conduce a una supervivencia del injerto de islote humano prolongado y al inhibir la reaccién de rechazo mediada por
leucocito in vivo.

83



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2341 341 T3

REIVINDICACIONES
1. Un anticuerpo humanizado que tiene una especificidad de unién tanto por el CD45RO como por el CD45RB
que comprende la region variable de cadena pesada de la SEQ ID NO: 31 o 32 y una regién variable de cadena liviana
de la SEQ ID NO: 7 o SEQ ID NO: 8.

2. El anticuerpo humanizado de la reivindicacion 1 que tiene una especificidad de unién tanto por el CD45RO
como el CD45RB que comprende:

Una region variable de cadena pesada de la SEQ ID NO: 31 y una regién variable de una cadena liviana
de la SEQ ID NO: 7,

Una regién variable de cadena pesada de la SEQ ID NO: 31 y una regién variable de cadena liviana de la
SEQID NO: 8,

Una region variable de cadena pesada de la SEQ ID NO: 32 y una region variable de cadena liviana de la
SEQID NO: 7,0

Una regioén variable de cadena pesada de la SEQ ID NO: 32 y una regién variable de cadena liviana de la
SEQ ID NO: 8.

3. Polinucledtidos aislados que codifican el anticuerpo humanizado de las reivindicaciones 1 o 2.

4. Un vector de expresién que comprende los polinucleétidos de las reivindicaciones 3 cuyo vector es capaz de
producir un anticuerpo humanizado cuando dicho vector estd presente en una célula o huésped compatible.

5. Una célula anfitriona aislada que comprende un vector de expresion de la reivindicacién 4.
6. Un anticuerpo humanizado de las reivindicaciones 1 o 2 para uso como farmacéutico.

7. El anticuerpo de la reivindicacién 6 para uso en el tratamiento y/o profilaxis de enfermedades autoinmunes,
rechazo por trasplante, soriasis, dermatitis, enfermedades inflamatorias del intestino y/o alergias.

8. El anticuerpo de la reivindicacién 7 en el tratamiento y/o profilaxis de la enfermedad del injerto contra el anfitrién
(GVHD).

9. El anticuerpo de la reivindicacién 7 en la preparacién de un medicamento para el tratamiento de rechazo por
trasplante de célula islote pancredtica.

10. Una composicién farmacéutica que comprende el anticuerpo de la reivindicacién 1 o 2 en asocio con por lo
menos un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 13
VHEDUmV2

341T3

VHE/humv1

] ™ 1J

VYHO/hum2

YHCAumV

4 -
.
- T il L B I Sl § P i B
L aryor
=
-
-

VHEhumv2

YHE-N73DMumM

ul ] b WA T T = mh t= . Th mm mr

97

=
w ri wi o ml wmh wh o wr ol oak bl



ES 2341 341 T3

Figura 14
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