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E Patente de Invencion

SOLICITUD DE:
D Patente de Modelo de Utilidad

] capitulo. B capitulo .
@ Nombre : GLAXOSMITHKLINE IDENTIFICACION
BIOLOGICALS S.A.
Direccién: Rue de [I'institut 88, B-1330 c.C. D NIT D
Rixensart, Bélgica. ce. [ oo [
SOLICITANTE
(71) Nacionalidad o Domicilio; Rixensart, Bélgica.
Lugar de Constitucién: Bélgica. Cual
Teléfono; 3264270 Fax: 6068701 Numero
E-mail: jllcco@lloredacamacho.com
@ Nombre: ALICIA LLOREDA RICAURTE -
cc. X ~nT (O
Direccion: Calle 72 No. 5-83 Piso 5°, Bogota,| C.E. D Otro [:]
REPRESENTANTE Colombia
O APODERADOQ
Teléfono: 3264270  Fax: 6069701 Cual __
Namero 39.690.713 TP 53.215
E-mail; jilcco@Noredacamache.com
@ Nombre: BLAIS, Normand;, HARVEY, Martine; PILORGET, Anthony y RIOUX,
Clément.
INVENTOR(ES)
(72) Direccién: GlaxoSmitKline Biologicals Canada, 525 Cartier Boulevard West,
Laval, Québec H7V 388.
Nacionalidad o Domicilio: Canada.
@ PCT (86)

Saolicitud Internacional No,

Publicacién Internacional No.

PCT/EP2010/057141
WO 2010/136443 A1

Fecha: 25/05/10

02/1210

Fecha:

©®

Titulo (54)

“CONSTRUCCIONES DE CASB7439"

@ clasificacion Internacional (51) CO7K 14/47

{33) Pais de Qrigen (32) Fecha (31) Namero de Solicitud |
Prioridad '-
us 27/05/09 61/181,380
Sl IZ NO D us 25/06/09 61/220,396
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ANEXOS \

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de Ia solicitud.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando e! solicitante sea persona juridica.
Documento de Representacion Legal.

Documento de cesién del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones’y dibujos)
Copia del reporte preliminar internacional sohre patentabilidad.

Traduccion del reporte preliminar Internacional sobre patentabilidad.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos tradicionales
de las comunidades indigenas.

Arte Final 12X12.

De ser el caso, informacion sobre otras soliciiudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el
mismo titular o su causante, relacionados parcial o totalmente con la invencién de esta solicitud.

De ser el caso, maodificaciones efectuadas a la solicitud internacional.

Qtros:Reporte de busgueda internacional, publicacion, opinidén escrita de la autoridad de busqueda
internacional y listado de secuencias.
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Solicito la concesién de la patente,
NOMBRE: ALICIA LLOREDA RICAURTE

. 39690713  T.P.53.215 {

- FIRMA:
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ANEXO

Los documentos que acreditan la calidad de REPRESENTANTES
LEGALES en Bogotd de los doctores ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o
ENRIQUE ALVAREZ para TODOS LOS ASUNTOS
RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL de las
sociedades peticionarias, que facultan a cada uno de dichos
abogados para actuar individualmente, se estdn presentando con
esta solicitud. En consecuencia, ruego a usted reconocer la
personeria de cada uno de dichos Representantes Legales para
actuar dentro del presente expediente, a fin de que cualquiera de
ellos pueda intervenir en cualquier tiempo respecto de la solicitud en

é] contenida.

O A RICAURTE
T.P. No. 53.215



TRADUCCION OFICIAL No. 2004-09-09-466
DE LAS PARTES PERTINENTES DE UN DOCUMENTO
PRESENTADO EN INGLES

PODER

Legalizacion de un Poder de Representacion Legal, documento escrito en ingles y
en espanol.

Cerificado Notarial (Sociedad) documento también escrito en inglés y en espafiol.

: LT SR T
. I - — e i -
Notarizacian, documento escrito en espafiol. %\5 e O O viato '

APOSTILLA

y s Ang e G |
(Convencidn de La Haya del 5 de Octubre de 1961) }Namroces
Reino Unido de la Gran Bretaifia e Irlanda del Norte
1. Pais: Reino Unido de la Gran Bretafa e Irlanda del Norte

Este documento publico

2. hasido firmado James Kerr Milligan
3 actuando como Notario Plblico
4. lleva el sello/estampilla de dicho Notario Publico
CERTIFICADO |
5. en Londres 6. el 01 de septiembre’de 2004
7.

por el Secretario de Estado Principal de Su Majestad para Aéuntbs
Exteriores y del Commonwealth
8. Namero: G 749037

9. Sello/Estampilia: 10.  Firma: (ilegible)

TRANUCTOR OFICIAL
RESOLUCTON 2177

—

___'_..,._—-—-—'d-
T TiTA ESCOBAR DE TAMAYO
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Selio de la Oficina de Asuntos W. Glass

Exteriores y del Commonwealth Por ef Secretario de Estado

Si este documento se va a usar en un pais que no es parte de la Convencion
de La Haya del 5 de octubre de 1961, debe presentarse a la secciéon consular
de la misién que representa a ese pais. Una apostilla o certificado de
legalizacion Unicamente confirma qile la firma, sello o estampilla sobre el
documento es autentica. No significa que los contenidos del documento sean

correctos o que fa Oficina de Asuntos Exteriores y del Commonwealth apruebe los

contenidos.

Traducido segin mi mejor saber y entender, este dia 9 de septiembre de
2004, en la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora
Oficial, Res. 2177 de 1989, Ministerio de Justicia, Republica de Colombia.

TRADUCTOR OFICIAL
WESOLUCION 2177

ANITA ESCOBAR DE TAMAYO | ;
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Yo, el infrascerito, JAMES KERR MILLIGAN, Notario Piablico de 1a Ciudad
de Londres, Inglaterra, por la Autoridad Real debidamente admitido y

juramentado,

CERTIFICO: -

QUE es auténtica la firma suscrita al pie del adjunto Poder, por ser del pufio
y letra del Sefior Don MARCUS JONATHAN WILLIAM DALTON, cuya

identidad me consta, Apoderado de la Sociedad denominada

“GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.” {(anteriormente denominada

“Smithkline Beecham Biologicals s.a.”), Sociedad legalmente colnstitiiidaf::“

y existente de acuerdo con las leyes de Bélgica, con domieilio social en Rue de -+

YInstitut 89, B-1330 Rixensart, Bélgica;

QUE el citado Sefior Don MARCUS JONATHAN WILLIAM DALTON est4

debida y suficientemente autorizado para firmar documentos de esta clase, en

virtud del Poder otorgado en su favor por la referida Sociedad fechado el 12 -

de jumo de 2002, cuyo original he tenido a la vista.

Y QUE los objetos para los cuales se otorgd dicho Poder se encuentran dentro
de los objetos o actividades de la citada Sociedad, de acuerdo con la Escritura

Constitutiva y los Estatutos Sociales, los cuales he tenido a la vista.

Y PARA QUL CONSTE y obre los efectos conducentes expido la presente .

que firmo y sello en Londves, el dia de hoy primero de septiembre del aﬁo'dos:

mil cuattro.

[
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., efecto les

w1 autoridades todos los pasos necesarios al objelo
W/ indicado; elevar soliciludes, 'declaraciones, reclamos,
j - Fecursos

- 'descripciones, eihmiehdas, limitar el alcance de las

LT
L

Los al.Jajo‘ finmados, GLAXOSMITHKLINE
BIOLOGICALS S.A., una sociedad organizada y
existente de conformidad con las leyes de Bélgica.

7

C’\ con domicilio en rue de Vinstitut 89,

B-1330 Rixensart,
Bélgica

nombramos por el presente a ALICIA LLOREDA ylo
GUSTAVO TAMAYO ylo IGNACIO SANTAMARIA
ylo ENRIQUE ALVAREZ, domiciliados en Bogots,
Colombia, con oficinas en dicha ciudad, Calle 72 No,
5-83,. piso Bo0., nueslros represenlantes legales vy
verdaderos en Bogotd, con facultades para recibir
natificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales, con el fin de dar cumplimiento al

naragrafo 1o.. del articulo 543 de! decreio 410 de
1971, :

Los doctores ALICIA LLOREDA yfo GUSTAVO
TAMAYOQ ylo IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE

" ALVAREZ, o los apoderados que cualquiera de ellos
designe, quedan especialmente facullados para
representarnos ante las autoridades colombianas,
- administrativas, judiciales o de policia, en todos los
tramites relativos a la propiedad industrial, a cuyo
facUltamos para dar ante dichas

y presentar desistimientos;, formular
“solicitides, - presentar. oposiciones y apelaciones;
‘instaurar  cancelaciones, renunciar tolal o
-parciaiments . a los registros, abonar lodos los
“impuestos y cuotas y efecluar todo otro pago
determinado por 1a ley; recibir todos los documentos
'y valores, dando el destargo respectivo; llenar
‘cualesguiera otros requisitos y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducenies al resguarclo
.de nuestros inlereses; y en caso de producirse
" opasicion, pasando los antecedentes a los tribunales,
quedan facultados para tomar intervencion como
demandantes o demandados ante los jueces que
sean competentes, pudiendo transar, someter a
arbitros, desistir, percibir y apelar, con lodas las
demas facullades que resulten necesarias, y por el
presente declaramos desde ahora valido y bueno
. cuanto dichos representantes y/o los apoderadaos que

“cualguiera de ellos nombre hicieren en nuestro
hensficio.

i Asimismao, facultamos a los doctores ALICIA
LLOREDA yfo. GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO
. SANTAMARIA  ylo ENRIQUE ALVAREZ, para
" solicitar en la Oficina de Propiedad tndustrial ia
. protocolizacion de este documento y de cualguier
i poder. que. cualquiera de ellos olorgue a nombre
‘nuestro, - T ﬁr

T nm grl.qma

- ,_,,le Ulw fiek)

S
incice CO

| Dada {fﬁrmado |

LVETE
P‘SHQ (gu PROE‘) i

/fwen and signed this
(

The undersigned, GLAXOSMITHKLINE
BIOLOGICALS S.A., a carporation organized and
existing under the laws of Belgium.

domiciled at rue de I'institut 89, _
B-1330 Rixensart, "
Belgium Cog

hereby appoint, ALICIA LLOREDA andfor
GUSTAVO TAMAYQ and/or IGNACIO SANTAMARIA
and/or ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Coldgmbia,
with offices in said town, Calle 72 No. 5-83; Sixth
Fioor, our true and legal representatives in Bogota,
with power lo receive nolifications and 1o appoint
judicial or extrajudicial agents, so as to comply with
paragraph 10. of article 543 of decree 410 of 1971.

Doctors ALICIA LLOREDA andfor GUSTAVO
TAMAYQO and/or IGNACIO SANTAMARIA andfor
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them appointed, are especially empowered to
represent us before the administrative, judicial or
police authorities of Colombia, in all proceedings
pertaining to industrial property, for which purpose we
aulhorize them to take hefore the said authorities all
the necessary steps for the said end, lo file petilions,
declarations, claims, recourses and withdrawals, to
draw up specificalions; to file amendments, to limit
the scope of applications, file opposilions,; file
cancellations {otal or partially waive registrations, 1o
pay all installments and effect all other payments
prescribed by law; to receive proper receipts, to
comply with all other requirements and, in short, to
take all those measures which lhey may deem fit for
the protection of our interests; and in case of
opposition, where the proceedings be passed over to
the courts, we aulhorize said agents 40 act on our
behalf, as complainants as well as defendants, before
the compelent judges, with full powers to make
arrangements, to submit fo arbitrators, to desist, to
collect, to appeal and, in short, with aft such further
powers as may be required, and we hereby declare
from now on as valid and good all that said
representatives and/or the agents by any one of them
appointed may do for our benefit.

We also aulhorize doclors ALICIA LLOREDA
andfor GUSTAVO TAMAYO andlor IGNACIO
SANTAMARIA and/or ENRIQUE ALVAREZ, to apply
for prolocolization of this document and of any power
of attorney by any one of them conferred in our name,
before the Office of Industrial Property,

3 1 AUG 2004

rﬂ'.‘l"'w/hf‘/\({'m A e

Marcus Udndthah WilianTDALTON
Altorpey an thornsed Official

NOTARY SHOULD EXECUTE OTHER SIDE



i
1
|
|
fi

AV
CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)
Bélgica
{ss
Haoy de | de 200 , comparecio

, @ quien conozco y
de quien me consta que firmd el anterior documento,

y quien debidamente juramentado declard y dijo que
eles
de GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A., la
campafiia nombrada en el documento que antecede,
una sociedad debidamente organizada y existenle
conforme a las leyes de Bélgica, domiciliada en la
ciudad de Rixensart, Bélgica, legalmente constituida
para un pericdo de duracidn que adn no ha
terminado, que ejerce su objefo social; conforme a
las leyes de

gue el declarae esti
autarizado por dicha Compafiia para conferir este
poder; que el sello estampado por &l al pie de tal
poder, en nombre y.en representacion de la
expresada Compaiiia, es el sello oficial de ella; y que
el objeto para el cual se confiere este instrumento
esta comprendido dentro del de la sociedad.

o\ Fl suscrito Notario ha visto los [Eslatulos de
%/ incorporacion firmados en

“con fecha y certifica que de
.confarmidad con la legislacion de dicho Pais, la
-anterior  declaracion  juramentada es prueba

_suhcuenle de gue los hechos sobre que ella versa son

‘ciertos o verdaderos, de lo cual da fe.

Notary Public (Noftario Pablico).

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION}

Belgium . .
{ss ' oo

On this
personally
came ‘
to me known, and known to me to be the person who
signed the foregoing instrument, who being by me
duly sworn did depose and say that he is the
of GLAXOSMITHKLINE

BIOLOGICALS S.A., the company named within, a
Corporation organized and existing under the taws of
the Belgium, domiciled at the City of Rixensart,
Belgium, legally constituted for a period of lenure
not yet expired, which exercises ils corporate
purposes according (o the laws of

that the deponent is
authorized by said Company 1o confer this power of
attorney, thal the seal affixed hereunto by the
deponent in the name and on behalf of said
Corporation is the corporate seal thereof; and that the
purpose for which this instrument is granted is
included within the corporate purposes of the
Company.
The undersigned Notary Public has seen the arlicles
of Incorporation of said Corporation executed at

. under date of

and hereby certlfles that under the laws of sa1d
Country the foregomg acknowledgment is sufficient

proof that the facts therein contained are true, which
he attests.

day of . 2007

FIERE R st e

Esta conia coincige sor o on'gin:lﬂ“' '
g ve a la V!sla
:“ v

ALW
VIRVIESCAS CALVETE ?
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
{21} No. de solicitud: {51y Int CI: CO7K 14/47
(22) Fecha de solicitud; 01-12-11 {71 Solicitante(s); GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS $.A.
{30} Prioridad {31} No. Prioridad (32) Fecha (33) Pais
61/184,380 27-05-089 us
61/220,396 25-06-09 US |(72) Inventor(es): BLAIS, Normand; HARVEY, Martine;
PILORGET, Anthony; RICUX, Clément.
{74) Apoderado;  ALICIA LLOREDA RICAURTE
(85) Fecha limite inicio fase nacional: 27-12-11 {87) Publicacion intemacional
{86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 02-12-10
Fecha de presentacién de la solicitud; 25-05-10 No. publicacitn: WO 2010/136443 A1

No. de solicitud: PCT/EP2010/057141

(54) Titulo: ~ “CONSTRUCCIONES DE CASB7439"

Resumen - Reivindicacion(es);
Resumen.-
La presente divuigacién se refiere a compuestos y métodos para aumentar la produccion recombinante de los polipeptidos

CAS5B7439, y alos métedos para utilizarlos.

* Sactor: Industria farmacéulica, en particular, polipéptidos CASB7439 modificados y constructos de proteinas que los

comprenden, para la preparacién de medicamentos para ¢! iratamiento de enfermedades neoplasicas.

4



f- SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

. . DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS

SUPERINTENDENCIA PATENTE DE INVENCION ____ PCT _X__ MODELO DE UTILIDAD ___ DISENO INDUSTRIAL _

(21) No. de solicitud; (22) Fecha de solicitud: 01-12-11
{81) Clasificacion Internacional; COTK 14/47

{71) Salicitante(s): GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.

(72) Inventor(es): BLAIS, Normand; HARVEY, Martine; FILORGET, Anthony; RIQUX, Clément.

(74) Apoderado: ALICIA LLOREDA RICAURTE

{30) Prioridad (31}  No. Prioridad (32) Fecha (33} Pais

611181,380 27-05-08 us
61/220,396 25-06-09 us
(85) Fecha limite inicio fase nacional; 27-12-11 {87} Publicacion internacional
(86) Datos relativos a ka presentacion de la solicitud PCT Fecha; 02-12-10
Fecha de presentacion de la solicitud: 25-05-10 No. publicacién; WO 20107136443 A1

No. de solicitud: PCT/EP2010/057141

{54) Titulo: CONSTRUCCIONES DE CASB7439.




‘ SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO TEMATICO )
SUPERINTENDENCIA  PATENTEDEINVENCION ___ PCT _X_ MODELO DE UTILIDAD ___ DISENO INDUSTRIAL __
(21) No. de solicitud; (22) Fecha de solicitud; 01-12-11

51) Clasificacion Intemacional: COTK 14/47

{71) Sclicitante(s): GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS §.A,

(72) Inventor{es): BLAIS, Normand; HARVEY, Martine; PILORGET, Anthony; RIOUX, Clément.

(74) Apoderado; ALICIA LLOREDA RICAURTE

{30} Prioridad (31)  No. Prioridad (32) Fecha (33) Pais FIGURA CARACTERISTICA
61/181,380 27-05-09 us 6x6cm
61/220,396 25-06-09 us
(85} Fecha fimite inicio fase nacional; 27-12-11 {87) Publicacién internacional;
(86} Datos relativos a la presentacion de la solic. PCT Fecha; 02-12-10
Fecha de presentacidn de la solicitud: 25-05-10 No. Publicacién: WO 2010/136443 At
No. de solicitud: PCT/EP2010/057141

(54) Titulo: CONSTRUCCIONES DE CASB7439.

(57) Resumen - Reivindicacitn{es).
Resumen.-

La presente divulgacion se refiere 4 compuestos y métodos para aumentar la produccion recombinante de los polipéptidos CASB7439, v a los
métodos para utilizarlos.

Sector: Industria Farmacéutica, en particular, polipéptidos CASB7439 modificados v constructos de proteinas que los comprenden, para la
preparaciin de medicamentos para el tratamiento de enfermedades neoplésicas.

A4



PATENT COOPERATION TREATY

PCT
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INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/EP2010057141

Box No.l Basis of the opinion

1.

2.

3.

With regard to the language, this opinion has been established on the basis of:
& the international application in the language in which it was filed

O a translation of the international appiication into , which is the language of a translation furnished for the
purposes of international search (Rutes 12.3(a) and 23.1 (b)).

U1 This opinion has been established taking into account the rectification of an obvious mistake authorized
by or notified 1o this Authority under Rule 91 {Ruie 43bis.1(a))

With regard to any nucleolide andjor amino acid sequence disciosed in the international application, this
opinion has been established on the basis of a sequence listing filed or furnished:

a. (means)
[J onpaper
& in electronic form
b. (time)
& in the international application as filed
U together with the international application in electronic form
O subsequently to this Authority for the purposes of search
O In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing has been filed or furnished,

the required statements that the information in the subsequent or additional copies is identical to that in the
application as filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were furnished.

. Additional comments:.

Box No.V  Reasoned statement under Rule 43bis.1{a)(i) with regard to novelty, inventive step or
industrial applicablility; citations and explanations supporting such statement

. Statement
Novelty (N) Yes: Claims 1-21
No: Claims
Inventive step (1S) Yes: Claims 3
No: Claims 1.2, 421
Industrial applicability (1A} Yes: Claims 1-21
No: Claims

Citations and explanations

sée separate sheet

Form PCTASA/237 (Aprl 2007)
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Box No. VIl Certain defects in the international application

The following defects in the form or contents of the international application have been noted:

see separate sheet

Box No. Vil Certain observations on the international applicalion

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the
claims are fully supported by the description, are made:

see separate sheet
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INTERNATIONAL SEARCHING
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1. Concerning section Vil
Disclosure, Art. 5 PCT

1.1 Claim 1 is a product claim directed to a modified CASB7439 polypeptide
comprising at least one expression enhancing modification which comprises at least
the deletion of part or all of the proline-rich region of SEQ ID NO: 13 (CASB7439
polypeptide). The application only discloses expression enhancing modifications
which comprise the deletion of the entire proline-rich region of SEQ 1D NO: 13 (see for
example table on pg. 43). Although the proline-rich region is said {0 be truncated in
the LAVL0S5 variant (SEQ ID NO: 1), the truncation has actually been made at
residue 117 of SEQ 1D NO: 13, i.e. before the starting of the proline-rich region (amino
acid 133; see pg. 15, §1). Therefore, claim 1, as presently worded, covers the variants
disclosed in the present application (CASB7439 those in which the entire profine-rich
region has been deleted and which show enhanced expression) and a future invention
(CASB7439 variants comprising a partial deletion of the proline-rich reg:on which
might show enhanced expression).

After reading the application, the skilled person would not know if a partial deletion of
the proline-rich region would enhance the expression of CASB7439. In order to
answer this question, the skilled in the art would have to obtain variants comprising
partial deletions of the region in question and to assess the expression of each of
those variants. Although the skilled person would have been able to obtain this type of
variants using standard molecular biology approaches, he/she would have to
investigate the expression levels of each of them without any hint as to which of those
variants, if any at all, would have increased expression. This would amount o starting
a new research project and would imply tackling problems neither discussed nor
envisaged in the present application which would put undue burden on the skilled
person.

1.2 According to the data described in the application, for example on pg. 43, the
deletion of the profine-rich region of SEQ ID NO: 13 is_not sufficient per se {¢ increase
the expression of the protein. In fact, variants LVL138 (SEQ ID NO: 33) and LVL160
(SEQ ID NO: 37) comprising a deletion of the entire proline-rich region and a N-
terminal 6His tag and show a level of expression similar to that of the wild-type
protein. In contrast, variants LVL055, LVL111, LVL137, LVL141, LVL144, LVL168
show enhanced expression levels. All of these variants comprise a deletion of the
entire proline-rich region. Additionally, LVL055, LVL111, LVL137 comprise a 23

Form PCTASA/237 (Separate Sheet) (Sheet 1) (EPO-April 2005)

24



WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2010/057141

residue N-terminal Tag comprising 10 consecutive histidine residues (see legend to
table 1 on pg. 40); LVL141, LVL144 are fused N-terminal to a protein D construct; and
LVL168 comprises a 10His N-terminal tag.

From the above, it is clear that at least some CASB7439 variants comprising a
deletion of the entire proline-rich domain do not show enhanced expression. Hence,
the skilled person would na be able to carry out the invention over the entire scope of
claim 1.

For the foregoing reasons, claim 1 and claims dependent thereupon do not meet the
requirements of Art. 5 PCT.

2. Concerning section VI

Clarity and support, Art. 6 PCT

The application only describes CASB7439 variants in which the entire proline-rich
domain has been deleted. Therefore, the skilled person would not know which other
CASB7439 variants, among the many possible ones having at least part of the
proline-rich domain deleted, fall under the scope of the claim. Claim 1 and its
dependent claims thus lack clarity and support over their entire scope.

3. Novelty (Art. 33(2) PCT) and inventive step (Art. 33(3) PCT)

This cpinion is based on the following prior art documents cited in the I1SR:

D1 WO 01/62778 A2 (SMITHKLINE BEECHAM BIOLOG [BE}. CABEZON SILVA TERESA ELISA VIR [BE]; C) 30
August 2001 (2001-08-30)

D2 WO 02/082627 A2 (GLAXOSMITHKLINE BIOLOG SA [BE); COCHE THIERRY [BEj]; GAULIS SWANN ROMAI)
21 November 2002 (2002-11-21)

D3 WO 02/066506 A2 (SMITHKLINE BEECHAM RIOLOG [BE]: VINALS Y DE BASSOLS CARLOTA [BEJ; CASS)
25 August 2002 {2002-08-29)

Form PCTASA/Z37 (Separste Sheet) {Sheet 2) (EPO-April 2005)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2010/057141

D4 WO 2008/030559 A2 (CORIXA CORP [US]: XU JIANGCHUN [US]: KING GORDON E {US); MEAGHER
MADEL) 13 March 2008 (2008-03-13)

bs JUBB A M ET AL; "Achagte-scurte like 2 {ascl2) is a target of Wnt signalling and is upregulated in intestinal
neoplasia® ONCOGENE, vol. 25, no. 24, June 2006 (2006-06) , pages 3445-3457, XP002598199 ISSN;
0950-9232

D& WO 2004/019857 A2 (GENENTECH INC [US]} 11 March 2004 (2004-03-11)

D7 ESPOSITO D ET AL: “Enhancement of soluble protein expression through the use of fusion tags™ CURRENT

OPINION IN BICTECHNOLOGY, LONDON, GB LNKD- DOI:10.1016/J. COPBIC.2006.06.003, vol. 17, no. 4, 1
August 2006 (2006-08-01) , pages 353-358, XP024962788 ISSN: (958-1669 [retrieved on 2006-08-01]

D8 DYSON MICHAEL R ET AL: "Production of soluble mammalian proteins in Escherlchia coli: identfication of
protein features that correlate with successful expression BMC BIOTECHNOLOGY, BIOMED CENTRAL LTD.
LONDON, GB LNKD- DOI:10.1186/1472-6750-4-32, vol. 4, no. 1, 14 December 2004 (2004-12-14) , page 32,
XPO21005950 ISSN: 1472-6750

3.1 The available prior art does not describe CASB7439 variants comprising a deletion
of part or all of the proline-rich region of SEQ ID NO: 13. Hence, claims 1-21 appear to
be novel. ‘

3.2 Any of D1-D3, D5 or D6 can be considered the closest prior art for claim 1. These
documents disclose the sequence of the CASB7439 polypeptide and that this
molecule is overexpressed in different forms of cancer, namely colorectal (D1, D4-
D8}, lung (D2) and breast {D3) tumors, compared to normal tissue. Immunogenic
compaositions comprising this molecule are suggested in D1 (pgs. 25-28 and claims)
and D2 (pgs. 25-30).

The difference between the polypeptide of claim 1 and the CASB7438 polypeptide
described in the closest prior art resides in the fact that the former comprises at least
one expression enhancement modification which comprises at least the deletion of
part or all of the proline-rich region.

The technical effect associated with the deletion of part or aff of the proline-rich region
is, as recited in the claim, the enhancement of protein expression.

The technical problem is the provision of CASB7439 variants showing enhanced
expression.

Form PCTASA/237 {Separate Sheet) (Sheet 3) (EPO-April 2005)
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The skilled person when faced with this problem would have thought of various
approaches common in the art, such as, for example, the use of fusion tags (see D7).
The skilled person would also be aware of protein engineering strategies which may
help increase expression levels, such as truncation to minimise the molecular weight,
the number of iow complexity regions or the number of hydrophobic residues (see D8,
e.g. pg. 12, §2). However, no hint could be found in the available prior art, that
deletion of part or all of the profine-rich domain of CASB7439 would result in
increased expression levels. In fact, no suggestion could be found in the prior art
which would lead the skilled person to think that this approach would result in
increased expression whereas other approaches common in the art, such as a N-
terminal fusion to a protein D construct (LVL.016) would not (see pg. 43).The prior art
also contains no indication that deletion of the proline-rich domain would increase
expression levels whereas deletion of other domains would not {see pg. 43). In view of
this, it seems possible to acknowledge inventive step over the prior art in as far as the
fechnical problem has been solved. In this regard, attention is drawn to the fact that,
as discussed under item 1.2 (see above), not all the variants comprising a deletion of
the profine-rich region, such as LVL138 and LVL160, solve the technical problem. For
this reason, it is not presently possible to recognise inventive step over the entire
scope of claims 1, 2 and 15.

in light of the above and given the fact that CASB7439 is known to be immunogenic in
rabbits (D2, pgs. 65-66), the immunogenic compositions of claims 4-14 and their use
in a method of inducing an immune response to CASB7439 (claims 18 and 20) also
lack inventive step over their entire scope.

In view of the results described in the examples and summarised in table 3 (pg. 43), it
seems possible to acknowledge inventive step for claim 3.

3.3 D2 shows that CASB7439 is immunogenic in rabbits and that when formulated
with adjuvant, as a vaccine, it is able to induce a strong and specific antibody immune
response (see pg. 65, §3 and pg. 66). This document can be considered the closest
prior art for claims 16 and 17.

The technical problem is the provision of an alternative immunogenic variant of
CASB7439 useful to induce an immunogenic response against this molecule and in
the treatment of cancer. As discussed above the available prior art does not disclose
or suggest CASB7438 variants comprising a deletion of the profine-rich region, such
as LVL144 (SEQ ID NO: 9) and LVL168 (SEQ ID NO: 11) or that these variants would
be immunogenic. It would therefore appear possible to recognise inventive merit for
claims 16 and 17 over the prior art. However, the technical problem does not appear

Furm PCTASA237 (Separate Sheet) (Sheet 4) (EPO-Aprit 2005)
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to be solved over the entire scope of the claims. In fact, the examples show that the
variants in question generate a protective immune response against challenge with
colorectal cancer cells expressing CASB7439 in CB6f1 mice (study 1.2, 2.1 and 2.3)
but not in the same mice in another study (1.4) or in C57BI/6 mice. From these data it
is questionable whether the administration of LVL144 or LVL168 will induce an
immune response, particularly a protective immune response, in a human or in {any)
non-human animal. Consequently, it does not presently appear possible to recognise
inventive step for claims 16, 17,19 and 21,

4. Attention is drawn to the fact that claims 16 and 17 are directed to a method of
treatment of the human and animal body and may not be accepted in the regional
phase in Europe.
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CONSTRUCCIONES DE CASB7439

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente divulgacion se refiere a compuestos y
métodos para aumentar la produccion recombinante de los

polipéptidos CASB7439, y a los métodos para utilizarlos.

SECTOR: Industria farmacéutica, en particular, polipéptidos
CASB7439 modificados y constructos de proteinas que los
comprenden, para la preparacién de medicamentos para el

tratamiento de enfermedades neoplasicas.
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CONSTRUCCIONES DE CASB7439

ANTECEDENTES

Los homologos de Achaete-Scute de mamifero son
cognhados de mamifero conservados del complejo Achaete-Scute
de Drosophila. Son miembros de ia familia genética basica de
hélice-ciclo-hélice (bHLH o HLH), que funcionan como factores
de transcripciéon especificos del linaje, esenciales para el
desarrollo. Un miembro de murino de la familia, MASH2, es
esencial para el desarrollo de una placenta, pero no es
importante para el desarrollo del embrién apropiado. HASH2, el
ortélogo humano del gen MASH2, fue clonado en 1997 por
Alders y colaboradores (designado como "ASCL2" por los
autores). Alders y colaboradores (1997) Hum. Molec. Genet. 6:
859-867.

Como se describe en la Publicacion Internacional Numero
WQ01/62778, los estudios de expresiéon revelaron que la
transcripcion de HASH2 (denominada como CASB7439 en la
misma) se sobre-expresa en los tumores colo-rectales
comparandose con ei colon normal adyacente, y con otros
tejidos normales probados. Este gen se sobre-expresa en los
pacientes c¢on adenocarcinoma en etapas | a IV, Por

consiguiente, la proteina se puede considerar como un antigeno
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de cancer util en un planteamiento inmunoterapéutico para
mitigar el cancer de un sujeto, por ejemplo, utilizando el
CASB7439 recombinante como un producto inmuno-terapéutico
de cancer especifico del antigeno (ASCI}).
BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

En la presente se proporcionan compuestos y metodos
para aumentar la produccidon recombinante de los polipéptidos
CASB7439. En algunas modalidades, se proporcionan los
polipéptidos CASB7439 modificados, asi como construcciones
de proteinas que comprenden estos polipéptidos CASB7439
modificados. Los polipéptidos CASB7439 modificados
mencionados comprenden cuando menos una modificacién para
la produccion mejorada del CASB7439. Los Solicitantes tambien
dan a conocer moléculas de acidos nucleicos que comprenden
una secuencia de polinucledtido que codifica los polipéptidos
CASB7439 modificados y las construcciones de proteinas que
comprenden estos polipéptidos CASB7439 modificados, como
se describen en la presente. En ciertos aspectos, los
Solicitantes dan a conocer construcciones de proteinas que
tienen las secuencias de aminoacidos (aa) y las secuencias de
nuclesétidos (ADN) que las codifican, como sigue:

. LVLO55 [SEQ ID NO: 1 (aa); SEQ ID NO: 2 (ADN)];

. LVL111 [SEQ ID NO: 3 (aa); SEQ ID NO: 4 (ADN)};
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«  LVL137 [SEQ ID NO: 5 (aa); SEQ ID NO: 6 (ADN)];
= LVL141 [SEQ ID NO: 7 (aa); SEQ ID NO: 8 (ADN)];

= LVL144 [SEQ ID NO: 9 (aa); SEQ ID NO: 10 (ADN)}; y

LVL168 [SEQ ID NO: 11 (aa); SEQ ID NO: 12 (ADN)].

También se dan a conocer métodos y procesos que utilizan
las moléculas de acidos nucleicos descritas en |la presente, para
la produccién de construcciones de proteinas.

Los Solicitantes también dan a conocer composiciones
inmunogénicas, comprendiendo estas composiciones uno o mas
de los polipéptidos CASB7439 modificados o de las
construcciones descritas en la presente, y un vehiculo o
excipiente farmacéuticamente aceptable, en donde el vehiculo o
excipiente puede comprender opcionalmente un regulador.

En algunas modalidades, se da a conocer el uso del los
polipéptidos CASB7439 modificados o las construcciones de
proteinas descritas en la presente — o las moléculas de acidos
nucleicos que las codifican — en la preparaciéon de un
medicamento para el tratamiento de cancer colo-rectal. En
algunas modalidades, se dan a conocer construcciones de
proteinas como se dan a conocer en la presente, para utilizarse
en terapia, en particular en |la terapia de cancer colo-rectal. En
algunas modalidades, se dan a conocer meétodos para provocar

una respuesta inmunitaria contra el CASB7439 en un sujeto con



10

15

20

25

cancer colo-rectal, comprendiendo el método: (a) seleccionar un
sujeto con cancer colo-rectal; y (b) administrar a! sujeto una
cantidad efectiva de una composicidn inmunogénica, la cual
comprende los polipéptidos CASB7432 modificados o |la
construccién como se describe en la presente, y un vehiculo o
excipiente farmacéuticamente aceptable, en donde el vehiculo o
excipiente puede comprender opcionalmente un regulador.
BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1/35. Esta Figura presenta un diagrama
esquemdtico que ilustra diferentes regiones del polipéptido
CASB7439, de una manera especifica: el dominio especifico del
ADN (de enlace del ADN), el dominio bHLH, y la region rica en
prolina. Véase el Ejemplo 2 para los detalles. También se
muestran representaciones esquemdaticas de las siguientes
regiones: Direccidon al nuacleo (flecha gris); hélice alfa (cilindros
grises); bobina enrollada (cilindros negros); trastorno intrinseco
(flechas negras); y baja complejidad (cuadro gris).

Figura 2/35. Esta Figura presenta un diagrama
esquematico que ilustra diferentes truncados del polipéptido
CASB7439 (flechas negras) alineados con el polipéptido
CASB7439 completo. Véase el Ejemplo 4 para los detalles.

Figura 3/35. Esta Figura presenta un diagrama

esquematico del CASB7439 que muestra la localizacion
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aproximada de la region rica en prolina, y los epitopos
identificados y predictivos. Diferentes modalidades comprenden
un polipéptido CASB7439 modificado mediante la remocion de
algunos o todos los aminoacidos dentro de la region rica en
prolina. Estos polipéptidos CASB7439 modificados conservan
una alta porcién de epitopos dentro del polipéptido CASB7439.

Figura 4/35. Se muestra una alineacidn entre la
secuencia del polipéptido CASB7439 no modificado (SEQ ID
NO: 13), y la secuencia de polipéptido resultante de dos
posibles modificaciones al polipéptido CASB7438: la primera en
donde se suprimen 21 residuos de aminoéacidos contiguos (133-
153, inclusive); la segunda en donde se suprimen 21 residuos
de aminoacidos contiguos (131-151, inclusive). Ademas, se
puede prever una tercera modificacién al polipéptido CASB7439,
en donde se suprimen 21 residuos de aminoacidos contiguos
(132-152, inclusive). Como se muestra en la Figura, la
secuencia del polipéptido CASB7439 modificada resultante
(insertada, encerrada en un circulo) en la region de la supresion
es la misma para las tres modificaciones. Esto es debido a los
residuos de aminodcidos RG repetidos en las posiciones 131-
132 y 152-153 de la SEQ ID NO: 13.

Figura 5/35. Esta Figura presenta la alineacion de una

secuencia de aminoacidos entre las construcciones de proteinas
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del Ejemplo 6. CASB7439 = la secuencia de aminoacidos de
HASH2 (SEQ ID NO: 13); LVL088 (SEQ ID NO: 27); LVL111
(SEQ ID NO: 3); LVL137 (SEQ ID NO: 5); LVL138 (SEQ ID NO:
33); LVL168 (SEQ ID NO: 11).

Figura 6/35. Esta Figura presenta una alineacion entre
la secuencia de aminocacidos de HASH2 (CASB7439) (SEQ ID
NO: 13), vy las siguientes construcciones de proteinas: LVL168
(SEQ ID NO: 11); pD1/3 (SEQ ID NO: 39); y LVL144 (SEQ ID
NO: 9).

Figura 7/35. Analisis de reaccion en cadena de la
polimerasa cuantitativa (QPCR) en tiempo real de la expresion
del ARNm de CASB7439 in tejidos normales (12), y de cancer
colo-rectal (83). Véase el Ejemplo 9.

Figura 8/35. Correspondencia entre el ARNm de
CASB7439 y la expresidon de la proteina in diferentes muestras
de cancer colo-rectal (CRC) humano. @ (circulos negros)
representan la expresion del ARNm de CASB7439 en las
muestras de cancer de colon, mientras que O (circulos huecos)
representan la expresion del ARNm de CASB7439 en los tejidos
normales adyacentes. El nivel correspondiente de la proteina
CASB7439 detectado mediante la inmunoflucrescencia se indica
arriba de cada muestra (- ninguna expresion, +/- muy baja

expresion, + baja expresidon, ++ fuerte expresion, y +++ muy
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fuerte expresion). CRC: tumores primarios, METS: metastasis,
NAT: tejidos normales adyacentes. Todas las muestras son
adenocarcinomas de colon excepto las muestras 22440 y 24762,
las cuales son carcinomas mucinosos. Véase el Ejemplo 9.

Figura 9/35: El banco de péptidos que cubren Ia
secuencia de la proteina CASB7439 entera utilizada para la re-
estimulaciéon de los esplenocitos después de la inmunizacion
con diferentes construcciones de CASB7439 se estipula en esta
tabla. Véase el Ejemplo 10.

Figura 10/35. Se muestra la matriz peptidica del
CASB7439, utilizada para las investigaciones de
inmunogenicidad de células-T. Véase el Ejemplo 10.

Figura 11/35. Respuesta de CD4 expresada como el
porcentaje de células-T CD4 doblemente positivas (IFNy/TNFa)
en cuatro razas de ratones enddégamos (C57BL6, BALBC,
CB6F1, y C3H) inmunizados con LVL111 + ASO01B en seguida
de la re-estimulacién con los péptidos traslapados CASB7439
(reservas, planteamiento de matriz). Véase el Ejemplo 10,
Experimento de comparaciéon de multiples razas de ratones
enddégamos.

Figura 12/35. Respuesta de CD4 expresada como el
porcentaje de células-T CD4 doblemente positivas {IFNy/TNFa)

en las cuatro razas de ratones enddégamos inmunizados con
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LVL111 + AS15 en seguida de la re-estimulacién con los
péptidos traslapados CASB7439 (reservas, planteamiento de
matriz). Véase el Ejemplo 10, Experimento de comparacién de
multiples razas de ratones enddégamos.

Figura 13/35. Identificacion de péptidos de CASB7439
inmunogénicos CD4 en las cuatro razas de ratones endogamos
discutidas en el parrafo anterior. Gris claro = del 0.2 al 0.4 por
ciento de células-T CD4 doblemente positivas (IFNy/TNFa); gris
oscuro 2 0.5 por ciento de células-T CD4 doblemente positivas
(IFNy/TNFa). Véase el Ejemplo 10, Experimento de comparacion
de multiples razas de ratones enddgamos.

Figura 14/35. Identificacion de péptidos de CASB7439
inmunogénicos CD4 en ratones CD1 exdgamos (AS01B Panel

superior; AS15 Panel inferior). Gris claro = del 0.2 al 0.4 por

ciento de células-T CD4 doblemente positivas (IFNy/TNFa); gris
oscuro 2 0.5 por ciento de células-T CD4 doblemente positivas
(IFNy/TNFa). Véase el Ejemplo 10, Inmunogenicidad del
CASB7439 en los ratones: Inmunogenicidad de células-T de
CASB7439 en ratones exégamos.

Figura 15/35. Respuestas de células-T CD4 y CDS8
expresadas como el porcentaje del doble positivo (IFNy/TNFa)
en los ratones exdgamos CD1 individuales inmunizados con

LVL111, LVL168, o LVL144 formulados con AS15, en seguida de

36
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la re-estimulacién con los péptidos traslapados CASB7439
(reservas de péptidos inmunodominantes). Véase el Ejemplo 10,
Estudios de LVL111, LVL168, y LVL144 en ratones exdégamos.

Figura 16/35. Respuestas de células-T CD4 (expresadas
como el porcentaje del doble positive (IFNy/TNFa)) en los
leucocitos de sangre periférica reservados (PBL) aislados a
partir de los ratones transgénicos HLA A2.1/DR-1 inmunizados
con cualquiera de LVL168 (SEQ ID NO: 11) o LVL144 (SEQ 1D
NO: 9), formulados con AS15, en seguida de la re-estimulacion
con los péptidos traslapados CASB7439 (7 reservas de 7
péptidos/reserva + péptido 24 (SEQ ID NO: 78)).

Figura 17/35. Respuestas de células-T CD8 (expresadas
como el porcentaje del dobie positivo (IFNy/TNFa)} en los
leucocitos de sangre periférica (PBL) reservados aislados a
partir de los ratones transgénicos HLA A2.1/DR-1 inmunizados
con cualquiera de LVL168 (SEQ ID NO: 11) o LV0L144 (SEQ ID
NO: 9), formulados con AS15, en seguida de la re-estimulacion
con los péptidos traslapados CASB7439 (7 reservas de 7
peptidos + péptido 24 (SEQ ID NO: 76)).

Figura 18/35. Respuestas de células-T CD4 (expresadas
como el porcentaje del doble positivo (IFNy/TNFa)) en los
esplenccitos aislados a partir de los ratones transgénicos HLA

A2.1/DR-1 inmunizados con cualquiera de LVL168 (SEQ ID NO:
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11) o LVL144 (SEQ ID NO: 9), formulados con AS15, en seguida
de la re-estimulacién con los péptidos traslapados CASB7439 (7
reservas de 7 péptidos + péptido 24 (SEQ ID NO: 76)}.

Figura 19/35. Respuestas de células-T CD8 (expresadas
como el porcentaje del doble positivo (IFNy/TNFa)) en los
esplenocitos aislados a partir de los ratones transgénicos HLA
AZ2.1/DR-1 inmunizados con cualquiera de LVL168 (SEQ ID NO:
11) o LVL144 (SEQ ID NO: 9), formulados con AS15, en seguida
de la re-estimulacién con los péptidos traslapados CASB7439 (7
reservas de 7 péptidos + péptido 24 (SEQ ID NO: 76}).

Figura 20/35. Analisis del transcurso del tiempo de la
respuesta de anticuerpos especifica del CASB7439 (igG1 e
lgG2a) desencadenada después de las inmunizaciones con
LVL111 + AS01B o LVL111 + AS15 en los ratones endégamos
CB6f1. Véase el Ejemplo 10, Inmunogenicidad del CASB7439 en
los ratones: Respuesta humoral mediada por CASB7439.

Figura 21/35. Respuesta humoral especifica de
CASB7439 en los ratones CB6f1 endégamos (IgG1 e 1gG2a)
después de las inmunizaciones con LVL111, LVL168, o LVL144
formulados con el adyuvante AS15 o con el adyuvante AS15
solo. Véase el Ejemplo 10, Inmunogenicidad del CASB7439 en
los ratones: Respuesta humoral mediada por CASB7438.

Figura 22/35. Respuesta inmunitaria humoral especifica

26
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de CASB7439 (Titulacion de 1gG) en ratones exdgamos CD1
inmunizados con LVL111, LVL168, o LVL144 formulados con el
adyuvante AS15, o con el adyuvante AS15 solo; se utilizaron
ratones limpios como controi. Véase e! Ejemplo 10, Estudios de
Ratones CD1.

Figura 23/35. Injerto de tumor TC1/CASB7439 #14 en los
ratones CB6f1 inmunizados con LVL111 formulado con AS01B
(arriba) o AS15 (abajo). Véase el Ejemplo 11, Estudio #1.1. En
el panel superior, el orden de las curvas en la grafica de arriba
a abajo es ‘regulador’, LVL111 (10 microgramos), LVL111 (10
microgramos) + AS01B, y LVL111 (1 microgramo) + ASO1B. En
el panel inferior, la curva de la parte inferior es LVL111 (10
microgramoes) + AS15.

Figura 24/35. Las curvas de sobrevivencia a partir del
Ejempio 11, Estudio #1.2, se presentan en los paneles superior,
medio, e inferior. TF: sin tumor. (arriba) -lLa curva de
sobrevivencia de los ratones CB6f1 inmunizados con regulador
de solucién salina, LVL111 sin adyuvante, o adyuvante solo
(AS01 o AS15), y estimulados con células TC1/CASB7439 #14.
El ultimo ratén sobreviviente a partir del grupo inmunizado con
LVL111 murié primero, seguido por el Gltimo ratén sobreviviente
a partir del grupo con AS01B, seguido por el dltimo ratén

sobreviviente a partir del grupo con AS15, y el altimo raton



10

15

20

25

13

sobreviviente a partir del grupo con regulador. (Parte media)
Curva de sobrevivencia de los ratones CB6&f1 inmunizados con
AS15 solo o con las dosificaciones indicadas de LVL111
formulado con AS15 y estimulados con células TC1/CASB7439
#14. El ultimo raton sobreviviente a partir del grupo con AS15
murié primero. De los otros grupos, el grupo con 30
microgramos tuvo la menor cantidad de sobrevivientes, seguido
por el grupo con 1 microgramo, luego el grupc con 10
microgramos, que tuvo la mayor cantidad de sobrevivientes.
(Abajo) Curva de sobrevivencia de los ratones CB6f1
inmunizados con AS01B solo o con las dosificaciones indicadas
de LVL111 formulado con AS01B y estimulados con células
TC1/CASB7439 #14. En este panel, los ultimos ratones
sobrevivientes a partir de los grupos con 10 microgramos y con
AS01B, murieron el mismo dia. Los grupos con 1 microgramo y
con 30 microgramos tuvieron el mismo porcentaje de
sobrevivencia en el dia final.

Figura 25/35. Se presentan las curvas de sobrevivencia
a partir del Ejempio 11, Estudio #1.3. TF: sin tumor. (Arriba)
Curva de sobrevivencia para los ratones CB6f1 inmunizados con
LVL111, LVL144, o LVL168 formulados con AS15, o AS15 solo,
y estimulados con las células TC1/CASB7439#14. (Abajo) Curva

de sobrevivencia para los ratones CB6&f1 inmunizados con
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LVL111, LVL144, o LVL168 formulados con AS15, o AS15 solo,
y estimulados con las células MC38/CASB7439#35.

Figura 26/35. Se presentan las curvas de sobrevivencia
a partir del Ejemplo 11, Estudio #1.4. TF: sin tumor. (Arriba)
Curva de sobrevivencia de los ratones CB6f1 inmunizados con
LVL144 o LVL168 formulados con AS15, o con AS15 solo, ¥y
estimulados con células TC1/CASB7439 #14. El grupo
inmunizado con LVL144 tuvo un porcentaje de sobrevivencia
marginalmente mayor. (Parte media) Curva de sobrevivencia
para los ratones CB6f1 inmunizados con LVL144 o LVL168
formulados con AS15, o AS15 solo, y estimulados con las
células TC1/CASB7439 #14-2 clonales. Los ratones inoculados
con LVL144 tuvieron un porcentaje de sobrevivencia
ligeramente mas alto. (Abajo) Curva de sobrevivencia para los
ratones CB6f1 inmunizados con LVL144 o LVL168 formulados
con AS15, o AS15 solo, y estimulados con las celulas
MC38/CASB7439 #35. Los ratones inoculados con LVL144 no
tuvieron sobrevivientes.

Figura 27/35. Se presentan las curvas de sobrevivencia
a partir del Ejemplo 11, Estudio #2.1. TF: sin tumor. (Arriba)
Curva de sobrevivencia de los ratones CBG6f1 inmunizados con
6.25 microgramos de LVL168 y 10 microgramos de LVL144

formulados con AS15, o AS15 solo, y estimulados con las
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células TC1/CASB7439 #14-2. E! grupo de ratones inoculados
con LVL168 tuvo un porcentaje de sobrevivencia ligeramente
mas alto. (Parte media superior) Curva de sobrevivencia de los
ratones CB6f1 inmunizados con 3.1 microgramos de LVL168 y 5
microgramos de LVL144 formulados con AS15, o AS15 solo, y
estimulados con las células TC1/CASB7439 #14-2. El grupo de
ratones inoculados con LVL144 tuvo un porcentaje de
sobrevivencia ligeramente mas alto. (Parte media inferior) Curva
de sobrevivencia de los ratones CB6f1 inmunizados con 1.55
microgramos de LVL168 y 2.5 microgramos de LVL144
formulados con AS15, o con AS15 solo, y estimulados con las
células TC1/CASB7439 #14-2. El grupo de ratones inoculados
con LVL144 tuvo el porcentaje de sobrevivencia mas alto.
(Abajo) Curva de sobrevivencia de los ratones CB6f1
inmunizados con 0.77 microgramos de LVL168 vy 1.25
microgramos de LV0L144 formulados con AS15, o con AS15 solo,
y estimulados con las células TC1/CASB7439 #14-2. El grupo
de ratones inoculados con LVL168 tuvo un porcentaje de
sobrevivencia ligeramente mas alto.

Figura 28/35. Se presentan las curvas de sobrevivencia
a partir del Ejemplo 11, Estudio #2.2. TF: sin tumor. (Arriba)
Curva de sobrevivencia de los ratones C57BI/6 inmunizados con

6.25 microgramos de LVL168 6 10 microgramos de LVL144
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formulados con AS15, o AS15 solo, y estimulados con las
células TC1/CASB7439 #14-2. (Parte media superior) Curva de
sobrevivencia de los ratones C57BI/6 inmunizados con 3.1
microgramos de LVL168 6 5 microgramos de LVL144 formulados
con AS15, o AS15 solo, y estimulados con las celulas
TC1/CASB7439 #14-2. (Parte media inferior) Curva de
sobrevivencia de los ratones C57BI/6 inmunizados con 1.35
microgramos de LVL168 6 2.5 microgramos de LVL144
formulados con AS15, o AS15 solo, y estimulados con las
células TC1/CASB7439 #14-2. (Abajo) Curva de sobrevivencia
de los ratones C57BIl/6 inmunizados con 0.77 microgramos de
LVL168 o 1.25 microgramos de LVL144 formulados con AS15, o
AS15 solo, y estimulados con las células TC1/CASB7439 #14-2,

Figura 29/35. Se presentan las curvas de sobrevivencia
a partir del Ejemplo 11, Estudio #2.3. TF: sin tumor. (Arriba)
Curva de sobrevivencia de los ratones CB6f1 inmunizados con
6.25 microgramos de LVL168 & 10 microgramos de LVL144
formulados con AS15 y estimulados con las cé¢lulas
TC1/CASB7439 #14-2. E|l grupo de los ratones que' recibieron
LVL168, tuvo el porcentaje de sobrevivencia mas alto, seguido
por el grupo que recibio LVL144. No hubo sobrevivientes en el
grupo que recibio solamente AS15. (Parte media) Curva de

sobrevivencia de los ratones CB6f1 inmunizados con 3.1
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microgramos de LVL168 y 5 microgramos de LV0L144 formulados
con AS15 y estimulados con las células TC1/CASB7439 #14-2,
El grupo de los ratones que recibieron LVL168, tuvo el
porcentaje de sobrevivencia mas alto, seguido por el grupo que
recibié LVL144. No hubo sobrevivientes en el grupo que recibié
solamente AS15. (Abajo)} Curva de sobrevivencia de los ratones
CB6f1 inmunizados con 1.55 microgramos de LVL168 y 2.5
microgramos de LVL144 formulados con AS15 y estimulados
con las células TC1/CASB7439 #14-2. El grupo de los ratones
que recibieron LVL168, tuvo el porcentaje de sobrevivencia mas
alto, seguido por el grupo que recibidé LVL144. No hubo
sobrevivientes en el grupo que recibié solamente AS15. Se
utilizé el regulador de solucién salina o el AS15 solo como
control.

Figura 30/35. Curvas de sobrevivencia a partir del
Ejemplo 11, Estudio #2.3. TF: sin tumor. (Arriba) Curva de
sobrevivencia de los ratones CB6f1 inmunizados con 0.77
microgramos de LVL168 o 1.25 microgramos de LVL144
formulados con AS15 y estimulados con las células
TC1/CASB7439 #14-2. El grupo de los ratones que recibieron
LVL168, tuvo el porcentaje de sobrevivencia més alto, seguido
por el grupo que recibiéo LVL144. No hubo sobrevivientes en el

grupo que recibié solamente AS15. (Parte media) Curva de
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sobrevivencia de los ratones CB6f1 inmunizados con 0.19
microgramos de LVL168 o 0.31 microgramos de LVL144
formulades con AS15 y estimulados con las células
TC1/CASB7439 #14-2. E| grupo de los ratones que recibieron
LVL168, tuvo el porcentaje de sobrevivencia mas alto. El ultimo
raton sobreviviente a partir del grupo que recibié LVL144
sobrevivié al ultimo sobreviviente a partir de tanto el grupo con
AS15 como el grupo con regulador. (Abajo) Curva de
sobrevivencia de los ratones CB6f1 inmunizados con 0.048
microgramos de LVL168 o 0.078 microgramos de LVL144
formulados con AS15 y estimulados con las células
TC1/CASB7439 #14-2, El grupo de los ratones que recibieron
LVL168, tuvo el pbrcentaje de sobrevivencia mas alto. El ultimo
ratén sobreviviente a partir del grupo que recibié LVL144
sobrevivié al Ultimo sobreviviente a partir de tanto el grupo con
AS15 como el grupo con regulador. Se utilizo el regulador de
solucién salina o el AS15 solo como control.

Figura 31/35. Injerto de tumor TC1/CASB7439 #14-2 en
ratones CB8&f1 machos y hembras inmunizados con 1
microgramo de LVL168 formulado con AS15; se utilizé el AS15
solo como control (arriba). Injerto de tumor TC1/CASB7439 #14-
2 en los ratones C57Bl/6 inmunizados con 1 microgramo de

LVL168 formulado con AS15: se utilizé el AS15 solo como

4s
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contfol (abajo).

Figura 32/35. Panel superior: Curva de sobrevivencia de
los ratones CB6f1 machos y hembras inmunizados con 1
microgramo de LVL168 formulado con AS15 y estimulados con
las celulas TC1/CASB7439 #14-2. Se utilizo el AS15 solo como
control en los ratones CB6f1 tanto machos como hembras. Entre
los ratones CB6f1 inmunizados con LVL168 mas AS15, hubo 7
machos sin tumor (TF) y 3 hembras sin tumor (TF). No hubo TF
entre los ratones que recibieron AS15 solo. Panel inferior:
Curva de sobrevivencia de los ratones C57Bl/6 inmunizados con
1 microgramo de LVL168 formulado con AS15 y estimulados con
las células TC1/CASB7439 #14-2. Se utilizé el AS15 solo como
control en los ratones C57BI/6 tanto machos como hembras.
Entre los ratones C57BI/6 inmunizados con LVL168 mas AS15,
hubo 2 machos sin tumor (TF) y 1 hembra sin tumor (TF). Entre
los ratones que recibieron AS15 solo, hubo 5 machos sin tumor
(TF) y 1 hembra sin tumor (TF}.

Figura 33/35. Respuesta inmunitaria humoral especifica
de CASB7439 (Titulacion de 1gG) en los ratones CB6f1 machos
(circulos negros), y hembras (circulos grises) inmunizados con
1 microgramo de LVL168 formulado con AS15, o con AS15 solo
(izquierda). Respuesta inmunitaria humoral especifica de

CASB7439 (Titulacién de IgG) en los ratones C57/BL6 machos

A6
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(circulos negros), y hembras (circulos grises) inmunizados con
1 microgramo de LVL168 formulado con AS15, o con AS15 solo
(derecha).

Figura 34/35. Respuestas de células-T CD4 (expresadas
como el porcentaje del doble positivo (IFNy/TNFa)) en los
leucocitos de sangre periférica (PBL) reservados aislados a
partir de los ratones CB6f1 inmunizados con cualquiera de 1
microgramo de LVL168 (SEQ ID NO: 11) formulado con AS15, o
AS15 solo, en seguida de la re-estimulacién con un banco de 46
péptidos (Véase la Figura 9) que cubren la secuencia de la
proteina CASB7439 entera (arriba). Respuestas de celulas-T
CD4 (expresadas como el porcentaje del doble positivo
(IFNy/TNFa)) en los leucocitos de sangre periférica (PBL)
reservados aislados a partir de los ratones CG57/BL6
inmunizados con cualquiera de 1 microgramo de LVL168 (SEQ
ID NO: 11) formulado con AS15, o AS15 solo, en seguida de la
re-estimulacion con los péptidos reservados de CASB7439 de
un banco de 46 péptidos (Véase la Figura 9) que cubren la
secuencia de la proteina CASB7439 entera (parte inferior
izquierda); péptido 39 de CASB7439 (SEQ ID NO: 981) (Parte
media inferior); o RPMI {parte inferior derecha).

Figura 35/35. Respuestas de células-T CD8 (expresadas

como el porcentaje del doble positivo (IFNy/TNFa)) en los
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leucocitos de sangre periférica (PBL) reservados aistados a
partir de los ratones CB6f1 inmunizados con cualquiera de 1
microgramo de LVL168 (SEQ ID NO: 11) formulado con AS15, o
AS15 solo, en seguida de la re-estimulacidén con un banco de 46
péptidos (Véase la Figura 9) que cubren la secuencia de la
proteina CASB7439 entera (arriba). Respuestas de ceélulas-T
CD8 (expresadas como el porcentaje del doble positivo
(IFNyY/TNFa)) en los leucocitos de sangre periférica (PBL)
reservados aislados a partir de los ratones C57/BL6
inmunizados con cualquiera de 1 microgramo de LVL168 (SEQ
ID NO: 11) formulado con AS15, o AS15 solo, en seguida de la
re-estimulacién con un banco de 46 péptidos (Véase la Figura 9)
que cubren la secuencia de la proteina CASB7439 entera (parte
inferior izquierda); péptido 39 de CASB7439 (SEQ ID NO: 91)
(parte media inferior); o RPMI (parte inferior derecha).
DESCRIPCION DETALLADA

Un obstaculo para un producto inmunoterapéutico
comercialmente aceptable es la produccién de cantidades
comercialmente aceptables del antigeno de cancer
recombinante. En general y sin limitacion, un nivel de
produccion comercialmente aceptable para un polipéptido
recombinante es de alrededor de! 5 por ciento de la proteina

total producida por la célula huésped, como se estima en un gel
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de SDS-PAGE tefiido con azu! Coomassie.

Hay numerosas razones por las cuales una secuencia de
polipéptido nativa puede proporcionar solamente pequefias
cantidades cuando se produce por medios recombinantes. Los
planteamientos para aumentar la produccién del polipeptido
incluyen variar los sistemas de expresion del huésped o la
optimizacién de codones. Sin embargo, estos planteamientos
convencionales no siempre dan como resultado una produccion
aceptable dei polipéptido, y la produccién para algunos
polipéptidos sigue siendo comercialmente prohibitiva. Como se
describe con mayor detalle mas adelante, los Solicitantes
investigaron si un polipéptido CASB7439 modificado produciria
niveles aceptables de proteina por medios recombinantes.

En algunas modalidades, se proporcionan los polipéptidos
CASB7439 modificados, en donde la modificacion consiste en, o
comprende, el truncamiento C-terminal del polipéptido
CASB7439, de tal manera que se remueve toda o una porcién
de ta regién rica en prolina. En algunas modalidades, la
modificaciéon del polipéptido CASB7439 consiste en, o
comprende, la supresion de toda o una porcioén de la regién rica
en prolina, En algunas modalidades, se proporcionan los
polipéptidos CASB7439 modificados que conservan cuando

menos el residuo de aminodcido 193 de la SEQ ID NO: 13, pero
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en donde se suprime toda o una porcion de la regidon rica en
prolina.

En otras modalidades, se proporcionan construcciones de
proteinas que comprenden un polipéptido CASB7439 modificado
como se describe en la presente. En algunas modalidades,
estas construcciones de proteinas comprenden ademas uno o
mas polipéptidos heteroiogos. En algunas modalidades, el
polipeptido heterdlogo es un componente de fusion, como se
describe con mayor detalle en cualquier otra parte. En las
modalidades particularmente adecuadas, estas construcciones
de proteinas comprenden un polipéptido heterdlogo localizado
N-terminal del polipéptido CASB7439 modificado. En las
modalidades particularmente adecuadas adicionales,' se
proporcionan construcciones de proteinas en donde el
polipéptido heterélogo es un fragmento de la Proteina D de H.
influenzae (como se describe con mayor detalle mas adelante)
localizada N-terminal del polipéptido CASB7439 modificado.

En algunas modalidades, se proporcionan construcciones
de proteinas en donde el polipéptido heterdlogo comprende una
region de poli-histidina. En las modalidades adicionales, la
secuencia de poli-histidina se localiza en la porcién C-terminal
de la construccién de la proteina. En otras modalidades, la

secuencia de poli-histidina se localiza en el término C de la



10

15

20

25

24

construccion de la proteina. En las modalidades adicionalés, la
secuencia de poli-histidina se localiza en la porcién N-terminal
de la construccién de la proteina. En otras modalidades, la
secuencia de poli-histidina se localiza en el término N de la
construccion de la proteina. En las modalidades adecuadas, la
region de poli-histidina comprende diez o mas residuos de
histidina consecutivos. En las modalidades particularmente
adecuadas, la regién de poli-histidina comprende diez o mas
residuos de histidina consecutivos localizados N-terminales del
polipéptido CASB7439 modificado. En algunas modalidades, se
puede incluir mas de una regidén de poli-histidina en una o mas
de las localizaciones descritas en la presente.

En algunas modalidades, se proporcionan construcciones
de proteinas en donde el polipéptido heterélogo es una proteina
portadora quimicamente conjugada con el polipeptido
CASB7439 modificado.

En algunas modalidades, se proporcionan construcciones
de proteinas que comprenden un polipéptido heterdlogo que es
una region de poli-histidina, y un polipéptido heterdlogo que es
una proteina portadora. En algunas modalidades, se
proporcionan construcciones de proteinas que comprenden un
polipéptido heterélogo que es una region de poli-histidina, y un

polipéptido heterdlogo que es un componente de fusion. En

s4
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algunas modalidades, se proporcionan construcciones de
proteinas que comprenden un polipéptido heterdlogo que es una
region de poli-histidina, un polipéptido heterdlogo que es un
compohente de fusion, y un polipéptido heterdlogo que es una
protelna portadora.

Los Solicitantes también dan a conocer modalidades de
cada una de las construcciones descritas en los parrafos de la
presente, en donde se han removido algunos o todos los
polipéptidos heterdlogos, tales como una regién de poli-
histidina. Las composiciones y los métodos para la remocion de
los polipéptidos heterdlogos son conocidos en la materia,
incluyendo, sin limitaciéon, la digestion con endo- o exo-
peptidasas, la modificacion quimica o el rompimiento del enlace
entre el polipéptido heterélogo y el resto de la molécula, vy
similares.

Los Solicitantes también dan a conocer en la presente
composiciones inmunogénicas, comprendiendo estas
composiciones cualquier polipéptido CASB7438 modificado o
construccién de proteina que comprende un polipéptido
CASB7439 modificado como se describe en la presente, y un
vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable, en donde el
vehiculo o excipiente puede comprender opcionalmente un

regulador. En ciertos aspectos, estas composiciones
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comprenden ademas un adyuvante. En ciertos aspectos, estas
composiciones comprenden un adyuvante que provoca cuando
menos una respuesta inmunitaria de Th1. En ciertos aspectos,
el adyuvante descrito en la presente comprende cuando menos
uno de: 3D-MPL, QS21, y CpG. En aigunas modalidades, la
composicién comprende 3D-MPL. En otras modalidades, la
composicién comprende CpG. En algunas modalidades, la
composicién comprende QS21. En aigunas modalidades, la
composicion comprende QS21 y colesterol. En algunas
modalidades, la composicion comprende colesterol, 3D-MPL, y
QS21 en una formulacién liposomal.

Los Solicitantes también dan a conocer en la presente
moléculas de acidos nucleicos, las cuales comprenden las
secuencias de polinucleotidos que codifican los polipéptidos
CASB7439 modificados y las construcciones como se describen
en la presente. En algunas modalidades, se da a conocer un
vector que comprende estas moléculas de acidos nucleicos
como se describen en la presente. En algunas modalidades, el
vector comprende un vector de expresién procariético. En
algunas modalidades, el vector comprende un vector de
expresion eucaridtico. En algunas modalidades, la secuencia de
polinucledtido que codifica la construccién ha sido optimizada

en los codones para la expresién en una célula huésped.
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Los Solicitantes también dan a conocer las células
huésped que comprenden: (i) una molécula de acido nucleico
como se describe en Ia presente, o (ii) un vector que comprende
una molécula de &acido nucleico como se describe en la
presente. En algunas modalidades, la célula huésped se
selecciona a partir del grupo de: células bacterianas, células de
insectos, y células de mamiferos.

Algunas modalidades proporcionan una composicion
inmunogénica, la cual comprende: (i) una molécula de acido
nucleico descrita en ia presente, o (ii) un vector que comprende
una molécula de acido nucleico como se describe en la
presente, y un vehiculo o excipiente farmaceuticamente
aceptable.

En algunas modalidades, se proporciona el uso de los
polipéptidos CASB7439 modificados o de las construcciones de
proteinas descritas en la presente (o las moléculas de acidos
nucieicos que las codifican), en la preparacion de un
medicamento para el tratamiento de cancer colo-rectal. En
algunas modalidades, se dan a conocer ios polipéptidos
CASB7439 modificados o las construcciones de proteinas
descritas en la presente (o las moléculas de acidos nucleicos
que las codifican) para utilizarse en terapia, en particular en la

terapia de cancer colo-rectal. En algunas modalidades, se

<A
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proporcionan métodos para provocar una respuesta inmunitaria
contra el CASB7439 en un sujeto con cancer colo-rectal,
comprendiendo el método: (i) seleccionar un sujeto con cancer
colo-rectal; y (ii) administrar al sujeto una cantidad efectiva de
una composicién inmunogénica, Jla cual comprende un
polipéptido CASB7439 modificado o una construccion de
proteina como se describe en la presente, y un vehiculo o
excipiente farmacéuticamente aceptable, en donde el vehiculo o
excipiente puede comprender opcionalmente un regulador. En
algunas modalidades de los métodos que se dan a conocer en
la presente, la composicion inmunogénica comprende ademas
un adyuvante. En algunas modalidades del método descrito en
la presente, el adyuvante provoca cuando menos una respuesta
inmunitaria de Th1. En algunas modalidades del método que se
da a conocer en la presente, el adyuvante comprende cuando
menos uno de: 3D-MPL, QS21, y CpG. En algunas modalidades
del método descrito en la presente, el sujeto es un sujeto
humano.
CONSTRUCCIONES DE PROTEINAS
Polipéptidos CASB7439

CASB7439, como se ha denominado en la presente,
también es conocido como HASH2 o ASCL2. HASHZ2 es un

polipéptido de 193 residuos de aminoacidos de origen humano
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(SEQ ID NO: 13). Véase, por ejemplo, Numero de Acceso
AAB86993. En la presente, se harda referencia a Ilas
caracteristicas del CASB7439 en términos de la secuencia de
polipéptido proporcionada en la SEQ ID NO: 13.
Regidén rica en prolina

Una region de alta periodicidad de prolina se encuentra en
la SEQ ID NO: 13 en la region de los aminoacidos 127-158. Los
Solicitantes denominaron a la regidén de la SEQ ID NO: 13 desde
el aminoacido 133 hasta el aminoacido 153, inclusive, como el
dominio o la regién "rica en prolina", "de poli-prolina”, "tipo poli-
prolina", o "poli-pro”. De conformidad con lo anterior, como se
utiliza en la presente, "rica en prolina", "poli-prolina”, "tipo poli-
prolina”, y "poli-pro" se refiere a esta regién (o dominio) de la
proteina CASB7439.
Modificaciones

Esta divulgacién proporciona construcciones de proteinas
que comprenden un polipéptido CASB7439, el cual comprende
cuando menos una modificacién de mejoramiento de expresion.
En algunas modalidades, se remueve una porcién del
polipéptido CASB7439, la porcion que comprende toda o una
porcién de la regién rica en prolina. En algunas modalidades, se
remueve la porcién C-terminal entera del polipéptido CASB7439,

lo cual da como resultado un polipéptido CASB7439 truncado
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que comprende los residuos de aminoacidos 1-117 de la SEQ ID
NO: 13. En algunas modalidades, un polipéptido heterdlogo se
coloca N-terminal del polipéptido CASB7439.

Como se utiliza en la presente, "mejoramiento de
expresidon” o "expresion mejorada“, en el contexto de un
polipéptido CASB7439 modificado, se refiere a una modificacion
pretendida para aumentar los niveles de expresion de una
construccion de proteina que comprende el polipéptido
CASB7439 modificado, comparandose con la expresién de una
construccion de proteina de otra manera equivalentg que
comprende un polipéptido CASB7439 no modificado de la SEQ
ID NO: 13, es decir, el mismo vector, celula huésped, etc.
Cualesquiera de los métodos conocidos en este campo para
determinar la cantidad de proteina, son aceptables para
determinar si una construccion dada que comprenda un
polipéptido CASB7439 modificado, tiene un aumento en el nivel
de expresion, comparandose con una construccion de proteina
de otra manera equivalente que comprenda un polipéptido
CASB7439 no modificado. En algunas modalidades, la
produccién se puede evaluar utilizando SDS-PAGE vy tefiido con
azul Coomassie.

Remocién de la regién rica en prolina

En algunas modalidades, la modificacion de! polipéptido

<
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CASB7439 comprende la supresion de algo de la region rica en

prolina. En algunas modalidades, la modificacién del polipéptido |

CASB7439 comprende la supresién de toda la region rica en
prolina. En algunas modalidades, la modificacion del polipéptido
CASB7439 comprende la supresién de los aminodcidos fuera de
la region rica en prolina, en adicién a la supresion de la region
rica en prolina.

En algunas modalidades, la modificacion se lleva a cabo
mediante el truncamiento de la porcién C-terminal de la SEQ ID
NO: 13. Por consiguiente, en algunas modalidades, se genera
una construccién de proteina, en donde el residuo de
aminoacido C-terminal del polipéptido CASB7439 modificado
cori‘esponde a un residuo localizado N-terminal de la regién rica
en prolina de la SEQ ID NO: 13. En algunas modalidades, se
genera una construccion de proteina, en donde el residuo de
aminoacido C-terminal de! polipéptido CASB7439 modificado
corresponde a un residuo localizado dentro de la region rica en
prolina de la SEQ ID NO: 13. En algunas modalidades, el
residuo de aminoacido C-terminal del polipéptido CASB7439
modificado corresponde al residuo de aminoacido 117, 118, 119,
120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131,
132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143,

144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 0 152 de la SEQ ID NO:
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13.

En algunas modalidades, la modificacién comprende la
supresion de parte o toda la regién rica en prolina. En algunas
modalidades, una secuencia del polipéptido CASB7439
modificado corresponde a la SEQ ID NO: 13, de la cual se han
suprimido 21 o méas residuos de aminoacidos contiguos. Estos
21 o méas residuos contiguos corresponden a una secuencia de
aminoacidos contiguos de la SEQ ID NO: 13 empezando en
cualquiera de los residuos 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123,
124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135,
136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147,
148, 149, 150, 151, o 152, inclusive. En las modalidades
adicionales, una secuencia del polipéptido CASB7439
modificado corresponde a la SEQ ID NO: 13, de la cual se han
suprimido 21 residuos de aminodacidos contiguos, empezando
estos 21 residuos contiguos en cualquiera de los residuos 131,
132, y 133.

En algunas modalidades, la secuencia del polipéptido
CASB7439 modificado corresponde a la SEQ ID NO: 13, de la
cual se han suprimido uno o mas de los residuos 133, 134, 135,
136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147,
148, 149, 150, 151, 152, 153. En algunas modalidades, Ia

secuencia del polipéptido CASB7439 modificado corresponde a
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la SEQ ID NO: 13, de la cual se han suprimido dos o mas
residuos de aminoacidos contiguos en la regiéon de los res.iduos
de aminoacidos 133-153, inclusive.

En algunas modalidades, la secuencia del polipéptido
CASB7439 modificado corresponde a la SEQ ID NO: 13, de la
cual se han suprimido los residuos 133 a 153, inclusive, de la
SEQ ID NO: 13. Las modalidades no limitantes de ejemplo
incluyen las siguientes:

. LVLO55, SEQ ID NO: 1 (aa);

LVL111, SEQ ID NO: 3 (aa);

. LVL137, SEQ ID NO: 5 (aa),

. LVL141, SEQ ID NO: 7 (aa);

. LVLi44, SEQ ID NO: 9 (aa); y

. LVL168, SEQ ID NO: 11 (aa).
Secuencias Heterdlogas

En algunas modalidades, el polipéptido CASB7439
modificado se combina con un polipéptido heterdlogo. El término
"heterdlogo" con respecto a una molécula de acido nucleico, a
un polipéptide, o a otro componente celular, indica que el
componente se presenta en donde no se encuentra
normalmente en la naturaleza y/o que se origina a partir de una
fuente o especie diferente de una molécula de referencia. Como

se utiliza en la presente, las moléculas "heterélogas” incluyen,
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sin limitacién, proteinas de fusién, proteinas portadoras, y
marcas de purificacion.

En algunas modalidades, el polipéptido heterdélogo se
puede conjugar quimicamente con el polipéptido CASB7439
modificédo, es decir, una proteina portadora. En otras
modalidades, el polipéptido heterdlogo y el polipéptido
CASB7439 modificado se pueden expresar como una sola
proteina de fusion recombinante. En otras modalidades, un
polipéptido CASB7439 modificado y el polipéptido heterologo se
expresan como una sola proteina de fusion recombinante y se
conjugan quimicamente con otro polipéptido heterdlogo.

El polipéptido heterélogo puede ayudar a proporcionar
epitopos auxiliares T, incluyendo los epitopos auxiliares T
reconocidos por ios seres humanos. En el caso de una
construccion de proteina que comprende un polipéptido
CASB7439 y un polipéptido heterélogo que es una proteina de
fusion, el polipéptido heterélogo (componente de fusion) puede
ayudar a proporcionar estos epitopos o puede ayudar a
expresar la proteina (mejorador de expresion) en rendimientos
méas altos que la proteina recombinante nativo. El componente
de fusién puede ser tanto un componente de fusidén
inmunolégico como un componente mejorador de expresion,

Proteinas Portadoras
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Una proteina portadora se conjuga quimicamente con otro
polipéptido de interés. E! acoplamiento quimico de un
polipéptido a una proteina portadora se puede llevar a cabo de
cualquier manera conocida en la materia. Por consiguiente, para
el acoplamiento covalente directo, es posible utilizar una
carbodi-imida, glutaraldehido, o éster de N-[y-maleimido-
butiriloxi]-succinimida, utilizando los enlazadores hetero-
bifuncionales comercialmente disponibles comunes, tales como
CDAP y SPDP (empleando las instrucciones del fabricante).
Después de la reaccién de acoplamiento, el conjugado del
polipéptido-proteina portadora se puede aislar facilmente, y se
purific6 por medio de un método de dialisis, un método de
filtracién de gel, un método de fraccionamiento, etc.

Los tipos de proteinas portadoras utilizadas en algunas
modalidades seran facilmente conocidas por la persona experta
en este campo. La funciéon de algunas proteinas portadoras es
proporcionar ayuda de citoquina, con el objeto de ayudar a
inducir una respuesta inmunitaria contra el polipéptido
acoplado. Por ejemplo, una lista no exhaustiva de proteinas
portadoras que se pueden utilizar en la presente invencidn
incluye: Hemocianina de lapa californiana (KLH), albiminas de
suero, tales como albumina de suero bovino (BSA), toxinas

bacterianas inactivadas, tales como toxinas de tétanos y de
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difteria (TT y DT), o fragmentos recombinantes de las mismas
(por ejemplo, Dominio 1 del Fragmento C de TT, o el dominio de
translocalizacién de DT), o el derivado de proteina purificado de
tuberculina (PPD).

Componentes de fusion

A pesar de la disponibilidad de numerosos sistemas de
fusiéon genética, sigue siendo dificil la expresion recombinante
de la proteina en Escherichia coli. E! establecimiento del
componente de fusidon que mejore mejor la expresion de las
proteinas dificiles de expresarse sigue siendo empirico..Los
componentes de fusion comunes incluyen los términos C de la
proteina de enlace de maltosa (MBP), S-transferasa de
glutationa (GST), tiorredoxina (TRX), NUS A, ubiquitina (Ub), y
las marcas de! Modificador tipo Ubiquitina Pequefio (SUMO),
cada uno de los cuales se describe en la literatura. Vease, por
ejemplo, Marblestone (2006) Prot. Sci. 15: 182-7; Hunt (2005)
Protein Exp. & Purif 40: 1-22; Hammarstom y colaboradores
(2002) Protein Sci. 11: 313-321.

Los componentes de fusion inmunogénicos incluyen
proteina D de Haemophilus influenza B y la proteina no
estructurai del virus de influenza, NS1 (hemaglutinina). Otro
componente de fusiéon inmunoldégico es la proteina conocida

como LYTA. Se puede utilizar la porciéon C-terminal de la
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molécula. LYTA se deriva a partir de Streptococcus
pneumoniae, que sintetiza una amidasa de N-acetil-L-alanina, la
amidasa LYTA, (codificada por el gen |IytA, Garcia vy
colaboradores (1986) Gene 43: 265-272). Es posible utilizar la
porcién de repeticién de la molécula Lyta que se encuentra en
el extremo C-terminal empezando en el residuo 178, por
ejemplo, los residuos 188-305. Otro componente de fusidn
adecuado es una proteina de ciclasa de adenilato (CyaA) o de
un fragmento de la misma, en donde este fragmento de CyaA
conserva la propiedad de la proteina de ciclasa de adenilato
mencionada de dirigirse a las células presentadoras de
antigeno. Véase |Ia Publicacion Internacional Numero
Ww02005089792.

En una modalidad de la invencién, un polipéptido
heterdlogo es la Proteina D a partir de Haemophilus influenzae
(Patente Europea Namero EP 0 594 610 B1), o un fragmento de
la misma. La Proteina D es una proteina de enlace de IgD a
partir de Haemophilus influenzae (Publicacion Internacional
Numero WO 91/18926, Patente Europea Otorgada Numero EP 0
594 610 B1). En algunas circunstancias, por ejemplo, en los
sistemas de expresion de inmundgeno recombinantes puede ser
deseable utilizar los fragmentos N-terminaies de la Proteina D,

por ejemplo, que comprenden de aproximadamente 100 a
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aproximadamente 110 aminoacidos N-terminales de la Proteina
D (Patente Britanica Numero GB 9717953.5) (pD1/3, SEQ ID
NO: 39).

La Proteina D de H. influenzae se sintetiza como un
precu'rsor con una secuencia de sefial de 18 aminoacidos (SEQ
ID NO: 41, véase también Namero de Acceso AAA24898).
Cuando la secuencia de sefal se procesa durante ta secrecion,
el residuo de cisteina en la posicién 19 de la molécula
precursora llega a ser e! residuo amino-terminal.

En una modalidad, una secuencia de polipéptido
heterdlogo comprende aproximadamente la primera tercera
parte de la molécula de Proteina D de H. influenzae procesada,
o los 100-110 aminocacidos N-terminales de la Proteina D
procesada. En una modalidad, ia proteina heterdloga
comprende los residuos de aminoacidos Met-Asp-Pro unidos a
los 109 aminodcidos N-terminales de la Proteina D procesada.
En otra modalidad, la proteina heteréloga comprende los
residuos de aminoacidos Met-Asp-Pro unidos a los residuos de
aminoacidos 2-109 de la Proteina D procesada (SEQ ID NO:
39).

En una modalidad, un polipéptido CASB7439 modificado o
una construccidn de proteina se acopla guimicamente con la

proteina CyaA o con un fragmento de la misma. Véase la
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Publicacion Internacional Numero WO02005054851. En otra
modalidad, un polipéptido CASB7439 modificado o una
construcciéon de proteina se acopla quimicamente con la
subunidad B de la Toxina Shiga o con un equivalente
inmunoldgicamente funcional de la misma. Véase la Patente de
los Estados Unidos de Norteamérica Numero 6,613,882, y las
Publicaciones Internacionales Numeros WQ002060937 vy
W02005112991.

Marcas de poli-histidina, aminodcidos no relacionados.

Con frecuencia es conveniente incluir un polipéptido
heterdlogo que contenga secuencias secretoras o lideres, pro-
secuencias, secuencias que ayuden a la purificacion, tales como
una marca de histidina, por ejemplo, una secuencia de poli-
histidina (comprendida de maultiples residuos de histidina), o una
secuencia adicional para la estabilidad durante la produccion
recombinante.

Los vectores y kits de marcas de histidina estan
comerciaimente disponibles. Por ejemplo, los vectores para
agregar una marca de seis histidinas a un polipéptido estan
disponibles en Roche. Los kits para la elaboracion y utilizacién
de los polipéptidos marcados con histidina estan disponibles en
Qiagen, Sigma, Thermo Scientific, GE Healthcare, y otros. La

marca de histidina también puede ser seguida por una
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secuencia de aminodcidos adecuada que facilite la remocién de
la secuencia de poli-histidina utilizando endopeptidasas. Se
puede utilizar una exopeptidasa, por ejemplo, la TAGZima de
Qiagen, para remover una secuencia de poli-histidina terminal
sin la secuencia adicional.

En algunas modalidades, la secuencia de poli-histidina se
localiza en la regién N-terminal de la construccion de la
proteina. En las modalidades adicionales, la secuencia de poli-
histidina se localiza en el término N de la construccién de la
proteina. En algunas modalidades, la secuencia de poli-histidina
comprende 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, o mas histidinas
consecutivas. En las modalidades adicionales, la secuencia de
poli-histidina comprende diez histidinas consecutivas.

En algunas modalidades, el polipéptido heterdlogo incluye
una secuencia de poli-histidina y uno o mas aminoacidos no
relacionados. "Aminoacidos no relacionados" significa uno 0
mas aminoacidos que no son una parte de la secuencia de poli-
histidina, o de la proteina de fusién, y no son naturalmente una
parte de la secuencia del polipéptido CASB7439. Por ejemplo,
los amincacidos no relacionados pueden ser aquéllos incluidos
para proporcionar un sitio de peptidasa, y pueden ser
simplemente una secuencia extrafa, tal como un artificio de

clonacién, o similares.
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MOLECULAS DE ACIDOS NUCLEICOS QUE CODIFICAN LAS
CONSTRUCCIONES CASB7439

Otras modalidades de esta divulgacién se refieren a los
acidos nucleicos recombinantes que codifican los polipeptidos
CASB7439 modificados y las construcciones de proteinas como
se describen en la presente. En ciertas modalidades, 10s acidos
nucieicos recombinantes se optimizan en los codones para la
expresion en una célula huésped procaridtica o eucaridtica
seleccionada. Con el objeto de facilitar la réplica y la expresidn,
los acidos nucleicos se pueden incorporar en un vector, tal
como un vector de expresion procaridtico o eucaridtico. Las
células huésped que incluyen los polipéptidos CASB7439
modificados recombinantes o los acidos nucleicos que codifican
la construccion de la proteina, también son una caracteristica
de esta divulgacion. Las células huésped favorables incluyen
las células huésped procaridticas (es decir, bacterianas), tales
como E. coli, asi como numerosas células huésped eucaridticas,
incluyendo las células fingicas (por ejemplo, de levadura), las
células de insectos, y las células de mamiferos (tales como las
células HEK293, CHO y VERO).
Vectores de Expresion

Con el objeto de facilitar la réplica y expresion, los acidos

nucleicos se pueden incorporar en un vector, tal como un vector
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de expresidon procariotico o eucariético. Aunque los acidos
nucleicos que se dan a conocer en la presente se pueden incluir
en cualguiera de una variedad de vectores (incluyendo, por
ejemplo, los plasmidos bacterianos; ADN de fagos; baculovirus;
los plasmidos de levadura; vectores derivados a partir de
combinaciones de los plasmidos y los ADNs de fagos, ADN
viral, tal como vacuna, adenovirus, virus de varicela de aves de
corral, pseudo-rabia, adenovirus, virus adeno-asociado,
retrovirus, y muchos otros), mas cominmente, el vector serad un

vector de expresién adecuado para generar productos de

expresién de polipéptidos. En un vector de expresién, el acido

nucleico que codifica la construccion de proteina se arregla
tipicamente en proximidad y orientacién a una secuencia de
control de transcripcion apropiada (promotor, y opcionalmente,
uno o mas potenciadores) para dirigir la sintesis del ARNm. Es
decir, la secuencia de polinucliedtido de interés se enlaza
operablemente a una secuencia de control de transcripcion
apropiada. Los ejemplos de estos promotores incluyen: el
promotor temprano inmediato de CMV, LTR, o el promotor de
SV40, el promotor polihédrico de baculovirus, el promotor lac ©
trp de E. coli, el promotor de fage T7 y lambda PL, y otros
promotores que se sepa que controlan la expresion de los genes

en las ceélulas procaridticas o eucaridticas o sus virus. La vector

A
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de expresién tipicamente también contiene un sitio de enlace de
ribosoma para el inicio de la traduccién, y un terminador de
transcripcion. El vector opcionaimente incluye secuencias
apropiadas para amplificar ia expresion. En adicién, los
vectores de expresion opcionalmente comprenden uno o mas
genes marcadores seleccionables para proporcionar un rasgo
fenotipico para la seleccién de las células huésped
transformadas, tal como reductasa de dihidrofolato o resistencia
a la neomicina para el cultivo celular eucariético, o tal como
resistencia a la tetraciclina o a la ampicilina en E. coli.

Los procedimientos de ejemplo suficientes para guiar a un
experto ordinario en este campo a través de la producciéon de
los 4acidos nucleicos recombinantes de CASB7439 se pueden
encontrar en Sambrook y colaboradores, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 2° Edicion, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, 1989; Sambrook y colaboradores, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 3% Edicién, Cold Spring Harbor Press, 2001;
Ausubel y colaboradores, Current Protocols in Molecular
Biology, Greene Publishing Associates, 1992 (y los Suplementos
hasta 2003); y Ausube! y colaboradores, Short Protocols in
Molecuiar Biology: A Compendium of Methods from Current
Protocols in Molecular Biology, 4 Edicion, Wiley & Sons, 1999,

Las moléculas de acidos nucleicos de ejemplo que
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codifican las construcciones de las proteinas estan
representadas por las SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, y SEQ ID NO: 12. Las
variantes de secuencia adicionales que comparten identidad de
secuencia con las moléculas de &cidos nucleicos de ejemplo
pueden ser producidas por los expertos en este campo.
Tipicamente, las variantes de 4&cidos nucleicos codificaran
polipéptidos que difieran por no méas del 1 por ciento, o del 2
por ciento, o del 5 por ciento, o del 10 por ciento, o del 15 por
ciento, o del 20 por ciento de los residuos de aminoéacidos. Es
decir, los polipéptidos codificados comparten cuando menos el
80 por ciento, o el 85 por ciento, mas comunmente cuando
menos aproximadamente el 90 por ciento o més, tal como el 95
por ciento, el 98 por ciento, el 99 por ciento, o el 99.5 por ciento
de identidad de secuencia. Sera inmediatamente entendido por
los expertos en este campo, que las secuencias de
polinucle6étidos que codifican las construcciones de proteinas
can por si mismas compartir menos identidad de secuencia
debido a la redundancia del cédigo genético. En algunas
instancias, el polipéptidc CASB7439 modificado o |la
construccién de la proteina tiene una o mas modificaciones de
aminoacidos en relacion con la secuencia de aminoacidos de las

construcciones de ejemplo estipuladas en la presente (por

3
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ejemplo, en adicién a las modificaciones anteriormente
mencionadas). Estas diferencias pueden ser wuna adicidn,
supresién o sustitucién de wuno o mas nucledtidos o
aminoacidos, respectivamente. Una variante tipicamente difiere
por no mas de aproximadamente el 1 por ciento, o el 2 por
ciento, o el 5 por ciento, o el 10 por ciento, o el 15 por ciento, o
el 20 por ciento, o el 25 por ciento 6 el 30 por ciento de los
residuos de nucleétidos. Por ejemplo, un polipéptido CASB7439
variante 0 una construccién de proteina que codifique el acido
nucleico, puede incluir 1 ¢ 2, ¢ hasta 5, o hasta
aproximadamente 10, o hasta aproximadamente 15, o hasta
aproximadamente 50, o hasta aproximadamente 100 diferencias
de nucledtidos, comparandose con el polipéptido CASB7439 de
ejemplo o la construccién de proteina que codifica los acidos
nucleicos de las SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6,
SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, y SEQ ID NO: 12. Por
consiguiente, una variante en el contexto de un polipéptido
CASB7439 o de una construccién de proteina que codifica el
acido nucleico, tipicamente comparte cuando menos el 70 por
ciento, o el 75 por ciento, o el 80 por ciento, o el 85 por ciento,
o el 90 por ciento, o el 95 por ciento, o el 98 por ciento, o el 89
por ciento, o el 99.5 por ciento de identidad de secuencia con

una secuencia de referencia, por ejemplo, las secuencias de
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referencia ilustradas por las SEQ ID NO: 2, SEQ D NO: 4, SEQ
ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, y SEQ ID NO: 12, o
cualquiera de los otros polipéptidos CASB7439 de ejemplo o las
construcciones de proteina que codifican los acidos nucleicos
que se dan a conocer en la presente. Se pueden presentar
variantes adicionales a través del arrastre genetico, o se
pueden producir artificialmente utilizando la mutagénesis
dirigida al sitio o aleatoria, o mediante la recombinacion de dos
o mas variantes previamente existentes. Estas variantes
adicionales también son adecuadas en el contexto del
polipéptido CASB7439 o de las construcciones de proteinas que
se dan a conocer en la presente.

En adicion a los acidos nucleicos variantes anteriormente
descritos, también se pueden utilizar los acidos nucleicos que
se hibridan a uno o mas de los acidos nucleicos de ejemplo
representados por las SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, y SEQ ID NO: 12, para
codificar los polipéptidos CASB7439 o las construcciones de
proteinas que se dan a conocer en la presente. Un experto en la
materia apreciard que, en adicion a la medida del porc‘entaje
(por ciento) de identidad de secuencia discutida en la presente,
otra indicacién de la similitud de secuencias entre dos acidos

nucleicos es la capacidad para hibridarse. Mientras mas
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similares sean las secuencias de los dos acidos nucleicos, mas
restringentes seran las condiciones en las que se hibridaran. La
restringencia de las condiciones de hibridaciéon depende de la
secuencia y es diferente bajo diferentes parametros
ambientales. Por consiguiente, las condiciones de hibridacién
que den como resultado grados particulares de restringencia
variaran dependiendo de la naturaleza del método de
hibridacién que se elija, y de la compaosicién y longitud de las
secuencias de acidos nucleicos que se hibriden. En términos
generales, la temperatura de !a hibridacién y la concentracion
ionica (en especial la concentracién de Na® y/o Mg'") del
regulador de hibridacion determinaran la restringencia de
hibridacion, aunque los tiempos de lavado también tienen
influencia sobre la restringencia. En términos generales, las
condiciones restringentes se seleccionan para ser de
aproximadamente 5°C a 20°C mas bajos que el punto de fusién
térmica (Tm) para la secuencia especifica en una concentracion
ibnica y pH definidos. La T, es la temperatura (bajo una
concentracion idnica y un pH definidos) a la cual se hibrida el
50 por ciento de la secuencia objetivo a wuna sonda
perfectamente emparejada. Las condiciones para la hibridacién
de acidos nucleicos y el calculo de las restringencias se pueden

encontrar, por ejemplo, en Sambrook y colaboradores,
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Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 2001; Tijssen,
Hybridization With Nucleic Acid Probes, Parte |: Theory and
Nucleic  Acid  Preparation, Laboratory Techniques in
Biochemistry and Molecular Biology, Elsevier Science Ltd., NY,
NY, 1993, y Ausubel y colaboradores, Short Protocols in
Molecular Biology, 4% Edicion, John Wiley & Sons, Inc., 1999.
Para los propositos de la presente divulgacion,
"condiciones restringentes” abarcan las condiciones bajo las
cuales se presentara la hibridacion solamente si hay menos del
25 por ciento de mal emparejamiento entre la molécula de
hibridacion 'y la secuencia objetivo. Las "condiciones
restringentes” se pueden descomponer en niveles particulares
de restringencia para una definicién mas precisa. Por
consiguiente, como se utiliza en la presente, condiciones de
"restringencia moderada" son aquélias bajo las cuales no se
hibridaran las moléculas con mas del 25 por ciento de mal
emparejamiento de secuencias; condiciones de "restringencia
media" son aquéllas bajo las cuales no se hibridaran las
moléculas con mas del 15 por ciento de mal emparejamiento, y
condiciones de "alta restringencia” son aquélias bajo las cuales
no se hibridaran las secuencias con mé&s del 10 por ciento de

mal emparejamiento. Las condiciones de "muy alta



10

15

20

25

49

restringencia” son aquéllas bajo las cuales no se hibridaran las
secuencias con mas del 6 por ciento de mal emparejamiento. En
contraste, los 4&cidos nucleicos que se hibridan bajo
"condiciones de baja restringencia” incluyen aquéllos con mucho
menos identidad de secuencia, o con identidad de secuencia
solamente sobre subsecuencias cortas del acido nucleico. Por
consiguiente, se entendera que las diferentes variantes de
adcidos nucleicos que estan abarcadas por esta divulgacidon son
capaces de hibridarse bajo condiciones restringentes a cuando
menos una de las SEQ |D NO: 2, SEQ |D NO: 4, SEQ ID NO: 6,
SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, y SEQ ID NO: 12, sobre
sustancialmente toda su longitud.
PRODUCCION DE CONSTRUCCIONES DE PROTEINAS

_Las construcciones de proteinas que se dan a conocer en
la presente, se pueden producir empleando los procedimientos
bien establecidos para la expresion y la purificaciéon de
proteinas recombinantes. Los procedimientos suficientes para
guiar a un experto en la materia se pueden encontrar en las
siguientes referencias: Sambrook y colaboradores, Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, NY, 200; y Ausubel y colaboradores,
Short Protocols in Molecular Biology, 4° Edicién, John Wiley &

Sons, Inc.,, 1999. S proporcionan detalles adicionales vy
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especificos mas adelante en la presente.

Los acidos nucleicos recombinantes que codifican las
construcciones de proteinas se pueden introducir en las células
huesped mediante cualquiera de una variedad de
procedimientos bien conocidos, tales como electroporacién,
tansfeccion mediada por liposomas (por ejemplo, utilizando un
reactivo de transfeccidon liposomal comercialmente disponible,
tal como LIPOFECTAMINEMR2000 6 TRANSFECTINYF),
precipitacion en fosfato de calcio, infeccidn, transfeccién, ¥
similares, dependiendo de la seleccion de vectores y de las
células huésped.

Las células huésped se pueden cultivar en un medio
nutriente convencional modificado como sea apropiado para
activar promotores, seleccionar transformantes, o amplificar las
secuencias de polinucledtidos insertadas. Las condiciones de
cultivo, tales como temperatura, pH, y similares, son
tipicamente aquéllas anteriormente utilizadas con la célula
huésped seleccionada para la expresién, y seran evidentes para
los expertos en este campo, y en las referencias citadas en la
presente, incluyendo, por ejemplo, Freshney (1994) Culture of
Animal Cells, a Manual of Basic Technique, Tercera Edicion,
Wiley-Liss, Nueva York, y las referencias citadas en el mismo.

En algunas modalidades, una temperatura de cultivo adecuada
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es de 16°C; en otras es de 37°C. Los productos de expresion
correspondientes a los acidos nucleicos de la invencion tambien
se pueden producir en células no animales, tales como plantas,
levadura, hongos, bacterias, y similares. En adicion a
Sambrook, Berger y Ausubel, los detalles con respecto al cultivo
celular se pueden encontrar en Payne y colaboradores (1992)
Plant Cell and Tissue Culture in Liquid Systems, John Wiley &
Sons, Inc., Nueva York, NY; Gamborg y Phillips (Editores)
(1995) Plant Cell, Tissue and Organ Culture; Fundamental
Methods, Springer Lab Manual, Springer-Verlag. (Berlin
Heidelberg Nueva York), y Atlas y Parks (Editores) The
Handbook of Microbiological Media (1993) CRC Press, Boca
Raton, FL.
Células Huésped

Las células huésped que incluyen los acidos nucleicos
recombinantes que codifican la construccion de la proteina, por
consiguiente, también son una caracteristica de esta
divulgacién. Las células huésped favorables inciuyen las células
huésped procaridticas (es decir, bacterianas), tales como E.
coli, asi como numerocsas células huésped eucaridticas,
incluyendo la células fungicas {por ejemplo, levadura, tal como
Saccharomyces cerevisiae y Picchia pastoris), las células de

insectos, las células de plantas, y las células de mamiferos
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(tales como células CHOQO). Los acidos nucleicos de construccidn
de proteinas recombinantes se introducen (por ejemple, se
transducen, se transforman, o se transfectan) en las células
huésped, por ejempio, por medio de un vector, tal como un
vector de expresion, Como se describe en la presente, el vector
es mas tipicamente un plasmido, pero estos vectores también
pueden ser, por ejemplo, una particula viral, un fago, etc. Los
ejemplos de los huéspedes de expresion apropiados incluyen:
las células bacterianas, tales como E. coli, Streptomyces, y
Salmonella typhimurium; las células fungicas, tales como
Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, y Neurospora
crassa; las células de insectos, tales como Drosophila y
Spodoptera frugiperda; las células de mamiferos, tales como
3T3, COS, CHO, BHK, HEK293 o melanoma de Bowes; las
células de plantas, incluyendo las células de algas, etc.

Una célula huésped se selecciona opcionalmente por su
capacidad para modular la expresién de las secuencias
insertadas o para procesar la proteina expresada en la forma
deseada. Estas modificaciones de la proteina incluyen, pero no
se limitan a, glicosilacion, (asi como, por ejemplo, acetilacion,
carboxilacion, fosforilacién, lipidacion y acilacién). El
procesamiento posterior a la traduccién, por ejemplo, que

disocia una forma precursora en una forma madura de la
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proteina (por ejemplo, mediante una proteasa de furina) se lleva
a cabo opcionalmente en el contexto de la célula huésped.
Diferentes células huésped, tales como 3T3, COS, CHO, Helsa,
BHK, MDCK, HEK293, WI38, etc. tienen una maquinaria celular
especifica y mecanismos caracteristicos para las actividades
posteriores a la traduccién, y se pueden seleccionar para
asegurar la modificacién y el procesamiento correcto de la
proteina extrafa introducida.

Para la produccién de alto rendimiento a largo plazo de las
construcciones de proteinas recombinantes que se dan a
conocer en la presente, tipicamente se utilizan sistemas de
expresién estables. Por ejempio, se introducen moléculas de
acidos nucleicos que expresen establemente una construccion
de proteina en la célula huésped, utilizando vectores de
expresién que contengan origenes de réplica virales o
elementos de expresién endégenos y un gen marcador
seleccionable. En seguida de la introduccion del vector, se
permite a las células crecer durante 1 a 2 dias en un medio
enriquecido antes de cambiarse al medio selectivo. El propésito
del marcador seleccionable es conferir resistencia a la
seleccion, y su presencia permite el crecimiento y la
recuperacion de las ceélulas que expresen con éxito las

secuencias introducidas. Por ejemplo, los grupos o colonias de
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células establemente transformadas resistentes se pueden
hacer proliferar empleando las técnicas de cultivo de tejido
apropiadas para el tipo de célula. Las células huésped
transformadas con un acido nucleico que codifique una
construccién de proteina, se cuitivan opcionaimente bajo
condiciones adecuadas para la expresion y recuperacion de la
proteina codificada a partir del cultivo celular.

Las construcciones de proteinas expresadas se pueden
recuperar y purificar a partir de cultivos celulares recombinantes
mediante cualquiera de un niumero de métodos bien conocidos
en la materia, incluyendo precipitacion en sulfato de amonio o
en etanol, extraccion de acido, filtracion, ultrafiltracién,
centrifugacion, cromatografia de intercambioc de aniones o de
cationes, cromatografia de fosfocelulosa, cromatografia de
interaccion hidrofébica, cromatografia de afinidad (por ejemplo,
utilizando cualquiera de los sistemas de marcado mencionados
en la presente), cromatografia de hidroxilapatita, vy
cromatografia de lectina. Se pueden emplear pasos de repliegue
de proteina, como sea deseado, para realizar la configuracion
de la proteina madura. Finalmente, se puede emplear
cromatografia de liquidos de alto rendimiento (HPLC) en los
pasos finales de purificacion. En adicién a las referencias

mencionadas en la presente, una variedad de métodos de
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purificacién son bien conocidos en la materia, incluyendo, por
ejemplo, aquéllos estipulados en Sandana (1997) Bioseparation
of Proteins, Academic Press, Inc.; y Bollag y colaboradores
(1996) Protein Methods, Segunda Edicion, Wiley-Liss, NY;
Walker (1996), Protein Protocols Handbook, Humana Press, NJ,
Harris y Angal (1990) Protein Purification Applications: A
Practical Approach, IRL Press en Oxford, Oxford, Reino Unido;
Scapes (1993), Protein Purification: Principles and Practice, 32
Edicion, Springer Veriag, NY; Janson y Ryden (1998), Protein
Purification:  Principles, High Resolution Methods and
Applications, Segunda Edicién, Wiley-VCH, NY; y Walker
(1998), Protein Protocols on CD-ROM, Humana Press, NJ.

En ciertos ejemplos, los acidos nucleicos se introducen en
las células por medio de vectores adecuados para |la
introduccidn y expresion en células procaridticas, por ejemplo,
células de E. coli. Por ejemplo, un acido nucleico que incluye
una secuencia de polinucledtido que codifica una construccion
de proteina se puede introducir en cualquiera de una variedad
de vectores comercialmente disponibles y registrados, tales
como la serie de vectores de expresion pET (por ejemplo,
pET9b y pET2d). La expresion de la secuencia de codificacion
es inducible mediante la R-D-1-tiogalactopiranosida de

isopropilo (IPTG), que da como resultado altos niveles de
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expresion de la proteina. La secuencia de polinucleétido que
codifica la construccion de la proteina CASB7439 se transcribe
bajo el promotor de fago T7. También son adecuados los
vectores alternativos, tales como pURV22, que incluye un
promotor lambda-plL inducible por calor.

El vector de expresién se introduce (por ejemplo, mediante
electroporaciéon) en un huésped bacteriano adecuado. Hay
numerosas cepas de £E. coli disponibles, y pueden ser
seleccionadas por un experto en la materia (por ejemplo, las
cepas BLR DE3, BL21 DE3 y Rosetta DE3 han probado ser
favorables para la expresion de los vectores recombinantes que
contienen las secuencias de polinucledtidos que codifican las
construcciones de proteinas).

Opcionalmente, los polinucledtidos que codifican las
construcciones de proteinas se incorporan en vectores de
expresion que son adecuados para la introduccidon y expresion
en células eucariéticas (por ejemplo, células de insectos o de
mamiferos). Favorablemente, los acidos nucleicos se optimizan
en los codones para la expresién en el vector/la célula huésped
seleccionada. Las células seleccionadas se pueden expandir
clonalmente y se pueden caracterizar para la expresion de la
construccion de proteina deseada. Las técnicas para |la

optimizacién de codones son conocidas en la materia. En
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adicién, los proveedores de servicios de bioclogia molecular
comerciales ofrecen optimizacién de codones, entre otros
servicios técnicos de rutina.
Procariéticos

En los sistemas bacterianos, se pueden seleccionar un
nimero de vectores de expresién, dependiendo del uso
pretendido para el producto expresado. Por ejemplo, cuando se
necesitan grandes cantidades de un polipéptido o de fragmentos
del mismo para la produccién de anticuerpos, favorablemente se
emplean vectores que dirijan un alto nivel de expresion de
proteinas de fusion que se purifiquen facilmente. Estos vectores
incluyen, pero no se limitan a, vectores de clonacién vy
expresién en E. coli multi-funcionales, tales como BLUESCRIPT
(Stratagene), en donde la secuencia de codificacién de interés,
por ejemplo, un polinucleétido de la invencion como se describe
en la presente, se puede ligar en e! vector dentro del marco,
con secuencias para la Metionina iniciadora de traduccion
amino-terminal y los siguientes 7 residuos de Dbeta-
galactosidasa, produciendo una proteina de fusion de beta-
galactosidasa cataliticamente activa; los vectores pIN (Van
Heeke y Schuster (1989) J Biol Chem 264: 5503-5508); los
vectores pET (Novagen, Madison WI), en donde la metionina

amino-terminal se liga dentro del marco con una marca de
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histidina; y similares. En algunas modalidades, un vector
adecuado es el pET19; en otras, el pET24; en otras, el pET26.
Eucariéticos

De wuna manera similar, en Ilevadura, tal como
Saccharomyces cerevisiae, se pueden utilizar un nimero de
vectores que contienen promotores constitutivos o inducibles,
tales como factor alfa, oxidasa de alcohol, y PGH, para la
produccion de los productos de expresién deseados. Para las
resefias, véase Berger, Ausubel, y, por ejemplo, Grant y
colaboradores (1987; Methods in Enzymology 153: 516-544). En
las células huésped de mamifero, se pueden utilizar un numero
de sistemas de expresién, incluyendo tanto los plasmidos como
los sistemas basados en virus.
COMPOSICIONES INMUNOGENICAS
Vehiculos o excipientes farmacéuticamente aceptables

Los vehiculos y excipientes farmacéuticamente aceptables
son bien conocidos y pueden ser seleccionados por los expertos
en este campo. Por ejemplo, el vehiculo o excipiente puede
incluir favorablemente un regulador. Opcionalmente, el vehiculo
o excipiente también contiene cuando menos un componente
que estabiliza |a solubilidad y/o estabilidad. Los ejemplos de los
agentes de solubilizacidon/estabilizacion incluyen detergentes,

por ejemplo, lauril-sarcosina y/o Tween. Los agentes de



10

15

20

25

a9

solubilizacidn/estabilizacién alternativos incluyen arginina, y
polioles formadores de vidrio (tales como sacarosa, trehalosa, y
similares). Se conocen en la técnica numerosos vehiculos
farmacéuticamente aceptables y/o excipientes
farmacéuticamente aceptables, y se describen, por ejemplo, en
Remington’'s Pharmaceutical Sciences, por E. W. Martin, Mack
Publishing Co., Easton, PA, 5% Edicion (1975).

De conformidad con lo anterior, los excipientes y vehiculos
adecuados pueden ser seleccionados por los expertos en este
campo para producir una formulacion adecuada para
suministrarse a un sujeto por una via de administracion
seleccionada.

Los excipientes adecuados incluyen, sin limitacion:
glicerol, polietilenglicol (PEG), sorbitol, trehalosa, sal! sodica de
N-lauroil-sarcosina, L-prolina, sulfobetaina no detergente,
clorhidrato de guanidina, urea, éxido de trimetil-amina, KCI,
ca?*, Mg?*, Mn?*, Zn?' y otras sales relacionadas con cationes
divalentes, ditioeritritol, ditioeritrol, y #-mercapto-etanol. Otros
excipientes pueden ser detergentes (incluyendo: Tween80,
Tween20, Triton X-00, NP-40, Empigen BB, octil-glucdsido,
lauroil-maltosida, Zwitergente 3-08, Zwitergente 3-0,
Zwitergente 3-2, Zwitergente 3-4, Zwitergente 3-6, CHAPS,

desoxicolato de sodio, dodecil-sulfato de sodio, bromuro de
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cetil-trimetil-amonio).
Adyuvantes

Opcionalmente, las composiciones inmunogénicas también
incluyen un adyuvante. En el contexto de una composicion
inmunogénica adecuada para su administracion a un sujeto, tal
como a un sujeto humano, para el propdsito de provocar una
respuesta inmunitaria contra el CASB7439, el adyuvante se
selecciona para provocar una respuesta inmunitaria basada en
Th1. El adyuvante tipicamente se selecciona para potenciar una
respuesta inmunitaria basada en Th1 en el sujeto, o en la
poblacién de sujetos, a quiene‘s se administre la composicion.
Respuesta Inmunitaria de Th1

Una respuesta inmunitaria de tipo "Th1" se caracteriza por
la induccion de células auxiliares T CD4+ que producen IL-2 e
IFN-y. En contraste, una respuesta inmunitaria de tipo "Th2" se
caracteriza por la induccion de células auxiliares CD4+ que
producen IL-4, IL-5, e IL-13.
Afectadores de TLR, incluyendo, sin limitacién, 3D-MPL

Un adyuvante adecuado para utilizarse en combinacion
con los polipéptidos CASB7439 modificados es un modulador de
TLR-4. Un ejemplo es un derivado no toxico del lipido A, tal
como monofosforilo-lipido A o] mas particularmente

monofosforilo-lipido A 3-desacilado (3D-MPL). ElI 3D-MPL se
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vende bajo el nombre de MPL en GlaxoSmithKline Biologicals
S.A., v es referido a través de todo el documento como MPL 6
3D-MPL. Véanse, por ejemplo, las Patentes de los Estados
Unidos de Norteamérica Numeros 4,436,727, 4,877,611,
4,866,034 y 4,912,094, El 3D-MPL promueve primordialmente
las respuestas de células-T CD4+ con un fenotipo de IFN-y
(Th1). ElI 3D-MPL se puede producir de acuerdo con los
métodos que se dan a conocer en la Patente Britanica Numero
GB2220211 A. Quimicamente, es una mezcla de monofosforilo-
lipido A 3-desacilado con 3, 4, 5 6 6 cadenas aciladas. En las
composiciones de la presente invencion se puede utilizar el 3D-
MPL de particulas pequefias. El 3D-MPL de particulas pegquefas
tiene un tamafo de particulas tal que se puede filtrar para
esterilizarse a través de un filtro de 0.22 micras. Estas
preparaciones se describen en la Publicacion Internacional
Numero W094/21292.

En otras modalidades, el lipopolisacarido puede ser un
disacarido de R(1-6)-glucosamina, como se describe en la
Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Numero
6,005,099 y en Ié Patente Europea Numero EP 0 729 473 B1.
Un experto en la materia seria facilmente capaz de producir
diferentes lipopolisacaridos, tales como 3D-MPL, basandose en

las ensefianzas de estas referencias. En adicion a los
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inmunoestimulantes anteriormente mencionados (que son
similares en estructura a aquél de LPS o MPL & 3D-MPL), los
derivados de monosacaridos y disacaridos acilados que son una
sub-porcién para la estructura de MPL de la presente, también
son adyuvantes adecuados. En otras modalidades, el adyuvante
es un derivado sintético del lipido A, algunos de los cuales se
describen como agonistas de TLR-4, e incluyen, pero no se
limitan a: OM174 (difosfato acido de 2-desoxi-6-0-[2-desoxi-2-
[(R)-3-dodecanoiloxi-tetra-decanoil-amino]-4-o-fosfono-#-D-
glucopiranosil]-2-[(R)-3-hidroxi-tetradecanoil-amino]-a-D-
glucopiranosilo), (Publicacion Internacional Numero WO
95/14026); OM 294 DP (1,10-bis-(difosfato acido) de (3S,9R)-3-
—[(R)-dodecanoioni-tetradecanoil-amino]-4-oxo-5-aza-9(R)-[(R)-
3-hidroxi-tetradecanocil-amino]-decan-1,10-diol)  (Publicaciones
Internacionales Numeros WO 99/64301 y WO 00/0462); y OM
197 MP-Ac DP 10-(6-amino-hexanoato) de 1-difosfato acido de
(3S,9R)-3-[(R)-dodecanoiloxi-tetradecanoil-amino]-4-oxo-5-aza-
9-[(R)-3-hidroxi-tetradecanoil-amino}-decano-1,10-diol,
(Publicacion Internacional Numero Wd 01/46127).

Otros ligandos de TLR-4 que se pueden utilizar son los
fosfatos de alquil-glucosamidina (AGPs), tales como aquéllos
que se dan a conocer en la Publicacién Internacional Numero

WO 98/50399 o en !a Patente de los Estados Unidos de
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Norteamérica Numero 6,303,347 (también se dan a conocer los
procesos para la preparacién de los fosfatos de alquil-
glucosamidina (AGPs)), de una manera adecuada RC327 o
RC529, o las sales farmacéuticamente aceptables de los
fosfatos de alquil-glucosamidina (AGPs), como se dan a conocer
en la Patente de los Estados Unidos de Norteameérica Numero
6,764,840. Algunos fosfatos de alguil-glucosamidina (AGPs) son
los agonistas de TLR-4, y algunos son los antagonistas de TLR-
4. Se piensa que ambos son utiles como adyuvantes.

Otros ligandos de TLR-4 adecuados, capaces de provocar
una respuesta de sefalizacién a través del TLR-4 (Sabroe y
colaboradores, JI 2003 p1630-5) son, por ejemplo, los
lipopolisacaridos a partir de las bacterias gram-negativas y sus
derivados, o fragmentos de los mismos, en particular un
derivado no toxico de los lipopolisacaridos (LPS) (tales como
3D-MPL). Otros agonistas de TLR adecuados son: proteina de
choque por calor (HSP) 10, 60, 65, 70, 75 ¢ 90; tensoactivo de
Proteina A, oligosacaridos de hialuronano, fragmentos de
sulfato de heparano, fragmentos de fibronectina, péptidos de
fibrindgeno, b-defensina-2, y dipéptido de muramilo (MDP}. En
una modalidad, el agonista de TLR es HSP 60, 70 ¢ 90. Otros
ligandos de TLR-4 adecuados son como se describen en la

Publicacién Internacional Numero WO 2003/011223 y en la

40
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Publicacién Internacional Numero WO 2003/099185, tales como
el compuesto |, el compuesto il y el compuesto Il que se dan a
conocer en las paginas 4-5 de la Publicacion Internacional
Numero W02003/011223, o en las paginas 3-4 de la Publicacién
internacional Niumero WQ2003/099195, y en particular los
compuestos que se dan a conocer en la Publicacidn
Internacional Numero WQ02003/011223 como ER803022,
ER803058, ERS803732, ERS804053, ERB804057, ERB804058,
ER804059, ER804442, ER804680, y ER804764. Por ejemplo, un
ligando de TLR-4 adecuado es el ER804057.
Adyuvantes de Saponina

Otros adyuvantes que se pueden utilizar en las
composiciones inmunogénicas con CASB7439, por ejemplo, por
si mismos o en combinacién con el 3D-MPL, u otro adyuvante
descrito en la presente, son las saponinas, tales como QS21.

Las saponinas se ensefian en: Lacaille-Dubois, M vy
Wagner H. (1996. A review of the biological and
pharmacological activities of saponins. Phytomedicine, Voiumen
2, paginas 363-386). Las saponinas son glicosidos de
esteroides o de triterpeno ampliamente distribuidos en el reino
vegetal y en el reino animal marino. Se observa que las
saponinas forman soluciones coloidales en agua que hacen

espuma a! agitarse, y para precipitar el colesterol. Cuando las
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saponinas estan cerca de las membranas celulares, crean
estructuras de tipo poroso en la membrana, que hacen que
explote la membrana. La hemdlisis de los eritrocitos es un
ejemplo de este fenémeno, la cual es una propiedad de ciertas
saponinas, pero no de todas.

Las saponinas, en particular las fracciones de saponina
inmunoldgicamente activas, son conocidas como adyuvantes en
las vacunas para administracién sistémica. El adyuvante y la
actividad hemolitica de las saponinas individuales se ha
estudiado extensamente en la materia (Lacaille-Dubois y
Wagner, supra). Por ejemplo, Quil A (derivado a partir de Ia
corteza del arbol sudamericano Quillaja Saponaria Molina)}, y las
fracciones del mismo, se describen en la Patente de los Estados
Unidos de Norteamérica Numero US 5,057,540 y "Saponins as
vaccine adjuvants", Kensil, C. R., Crit Rev Ther Drug Carrier
Syst, 1996, 12 (1-2): 1-55; y en la Patente Europea Numero EP
0 362 279 B1. Las estructuras en particulas, denominadas como
Complejos Inmunoestimulantes (ISCOMS), que comprenden
fracciones de Quil A, son hemoliticas y se han utilizado en la
elaboracién de vacunas (Morein, B., Patente Europea Numero
EP 0 109 942 B1; y Publicaciones Internacionales Numeros WO
96/11711 y WO 96/33739). Las saponinas hemoliticas QS21 y

QS17 (las fracciones purificadas mediante HPLC de Quil A) se
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han descrito como potentes adyuvantes sistémicos, y el método
de su produccién se da a conocer en la Patente de los Estados
Unidos Numero 5,057,540 y en la Patente Europea Numero EP 0
362 279 B1. Otras saponinas que se han utilizado en los
estudios sistémicos de vacunacion incluyen aquéllas derivadas
a partir de otras especies de plantas, tales como Gipsofila y
Saponaria (Bomford y colaboradores, Vaccinia, 10(9): 572-577,
1992).

Se ha demostrado que estas formulaciones que
comprenden QS21 y colesterol son adyuvantes estimulantes de
Th1 de éxito cuando se formulan junto con un antigeno. Por
consiguiente, por ejemplo, el CASB7439 se puede emplear
favorablemente en las composiciones inmunogénicas con un
adyuvante que comprenda una combinacién de QS21 vy
colesterol.

Acidos oligonucieicos inmunoestimulantes

Un adyuvante adecuado para utilizarse en combinacion
con CASB7439 es un agonista de TLR de ADN bacteriano capaz
de provocar una respuesta de sefializacion a través del TLR-9,
es decir, un agonista de TLR-9, mas especificamente ADN que
contiene nucledtidos CpG no metilados, en particular los
contextos de secuencia conocidos como motivos CpG. Los

oligonucleotidos que contienen CpG inducen una respuesta
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predominantemente de Th1i. Estos oligonucledtidos son bien
conocidos y se describen, por ejemplo, en las Publicaciones
Internacionales Numeros WO 96/02555 y WO 99/33488, y en las
Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Numeros
6,008,200 y 5,856,462, De wuna manera adecuada, los
nucledtidos CpG son oligonucleétidos de CpG. Los
oligonucleétidos adecuados para utilizarse en las composiciones
inmunogénicas de la presente invencién son oligonucledtidos
que contienen CpG, que opcionalmente contienen dos o mas
motivos de dinucleétidos CpG separados por cuando menos
tres, de una manera adecuada por cuando menos seis 0 mas
nucledtidos. Un motivo CpG es un nucledtido de citosina
seguido por un nucledtido de guanina. Los oligonucledtidos de
CpG de la presente invencién son tipicamente
desoxinucleétidos. En una modalidad especifica, el
internucledtido en el oligonucleétido es un enlace de
fosforoditioato, o de una manera adecuada, un enlace de
fosforotioato, aunque los enlaces de fosfodiéster y otros enlaces
internucledtidos estan dentro del alcance de la invencidon. En
algunas modalidades estan los oligonucledtidos con enlaces
internucleotidos mixtos. Los métodos para producir los
oligonucledtidos de fosforotioato o de fosforoditioato se

describen en las Patentes de los Estados Unidos de
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Norteamérica Numeros 5,666,153 y 5,278,302 y en la
Publicacién Internacional Numero WO 95/26204.

En una modalidad, alternativa, se utiliza un agonista de
TLR que es capaz de provocar una respuesta de sefializacion a
través de TLR-9. En una modalidad, el agonista de TLR capaz
de provocar una respuesta de sefializacion a través de TLR-9 es
HSP90. Las combinaciones de diferentes adyuvantes, tales
como aquéllos mencionados en la presente, también se pueden
utilizar en las composiciones con CASB7439. Por ejemplo, como
ya se menciond, QS21 se puede formular junto con 3D-MPL. La
proporcién de QS21 : 3D-MPL tipicamente sera del orden de 1 :
10 a 10 : 1: tal como de 1:5 a 5 : 1, y con frecuencia
sustancialmente de 1 : 1. Tipicamente, la proporcién esta en el
intervalo de 2.5 : 1 a1 :1de 3D-MPL: QS21. Otro adyuvante de
combinaciéon es 3DMPL mas QS21 en una formulacion
liposomal, también en combinacién con CpG.
Sujetos con Cdncer Colo-Rectal

La seleccion de un sujeto con cancer colo-rectal para su
participacidon en los métodos descritos en la presente, puede ser
mediante un diagnostico clinico, un diagndstico molecular, o
una combinacién de los mismos. En algunas modalidades, se
prueba un sujeto para determinar si sus ceélulas cancerosas

expresan el CASB7439 (HASH2). Los métodos clinicos para
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diagnosticar cancer colo-rectal son conocidos en la materia. Las
técnicas y los métodos moleculares para determinar si una
célula o tejido canceroso expresa el CASB7439 (HASH2), se
dan a cenocer en la Publicacién Internacional Numero
WQ001/62778.
EJEMPLOS EXPERIMENTALES

Eiemplo 1

Se generaron dos moléculas de acidos nucleicos que
codifican las construcciones de proteinas que comprenden un
polipéptido CASB7439 en el vector pET19b. Una marca His se
yuxtapuso en el extremo N-terminal de la secuencia de
CASB7439. Estos clones se denominaron como LVL007 [SEQ ID
NO: 15 (aa); SEQ ID NO: 16 (ADN)] y LVL0O10 [SEQ ID NO: 17
(aa); SEQ ID NO: 18 (ADN)], respectivamente). Se observo que
se habia presentado una mutacién no intencional en el clon
LVLOO7, lo cual dio como resultado una sustitucién de un amino
de la prolina hasta leucina (en el residuo de aminoacido 17 con
referencia a la SEQ ID NO: 13). Las moléculas de acidos
nucleicos se utilizaron con tres tipos de células huésped
diferentes, es decir, las cepas de E. coli BLR DE3, BL21 DE3, y
Rosetta DE3. Las inducciones se llevaron a cabo a dos
temperaturas por induccién (16°C 6 37°C}), y con 1 mM de IPTG.

Véase la seccion de Materiales y Métodos, mas adelante, para

a6
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ver los detalles del protocolo.

Se cosecharon las proteinas para cada induccidon, y se
analizaron mediante Western blot y mediante SDS-PAGE con
tefiido con azul Coomassie. En estos experimentos, la deteccion
de la proteina fue visible solamente en el Western blot.

Ejemplo 2

Se llevaron a cabo analisis bioinformaticos del gen de
CASB7439, revelando las siguientes caracteristicas
estructurales:

- un elemento estructural de ARN de horquilla
localizado entre los nucledtidos 2 y 27 de la SEQ ID NO: 14,

" contenido de GC del 62 por ciento de la secuencia de
nucledtidos;

. secuencia de nucleétidos rica en codones de arginina
(26/193 aminoacidos codificados);

. secuencia de amincécidos con un alto nivel de
residuos de aminoacidos basicos,;

. secuencia de aminoacidos con un alto punto
isoeléctrico (11.18);

. una regién de baja complejidad dentro de la
secuencia de aminoacidos (residuos 7-27 de la SEQ ID NO: 13);

. dominio de hélice-ciclo-hélice (HLH) (IPR000014)

dentro de la secuencia de aminoéacidos (residuos 56-108 de la

ax



10

15

20

25

(A

SEQ ID NO: 13);

. una primera region de trastorno intrinseco dentro de
la secuencia de aminoacidos (residuos 118-164 de la SEQ ID
NO: 13);

- una segunda regidn de trastorno intrinseco dentro de
la secuencia de aminoacidos (residuos 118-164 de la SEQ ID
NO: 13).

Los Solicitantes también identificaron una regién con una
alta periodicidad de prolina desde el aminoacido 127 hasta el
158. Los Solicitantes designaron la regién desde el aminoacido
133 hasta el 1563, inclusive, de la SEQ ID NO: 13 (aa), la regidn
rica en prolina. La regién rica en prolina, junto con algunas de
las otras caracteristicas mencionadas en este ejemplo se
ilustran en una forma esquematica en la Figura 1/35, junto con
las regiones mencionadas en cualquier otra parte en la
presente.

Ejemplo 3

La secuencia de nucleétidos dei ADN del CASB7439 no
modificada (SEQ ID NO: 14) fue optimizada en los codones por
el proveedor de servicios de sintesis de ADN comercial, Geneart
(identificador Unico 0606597), y se cloné. Geneart AG, BioPark,
Josef-Engert-Str. 11D-93053 Regensburg, Alemahia. La

secuencia de nucieotidos del CASB7439 se obtuve a partir del

06
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clon mediante amplificacion con reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) y se utilizé para generar dos construcciones.
En la primera construccion, LVL016 [SEQ ID NO: 29 (aa), SEQ
ID NO: 30 (ADN)], la secuencia de CASB7439 se inserto en el
vector pET21b (+) en fusién con la proteina pD1/3 (a partir de
Haemophilus influenzae) en el extremo N-terminal de la
secuencia de CASB7439. En la segunda construccion, LVLO18
[SEQ ID NO: 31 (aa); SEQ ID NO: 32 (ADN)], el CASB7439 se
inserté en el vector pET21b (+) (sin componente alguno de
Proteina D). Estas construcciones se evaluaron para |la
produccién en el BLR DE3 de E. coli a 16°C y 37°C con 1 mM
de IPTG. La produccion fue detectable mediante Western blot
como una proteina insoluble, principalmente producida a 16°C.

Se seleccionaron cuatro de los dominios CASB7439 para
una investigacién adicional con el fin de mejorar la produccion
de proteina: el dominio de direccién al nucleo, la regién rica en
prolina, el dominio de enlace de ADN, y el dominio HLH.
Ejemplo 4

Se seleccionaron el dominio de direccién al nucleo, el
dominio de enlace de ADN, el dominio bHLH y la regidon rica en
prolina del CASB7439, para investigar la p'roduccién de proteina
a partir de las construcciones que comprenden las secuencias

de nucledtidos que codifican los polipéptidos CASB7439.
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Diferentes secciones de la secuencia de nuclettidos del
CASB7439 se amplificaron mediante reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) a partir del clon Geneart de codones
optimizados descrito en la presente, y se insertaron en el vector
pET19b (+), que da como resultado cinco construcciones que
tienen una secuencia diferente del CASB7439 (truncada en
alguna forma o completa); cada construccion con una cola de
poli-histidina en el extremo N-terminal de ia secuencia de
CASB7439. Véase la Figura 2/35.

Las construcciones mostradas en la Figura 2/35 se
evaluaron para determinar la expresién de la proteina en la
cepa de E.coli BLR DE3 a 37°C y a 16°C con 1 mM de IPTG.
Como se ilustra en la Figura 2/35, estas construcciones
comprendieron el CASB7439 de longitud completa [LVLO6O,
SEQ ID NO: 19 (aa), SEQ ID NO: 20 (ADN)]; el CASB7439
truncado para remover el dominio de direccién al nucleo [Const-
1, SEQ ID NO: 21 (aa), SEQ ID NO: 22 (ADN)]; el CASB7439
truncado para remover la regidon rica en prolina [LVL055, SEQ
ID NO: 1 (aa), SEQ ID NO: 2 (ADN)]; el CASB7439 truncado
para remover el dominio de enlace. de ADN [LVL056, SEQ ID
NO: 23 (aa), SEQ ID NO: 24 (ADN)]; el CASB7439 truncado
para dejar el dominio basico de hélice-ciclo-hélice (bHLH)

[LVLO57, SEQ ID NO: 25 (aa), SEQ ID NO: 26 (ADN)]. Debido al

d ]
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error experimental, Const-1 carecié de un codén de paro, lo cual
dio como resultado la traduccion de una porcién de la secuencia
de nucledtidos del vector (dando como resultado con 21
aminoacidos adicionales en la regién C-terminal, empezando
con LED...). La produccién de LVLO55 en seguida de la
incubacién a 16°C (C-terminal truncado) fue claramente
detectable en un gel de SDS-PAGE tefido con azul Coomassie.
Eiemplo 5

Basandose en los resultados descritos en el Ejemplo 4, las
nuevas construcciones se disefiaron para: (i) remover la region
rica en prolina, mientras que (ii) se conservan otras regiones de
la porcién C-terminal del polipéptido. Véase la descripcion de
las Figuras 3/35 y 4/35, las cuales discuten (i) diferentes
epitopos identificados o predichos dentro del polipéptido, y (ii)
diferentes planteamientos alternativos para la remocion de la
regién rica en prolina.

Entonces se ordendé una secuencia geneética de acido
nucleico sintética con los codones optimizados que codificaba
para un polipéptido CASB7439 modificado en Geneart
(identificador unico 0706840), digerido e insertado en paralelo
en dos vectores diferentes para generar las siguientes

construcciones:

(i} LVLO88, el cual comprende el gen de CASB7439 con

40t
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la region de 21 aminoacidos rica en prolina suprimida, fusionada
con una cola de poli-histidina en el término C del vector pET26b
(+) (SEQ ID NO: 27 (aa), SEQ ID NO: 28 (ADN}), y

(ii) LVL111, el cual comprende el gen de CASB7439 con
la region de 21 aminoacidos rica en prolina suprimida, y una
cola de poli-histidina tanto N-termina! como C-terminal en el
vector pET19b (+) (SEQ ID NO: 3 (aa), SEQ ID NO: 4 (ADN)).

La construccion del LVL111 (véase la SEQ ID NO: 3) se
clond siguiendo la misma estrategia utitlizada para ei LVL055, es
decir, utilizando e! vector pET19 (+) que incluye una cola de
poli-histidina compuesta de 10 histidinas seguidas por el sitio
de enterocinasa. Esto dio como resultado en un componente de
fusion de 23 aminoéacidos (SEQ ID NO: 42) en el termino-N,

Otras construcciones se generaron con el gen sintético de
codones optimizados discutido en el Ejemplo 3 (identificador
unico 0606597), incluyendo los siguientes:

- LVL0O90 (una construccién de proteina que
comprende (desde el término N) Proteina D, CASB7438
optimizado de longitud completa, y una 6-His en el \}ector
pET21) (SEQ ID NO: 43 (aa); SEQ ID NO: 44 (ADN));

- LvL112 (una construccion de proteina que
comprende (desde el término N} Proteina SUMO, CASB7439

optimizado de longitud completa en un vector pSUMO) (SEQ ID

402
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NO: 45 (aa);, SEQ ID NO: 46 (ADN));

. LVL113 (unma construccién de proteina que
comprende (desde el término N). Proteina SUMO, proteina
pD1/3, CASB7439 optimizado de longitud completa en un vector
pSUMO) (SEQ ID NO: 47 (aa); SEQ ID NO: 48 (ADN));

. LVL114 (una construccién de proteina que
comprende (desde el término N) Proteina SUMO, CASB7439
truncado en el aminoacido 117 en un vector pSUMOQO) (SEQ ID
NO: 49 (aa); SEQ |D NO: 50 (ADN));

. LVL115 (una construccién de proteina que
comprende (desde el término N) Proteina SUMO, CASB7439
modificado con la region rica en prolina removida en un vector
pSUMO) (SEQ ID NO: 51 (aa); SEQ ID NO: 52 (ADN)).

No se observd mejora alguna en la produccidén, aunqgue
solamente se llevd a cabo una repeticiéon (No se muestran los
datos).

La produccién de LVL088 se analizé6 después dé una
induccion durante la noche con 1 mM de IPTG a 37°C y a 16°C.
Cuando se analizé electroforéticamente, la produccion de
LVL088 se visualizo soclamente mediante Western blot. Un lote
de purificacién a partir de cuatro matraces de cultivo de 800
mililitros dio como resultado 0.4 miligramos de proteina. Por

otra parte, LV0L111 fue facilmente detectable en seguida dei
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tefiido con azul Coomassie. La proteina recombinante LVL111
se produjo y se purificé en 8 lotes. Se estimo que varios lotes
de LVL111 (cada uno a partir de cuatro matraces de cultivo de
800 mililitros) producian el intervalo de 3.3 miligramos/lote a 10
miligramos/lote de proteina purificada. Por consiguiente, la
produccion de LVL0O88 fue mas baja que la que se ve para el
LVL411. La proteina purificada también se probdé para
determinar su reactividad con varios anticuerpos monoclonales
anti-CASB7439 y se obtuvo una reactividad positiva en todos los
casos.
Ejiemplo 6

Se investigd la remociéon de la cola de poli-histidina C-
terminal a partir de la construccion del LVL111. La molécula de
acido nucleico que codificaba el polipéptido poli-pro (-} del
CASB7439 sin la porcién que codificaba la poli-histidiﬁa C-
terminal se amplific6 mediante reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) a partir de la construcciéon del LVL111 y se
clond en el vector pET19b. Esta construccidon se designd como
LVL137. La construcciéon LVL137 fue esencialmente LVL111 sin
la secuencia de nucledtidos que codifica una cola de poli-
histidina C-terminal. SEQ ID NO: 5 (aa); SEQ ID NO: 6 (ADN).
La remocion de la cola de poli-histidina C-terminal no tuvo

ningun impacto evidente sobre el nivel de produccién. Como se
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analizé mediante gel de SDS-PAGE terido con Coomassie, el
LVL137 produjo el mismo nivel de proteina que el LVL111.

Entonces se amplificé la molécula de &cide nucleico que
codifico el polipéptido poli-pro (-) CASB7439, mediante reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) a partir de la secuencia
sintética de! gen de CASB7439art (0706840), y se clond en un
vector pET26 con una marca de seis poli-histidinas en el
término N (LVL138). SEQ ID NO: 33 (aa); SEQ ID NO: 34 (ADN).
Esta construccion exhibié un nivel significativamente reducido
de la produccion de proteina, y fue dificil de detectar mediante
Western blot.

Se generé una molécula de acido nucleico que codifico
una marca de seis poli-histidinas en el término N del polipéptido
poli-pro (-) CASB7439 en un vector resistente a la canamicina
pET24. Se utilizé un nuevo disefio de enlazador para remover
una estructura de horquilla creada entre la secuencia de la
marca de poli-histidina y el extremo 5' del gen de CASB7439.
De una manera especifica, los codones para los primeros ocho
residucs de aminoacidos de la construcciéon de la proteina se
alteraron hasta la siguiente secuencia de nucledtidos: 5 ATG
CAT CAT CAT CAT CAT CAT GAC... 3' (SEQ ID NO: 35). (Los
codones originales fueron 5' ATG CAC CAT CAC CAT CAC CAT

GAT... 3' (SEQ ID NO: 36).) Esta construccién se designé como

405
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LVL160. SEQ ID NO: 37 (aa); SEQ ID NO: 38 (ADN). Mediante
analisis de ge! y Western blot, la produccién de proteina parecio
ser tan débil como la obtenida con el LV0L138.

Se generd una molécuia de acido nucleico que codificaba
una construccién de proteina con una marca de diez poli-
histidinas en el término N del polipéptido poli-pro (-) de
CASB7439 en un vector resistente a la canamicina pET24. Esta
construccion se identificé como LVL168. SEQ ID NO: 11 (aa);
SEQ ID NO: 12 (ADN). El nivel de produccién fue comparable
con el nivel observado para el LVL111. En la Figura 5/35 se
encuentra una alineaciéon de varias construcciones discutidés en
este Ejemplo.

Los resultados para las construcciones discutidas en este

Ejemplo y en el Ejemplo 1 se resumen en la siguiente Tabla 1.

Tabla 1
# LVL Descripcion Vector Produccién
LVLOO pET19b(+
His-CASB7439 largo gel-/blot+
7 )
LVLO1 PET19b(+ :
His-CASB7439 fargo gel-/biot+
0 )

406
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# LVL Descripcién Vector Produccién
LVLO1 | pD1/3-CASB7439-OPT- | pET21b(+
gel-/blot +
6 6His )

LVL11 His-Del-poli-Pro- pET19b(+ gel+++/blot
1 dominio-His-OPT largo ) +++
LVL13 His-Del-poli-Pro- pET19b(+ gel+++/blot

7 dominio-OPT largo ) +++
LVL13 6His-Del-poli-Pro- pET26b(+
gel-/blot +
8 dominio-OPT )
LVL16 | Hismodif--Del-poli-pro- | pET24b(+
gel-/biot +
0 dominio-OPT )
LVL16 1Q0His-del-poli-pro- pET24b(+ gel+++/blot
8 dominio-OPT ) +++
Tabla 1. Niveles de expresiéon para las construcciones

discutidas en los Ejemplos 1, 3, y 6. Una construccion que da
como resultado "gel-/blot+" la produccién es generalmente
visible solamente mediante Western blot cuando se somete al

lisado de células enteras a SDS-PAGE. Una construccién que

4ot
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da como resultado "gel+++/blot +++" la produccién es
claramente visible mediante tefiido con azul Coomassie cuando
se somete al lisado de células enteras a SDS-PAGE.
6His: Marca de histidina = 6 residuos de histidina.
His Largo = 23aa (MGHHHHHHHHHHSSGHIDDDDKH) (SEQ ID
NO: 42}
Dominio Del-poli-Pro: CASB7439 modificado mediante
la supresidon de la regidn rica en prolina,
OPT: Codones optimizados.
Hismodif: Marca de histidina modificada para la seleccidon de
codones (véase en |a presente, Ejemplo 6).
1/3pD: Construccion de Proteina D descrita en |la presente.
10His: Marca de histidina con 10 residuos de histidina.
Ejemplo 7

Se generd otra construccién de CASB7439 en fusidén con
un fragmento de Proteina D a partir de Haemophilus influenzae.
Como se muestra en la SEQ ID NO: 39 (aa) (SEQ ID NO: 40
(ADN)), los aminoacidos Met-Asp-Pro se fusionaron con 108
aminoacidos N-terminales de la Proteina D procesada (residuos
de aminoacidos 2-109 de la Proteina D procesada). La SEQ ID
NO: 39 es referida en la presente como 1/3pD o 1/3 Proteina D.
La secuencia de nucledtidos sintética de CASB7439 obtenida en

Geneart (0706840) (region rica en proliﬁa suprimida) se sub-
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cloné en pET26-1/3pD, un plasmido resistente a la canamicina
gque contenia la 1/3pD, para obtener el LVL141. La secuencia
del LVL141 se estipula en la SEQ ID NO: 7 (aa) y en la SEQ ID
NO: 8 (ADN). La produccién fue comparable con el LVL111,

Este clon se muté enfonces mediante reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) para remover el enlazador de cuatro
amincacidos (Ala-Ala-Ala-His) entre ios componentes 1/3pD y
CASB7439. La secuencia de Ila construccion resultante,
designada como LVL144, se estipula en la SEQ ID NO: 9 (aa) v
en la SEQ ID NO: 10 (ADN). La produccidon fue comparable con
el LVL111. La Figura 6/35 muestra una alineacion de CASB7439
(SEQ ID NO: 13); LVL168 (SEQ ID NO: 12), PD1/3 (SEQ ID NO:
39), y LVL144 (SEQ ID NO: 9).

Ejemplo 8

Pruebas de solubilizacién de LVL168

En términos generales, las construcciones de proteinas
purificadas que comprendian el CASB7439 se solubilizaron en
regulador de guanidina 6M, se transfirieron al requlador de urea
8M, y se almacenaron en Urea 4 M, HEPES 20 mM, TCEP 1
mM, NaCl 150 mM, pH de 7.0. Los resultados preliminares
llevados a cabo en pequefios voliumenes sugirieron que el
LVL168 también se podria solubilizar en un regulador de fosfato

sin urea ni agentes reductores, tales como EDTA o TCEP, y con
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o sin NaCl. No se observé precipitacion alguna después de la
diadlisis en estos requladores. Los ensayos de solubilizacion se

flevaron a cabo para caracterizar la proteina LVL168 en los

dieciséis reguladores enlistados en la Tabla 2. Cien microlitros

de las muestras de proteina LVL168 purificadas en regulador de
urea 8 M, HEPES 20 mM, NaCl 150 mM, TCEP 1 mM, pH de 7.0,
se pusieron en la unidad de mini-dialisis 10000 MWCO
(Biolynx), previamente acondicionada con ¢l regulador mediante
dos enjuagues. La dialisis se llevé a cabo durante la noche en
100 mililitros de cada uno de los dieciséis reguladores
enlistados en la Tabla 2 con agitacién a 4°C. Las muestras
entonces se cosecharon a partir de las unidades, se pusieron en
Eppendorfs, y se centrifugaron durante 5 minutos a 20,000g.
Las proteinas solubles permanecieron en suspensién, pero las
proteinas no solubles se precipitaron y condujeron a granulos
después de la centrifugacién. Los reguladores en donde fue
soluble la proteina LVL168 se enlistan en la Tabla 2.

Los sobrenadantes se probaron mediante gel SDS-PAGE,
y las concentraciones de las proteihas solubles restantes se
midieron mediante el método de RC DC utilizando las
instrucciones del fabricante. Un kit para llevar a cabo el método
de RC DC del método de Lowry modificado esta disponible en

BioRad Laboratories, 1000 Alfred Nobel Drive, Hercuies, CA

4 40
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94547. Las muestras se mantuvieron a 4°C para una prueba de
estabilidad.

Pruebas de estabilidad del LVL168

Las proteinas de LVL168 a partir del ensayo de solubilidad
se mantuvieron durante 7 dias a 4°C. Se transfirieron veinte
microlitros de cada una de las muestras 2, 3, 5, 6, 9 a 16 a
otros tubos, y se probaron para determinar su estabilidad a 4°C,
a 37°C, o a la temperatura ambiente durante 2 dias adicionales.
Las muestras se centrifugaron durante 5 minutos a 20,000g. Los
sobrenadantes se resolvieron mediante SDS-PAGE, y se
analizaron los perfiles para determinar la degradacién, la
aglomeracién, o la pérdida de proteina mediante una
comparacién con la proteina purificada original. La proteina fue

estable en la mayoria de los reguladores probados.

Tabla 2
Muestra Solubilida
Regulador
# d
1 PBS 1X pH de 7.3 Insoluble

Urea 2M, Tris 20 mM, NaCl 150 mM
2 Solubie
+ TCEP 1 mM, pH de 8.0

3 Urea 4M, Tris 20 mM, NaCl 150 mM Scluble
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Muestra Solubilida
Regulador
# d
+ TCEP 1 mM, pH de 7.0
PBS 1X, TCEP 1 mM, EDTA 1 mM,
4 Insoluble
pH de 7.3
NaAc 10 mM, EDTA 1 mM. TCEP 1
5 Soluble
mM, NaCl 5 mM, pH de 5.01
Imidazol 20 mM, NaCl 150 mM,
6 Soluble
EDTA 1 mM, TCEP 1 mM, pH de 6.0
Bicina 20 mM, NaCl 138 mM, EDTA
7 Insoluble
1 mM, TCEP 1 mM, pH de 8.7
Tris 50 mM, NaCl 250 mM, Sacarosa
8 27 mM, Tween80 al 0.1 por ciento, Insoluble
TCEP 1 mM, pH de 8.5
Tris 50 mM, NaCl 250 mM, Sacarosa
9 270 mM, 0.3 mililitros-Arginina, Soluble
TCEP 1 mM, pH de 8.5
10 NaHPO,4 20 mM, NaCl 150 mM, Soluble

ML



10

15

20

25

86

Muestra Solubilida
Regulador
# d
EDTA 1 mM + TCEP 1 mM, pH de
6.0
NaHPQO4 20 mM, NaCl 5 mM, EDTA
11 Soluble
1TmM+ TCEP 1 mM, pH de 6.0 '
Na:HPQO4 20 mM, NaCl 5 mM, EDTA
12 Soluble
1 mM, pH de 6.0
NaHPO,4 20 mM, NaCl 5§ mM +
13. Soluble
TCEP 1 mM + pH de 6.0
Na;HPQO,4 20 mM, NaCl 5 mM, pH de
14 Soluble
6.0
Na;HPO,4 20 mM, NaCl 5 mM, pH de
15 Soluble
6.5
NaHPO,4 20 mM, NaCl 150 mM, pH
186 Soluble
de 6.0
Tabla 2. Pruebas de solubilidad y estabilidad del LVL168.

Para

mayor conveniencia del lector, en la Tabla 3 se

A3
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proporciona un compendio de las construcciones mencionadas

en la presente, y su produccion relativa.

Tabla 3
# LVL Descripcién Vector Produccién
PET19b(+
LVLOO7 His-CASB7439 largo gel-/blot+
)
pET19b(+
LVLO10 His-CASB7439 largo gel-:blot+
)
pD1/3-CASB7439-OPT- | pET21b(+
LVLO16 gel-/blot +
6His );
: pET21b(+
LVLO18 CASB7439-OPT-6His gel-/blot +
)
His-CASB7439-OPT-
Const-1 largo pET19b(+
Const-1 gel-/blot +
(truncamiento de )
direccién al nucleo)
His-poli-Pro-dominio- |} pET19b(+ gel+++/blot
LVLO55 '
trunc-OPT largo ) +++
LVLO56 His-ADN largo se pET19b(+ gel-/blot -

PLL
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# LVL Descripcién Vector Produccion
enlaza a trunc-OPT )
His-bHLH solo-OPT pET19b(+
LVLO57 gel-/blot -
largo )
PET19b(+
LVLO60 His-C7439-OPT largo gel-/blot +
)
Del-poli-Pro-dominio- pET26b(+
LvLO088 gel-/blot +
OPT-6His )
His-Del-poli-Pro- PET18b(+ gel+++/blot
LvL111
dominio-His-OPT largo ) +++
His-Del-poli-Pro- pET19b(+ gel+++/blot
LVL137
dominio-OPT largo ) +++
6His-Del-poli-Pro- PET26b(+
LVL138 gel-/blot +
dominio-OPT )
1/3pD-Del-poli-Pro- pET26b(+ gel+++/blot
LVL141
dominio-OPT-6His ) +++
enlazador mut de pET26b(+ gel+++/blot
LVL144

1/3pD-Del-poli-Pro-

+++

A4S



10

15

20

25

89

# LVL Descripcién Vector Produccion

dominio-OPTHis

Hismodif--Del-poli-pro- | pET24b(+

LVL160 gel-/blot +
doeminio-OPT )
10His-del-poli-pro- pETZ24b(+ gel+++/blot
LVL168
dominio-OPT ) +++

Tabla 3. Veéanse las abreviaturas de la Tabla 1. Se utilizan las

siguientes abreviaturas adicionales en |la Tabla 3:

trunc: Truncado.
const: Construccion.
mut: Secuencia mutada para remover aminoacidos no

relacionados entre la pD1/3 y el polipéptidc CASB7439
modificado.

enlazador: Aminoacidos no relacionados entre dos
partes de la molécula.

ADN enlace: Dominio de enlace de ADN.

bHLH solo: Dominic basico de hélice-ciclo-hélice.
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Materiales y Métodos

Expresién - Inducciones a pequeia escala:

Las cepas de E. coli BLR (DE3) se transformaron con las
construcciones mencionadas en la presente, se pusieron en
placas de agar con Caldo Luria (LB) que contenian el antibiotico
apropiado (40 microgramos/mililitro de Canamicina ¢ 100
microgramos/mililitro de carbenicilina), y se incubaron durante
la noche a 37°C. El prado bacteriano resultante se utilizd para
inocular 20 mililitros del medio de LB y la Fuente de Proteina
Alternativa (APS) con el antibidtico  apropiado (40
microgramos/mililitro de Canamicina 6 100 microgramos por
mililitro de carbenicilina), y se pusieron a 37°C hasta alcanzar
una ODsggo de 0.5 a2 1.0.

Las inducciones se hicieron mediante la adicidén de IPTG 1
mM, ya sea a 16°C o bien a 37°C. Con el objeto de inducir a
16°C, el cultivo en crecimiento se enfrié sobre hielo 1 hora
antes de inducir la expresion de la proteina recombinante. El
cultivo se puso entonces de regreso para crecer a 16°C, y se
mantuvo bajo estas condiciones durante 16 horas. Con el objeto
de inducir a 37°C, se indujo inmediatamente la expresién de las
proteinas recombinantes mediante la adicion de IPTG al cultivo
en crecimiento. La induccidon se mantuvo a 37°C durante 3

horas. Se tomaron pequefias alicuotas de 1 mililitro antes vy

WX
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después de |la induccién.

Entonces las alicuotas se centrifugaron {10 minutos, 4°C,
20000 x g), vy los granulos bacterianos se mantuvieron a -20°C
hasta el analisis. El analisis se llevé a cabo en seguida de la
extraccién de la proteina BugBuster de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante. BugBuster, elaborada por
Novagen, estd comercialmente disponible en VWR. EIl nivel de
expresion se determiné mediante tefiido con azul Coomassie de
los geles de SDS-PAGE y mediante Western blots. La
solubilidad se evalud después de la deteccion de |la proteina en
los gréanulos o en los sobrenadantes a partir de la extraccion de
la BugBuster.

Expresién - Inducciones a gran escala:

Las cepas de E. coli BLR (DE3) se transformaron con las
construcciones como se describen en la presente, se pusieron
en placas de agar y LB que contenian el antibiético apropiado, y
se incubaron durante la noche a 37°C. El prado bacteriano
resultante se utilizé para inocular el numero deseado de
matraces de 800 mililitros del medio LB-APS con el antibidtico
apropiado (40 microgramos/ mililitro de Canamicina 0 100
microgramos por mililitro de carbenicilina), y se pusieron a 37°C
hasta alcanzar una ODggo de 0.5 a 1.0. Los matraces de 2.5

litros que contenian 800 mililitros del cultivo en crecimiento se

i
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enfriaron entonces sobre hielo 1 hora antes de inducir la
expresion de la proteina recombinante mediante la adicidén de
IPTG 1 mM. Con el objeto de inducir a 16°C, el cultivo en
crecimiento se enfri6 sobre hielo una hora antes de la
induccion. Los cultivos se pusieron entonces de regreso para
crecer a 16°C, y se mantuvieron bajo estas condiciones durante
16 horas.

Los cultivos se centrifugaron (15 minutos, 4°C, 6000 x g),
y los granulos bacterianos se mantuvieron a -80°C hasta el
proceso de purificacién. También se tomaron pequenas
alicuotas de 1 mililitro antes y después de la induccion para
BugBuster, y se analizaron mediante SDS-PAGE y Western

blots antes de la purificacion.

Purificacion

Los granulos bacterianos se voivieron a suspender en el
regutador de lisis (regulador Tris 20 mM (pH de 8.0} que
contenia NaCl 500 mM, TCEP 10 mM), y una mezcla de
inhibidores de proteasa (Complete sin EDTA). Las bacterias se
lisaron ya sea mediante sonicacion utilizando una sonda de 13
milimetros en un procesador ultrasénico de células Vibra, de
Emulsifiex C3 (Avestin) o con el sistema de alteracion celular

Constant (Sistema Constant). Los componentes solubles
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(sobrenadante) e insolubles (granulos) se separaron mediante
centrifugaciéon a 20 000 g durante 20 minutos a 4°C. Debido a
gue se esperan las proteinas recombinantes CASB7439 en los
granulos, se desecharon los sobrenadantes.

Usualmente, los componentes insolubles (granulos) se
volvieron a solubilizar en regulador de bicina 50 mM, pH de 8.0,
que contenia guanidina HCI 6M, NaCl 6§00 mM, TCEP 10 mM, y
entonces se centrifugaron (20 000 x g durante 20 minutos). El
sobrenadante se cargdé en una columna His Trap de 5
mililitros(GE Healthcare) ya egquilibrada previamente en el
regulador anterior, pero bajando la concentracion de TCEP
hasta 1 mM. Después de cargarse, la columna se lavd una vez
con el mismo regulador. El agente caotropico GnHC! 6M fue
reemplazado por Urea 8M (Urea 8M, HEPES 20 mM, NaCl 500
mM, TCEP 1 mM, pH de 8.0). La elucién se llevo a cabo
utilizande un regulador de HEPES 20 mM (pH de 8.0) que
contenia Urea 8M, NaCl 500 mM, TCEP 1 mM e imidazol 250
mM. Las muestras a partir de las fracciones de la elucidn se
analizaron mediante SOS-PAGE, y se reservaron las fracciones
que contenian la proteina de interés, se concentraron en un
dispositivo centrifugo si era necesario, y se utilizaron para el
segundo paso de purificacién.

Se hicieron uno o dos pasos de SEC (cromatografia por
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exclusion de tamafos) (Superdex 200, GE Healthcare),
dependiendo de la pureza necesaria, en Urea 8M, HEPES 20
mM, NaCl 500 mM, TCEP 1 mM, pH de 8,0, antes del ultimo
paso de desalacidn. La desalacién se hizo en una columna de
desalacién G25 previamente equilibrada con el regulador de
HEPES 20 mM final (pH de 7.0) que contenia Urea 4M, NaCl
150 MMy TCEP 1 mM.

Las muestras de proteina se pusieron en alicuotas de 1
mililitro en tubos, y se almacenaron a — 80°C.

Andlisis de proteina — determinacién de la concentracion

Se determind la concentracion de proteina utilizando un
ensayo de proteina RC DC (Método de Lowry modificado de
BioRad). Este ensayo se utilizdo debido a la incompatibilidad de
algunos componentes del regulador final con los ensayos
clasicos de Lowry o BCA (alto contenido de urea y agentes
reductores). También se analizaron las cantidades conocidas de
la preparacion de la proteina final mediante SDS-PAGE,
Western blot, y para determinar el contenido de LAL con el fin
de evaluar la aglomeracion o la degradacion, 1a proteina de E.
coli, y el nivel de contaminacién con LPS.

Ejemplo 9

Validacién de Expresion de CASB7439 en los Tejidos

Normales y con Cancer Colo-Rectal (CRC)

129
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Los Solicitantes llevaron a cabo el analisis de |la reaccion
en cadena de la polimerasa cuantitativa (qQPCR) en tiempo real
de la expresion del ARNm de CASB7439 en 83 muestras de
CRC y 12 muestras de colon normal obtenidas en Corixa
Corporation. El ARNm de CASB7439 se sobre-expreso cuando
menos 10 veces en el CRC, comparandose con el colon normal
en el 63 por cientoc de las muestras de CRC probadas,
comparandose con los tejidos normales (los datos se reportan
como la proporcién de expresion promedio de CASB7439/R-
actina) (Figura 7/35). En adicién, los Solicitantes detectaron la
proteina CASB7439 mediante inmunofluorescencia (IF) en los
tejidos de CRC humanos utilizando un anticuerpo monoclional de
conejo anti-CASB7439 (40-12) (el anticuerpo se discute en
cualquier otra parte de la presente); no se detectd ninguna
proteina CASB7439 en las secciones adyacentes del tejido
normal.

Se generaron datos de expresion adicionales para
CASB7439 mediante el analisis Genelogic (Gene Microarray),
empleando las técnicas convencionales. Se encontré que el
ARNm de CASB7439 se expresa altamente en las muestras de
CRC a partir de todas las etapas de la enfermedad (no se
muestran los datos). Los Solicitantes llevaron a cabo el analisis

de la reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (qPCR)

7
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en tiempo real de la expresién del ARNm del CASB7439 en 83
muestras de CRC y 12 muestras de colon normal obtenidas en
Corixa Corporation. El ARNm de CASB7439 se sobre-expreso
cuando menos 10 veces en el CRC, comparandose con el colon
normal en el 63 por ciento de las muestras de CRC probadas,
comparandose con los tejidos normales (los datos se reportan
como la proporcién de expresiéon promedio de CASB7439/R-
actina) (Figura7/35).

La literatura independiente reporta la deteccion del
CASB7439, es decir, HASH-2, ARNm mediante hibridacion in
situ (ISH) en un nivel muy bajo en el fondo de las criptas
colonicas, pero no en cualesquiera otros tejidos normales,
exceptuando la placenta. Jubb y colaboradores (2006)
Oncogene 25: 3445-3457. En los tejidos de cancer colo-rectal
(CRC), se ha demostrado que el ARNm de CASB7439 se sobre-
expresa 15 veces en el 70 por ciento de los tejidos humanos
probados.

Expresién de la proteina CASB7439 en los Tejidos de CRC vy

en los Tejidos de Colon Normal Adyacentes

Con el objeto de analizar la expresion de la proteina
CASB7439 mediante inmunofluorescencia en los tejidos
normales y de CRC, se desarrolié un anticuerpo monocional de

conejo especifico anti-CASB7439 (40-12). Se obtuvieron
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hibridomas de conejo reproducidos contra el CASB7439 del
proveedor comercial Epitomics Inc., y fueron rastreados por los
Solicitantes. Los mAbs producidos por los hibridomas se
rastrearon primero mediante ELISA utilizando la proteina
recombinante LVL111 (SEQ ID NO: 3). La especificidad de los
mAbs se verifico mediante Western blot utilizando el LVL111 y
el lisado celular obtenido a partir de una linea celular
recombinante disefiada para expresar el CASB7439 (véase mas
adelante, TC1/CASB7439). Se evalué la expresion de la
proteina CASB7439 en los tumores de TC1/CASB7439
(cultivados en los ratones), en las células SW-620 y SW-480
(linea celular de cancer colo-rectal humano positiva para
CASB7439), y en ias células HCT-116 (linea celular de cancer
colo-rectal humano negativa para CASB7438), mediante
inmunofluorescencia con los mAbs. Se seleccioné el mAb 40-12
para la validacion de la expresién de la proteina CASB7439.

Los Solicitantes obtuvieron en NDRI (National Disease
Research Interchange, 8 Penn Center, 8" Floor, 1628 JFK
Boulevard, Filadelfia, PA 19103), las muestras de tejido
congeladas empotradas en OCT de tanto el tejido de CRC como
el tejido adyacente normal a partir de 17 individuos diferentes;
para 5 de estos individuos, también se obtuvieron los tejidos

metastasicos. Los Solicitantes rastrearon 17 tumores primarios,

g2
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17 tejidos normales adyacentes, y 5 metastasis. De los 17
tumores de CRC primarios analizados, 13 fueron positivos para
la expresiéon de la proteina CASB7439 (76.5 por ciento). Todas
estas muestras positivas para CASB7439 fueron
adenocarcinomas. Ninguno de los tejidos normales adyacentes
expresd® niveles detectables de proteina CASB7439. De los
tejidos metastasicos, 3 de 5 fueron positivos (60 por ciento)
para la expresién de la proteina CASB7439.

Se estudid la correlacién entre la proteina CASB7439 y la
expresién del ARNm en 16 tejidos de CRC mediante el analisis
de la reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa (qQPCR)
en tiempo real llevada a cabo utilizando las técnicas de rutina
tanto en los tejidos de cancer como en los tejidos de colon
normal adyacentes. E! tefido con Ki67 se utilizo como un
marcador de proliferacion. La correlacion entre la proteina
CASB7439 y la expresion del ARNm se presenta en la Figura
8/35. Las muestras de tejido que exhibieron la proteina
CASB7439 mediante inmunofluorescencia, también exhibieron
los niveles mas altos de ARNm de CASB7439.

Ejemplio 10

Inmunogenicidad del CASB7439 en los ratones:

Inmunogenicidad de células-T de CASB7439 en ratones

enddégamos
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Con el objeto de estudiar la inmunogenicidad de células-T
del CASB7439 en los ratones, se generd un banco de péptidos
mediante los métodos de sintesis de rutina, para cubrir la
secuencia entera de la proteina CASB7439 (Figura 9/35). Cada
péptido fue un 15-mer, que traslapaba al siguiente peptido por
11 aminoacidos. Con el fin de investigar las regiones
inmunodominantes, se arreglaron 14 reservas de péptidos de
acuerdo con una matriz, de tal manera que cualesquiera dos
reservas de péptidos tuvieran solamente un péptido comudn
(Figura 10/35).

Para los estudios de inmunogenicidad de células-T en los
ratones, hasta 15 ratones endégamos y hasta 10 ratones
exégamos por grupo recibieron cuatro inmunizaciones
intramusculares cada dos semanas, con diferentes dosis (de 0 a
30 microgramos) de diferentes proteinas CASB7439
recombinantes formuladas con AS01B o AS15, ambos de los
cuales son adyuvantes GSK registrados. Una vez formulado con
el antigeno, el AS01B se compone de MPL (100
microgramos/mililitro), y QS21 (100 microgramos/mililitro) en
liposomas. Una vez formulado con el antigeno, el AS15 se
compone de MPL (100 microgramos/mililitre), Q821 (100
microgramos/ mililitro), y CpG7909 (840 microgramos/mililitro)

en liposomas. Cada inmunizacién contuvo 25 microlitros de
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proteina CASB7439 recombinante mezclados con 25 microlitros
de una concentracion 2X de adyuvante. Por consiguiente, cada
raton del grupo con ASO1B recibid 5 microgramos de MPL y 5
microgramos de QS21. Cada ratén del grupo con AS15 recibié 5
microgramos de MPL, 5 microgramos de QS21, y 5 microgramos
de CpG7909. Después de la Ultima inmunizacion, se obtuvieron
los bazos o los PBLs a partir de los ratones. Para el analisis de
inmunogenicidad del CASB7439 en ratones enddgamos, se
analizaron los bazos o los PBLs individualmente o agrupados.
Para el andlisis de inmunogenicidad del CASB7439 en los
ratones exégamos CD1, cada bazo se proceso individualmente.
Los linfocitos de sangre periférica (PBLs) o los
esplenocitos aislados se volvieron a suspender en una
concentracion final de 10x10° cétulas por mililitro en el medio de
cultivo de RPM! 1640 con los siguientes aditivos: Penicilina-
Estreptomicina (1X), aminoacidos no esenciales (1X), 2-
Mercapto-etanol (55 mM), piruvato de sodio (100 mM), L-
Glutamina (200 mM). Las células se estimularon con los
péptidos a partir de la secuencia de CASB7439 (utilizados en
una concentracién finai de 1 microgramo/mililitro/péptido en
RPM! 1640 + aditivos + suero bovino fetal (FBS) inactivado por
calor al 5 por ciento). Se llevé a cabo un tedido intracelular

(ICS) para CD4, CDS8, IL-2, IL-5, IFNy y TNFa, de acuerdo con

44
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los procedimientos clasicos. Después de la estimulacion, las
células se trataron con brefeldina A y se fijaron. Ei tefido
superficial de CD4 y CD8 se hizo con anticuerpos monoclonales
especificos de CD4 y CD8. Entonces, las células se
permeabilizaron y se tifieron con anticuerpos monoclonales
especificos reproducidos contra las proteinas de IL-2, IL-5, IFNy
y TNFa. Las células se analizaron mediante citometria de flujo
utilizando un BD FACSCanto |Il. Los datos se expresan en
porcentajes de células-T CD4 o CD8 de IFNy+ y TNFa+
doblemente positivas.

Experimento de comparacién de inmunogenicidad de

Células-T de Multiples Razas de Ratones Endégamos

Los Solicitantes compararon la inmunogenicidad de la
proteina CASB7439, formulada con cualquiera de AS01B o
AS15, en los ratones endégamos C57Bl/6, Balb/C, CB6f1
(progenie de primera generacion de C57BI/6 cruzada con
ratones Balb/C), y C3H adquiridos en Charles River, Senneville,
QC, Canada. Se inmunizaron cinco ratones por grupo con 10
microgramos de la proteina CASB7439 recombinante (LVL111)
formulada con cualquiera de AS01B o AS15. Los bazos se
recolectaron y se reservaron (una reserva de cinco bazos por
grupo). En la Figura 11/35 se presenta la respuesta de las

células-T CD4 (IFNy+ y TNFa+ doblemente positivos) al LVL111

420
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para cada raza, para la formulacién del ASC1B, y en la Figura
12/35 para la formulacion del AS15. No se observd ninguna
respuesta de las células-T CD8 (IFNy+ y TNFa+ doblemente
positivos) en cualquiera de las cuatro razas de ratones
enddgamos.

Los péptidos inmunodominantes CASB7439
identificados en ratones endégamos inmunizados con
CASB7439+AS15 se presentan en la Figura 13/35. Los péptidos
inmuncdominantes y las regiones correspondientes de la SEQ
ID NO: 13 son:

. C57BI/6: péptido 39 (SEQ ID NO: 91) (aminoacidos
153 a 167 de la SEQ ID NO: 13).

. Balb/c: péptido 24 (aminoacidos 93 a 107 de la SEQ
ID NO: 13).

. CB6f1: péptidos 7-8 (aminoacidos 25 a 43 de la SEQ
ID NO: 13), y 23-24 (aminoacidos 89 a 107 de la SEQ |D NO:
13).

. C3H: péptidos 9-11 (aminoacidos 33 a 55 de la SEQ
ID NO: 13), 16-19 (aminoacidos 61 a 87 de la SEQ ID NO: 13), vy
41-43 (aminoacidos 161 a 183 de la SEQ ID NO: 13).

Estudios de Inmunogenicidad de Células-T de LVL111,

LVL168 v LVL144 en Ratones Endégamos

Se estudié la inmunogenicidad de LVL111, LVL168, y

129
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LVL144 en los ratones CB6f1 endégamos. En este experimento,
se inmunizaron cinco ratones por grupo (Charies River,
Senneville, QC, Canada) cuatro veces cada dos semanas con
las proteinas CASB7439 recombinantes (LVL111, LVL168 vy
LVL144) formuladas con AS15. Cada inmunizacion contuvo 25
microlitros de la proteina CASB7439 recombinante mezclados
con 25 microlitros de una concentracion 2X de adyuvante, como
se describe en cualquier otra parte en la presente. Las
respuestas de células-T CD4 y CD8 (IFNy y TNFa doblemente
positivos) se midieron mediante teiido intracelular y analisis de
citometria de flujo en los ratones CB6f1 enddgamos
individuales, después de la reestimulacion de los esplenocitos
con la matriz peptidica de CASB7439. (No se muestran los
datos) Las inmunizaciones c¢on las tres construcciones
desencadenaron una respuesta inmunitaria de células-T CD4
contra las mismas regiones inmunogénicas (aminoacidos 25 a
43 de la SEQ ID NO: 13 y aminoacidos 89 a 107 de la SEQ ID

NQ: 13) en los ratones endégamos CB6f1.

Ilnmunogenicidad del CASB7439 en los ratones:

Inmunogenicidad de_células-T de CASB7439 en_ratones

exégamos

Los ratones exdgamos CD1 (Charies River, Senneville,

QC, Canada) se inmunizaron cuatro veces cada dos semanas

REY
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con la proteina CASB7439 recombinante (LVL111) formulada
con cualquiera de AS01B o AS15. Cada inmunizaciéon contuvo
25 microlitros de la proteina CASB7439 recombinante
mezclados con 25 microlitros de una concentracion 2X de
adyuvante, como se describe en cualquier otra parte en la
presente. Las respuestas de células-T CD4 y CD8 (IFNy y TNFa
doblemente positivos) se midieron mediante tefido intraceluiar y
analisis de citometria de flujo in los ratones CD1 individuales,
después de la reestimulacién de los esplenocitos con la matriz
peptidica de CASB74309.

Las Tablas de los péptidos inmunogénicos CD4 de
CASB7439 identificados en ratones exdégamos inmunizados con
cualquiera de CASB7439+AS01B o CASB7439+AS15 se
presentan en la Figura 14/35, arriba y abajo, respectivamente.
Las regiones inmunogénicas de céiulas-T CD4 identificadas en
ios ratones exégamos CD1 cubren las siguientes regiones del
CASB7439 (expresadas en términos de las posiciones de
aminoacidos de la SEQ !D NO: 13): péptidos 8-10 (aminoacidos
29 a 51 de la SEQ ID NO: 13), péptidos 16-18 (aminoacidos 61
a 83 de la SEQ ID NO: 13), y péptidos 24-26 (aminoacidos 93 a
115 de la SEQ ID NO: 13). Las regiones inmunodominantes de
células-T CD8 identificadas en los ratones exdégamos CD1

cubren las siguientes porciones de CASB7439 (SEQ ID NO: 13):
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péptidos 16-18 (aminodacidos 61 a 83 de la SEQ ID NO: 13),
péptidos 24-26 (aminoéacidos 93 a 115 de la SEQ ID NO: 13), y
péptido 32 (aminoacidos 125 a 139 de 1a'SEQ ID NO: 13). (No
se muestran [os datos.)

Estudios de Inmunogenicidad de Células-T de LVL111,

LVL168 v LVL144 en Ratones Exégamos

Las respuestas de células-T CD4 y CD8 mediadas por
CASB7439+AS15 inducidas por LVL111, LVL168 y LVL144 se
probaron en los ratones CD1 exdgamos individuales adquiridos
en Charles River, Senneville, QC, Canada. Cinco ratones por
grupo recibieron cuatro inmunizaciones intramusculares cada
dos semanas compuestas de 10 microgramos de la proteina
CASB7439 recombinante (LVL111, LVL168 o LVL144) formulada
con AS15. Cada inmunizacion contuvo 25 microlitros de la
proteina CASB7439 recombinante mezclados con 25 microlitros
de una concentracién 2X de adyuvante, como se describe en
cualquier otra parte en la presente. Cinco ratones del grupo de
control se inmunizaron con un regulador de solucion salina.

os semanas después de la cuarta inmunizacién, los
ratones se sacrificaron. Las respuestas de células-T CD4 y CD8
(IFNy y TNFa doblemente positivos) se midieron mediante
teAido intracelular y andlisis de citometria de flujo después de la

re-estimulacion de los esplenocitos con cuatro reservas de

4éz



10

15

20

25

106

péptidos (reserva 1: péptidos 8-9-10, reserva 2: péptidos 16-17-
18, reserva 3: péptidos 24-25-26 y reserva 4: péptidos 30-31-
32). Los datos se presentan en la Figura 15/35. Las mismas
regiones inmunogénicas de células-T CD4 de la SEQ ID NO: 13,
especificamente los péptidos 16-18 (aminoacidos 61 a 83 de Ia
SEQ ID NO: 13), y péptidos 24-26 (aminoacidos 93 a 115 de la
SEQ ID NO: 13) se activaron después de las inmunizaciones
con cada una de las tres construcciones de CASB7439
formuladas con AS15.

Estudios de Inmunogenicidad de Células-T de los LVL144 y

LVL168 en Ratones Transgénicos HLA A2.1/DR1

Las respuestas de células-T CD4 y CD8 mediadas por
CASB7439+AS15 inducidas por dos construcciones (LVL168 o
LVL144) se probaron en los ratones transgénicos HLA A2.1/DR1
reservados (3 reservas de 3 ratones) adquiridos en el Pasteur
Institute, Paris, Francia. 9 ratones por grupo recibieron cuatro
inmunizaciones intramusculares cada dos semanas, compuestas
de 6.25 microgramos de LVL168 & 10 microgramos de LV0L144,
formulados con AS15. Cada inmunizacion contuvo 25 microlitros
de la proteina CASB7439 recombinante mezclados con 25
microlitros de una concentracién 2X de adyuvante, como se
describe en cualquier otra parte en la presente. Dos ratones del

grupo de control se inmunizaron con el adyuvante solo.
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Dos semanas después de la cuarta inmunizacién, los
ratones se sacrificaron. Las respuestas de células-T CD4 y CD8
(IFNy y TNFa doblementé positivos) se midieron mediante
tefiido intracelular y analisis de citometria de flujo despues de
los PBLs y la re-estimulacion de los esplenocitos con 7 reservas
de péptidos que cubrian la secuencia de CASB7439 entera
[reserva 1: péptidos 1-7 (SEQ ID NOs: 53-59), reserva 2:
péptidos 8-14 (SEQ ID NOs: 60-66), reserva 3: péptidos 15-21
(SEQ ID NOs: 67-73), reserva 4: péptidos 22-28 (SEQ ID NOs:
74-80), reserva 5. péptidos 29-35 (SEQ ID NOs: 81-87), reserva
6: péptidos 36-42 (SEQ ID NOs: 88-94), y reserva 7: péptidos
43-46 (SEQ 1D NOs: 95-98)]. Mas aan, el péptido
inmunodominante de HLA DR humano 24 (SEQ ID NO: 76) se
prob6 individualmente. Los resultados presentados en las
Figuras 16 a 19 muestran que se activa la misma region
inmunodominante de células-T CD4 y CD8 T (péptidos 22-28 +
péptido 24) después de las inmunizaciones con cada una de las
dos construcciones de CASB7439 formuladas con AS15. Por
consiguiente, el péptido 24 tambien es un péptido
inmunodominante de HLA A2.1 humano. Estos resultados se
confirmaron en un segundo experimento en donde se utilizaron
los mismos péptidos de CASB7439 para reestimular los

esplenocitos obtenidos a partir de 5 ratones individuales por
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grupo inmunizados con cualquiera de LVL168 o LVL144
formulados con AS15. (No se muestran los datos.)

Inmunogenicidad del CASB7439 en los ratones: Estudios d

Respuesta Humoral Mediada por CASB7439 CB6f1 en

Ratones

Se evaluo la respuesta humoral mediada por CASB7439 a
10 microgramos de CASB7439 (LVL111} formulado con
cualquiera de AS01B o AS15, utilizados en una dosis de 1/10 de
la humana, en los ratones CB6f1 enddgamos (Charles River,
Senneville, QC, Canada). Diecinueve ratones por grupo
recibieron cuatro inmunizaciones intramusculares cada dos
semanas. Cada inmunizacién contuvo 25 microlitros de la
proteina CASB7439 recombinante mezclados con 25 microlitros
de adyuvante (concentracién 2X). Los ratones se sangraron
justo antes de cada inmunizacion y dos semanas después de la
cuarta inmunizacién. En otro experimento, se evalud la
respuesta humoral mediada por CASB7439 a los LVL111,

LVL168 o LVL144 en los ratones CB6f1 endégamos (Charles

River, Senneville, QC, Canada). Cincuenta ratones por grupo

recibieron cuatro inmunizaciones intramusculares cada dos
semanas con 10 microgramos de la proteina CASB7439
recombinante (LVL111, LVL168 o LVL144) formulada con AS15,

o el AS15 solo como un grupo de control. Cada inmunizacién

42=
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contuve 25 microlitros de la proteina CASB7439 recombinante
mezclados con 25 microlitros de una concentracién 2X de
adyuvante, como se describe en cualquier otra parte en la
presente. Los ratones se sangraron dos semanas después de la
cuarta inmunizacion.

Las titulaciones de anticuerpos I1gG1 e 1gG2a anti-
CASB7439 en suero se determinaron mediante ELISA, de
acuerdo con los procedimientos convencionales. Dicho de una
manera breve, la proteina CASB7439 recombinante se recubrid
en una placa de 96 pozos en suero regulado con fosfato (PBS).
Después del bloqueo con albuimina de suero bovino al 1 por
ciento en suero regulado con fosfato (PBS)-Tween (al 0.1 por
ciento), el suero de los ratones inmunizados se incubsd en las
placas durante una hora a 37°C. Después de lavar |la placa, se
agrego un anticuerpo de ratén marcado con anticuerpo de cabra
anti-lgG1 o 1gG2a-HRP especifico (Southern Biotech
Associates, Birmingham, AL, EUA) durante una hora a 37°C.
Después de lavar la placa, se agregd un reactivo de sustrato
TMB (BD Pharmingen, Mississauga, ON, Canadd) durante 15
minutos. La reaccidn colorimétrica se interrumpié mediante la
adicion de acido sulfurico 1M. La OD se mididé a 450 nandometros
utilizando un espectrofotometro Spectramax (Moiecular Devices,

Sunnyvale, CA, EUA). La titulacion de anticuerpos se determind
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con una curva estandar, utilizando los anticuerpos de captura
IgG, 1gG1 o 1gG2a en total especificos y un suero de raton
interno positivo para CASB7439.

La Figura 20/35 ilustra el analisis del transcurso del
tiempo de las titulaciones de los anticuerpos 1IgG1 e 1gG2a en el
suero de los ratones inmunizados con CASB7439 (LVL111)
formulados con cualquiera de AS01B o AS15. Los datos
demuestran que AS15 desencadena una Th1 mas alta ( una
proporcién de 1gG2a/lgG1 aproximadamente 10 veces mas alta
después de 4 inmunizaciones, comparandose con ASO1B (IgG2a
es un marcador subrogado de la respuesta inmunitaria tipo 1).
Como se muestra en la Figura 21/35, la proteina CASB7439
formulada con AS15 desencadena una respuesta muy fuerte de
los anticuerpos 1gG1 e IgG2a en los ratones CB6f1 enddgamos,
cualquiera que sea la construccion utilizada (LVL111, LVL168 o

LVL144).

Inmunogenicidad de CASB7439 en los Ratones: Respuesta

Humoral Mediada por CASB7439 - Estudios en Ratones CD1

Se evalué la respuesta humoral mediada por CASB7439
después de Ias inmunizaciones con CASB7439 (LVL111, LVL168
o LVL144) en los ratones CD1 exdgamos (Charles River,
Senneville, QC, Canada). Diez ratones por grupo recibieron

cuatro inmunizaciones intramusculares cada dos semanas con
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10 microgramos de la proteina CASB7439 recombinante
(LVL111, LVL168 o LVL144) formulada con AS15 (o AS15 solo
como un grupo de control). Cada inmunizacién contuvo 25
microlitros de la proteina CASB7439 recombinante mezclados
con 25 microlitros de una concentracion 2X de adyuvante, como
se describe en cualquier otra parte en la presente.

Dos semanas después de la cuarta inmunizacion, los
ratones se sangraron, y se determinaron las titulaciones totales
en suero de IgG anti-CASB7439 mediante un ELISA, como ya se
describié. Los ratones CD1 inmunizados con diferentes
construcciones de CASB7439 (LVL111, LVL168 o LVL144)
desarrollan una respuesta inmunitaria humoral especifica de
CASB7439 muy fuerte (Figura 22/35). Los datos indican que se
indujo una titulacion total de 1gG anti-CASB7439 de 8 a 10
veces mas alta mediante el LVL144, comparandose con los

LVL168 y LVL111, respectivamente, en los ratones exégamos

CD1.
Ejemplo 11

Eficacia Anti-Tumoral de CASB7439 ASCI en los Ratones:

Desarrollo de Modelo de Tumor de Murino

Se desarrolld un modelo de tumor de murino que expresa
la proteina CASB7439 utilizando células tumorales de murino

TC-1 o células de cancer colo-rectal de murino MC38 para

4§26
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estudiar la protecciéon de tumores in vivoe mediada por
CASB7439 en los ratones. Las células tumorales TC-1 fueron
amablemente proporcionadas por T. C. Wu (Johns Hopkins
University, Baltimore, MD). Se generaron a partir de celulas
primarias de pulmén de los ratones C57BI/6 mediante la
transferencia sucesiva de los genes E6 y E7 de HPV16, y un
oncogén ras activado, como se describe anteriormente (Lin y
colaboradores (1996) Cancer Res. 1 de Enero; 56(1): 21-6. Las
células MC38, una linea celular de adenocarcinoma colo-rectal
de murino, se adquirieron en ATCC (Manassas, VA).

Estas ceélulas se transfectaron establemente con una
construccidon que codificaba CASB7439 utilizando el reactivo
transfectante no liposomal Fugene-6 (Roche, Mississauga, ON,
Canada), de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.
Dicho de una manera breve, un plasmido (pcDNA3.1/Zeocina)
que codificaba para la secuencia entera de la proteina
CASB7439, y que contenia un gen de resistencia a Zeocina, se
mezcld con Fugene-6, y se agregoé encima de tlas células
tumorales TC-1 o MC38 en un medio sin suero durante la noche.
Después de la transfeccion, las células se dejaron recuperarse
durante 24 horas en el medio de cultivo + suero bovino fetal
(FBS) inactivado por calor al 10 por ciento. Las celulas

entonces se cosecharon y se distribuyeron en placas de 96
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pozos (50 microlitros de suspensién celular por pozo) para las
diluciones limitantes. Después de la siembra de células, el
medio fue reemplazado con el medio de cultivo + suero bovino
fetal (FBS) inactivado por calor al 10 por ciento que contenia
100 microgramos/ mililitro de Zeocina (Invitrogen, Burlington,
ON, Canada). Después de la seleccion, cada clon se cosecho y
se dejo crecer en placas de 24 pozos, y se congelo. La
expresion del ARNm de CASB7439 en las celulas
TC1/CASB7439 y MC38/CASB7439 se verific6 mediante
reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (gPCR) en
tiempo real, utilizando los cebadores y la sonda TagMan
especificos de CASB7439. Las reacciones en cadena de |la
polimerasa cuantitativas (qPCR) en tiempo real se llevaron a
cabo con un kit de reaccién TagMan utilizando una maquina
TagMan 7900 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). La
expresion de la proteina CASB7439 se evalud mediante Western
blot e inmunofluorescencia, utilizando un anticuerpo monoclonal
especifico anti-CASB7439 (40-12).

La poblacién de células TC-1/CASB7439#14 no es
completamente clénica sino que, mas bien, estd compuesta de
cuando menos dos subclones diferentes. Por consiguiente, se
hizo otro paso de dilucién limitante con el objeto de generar una

poblacion de células TC-1/CASB7439 completamente clénica:

140
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las células TC-1/CASB7439#14-2.

Con el fin de determinar la dosis 6ptima de células TC-1 o
MC38 para estimular el tumor en los ratones, se inyectaron
diferentes dosis de las células (desde 1 x 10° hasta 2 x 10°
células por raton) en los ratones enddgamos CB6f1. La dosis
optima se determin¢é en 2.5 x 10° células por ratén para los
estimulos con TC-1/CASB7439#14 y TC1/CASB7439#14-2; se
encontré que 1 x 10° células por ratén era Optimo para el
estimulo con las células MC38/CASB7439#35.

Eficacia Anti-tumoral en los Ratones: Inmunizaciones y

Experimentos de Estimulo

Se disefid una serie de cuatro estudios (1.1-1.4) para
evaluar la proteccion de tumores in vivo mediada por
CASB7439. En términos generales, en cada uno de estos cuatro
estudios, a los grupos de ratones CBG6f1 se les dieron cuatro
inmunizaciones intramusculares a intervalos de dos semanas,
con diferentes dosis (0, 1, 10 6 30 microgramos) de la proteina
CASB7438 recombinante especifica seleccionada para el
estudio, formulada con cualquiera de AS01B o AS15 en una
concentracién final como se describe en cualquier otra parte de
la presente, con un regulador de solucidn salina, con la proteina
CASB7439 sola, o con los adyuvantes solos. Dos semanas

después de la cuarta inmunizacién, los ratones CB6f1 se
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estimularon mediante una inyeccién subcutanea con 250,000
células TC-1/CASB7439 #14, 100,000 células
MC38/CASB7439#35 o 250,000 céluias tumorales TC-
1/CASB7439 #14-2. Después del estimulo, el tamafio de los
tumores se midid tres veces por semana para cada ratéon. De
acuerdo con el protocolo, los ratones con tumores mayores de
200 mm? se sacrificaron. Entonces se graficaron las curvas de
sobrevivencia.

Se llevaron a cabo tres estudios adicionales (2.1-2.4) para
investigar dosis diferentes de 0, 1, 10 6 30 microgramos de la
proteina CASB7439 recombinante. El estudio 2.4 evalud la
correlacion entre 'a inmunogenicidad y la proteccidon de tumores
de CASB7439 en los ratones C57B1/6 machos y hembras; se
evaluaron en paraleio los ratones CB6f1.

Los estudios 1.1-2.4 se describen con mayor detalle en
seguida.

Estudio #1.1

Los Solicitantes investigaron la proteccién de tumores
conferida por la inmunizacién con LVL111 (1 6 10 microgramos)
formulado con cualquiera de ASQ1B o AS15, contra un estimulo
con TC1/CASB7439 #14 en los ratones CB6f1. Diez ratones por
grupo se inmunizaron intramuscularmente cuatro veces a

intervalos de dos semanas con la proteina CASB7439
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recombinante (LVL111) formulada con cualquiera de AS01B o
AS15, en una concentraciéon final como se describe en cualquier
otra parte en la presente. También se probaron dos grupos de
control inmunizados con cualquiera de un regulador de solucion
salina o la proteina CASB7439 sola. Dos semanas después de
la cuarta inmunizacién, cada raton se estimuld
subcutaneamente con 250,000 células TC-1/CASB7439#14.

El crecimiento tumoral fue seguido durante 42 dias, pero
no se graficaron curvas de sobrevivencia debido a que se
sacrificaron muy pocos ratones en el dia 42. Sin embargo, se
graficaron las curvas del crecimiento tumoral para cada grupo.
La Figura 23/35, paneles superior e inferior, presenta las curvas
del crecimiento tumoral obtenidas con las formulaciones de
AS01B y AS15, respectivamente. (Nota: AS15 esta mal
identificado en esta Figura como “AS015".) Las curvas muestran
que, en los ratones CB6f1 que recibieron la proteina CASB7439
formulada con cualquiera de AS01B o AS15, el crecimiento
tumoral por TC1/CASB7439#14 es mas lento.

Estudio #1.2

Los grupos de catorce ratones recibieron una dosificacion
diferente de LVL111 (1, 10 y 30 microgramos), o el control. Los
ratones se inmunizaron intramuscularmente cuatro veces a

intervalos de dos semanas con las diferentes dosis de LVL111
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formulado con cualquiera de AS01B o AS15, en wuna
concentracion final como se describe en cualquier otra parte en
la presente. También se inmunizaron cuatro grupos de control
con AS(01B-solamente, AS15-solamente, regulador de solucion
salina-solamente, 6 30 microgramos de LVL111-solamente. Dos
semanas después de la cuarta inmunizacién, cada raton se
estimulé  subcutaneamente con 250,000 células TC-
1/CASB7439#14. Después del estimulo, el tamafo de los
tumores se midid tres veces por semana para cada raton. De
acuerdo con el protocolo, los ratones con tumores mayores de
200 mm? se sacrificaron. Se trazé una curva de sobrevivencia.

Los resultados indican que los ratones inmunizados con
LVL111 formulado con AS15 estuvieron mejor protegidos contra
un estimulo tumoral de TC1/CASB7439#14 que los ratones
inmunizados con el LVL111 formulado con ASO1B. Los
resultados éptimos en los ratones CB6f1 se obtuvieron con 10
microgramos de LVL111 formulado con AS15. Véase la Figura
24/35.
Estudio #1.3

Treinta y ocho ratones CB6f1 por grupo se inmunizaron
intramuscularmente cuatro veces a intervalos de dos semanas
con 10 microgramos de LVL111, LVL168 o LVL144 formulados

con AS15, en una concentracion final como se describe en
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cualquier otra parte en la presente. También se probé un grupo
de contro! inmunizado con AS15 solo.

Dos semanas después de la cuarta inmunizacion,
veintiocho ratones se estimularon subcutaneamente con
250,000 células TC-1/CASB7439#14 vy los diez ratones
restantes se estimularon subcutaneamente con 100.000 células
MC38/CASB7439#35. Después del estimulo, se midid ei tamafo
de los tumores tres veces por semana para cada ratc’m. De
acuerdo con el protocolo, los ratones con tumores mayores de
200 mm? se sacrificaron. Los resultados indican que los LVL111,
LVL168 y LVL144 formulados con AS15, son todos protectores
contra un  estimulo con TC1/CASB7439#14 o] con
MC38/CASB7439#35. Véase la Figura 25/35.

Estudio #1.4

Sesenta y seis ratones CB6f1 por grupo se inmunizaron
intramuscularmente cuatro veces a intervalos de dos semanas,
con 10 microgramos de los LVL168 o LVL144 formulados con
AS15, en una concentracion final como se describe en cualquier
otra parte en la presente. También se probd un grupo de control
inmunizado con AS15 solo.

Dos semanas después de la cuarta inmunizacion, veintidds
ratones por grupo se estimularon subcutaneamente ya sea con

250,000 células TC-1/CASB7439#14 (poblaciéon no cldnica),
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250,000 células TC-1/CASB7439#14-2 (poblaciéon clénica), ©
100,000 células MC38/CASB7439#35. Después del estimulo, el
tamafo de los tumores se midid tres veces por semana para
cada raton. De acuerdo con el protocelo, los ratones con
tumores mayores de 200 mm? se sacrificaron. El estimulo con
TC1/CASB7439#14-2 parecidé ser mas agresivo que el estimulo
con TC1/CASB7439#14, como fue evidenciado por la muerte
mas temprana de los ratones de control, y por la ausencia de un
efecto protector distinguible en este estudio particular. Véanse
las Figuras 26/35. Los siguientes experimentos se llevaron a
cabo con la linea celular TC-1/CASB7439#14-2 mas agresiva,
como se describe en cualquier otra parte en la presente.

Estudio #2.1

Quince ratones CB6f1 por grupo se inmunizaron
intramuscularmente cuatro veces con diferentes dosis
equimolares de cualquiera de LVL168 o LVL144 formulados con
AS15, en una concentracién final como se describe en cualquier
otra parte en la presente. Para el LVL168, se utilizaron las
siguientes dosis de antigeno: 0.77, 1.5, 3.1 y 6.25 microgramos
por ratén. Para el LVL144, se utilizaron las siguientes dosis de
antigeno: 1.25, 2.5, 5 y 10 microgramos por ratén. También se
probd un grupo de control inmunizado con AS15 solo. Dos

semanas después de la cuarta inmunizacién, todos los ratones

e



10

15

20

25

120

se estimularon subcutaneamente con 250.000 células TC-1/
CASB7439 #14-2 (poblacion clonica). Después del estimulo, el
tamafio de los tumores se midio tres veces por semana para
cada ratén. Los ratones con tumores mayores de 289 mm? (17
milimetros X 17 milimetros) se sacrificaron. Se trazaron las
curvas de sobrevivencia para cada grupo. Véase l|la Figura
27/35, la cual ilustra las curvas de sobrevivencia obtenidas con
las dosis equimolares de LVL168 y LVL144, formulados con
AS15, después de un estimulo tumoral con TC1/CASB7439 #14-
2. TF representa los ratones sin tumor. En comparacion con el
grupo de control con AS15, los cuatro conjuntos de dosis
equimolares de LVL144 y LVL168 parecen inhibir el crecimiento
tumoral de una manera similar en los ratones CB6f1.

Estudio # 2.2

Quince ratones C57BI/6 por grupo se inmunizaron
intramuscularmente cuatro veces con diferentes dosis
equimolares de LVL16870 LV0L144 formulados con AS15, en una
concentracion final como se describe en cualquier otra parte en
la presente. Para el LVL168, se utilizaron las siguientes dosis
de antigeno: 0.77, 1.5, 3.1 y 6.25 microgramos por raton. Para
el LVL144, se utilizaron las siguientes dosis de antigeno: 1.25,
2.5, 5y 10 microgramos por ratén. Como los grupos de control,

los ratones también se inmunizaron con el AS15 solo, 0 con un
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regulador. Dos semanas después de la cuarta inmunizacion,
todos los ratones se estimularon subcutaneamente con 250.000
células TC-1/CASB7439 #14-2 {(poblaciéon clénica). Después del
estimulo, el tamafio de los tumores se midid tres veces por
semana para cada raton. Los ratones con tumores mayores de
289 mm? (17 milimetros X 17 milimetros) se sacrificaron. Se
trazaron las curvas de sobrevivencia para cada grupo. Véase la
Figura 28/35, la cual ilustra las curvas de sobrevivencia
obtenidas con las diferentes dosis equimolares de LVL168 y
LVL144, formulados con AS15, después de un estimulo tumoral
con TC1/CASB7439 #14-2. TF representa los ratones sin tumor.
En contraste con los estudios conducidos con los ratones
CB6f1, en el presente estudio, no se observé ninguna diferencia
estadisticamente significativa entre la sobrevivencia de los
ratones C57BI1/6 de los grupos inmunizados, el grupo con AS15,
o el grupo con regulador.
Estudio # 2.3

Quince ratones CB6f1 por grupo se inmunizaron
intramuscularmente cuatro veces con diferentes dosis
equimolares de LVL168 o LVL144 formulados con AS15, en una
concentracién final como se describe en cualquier otra parte en
la presente. Para el LVL168, se utilizaron las siguientes dosis:

0.04, 0.19, 0.77, 1.5, 3.1 y 6.25 microgramos por ratén. Para el

448
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LVL144, se utilizaron las siguientes dosis: 0.078, 0.31, 1.25,
2.5, 5 y 10 microgramos por ratén. También se probd un grupo
de control inmunizado con AS15 solo. También se utilizaron
ratones limpios como un segundo grupo de control. Dos
semanas después de la cuarta inmunizacion, todos los ratones
se estimularon subcutédneamente con 250,000 células TC-
1/CASB74394#14-2 (poblacién clénica). Después del estimulo, el
tamafio de los tumores se midi¢ tres veces por semana para
cada ratén. Los ratones con tumores mayores de 289 mm? (17
milimetros X 17 milimetros) se sacrificaron. Se trazaron las
curvas de sobrevivencia para cada grupo. Véanse las Figuras
29/35 y 30/35, las cuales ilustran las curvas de sobrevivencia
obtenidas con las diferentes dosis equimolares de LVL168 y
LVL144, formulados con AS15, después de un estimulo tumoral
con TC1/CASB7439 #14-2. TF representa los ratones sin tumor,

Las dos dosis equimolares mas bajas probadas no
parecieron inhibir de una manera significativa el crecimiento
tumoral. En las cuatro dosis mas altas, se observé mayor
protecciéon de tumores en los ratones inmunizados con LVL168

mas AS15, comparandose con el LVL144 mas AS15.

Estudio # 2.4

Se investigé adicionalmente la falta de proteccién

observada en los ratones C57BI/6 inmunizados con CASB7439
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formulado con AS15 contra un estimulo tumoral con
TC1/CASB7439 #14-2, como se observé en el estudio # 2.2
Quince ratones CB6f1 o C57BIl/6 por grupo se inmunizaron
intramuscularmente cuatro veces con 1 microgramo de LVL168
formulado con AS15, en una concentracion final como se
describe en cualquier otra parte en la presente. Los grupos de
ratones machos y hembras inmunizados con 1 microgramo de
LVL168 + AS15 se estudiaron por separado. También se
probaron grupos de ratones machos y hembras de control
separados inmunizados con AS15 solo.

Se obtuvieron sangrias parciales 7 dias después de la
cuarta inmunizacién, y se determinaron las titulaciones de
anticuerpo de IgG anti-CASB7439 total en suero mediante un
ELISA, como se describe en el Ejemplo 10. Se obtuvieron
respuestas de células-T CD4 especificas de CASB7439
similares (aproximadamente 1 x 10° nanogramos/mililitro de 19G
total) en los ratones CB6f1 tanto machos como hembras,
inmunizados con LVL168 + AS15; no se detectd respuesta
alguna al anticuerpo en los ratones C57BI/6. Véase la Figura
33/35.

. Se obtuvieron sangrias parciales 14 dias después de la
cuarta inmunizacién. Las respuestas de células-T CD4 y CD8

(IFNy y TNFa doblemente positivos) se midieron mediante
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tefiido intracelular y analisis de citometria de flujo, como se
describe en el Ejemplo 10, después de que se volvieron a
estimular los PBLs a partir de cualquiera de los ratones CB6f1 o
C57BI/6 (5 reservas de 3 ratones por grupo) con una reserva de
péptidos que cubrian la secuencia de CASB7439 entera. En
adicién, el péptido 39 (SEQ ID NO: 91) se probd con los PBLs a
partir del C57BI1/6. Se obtuvieron respuestas de células-T CD4
especificas de CASB7439 (frecuencia de aproximadamente el
0.1 por ciento) en los ratones CB6f1, tanto machos como
hembras, inmunizados con LVL168 + AS15; se obtuvo una
respuesta de células-T CD8 especifica de CASB74389
(frecuencia del 0.05 por ciento) solamente en los ratones
machos. Véanse las Figuras 34/35 y 35/35, paneles superiores.
No se detectd respuesta alguna de células-T CD4 ¢ CD8
especifica de CASB7439 en los ratones C57Bl/6 inmunizados
con 1 microgramo de LVL168 + AS15 después de volver a
estimular los PBLs con una reserva de péptidos que cubrian la
secuencia de CASB7439 entera o el péptido 39 de CASB7439
(SEQ ID NO: 91) (aminoacidos 153 a 167 de la SEQ ID NO: 13).
Véanse las Figuras 34/35 y 35/35 (paneles inferiores). Observe
que el péptido 39 de CASB7439 (SEQ ID NO: 91) se utilizé aqui
de una manera independiente, debido a que anteriormente se

habia identificado como un péptido inmunogénico de células-T
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CD4 bajo en los esplenocitos de los ratones C57Bl/6
inmunizados cuatro veces con 10 microgramos de LVL168 +
AS15. Véase la Figura 13 en el Ejemplo 10.

Dos semanas después de la cuarta inmunizacion, todos los
ratones se estimularon subcutaneamente con 250,000 células
TC-1/CASB7439#14-2. Después del estimulo, el tamafo de los
tumores se midio tres veces por semana para cada raton. Los
ratones con tumores mayores de 289 mm? (17 milimetros X 17
milimetros) se sacrificaron. Se trazaron las curvas del
crecimiento tumoral y de sobrevivencia para cada grupo. Las
Figuras 31/35 y 32/35 ilustran, respectivamente, las curvas del
crecimiento tumoral y de sobrevivencia obtenidas con los
ratones CB6f1 o C57BIl/6 machos y hembras inmunizados con 1
microgramo de LVL168 o LVL144, formulados con AS15,
después de un estimulo tumoral con TC1/CASB7439 #14-2. Los
resultados indican que el CASB7439 + AS15 tiende a
proporcionar un crecimiento tumoral mas lento y una mejor
sobrevivencia en los ratones CB6f1 machos, comparandose con
los ratones CB6f1 hembras, pero que no tiene efecto alguno
sobre la proteccion de tumores en los ratones C57BI/6. La falta
de proteccidén de tumores del CASB7439 en los ratones C57BI/6
corresponde a la ausencia de células-T CD4 y CD8 especificas

de CASB7439 detectables, asi como a la ausencia de una
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respuesta de anticuerpo especifica de CASB7439 detectable en
los ratones C57BI/6. Esto indica que, bajo las condiciones
experimentales empleadas, los ratones C57BI/6 no son un
modelo de ratéon ideal para estudiar la inmunogenicidad y la
proteccion de tumores por parte del CASB7439. Por otra parte,
en los ratones CB6f1, la proteccién de tumores del CASB7439
observada corresponde a la presencia significativa de células-T
CD4 especificas de CASB7439 |[véanse los péptidos
inmunogénicos 7-8 (aminoacidos 25 a 43 de la SEQ 1D NO: 13),
y 23-24 (aminoéacidos 89 a 107 de la SEQ ID NO: 13) Figura
13/35, Ejemplo 10] y de células-T CD8 especificas de
CASB7439, asi como a la respuesta del anticuerpo especifica

de CASB7439.
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SECUENCIAS:

SEQ ID NO: 1

Proteina LV0L0O55
MGHHHHHHHHHHSSGHIDDDDKHMDGGTLPRSAPPAPPVPVGC
AARRRPASPELLRCSRRRRPATAETGGGAAAVARRNERERNRY
KLVNLGFQALRQHVPHGGASKKLSKVETLRSAVEYIRALQRLLAE
HDAVRNALA

SEQ ID NO: 2

ADN DE LVLOS5
atgggccatcatcatcatcatcatcatcatcatcacagcagcggccatatcgacgacgac
gacaagcatatggatggtggcaccctgcecgegtagegetecgecggeaccgecggtte
cggttggttgtgecggegegtegtegtccggegageccggaactgetgegttgecagecgte
gtcgecgtccggecaccgeggaaaccggtggtggtgeggeageggttgegegtegtaa
cgaacgtgaacgtaaccgtgtgaaactggtgaacctgggctttcaggecgetgegtcagce
atgtgccgcatggcggtgcgagcaaaaaactgagcaaagtggaaaccctgegtageg
cggtggaatataticgtgcgetgecaacgtctgctggecgaacatgatgeggtgegtaacg
cgctggcctaa

SEQ ID NO: 3

Proteina LVL111
MGHHHHHHHHHHSSGHIDDDDKHMDGGTLPRSAPPAPPVPVGC
AARRRPASPELLRCSRRRRPATAETGGGAAAVARRNERERNRY
KLVNLGFQALRQHVPHGGASKKLSKVETLRSAVEYIRALQRLLAE

HDAVRNALAGGLRPQAVRPSAPRGGSSEPGSPRSAYSSDDSGC

A
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EGALSPAERELLDFSSWLGGYHHHHHH

SEQ ID NO: 4

ADN de LVL111
atgggccatcatcatcatcatcatcatcatcatcacagcagecggcecatatcgacgacgac
gacaagcatatggatggtggcaccctgccgegtagegcaccgecggcetecgecggttc
cggttggttgtgcggegegtecgtegtccggegageccggaactgetgegttgcagecgte
gtcgcecgteccggecaccgeggaaaccggtggtggtacggcageggttgegegtegtaa
cgaacgtgaacgtaaccgtgtgaaactggtgaacctgggctttcaggcgctgegtcage
atgtgccgcatggcggtgcgagcaaaaaactgagcaaagtggaaaccctgcegtageg
cggtggaatatattcgtgcgctgcaacgtctgetggecgaacatgatgecggtgcgtaacg
cgctggecggtggtctgegtccgecaggeggticgteccgagegegecgegtggtggtage
agcgaaccgggtagcccgegtagegcectatagcagecgatgatageggetgegaaggt
gccetgageccggecggaacgtgaactgetggattttagcagcetggetgggeggcetateat
catcatcaccatcattaa

SEQ ID NO: 5

Proteina LVL137
MGHHHHHHHHHHSSGHIDDDDKHMDGGTLPRSAPPAPPVPVGC
AARRRPASPELLRCSRRRRPATAETGGGAAAVARRNERERNRYV

KLVNLGFQALRQHVPHGGASKKLSKVETLRSAVEYIRALQRLLAE

HODAVRNALAGGLRPQAVRPSAPRGGSSEPGSPRSAYSSDDSGC

EGALSPAERELLDFSSWLGGY
SEQ ID NO: 6

ADN de LVL137

.155
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atgggccatcatcatcatcatcatcatcatcatcacagcagcggccatatcgacgacgac
gacaagcatatggatggtggcaccctgeccgegtagcgcaccgecggcetccgecggtic
cggttggttgtgeggcegcegtegtecgtccggegageccggaactgetgegttgcagecgte
gtcgcegteccggeccaccgeggaaaccggtggtggtgeggeageggttgegegtegtaa
cgaacgtgaacgtaaccgtgtgaaactggtgaacctgggetttcaggcgetgegteage
atgtgccgcatggcggtgcgagcaaaaaactgagcaaagtggaaaccctgcgtageg
cggtggaatatattcgtgcgcetgcaacgtctgetggeccgaacatgatgecggtgcgtaacg
cgctggeeggtggtetgecgtccgecaggeggttcgtecgagegegecgegtggtggtage
agcgaaccgggtagcccgegtagcgectatagcagegatgatageggcetgegaaggat
gccoctgagecccggcggaacgtgaactgctggattttagcagetggetgggeggctattaa
SEQ ID NO: 7

Proteina LVL141
MDPSSHSSNMANTQMKSDKIIIAHRGASGYLPEHTLESKALAFAQ
QADYLEQDLAMTKDGRLVVIHDHFLDGLTDVAKKFPHRHRKDGR
YYVIDFTLKEIQSLEMTENFETAAAHMDGGTLPRSAPPAPPVPVG
CAARRRPASPELLRCSRRRRPATAETGGGAAAVARRNERERNR
VKLVNLGFQALRQHVPHGGASKKLSKVETLRSAVEYIRALQRLLA
EHDAVRNALAGGLRPQAVRPSAPRGGSSEPGSPRSAYSSDDSG
CEGALSPAERELLDFSSWLGGYHHHHHH

SEQ ID NO: 8

ADN de LVL141
atggatccaagcagccattcatcaaatatggcgaatacccaaatgaaatcagacaaaa

tcattattgctcaccgtggtgctageggttatitaccagagcatacgttagaatctaaagcea

Ase
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cttgcgtttgcacaacaggctgattatttagagcaagatttagcaatgactaaggatggtc
gtttagtggttaticacgatcactttitagatggcttgactgatgttgcgaaaaaattcccaca
tcgtcatcgtaaagatggcecgttactatgtcatcgactttaccttaaaagaaattcaaagttt
agaaatgacagaaaactttgaaaccgcggccgcacatatggatggtggcacccigeeg
cgtagcgcaccgcecggctccgecggttceggttggttgtgeggegegtegtegtecggeg
agcccggaactgcetgegttgecagecgtegtegecgteccggecaccgeggaaaccggtyg
gtggtgcggcageggttgegegtecgtaacgaacgtgaacgtaaccgtgtgaaactggtg
aacctgggctttcaggcgetgecgtcagceatgtgecgeatggeggtgcgagcaaaaaact
gagcaaagtggaaaccctgegtagegcggtggaatatattcgtgcgctgcaacgtetge
tggccgaacatgatgcggtgegtaacgegcetggecggtggtetgegtecgecaggegott
cgtccgagecgegecgegtggtggtagcagcgaaccgggtageccegegtagcgcectata
gcagcgatgatagcggetgecgaaggtgccctgagcccggeggaacgtgaactgetgg
attttagcagctggctgggcecggctatcatcatcatcaccatcattaa

SEQID NO: 9 |

Proteina LVL144
MDPSSHSSNMANTQMKSDKIIIAHRGASGYLPEHTLESKALAFAQ
QADYLEQDLAMTKDGRLVVIHDHFLDGLTDVAKKFPHRHRKDGR
YYVIDFTLKEIQSLEMTENFETDGGTLPRSAPPAPPVPVGCAARR
RPASPELLRCSRRRRPATAETGGGAAAVARRNERERNRVKLVNL
GFQALRQHVPHGGASKKLSKVETLRSAVEYIRALQRLLAEHDAVR
NALAGGLRPQAVRPSAPRGGSSEPGSPRSAYSSDDSGCEGALS
PAE?ELLDFSSWLGGYHHHHHH

SEQ ID NO: 10

45T
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ADN de LLVL144
atggatccaagcagccattcatcaaatatggcgaatacccaaatgaaatcagacaaaa
tcattattgctcaccgtggtgctagcggttatttaccagagcatacgttagaatctaaagca
cttgcgtitgcacaacaggctgattatttagagcaagatttagcaatgactaaggatggtc
gtttagtggttattcacgatcactitttagatggcettgactgatgttgcgaaaaaattcccaca
tcgtcatcgtaaagatggccgttactatgtcatcgactttaccttaaaagaaattcaaagttt
agaaatgacagaaaactttgaaaccgatggtggcaccctgccgcgtagcgcaccgcecg
gctccgccggttccggttggttgtgcggcgcgtcgtcgtccggcgagcccggaactgctg
cgttgcagccgtegtegecgteccggecaccgeggaaaccggtggtggtgeggeagegg
ttgcgcgtcgtaacgaacgtgaacgtaaccgtgtgaaactggtgaacctgggctttcagg
cgctgcgtcagcauﬁgccgcatggcggtgcgagcaaaaaactgagcaaagtggaaa
ccctgcgtagcgcggtggaatatattcgtgcgctgcaacgtctgctggccgaacatgatg
cggtgcgtaacgcgctggccggtggtctgcgtccgcaggcggttcgtccgagcgcgccg
cgtggtggtagcagcgaaccgggtagcccgcgtagcgcctatagcagcgatgatagcg
gctgcgaaggtgccctgagcccggcggaacgtgaactgctggatﬂtagcagctggctg
ggcggctatcatcatcatcaccatcattaa

SEQ ID NO: 11

Proteina LVL168
MHHHHHHHHHHDGGTLPRSAPPAPPVPVGCAARRRPASPELLR
CSRRRRPATAETGGGAAAVARRNERERNRVKLVNLGFQALRQH
VPHGGASKKLSKVETLRSAVEYIRALQRLLAEHDAVRNALAGGLR
PQAVRPSAPRGGSSEPGSPRSAYSSDDSGCEGALSPAERELLDF

SSWLGGY

ASS
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SEQ ID NO: 12

ADN de LVL168
atgcatcatcatcatcatcatcatcatcatcatgacggtggcaccctgccgcgtagcgca
ccgccggetecgecggticeggttggttgtgeggegegtegtegtccggecgageccgga
actgctgcgttgcagcegtegtecgecgteccggecaccgeggaaaccggtggtggtgegg
cagceggttgecgegtcgtaacgaacgtgaacgtaaccgtgtgaaactggtgaacctggge
tttcaggcgotgegtcagceatgtgccgeatggecggtgecgagcaaaaaactgagcaaagt
ggaaaccctgcgtagegeggtggaatataticgtgegetgcaacgtetgctggecgaac
atgatgcggtgcgtaacgcgctggeeggtggtetgegtececgecaggeggticgtccgage
gcgecgegtgatggtagcagecgaaccgggtageccegegtagegectatagcagcegatg
atagcggctgcgaaggtgccctgagecccggceggaacgtgaactgctggattttagcage
tggctgggcggctattaa

SEQ ID NO: 13

Numero de Acceso AAB86993, Proteina HASH2
MDGGTLPRSAPPAPPVPVGCAARRRPASPELLRCSRRRRPATAE
TGGGAAAVARRNERERNRVKLVNLGFQALRQHVPHGGASKKLS
KVETLRSAVEYIRALQRLLAEHDAVRNALAGGLRPQAVRPSAPRG
PPGTTPVAASPSRASSSPGRGGSSEPGSPRSAYSSDDSGCEGA
LSPAERELLDFSSWLGGY

SEQ ID NO: 14

ADN de HASH2
atggacggcggcacactgcccaggtcegegeccectgegecceccgteceetgteggcet

gegetgeceggeggagacccgegtccccggaactgttgegetgecagecggeggcgge

A=A
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gaccggccaccgcagagaccggaggcggcegecageggecgtagegecggegeaatga
gcgcgagcgcaaccgcgtgaagcetggtgaacttgggettccaggegcetgcggcecageac
gtgccgcacggeggcgccagcaagaagcetgagcaaggtggagacgcetgegetcage
cgtggagtacatccgegegcetgcagegectgetggecgagcacgacgcecgtgegcaac
gcgcetggegggagggcetgaggecgcaggecgtgeggecgtetgegeceeccgegggecg
ccagggaccaccccggtegccgectegecctececgegceticttcgtccecegggecgegg
gggcagctcggagecccggcetecccgegttccgectactegtcggacgacagceggcetge
gaaggcgcgctgagtcctgcggagcgcgagctactcgacttctccagctggttaggggg
ctactga

SEQ ID NO: 15

Proteina LVLOO7Y
MGHHHHHHHHHHSSGHIDDDDKHMDGGTLPRSAPPAPPVLVGC
AARRRPASPELLRCSRRRRPATAETGGGAAAVARRNERERNRY
KLVNLGFQALRQHVPHGGASKKLSKVETLRSAVEYIRALQRLLAE
HDAVRNALAGGLRPQAVRPSAPRGPPGTTPVAASPSRASSSPGR
GGSSEPGSPRSAYSSDDSGCEGALSPAERELLDFSSWLGGY
SEQ ID NO: 16

ADN de LVLOO7
atgggccatcatcatcatcatcatcatcatcatcacagcagcggccatatcgacgacgac
gacaagcatatggacggcggcacactgcccaggtcecgegecccctgegeccececegtcce
ttgtcggctgegetgececggeggagaccegegtccccggaactgtigegetgecageegg
cggcggcecgaccggceccaccgcagagaccggaggeggcecgecageggcecgtagecgegge

gcaatgagcgcgagcecgcaaccgcgtgaagetggtgaacttgggcettccaggegcetgeg

460
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gcagcacgtgccgecacggcggegceccagcaagaagcetgagcaaggtggagacgcetgce
gctcagecgtggagtacatccgegegcetgecagegcectgetggecgagcacgacgecgt
gcgcaacgcgetggcgggagggetgaggecgecaggecgtgeggecgtetgegeeccg
cgggccgeccagggaccaccccggtegecgectcgeccteccgegcettettcgteceegg
gccgegggggcagetecggageccggeteccegegttcegectactcgtcggacgacag
cggctgecgaaggegegcetgagtectgeggagegegagcetactecgactteteccagetggt
tagggggctactga

SEQ ID NO: 17

Proteina LVLO10
MGHHHHHHHHHHSSGHIDDDDKHMDGGTLPRSAPPAPPVPVGC
AARRRPASPELLRCSRRRRPATAETGGGAAAVARRNERERNRV
KLVNLGFQALRQHVPHGGASKKLSKVETLRSAVEYIRALQRLLAE
HDAVRNALAGGLRPQAVRPSAPRGPPGTTPVAASPSRASSSPGR
GGSSEPGSPRSAYSSDDSGCEGALSPAERELLDFSSWLGGY
SEQ ID NO: 18

ADN de LVLO10
atgggccatcatcatcatcatcatcatcatcatcacagcagcggcecatatcgacgacgac
gacaagcatatggacggcggcacactgcccaggtccgecgeccectgegecceceegtee
ctgtcggcetgegetgeeccggeggagaccegegteccecggaactgttgegetgeagecg
gcggcggegaccggecaccgcagagaccggaggceggcgcageggecgtagegegg
cgcaatgagcgcgagcgcaaccgegtgaagcetggtgaacttgggcettccaggegetge
ggcagcacgtgccgcacggcggcgccagcaagaagcetgagcaaggtggagacgctg

cgctcagcecgtggagtacatecgegegetgecagegecetgetggecgagecacgacgcecg



10

15

20

25

135

tgcgcaacgcgctggcgggagggctgaggccgcaggccgtgcggccgtctgcgcccc
gcgggccgceccagggaccacccecggtegeegectegecctececgegcettettcgteceeg
ggccgecgggggcagcetcggageeccggcetcccecgegticecgectactecgtcggacgaca
gcggctgecgaaggcegegcetgagtectgecggagegegagctactecgacttctccagetgg
ttagggggctactga

SEQ ID NO: 19

Proteina LVLO60
MGHHHHHHHHHHSSGHIDDDDKHMDGGTLPRSAPPAPPVPVGC
AARRRPASPELLRCSRRRRPATAETGGGAAAVARRNERERNRY
KLVNLGFQALRQHVPHGGASKKLSKVETLRSAVEYIRALQRLLAE
HDAVRNALAGGLRPQAVRPSAPRGPPGTTPVAASPSRASSSPGR
GGSSEPGSPRSAYSSDDSGCEGALSPAERELLDFSSWLGGY
SEQ ID NO: 20

ADN de LVLO60O
atgggccatcatcatcatcatcatcatcatcatcacagcagcggecatatcgacgacgac
gacaagcatatggatggtggcaccctgccgcgtagcgctccgccggcaccgccggttc
cggttggttgtgeggecgegtegtegteccggecgageccggaactgcetgegttgcageegte
gtcgecgteccggecaccgeggaaaccggtggtggtgeggeageggtigegegtegtaa
cgaacgtgaacgtaaccgtgtgaaactggtgaacctgggctttcaggegetgegtcagce
atgtgccgcatggcggtgcgagcaaaaaactgagcaaagtggaaaccctgegtageg
cggtggaatatattcgtgcgctgcaacgtctgctggecgaacatgatgeggtgcegtaacg
cgctggecggtggtetgegtecgecaggeggttcgtccgagegeaccgegtggteegeeg

gatacgacgccggttgcagcgageccgagecgtgecgageagcetctecegggtegtggtg

v



10

15

20

25

136

gtagcagcgaaccgggtagcccgcgtagecgcectatagcagecgatgatageggetgeg
aaggtgccctgtctccggcggaacgtgaactgctggattttagcagctggctgggcggct
attaa

SEQ ID NO: 21

Proteina Const-1
MGHHHHHHHHHHSSGHIDDDDKHMATAETGGGAAAVARRNERE
RNRVKLVNLGFQALRQHVPHGGASKKLSKVETLRSAVEYIRALQR
LLAEHDAVRNALAGGLRPQAVRPSAPRGPPGTTPVAASPSRASS
SPGRGGSSEPGSPRSAYSSDDSGCEGALSPAERELLDFSSWLG
GYLEDPAANKARKEAELAAATAEQ

SEQ ID NO: 22

ADN de Const-1
atgggccatcatcatcatcatcatcatcatcatcacagcagceggccatatcgacgacgac
gacaagcatatggccaccgcggaaaccggtggtggtgeggecageggttgegegtegta
acgaacgtgaacgtaaccgtgtgaaactggtgaacctgggctttcaggcgctgegtcag
catgtgccgcatggeggtgecgagcaaaaaactgagcaaagtggaaaccctgcgtage
gcggtggaatatattcgtgegetgcaacgtetgectggccgaacatgatgeggtgegtaac
gcgetggecggtggtetgegtcegecaggeggttcgtcegagegecaccecgegtggtecgec
gggtacgacgccggttgcagcgagccegagecgtgecgageagcetctcecgggtegtggt
ggtagcagcgaaccgggtagcccgegtagegcectatagcagcegatgatageggetge
gaaggtgccctgtctccggcggaacgtgaactgetggattttagcagetggetgggeggce
tatctcgaggatccggetgctaacaaagcccgaaaggaagcetgagttggetgetgecac

cgctgagcaataa

~
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SEQ ID NO: 23

Proteina LVL0O56
MGHHHHHHHHHHSSGHIDDDDKHMNRVKLVYNLGFQALRQHVPH
GGASKKLSKVETLRSAVEYIRALQRLLAEHDAVRNALAGGLRPQA
VRPSAPRGPPGTTPVAASPSRASSSPGRGGSSEPGSPRSAYSS
DDSGCEGALSPAERELLDFSSWLGGY

SEQ ID NO: 24

ADN de LLVLO56
atgggccatcatcatcatcatcatcatcatcatcacagcagcggccatatcgacgacgac
gacaagcatatgaaccgtgtgaaactggtgaacctgggctttcaggcgetgegtcagcea
tgtgccgcatggecggtgcgagcaaaaaactgagcaaagtggaaaccctgegtagege
ggtggaatatattcgtgcgctgcaacgtectgctggecgaacatgatgeggtgecgtaacge
gctggccggtggtetgegtecgecaggeggttcgteccgagegeaccgegtggtecgecgg
gtacgacgcceggttgcagcgagcccgagecegtgegageagcetctecgggtegtggtgg
tagcagcgaaccgggtagcccgcgtagcgcctatagcagcgatgatagcggctgcga
aggtgccctgtectccggeggaacgtgaactgetggattitagcagetggetgggeggceta
ttaa

SEQ ID NO: 25

Proteina LVLOS57
MGHHHHHHHHHHSSGHIDDDDKHMAAAVARRNERERNRVKLVN
LGFQALRQHVPHGGASKKLSKVETLRSAVEYIRALQRLLAEHDAYV
RNALA

SEQ ID NO: 26
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ADN de LVLOS7
atgggccatcatcatcatcatcatcatcatcatcacagcageggccatatcgacgacgac
gacaagcatatggcggcagcggttgcgegtcgtaacgaacgtgaacgtaaccgtgtga
aactggtgaacctgggctttcaggcgetgcgtcagceatgtgecgcatggeggtgegage
aaaaaactgagcaaagtggaaaccctgcgtagegecggtggaatatattcgtgcgetge
aacgtctgctggccgaacatgatgeggtgegtaacgcgcetggectaa

SEQ ID NO: 27

Proteina LVL088
MDGGTLPRSAPPAPPVPVGCAARRRPASPELLRCSRRRRPATAE
TGGGAAAVARRNERERNRVKLVNLGFQALRQHVPHGGASKKLS
KVETLRSAVEYIRALQRLLAEHDAVRNALAGGLRPQAVRPSAPRG
GSSEPGSPRSAYSSDDSGCEGALSPAERELLDFSSWLGGYHHH
HHH

SEQ ID NO: 28

ADN de LVLO88
atggatggtggcacccetgeccgegtagecgecaccgecggetcegeeggttecggttggtigt
gcggcgegtegtegtccggegageccggaactgetgegttgcagecgtegtegecgtece
ggccaccgcggaaaccggtggtggtgcggecageggttgegegtegtaacgaacgtga
acgtaaccgtgtgaaactggtgaacctgggctttcaggegcetgegtcagceatgtgecgea
tggcggtgcgagcaaaaaactgagcaaagtggaaaccctgegtagegeggtggaata
tattcgtgcgcetgcaacgtctgectggeccgaacatgatgeggtgegtaacgegetggecgg
tggtctgegtcegecaggceggttecgteccgagegegecgegtggtggtagecagegaaccg

ggtagcccgegtagegectatagcagcgatgatageggcetgcgaaggtgecctgagece

165
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cggcggaacgtgaactgctggattttagcagetggetgggeggcetatcatcatcatcacce

atcattaa

SEQ ID NO: 29

Proteina LVLO16
MDPSSHSSNMANTQMKSDKIHIAHRGASGYLPEHTLESKALAFAQ
QADYLEQDLAMTKDGRLVVIHDHFLDGLTDVAKKFPHRHRKDGR
YYVIDFTLKEIQSLEMTENFETAAAMDGGTLPRSAPPAPPVPVGC
AARRRPASPELLRCSRRRRPATAETGGGAAAVARRNERERNRY
KLVNLGFQALRQHVPHGGASKKLSKVETLRSAVEYIRALQRLLAE
HDAVRNALAGGLRPQAVRPSAPRGPPGTTPVAASPSRASSSPGR
GGSSEPGSPRSAYSSDDSGCEGALSPAERELLDFSSWLGGYLEH
HHHHH

SEQ ID NO: 30

ADN de LVLO16
atggatccaagcagccattcatcaaatatggcgaatacccaaatgaaatcagacaaaa
tcattattgctcaccgtggtgctageggttatitaccagagcatacgttagaatctaaagca
cttgcgtttgcacaacaggctgattatttagagcaagatttagcaatgactaaggatggtc
gtttagtggttattcacgatcactttttagatggcttgactgatgttgcgaaaaaaticccaca
tcgtcatcgtaaagatggcecgttactatgtcatcgactttaccttaaaagaaattcaaagttt
agaaatgacagaaaactttgaaaccgcggccgcaatggatggtggcaccctgecgegt
agcgctccgeccggeaccgecggtteccggttggttgtgecggegegtegtegtecggegag
cccggaactgetgegttgcagecgtegtegecgteccggecaccgeggaaaccggtggt

gatgcggcageggttgegegtegtaacgaacgtgaacgtaaccgtgtgaaactggtiga

1ob
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acctgggctttcaggcgctgcgtcagcecatgtgccgcatggeggtgcgagcaaaaaactg
agcaaagtggaaaccctgecgtagcgecggtggaatatattcgtgegetgcaacgtetgcet
ggccgaacatgatgcggtgegtaacgcgetggecggtggtectgegtccgecaggeggtte
gtccgagcegeaccgegtggteccgecgggtacgacgecggttgcagcgageccgagcec
gtgcgagcagctctecgggtegtggtggtagcagecgaaccgggtageccgegtagege
ctatagcagcgatgatagcggctgcgaaggtgccctgtcteccggecggaacgtgaactge
tggattttagcagctggctgggcggctatctcgagcaccaccaccaccaccactga
SEQ ID NO: 31

Proteina LVLO18
MDGGTLPRSAPPAPPVPVGCAARRRPASPELLRCSRRRRPATAE
TGGGAAAVARRNERERNRVKLVNLGFQALRQHVPHGGASKKLS
KVETLRSAVEYIRALQRLLAEHDAVRNALAGGLRPQAVRPSAPRG
PPGTTPVAASPSRASSSPGRGGSSEPGSPRSAYSSDDSGCEGA
LSPAERELLDFSSWLGGYLEHHHHHH

SEQ ID NO: 32

ADN de LVL0O18
atggatggtggcaccctgecgegtagegetccgecggeaccgecggttcecggttggttgt
geggegcegtegtegteccggegageeccggaactgetgegttgecagecgtegtegecgtee
ggccaccgcggaaaccggtggtggtgcggcageggttgecgegtcgtaacgaacgtga
acgtaaccgtgtgaaactggtgaacctgggctttcaggcgcetgcgtcagcecatgtgccgcea
tggcggtgcgagcaaaaaactgagcaaagtggaaaccctgegtagecgeggtggaata
tattcgtgcgctgcaacgtctgectggccgaacatgatgeggtgegtaacgegetggecgg

tggtctgcgtccgcaggeggttecgtccgagegeacegegtggtecgecgggtacgacge

(c2d
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cggttgcagcgagcccgagcecgtgegagcagcetetececgggtegtggtggtagcagega
accgggtagcccgegtagcgcectatagcagcgatgatagecggcetgegaaggtgcecctg
tctccggecggaacgtgaactgetggattttagecagetggetgggeggcetatctcgagceac
caccaccaccaccactga

SEQ ID NO: 33

Proteina LVL138
MHHHHHHDGGTLPRSAPPAPPVPVGCAARRRPASPELLRCSRR
RRPATAETGGGAAAVARRNERERNRVKLVNLGFQALRQHVPHG
GASKKLSKVETLRSAVEYIRALQRLLAEHDAVRNALAGGLRPQAYV

RPSAPRGGSSEPGSPRSAYSSDDSGCEGALSPAERELLDFSSWL

GGY

SEQ ID NO: 34

ADN de LVL138
atgcaccatcaccatcaccatgatggtggcaccctgeccgegtagegcaccgcecggcetcce
gccggttccggttggttgtgcggcgcgtcgtcgtccggcgagcccggaactgctgcgttg
cagccgtegtegecgteccggecaccgeggaaaccggiggtggtgeggecageggttgeg
cgtcgtaacgaacgtgaacgtaaccgtgtgaaactggtgaacctgggcetttcaggegcet
gcgtcagcatgtgeccgcatggeggtgcgagcaaaaaactgagcaaagtggaaaccct
gcgtagecgcggtggaatatattcgtgecgetgcaacgtetgectggecgaacatgatgeggt
gcgtaacgegetggeceggtggtetgegtecgecaggeggttcgtccgagegegecgegtg
gtggtagcagcgaaccgggtageccgegtagegectatagcagegatgatageggcetg
cgaaggtgccctgageccecggceggaacgtgaactgetggattittagcagetggetgggeg

gctattaa
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SEQ ID NO: 35

ADN enlazador modificado

atgcatcatcatcatcatcatgac

SEQ ID NO: 36

ADN enlazador no modificado

atgcaccatcaccatcaccatgat

SEQ ID NO: 37

Proteina LVL160
MHHHHHHDGGTLPRSAPPAPPVPVGCAARRRPASPELLRCSRR
RRPATAETGGGAAAVARRNERERNRVKLVNLGFQALRQHVPHG
GASKKLSKVETLRSAVEYIRALQRLLAEHDAVRNALAGGLRPQAV
RPSAPRGGSSEPGSPRSAYSSDDSGCEGALSPAERELLDFSSWL
GGY

SEQ ID NO: 38

ADN de LVL160
atgcatcatcatcatcatcatgacggtggcaccctgccgcgtagcgcaccgccggctcc
gcecggtteccggttggttgtgecggegegtegtegtccggegageccggaactgeigegttg
cagccgtecgtcgecgteceggecaccgeggaaaccggtggtggtgcggecageggtigeg
cgtcgtaacgaacgtgaacgtaaccgtgtgaaactggtgaacctgggctttcaggceget
gcgtcagcatgtgecgcatggcggtgcgagcaaaaaactgagcaaagtggaaacccet
gcgtagcgcggtggaatatattcgtgcgctgcaacgtctgctggccgaacatgatgcggt
gegtaacgcegetggeccggtggtetgegteccgecaggeggttcgteccgagegegecgegtg

gtggtagcagcgaaccgggtagcccgegtagegectatagcagegatgatageggctg

469
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cgaaggtgccctgagcccggcggaacgtgaactgctggattttagcagctggctgggcg
gctattaa

SEQ ID NO: 39

Proteina 1/3pD
MDPSSHSSNMANTQMKSDKIHAHRGASGYLPEHTLESKALAFAQ
QADYLEQDLAMTKDGRLVVIHDHFLDGLTDVAKKFPHRHRKDGR
YYVIDFTLKEIQSLEMTENFET

SEQ ID NO: 40

ADN de 1/3pD
atggatccaagcagccattcatcaaatatggcgaatacccaaatgaaatcagacaaaa
tcattattgctcaccgtggtgctagcggttatttaccagagcatacgttagaatctaaagca
cttgcgtttgcacaacaggctgattatttagagcaagatttagcaatgactaaggatggtc
gtttagtggttattcacgatcactttttagatggcttgactgatgttgcgaaaaaattcccaca
tcgtcatcgtaaagatggccgttactatgtcatcgactttaccttaaaagaaattcaaagttt
agaaatgacagaaaacttigaaacc

SEQ ID NO: 41

H. influenzae - Proteina D
MKLKTLALSLLAAGVLAGCSSHSSNMANTQMKSDKIINAHRGASG
YLPEHTLESKALAFAQQADYLEQDLAMTKDGRLVVIHDHFLDGLT
DVAKKFPHRHRKDGRYYVIDFTLKEIQSLEMTENFETKDGKQAQV
YPNRFPLWKSHFRIHTFEDEIEFIQGLEKSTGKKVGIYPEIKAPWF
HHONGKDIAAETLKVLKKYGYDKKTDMVYLQTFDFNELKRIKTELL

PQMGMDLKLVQUAYTDWKETQEKDPKGYWVNYNYDWMFKPGA
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MAEVVKYADGVGPGWYMLVNKEESKPDNIVYTPLVKELAQYNVE
VHPYTVRKDALPEFFTDVNQMYDALLNKSGATGVFTDFPDTGVE
FLKGIK

SEQ ID NO: 42

Marca de poli-histidina larga

MGHHHHHHHHHHSSGHIDDDDKH

SEQ 1D NO: 43

Proteina LVL090
MDPSSHSSNMANTQMKSDKIIIAHRGASGYLPEHTLESKALAFAQ
QADYLEQDLAMTKDGRLVVIHDHFLDGLTDVAKKFPHRHRKDGR
YYVIDFTLKEIQSLEMTENFETKDGKQAQVYPNRFPLWKSHFRIH
TFEDEIEFIQGLEKSTGKKVGIYPEIKAPWFHHQNGKDIAAETLKV
LKKYGYDKKTDMVYLQTFDFNELKRIKTELLPQMGMDLKLVQLIA
YTDWKETQEKDPKGYWVNYNYDWMFKPGAMAEVVKYADGVGP
GWYMLVNKEESKPDNIVYTPLVKELAQYNVEVHPYTVRKDALPAF
FTDVNQMYDVLLNKSGATGVFTDFPDTGVEFLKGIKAAAMDGGT
LPRSAPPAPPVPVGCAARRRPASPELLRCSRRRRPATAETGGGA
AAVARRNERERNRVKLVNLGFQALRQHVPHGGASKKLSKVETLR
SAVEYIRALQRLLAEHDAVRNALAGGLRPQAVRPSAPRGPPGTT
PVAASPSRASSSPGRGGSSEPGSPRSAYSSDDSGCEGALSPAE
RELLDFSSWLGGYLEHHHHHH

SEQ ID NO: 44

ADN de LVLGS0

w3
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atggatccaagcagccattcatcaaatatggcgaatacccaaatgaaatcagacaaaa
tcattattgctcacegtggtgctageggttatttaccagagceatacgttagagtctaaagcea
cttgcgtttgcacaacaggctgattatttagagcaagatttagcaatgactaaggatggtc
gtttagtggttattcacgatcactttttagatggcttgactgatgttgcgaaaaaattcccaca
tcgtcaccgtaaagatg gtcgttactatgtcatcgactttaccttaaaagaaattcaaagttt
agaaatgacagaaaactttgaaaccaaagatggcaaacaagcgcaagtttatcctaat
cgtttcccactttggaaatcacattttagaattcatacctttgaagatgaaattgaatttatcc
aaggcttagaaaaatccactggcaaaaaagtagggatttatccagaaatcaaagcacc
ttggttccaccatcaaaatggtaaagatattgctgctgaaacgctcaaagtgttaaaaaa
atatggctatgataagaaaaccgatatggtttacttacaaactttcgattttaatgaattaaa
acgtatcaaaacggaattacttccacaaatgggaatggatttgaaattagttcaattaattg
cttatacagattggaaagaaacacaagaaaaagacccaaagggttattgggtaaacta
taattacgattggatgtttaaacctggtgcaatggcagaagtggttaaatatgccgatggt
gttggcccaggttggtatatgttagttaataaagaagaatccaaacctgataatattgtgta
cactccgttggtaaaagaacttgcacaatataatgtggaagtgcatccttacaccgtgcgt
aaagatgcactacccgcgtttttcacagacgtaaatcaaatgtatgatgtcttattgaataa
atcaggggcaacaggtgtatttactgatttcccagatactggcgtggaattcttaaaagga
ataaaagcggccg caatggatggtggcaccctgecgegtagegeteccgecggeaccg
ccggttccggttggttgtgcggcgcgtcgtcgtccggcgagcccggaactgctgcgttgc
agccgtcgtcgccgtccggccaccgcggaaaccggtggtggtgcggcagcggttgcgc
gtcgtaacgaacgtgaacgtaaccgtgtgaaactggtgaacctgggctttcaggcgctg
cgtcagcatgtgcegcecatggeggtgegag caaaaaactgagcaaagtggaaaccctg

cgtagcgcggtggaatatattcgtgegcetg caacgtctgctggeccgaacatgatgcgatg
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cgtaacgcgcetggcecggtggtctgegtccgcaggeggttcgteccgagecgeaccgegtgg
tccgeccgggtacgacgceeggtigcagecgageccgagecgtgecgagcecagctctcecgggt
cgtggtggtagcagcgaaccgggtagccecgegtagegcctatagcagcgatgatagceg
gctgcgaaggtgcccetgtectccggeggaacgtgaactgetggattttagcagetggcetgg
gcggctatctcgagcaccaccaccaccaccac

SEQ ID NO: 45

Proteina LVL112
MGHHHHHHGSDSEVNQEAKPEVKPEVKPETHINLKVSDGSSEIF
FKIKKTTPLRRLMEAFAKRQGKEMDSLRFLYDGIRIQADQAPEDL
DMEDNDIIEAHREQIGGDGGTLPRSAPPAPPVPVGCAARRRPAS
PELLRCSRRRRPATAETGGGAAAVARRNERERNRVKLVNLGFQA
LRQHVPHGGASKKLSKVETLRSAVEYIRALQRLLAEHDAVRNALA
GGLRPQAVRPSAPRGPPGTTPVAASPSRASSSPGRGGSSEPGS
PRSAYSSDDSGCEGALSPAERELLDFSSWLGGY

SEQ ID NO: 46

ADN de LVL112
atgggtcatcaccatcatcatcacgggtcggactcagaagtcaatcaagaagctaagcc
agaggtcaagccagaagtcaagcctgagactcacatcaatttaaaggtgtccgatggat
cttcagagatcttcttcaagatcaaaaagaccactcctitaagaaggctgatggaagcgit
cgctaaaagacagggtaaggaaatggactccttaagattctigtacgacggtattagaat
tcaagctgatcaggcccctgaagatitggacatggaggataacgatattattgaggctca
ccgcgaacagattggaggtgatggtggcaccetgecgegtagegetececgecggcecaccg

ccggttecggttggttgtgeggegegtegtegtecggegagececggaactgetgegttge
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agccgtcgtegecgtecggecaccgeggaaaccggtggtggtgecggecageggttgege
gtcgtaacgaacgtgaacgtaaccgtgtgaaactggtgaacctgggctticaggcegctg
cgtcagcatgtgccgcatggcggtgcgagcaaaaaactgagcaaagtggaaaccctg
cgtagcgcggtggaatatattcgtgecgetgcaacgtctgetggecgaacatgatgeggtg
cgtaacgcegetggcecggtggtetgegtecgeaggeggticgteccgagegecacegegtgg
tecgecgggtacgacgcecggitgcagecgagecccgagecgtgecgagceagcetetecegggt
cgtggtggtagcagcgaaccgggtagecccgegtagegectatagcagcegatgatageg
gctgcgaaggtgecctgtetccggeggaacgtgaactgetggattttagcagetggetgg
gcggctat

SEQ ID NO: 47

Proteina LVL113
MGHHHHHHGSDSEVNQEAKPEVKPEVKPETHINLKVSDGSSEIF
FKIKKTTPLRRLMEAFAKRQGKEMDSLRFLYDGIRIQADQAPEDL
DMEDNDIEAHREQIGGDPSSHSSNMANTQMKSDKIHAHRGASG
YLPEHTLESKALAFAQQADYLEQDLAMTKDGRLVVIHDHFLDGLT
DVAKKFPHRHRKDGRYYVIDFTLKEIQSLEMTENFETAAAMDGGT
LPRSAPPAPPVPVGCAARRRPASPELLRCSRRRRPATAETGGGA
AAVARRNERERNRVKLVNLGFQALRQHVPHGGASKKLSKVETLR
SAVEYIRALQRLLAEHDAVRNALAGGLRPQAVRPSAPRGPPGTT
PVAASPSRASSSPGRGGSSEPGSPRSAYSSDDSGCEGALSPAE
RELLDFSSWLGGY

SEQ ID NO: 48

ADN de LVL113

Lz 0
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atgggtcatcaccatcatcatcacgggtcggactcagaagtcaatcaagaagctaagcec
agaggtcaagccagaagtcaagcctgagactcacatcaatttaaaggtgtccgatggat
cttcagagatcticttcaagatcaaaaagaccactcctitaagaaggctgatggaagegtt
cgctaaaagacagggtaaggaaatggactccttaagaticttgtacgacggtattagaat
tcaagctgatcaggcccectgaagatttggacatggaggataacgatattattgaggctca
ccgcgaacagattggaggtgatccaagcagcecattcatcaaatatggcgaatacccaa
atgaaatcagacaaaatcattattgctcaccgtggtgctagcggttatitaccagagcata
cgttagaatctaaagcacttgcgtttgcacaacaggctgattatitagagcaagatttagce
aatgactaaggatggtcgtttagtggttattcacgatcactttttagatggcttgactgatgtt
gcgaaaaaattcccacatcgtcatcgtaaagatggcecgttactatgtcatcgactttacctt
aaaagaaattcaaagtttagaaatgacagaaaactttgaaaccgcggccgceaatggat
ggtggcaccctgcecgegtagegceteccgeecggeaccgeceggttceggttggttgtgegge
gegtegtegtceggegageccggaactgetgegttgcagecgtegtegecgtecggeca

ccgcggaaaccggtggtggtgcggecageggtigegegtegtaacgaacgtgaacgtaa

ccgtgtgaaactggtgaacctgggctttcaggegetgegtcageatgtgeccgeatggegg

tgcgagcaaaaaactgagcaaagtggaaaccctgcgtagcgcggtggaatatattcgt
gcgctgcaacgtctgctggccgaacatgatgcggtgcgtaacgcgctggccggtggtct
gcgtccgcaggcggttcgtccgagcgcaccgcgtggtccgccgggtacgacgccggtt
gcagcgagcccgagccgtgcgagceagctctccgggtegtggtggtagcagegaacceg
ggtagcccgeogtagcgectatagcagcgatgatageggcetgecgaaggtgecctgtctec
ggcggaacgtgaactgetggattttagcagetggetgggeggcetat

SEQ ID NO: 49

Proteina LVL114
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MGHHHHHHGSDSEVNQEAKPEVKPEVKPETHINLKVYSDGSSEIF
FKIKKTTPLRRLMEAFAKRQGKEMDSLRFLYDGIRIQADQAPEDL
DMEDNDIIEAHREQIGGDGGTLPRSAPPAPPVPVGCAARRRPAS
PELLRCSRRRRPATAETGGGAAAVARRNERERNRVKLVNLGFQA
LRQHVPHGGASKKLSKVETLRSAVEYIRALQRLLAEHDAVRNALA
SEQ ID NO: 50

ADN de LVL114
atgggtcatcaccatcatcatcacgggtcggactcagaagtcaatcaagaagctaagcec
agaggtcaagccagaagtcaagcctgagactcacatcaatttaaaggtgtccgatggat
cttcagagatcttcttcaagatcaaaaagaccactcctttaagaaggctgatggaagegtt
cgctaaaagacagggtaaggaaatggactccttaagattcttgtacgacggtattagaat
tcaagctgatcaggcccctgaagatttggacatggaggataacgatattattgaggcetca
ccgcgaacagattggaggtgatggtggcaccctgececgegtagegcetccgecggcaccg
ccggttecggttggttgtgecggegegtegtecgteccggegageccggaactgetgegtige
agccgtcgtcgecgteccggecaccgeggaaaccggtggtggtgcggcageggttgege
gtcgtaacgaacgtgaacgtaaccgtgtgaaactggtgaacctgggctttcaggegetg
cgtcagcatgtgccgeatggeggtgcgagcaaaaaactgagcaaagtggaaacccetg
cgtagcgceggtggaatatattcgtgcgetgcaacgtctgetggecgaacatgatgeggtg
cgtaacgcegctggcec

SEQ ID NO: 51

Proteina LVL115
MGHHHHHHGSDSEVNQEAKPEVKPEVKPETHINLKVSDGSSEIF

FKIKKTTPLRRLMEAFAKRQGKEMDSLRFLYDGIRIQADQAPEDL
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DMEDNDIIEAHREQIGGDGGTLPRSAPPAPPVPVGCAARRRPAS
PELLRCSRRRRPATAETGGGAAAVARRNERERNRVKLVNLGFQA
LRQHVPHGGASKKLSKVETLRSAVEYIRALQRLLAEHDAVRNALA
GGLRPQAVRPSAPRGGSSEPGSPRSAYSSDDSGCEGALSPAER
ELLDFSSWLGGY

SEQ ID NO: 52

ADN de LVL115
atgggtcatcaccatcatcatcacgggtcggactcagaagtcaatcaagaagctaagcec
agaggtcaagccagaagtcaagcctgagactcacatcaatttaaaggtgtccgatggat
cttcagagatcttcttcaagatcaaaaagaccactcctttaagaaggctgatggaagcegtt
cgctaaaagacagggtaaggaaatggactccttaagattcttgtacgacggtattagaat
tcaagctgatcaggcccctgaagatttggacatggaggataacgatattattgaggctca
ccgcgaacagattggaggtgatggtggcaccctgeccgegtagegcaccgecggcetecg
ccggttccggttggttgtgcggegegtegtegtecggegagceccggaactgetgegttge
agccgtecgtegeegtceggecaccgecggaaaccggtggtggtgecggcecageggttgege
gtcgtaacgaacgtgaacgtaaccgtgtgaaactggtgaacctgggctttcaggegcetg
cgtcagcatgtgeccgcatggeggtgcgagcaaaaaactgagcaaagtggaaaccctg
cgtagcgeggtggaatatattcgtgegetgecaacgtetgetggecgaacatgatgeggtg
cgtaacgcgcetggecggtggtectgegtccgcaggeggttegtececgagegegeegegtgg
tggtagcagcgaaccgggtagcccgcecgtagcgectatagcagecgatgatagcggcetge
gaaggtgcbctgagcccggcggaacgtgaactgctggattttagcagctggctgggcgg
ctat

SEQ ID NO: 53
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Péptido 1
MDGGTLPRSAPPAPP
SEQ ID NO: 54
Péptido 2
TLPRSAPPAPPVPVG
SEQ ID NO: 55
Péptido 3
SAPPAPPVPVGCAAR
SEQ ID NO: 56
Péptido 4
APPVPVGCAARRRPA
SEQ ID NO: 57
Péptido 5
PVGCAARRRPASPEL
SEQ ID NO: 58
Péptido 6
AARRRPASPELLRCS
SEQ ID NO: 59
Peéptido 7
RPASPELLRCSRRRR
SEQ ID NO: 60
Péptido 8

PELLRCSRRRRPATA

B
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SEQ ID NO: 61
Péptido 9
RCSRRRRPATAETGG
SEQ ID NO: 62
Péptido 10
RRRPATAETGGGAAA
SEQ ID NO: 63
Péptido 11
ATAETGGGAAAVARR
SEQ ID NO: 64
Peptido 12
TGGGAAAVARRNERE
SEQ ID NO: 65
Péptido 13
AAAVARRNERERNRYV
SEQ ID NO: 66
Péptido 14
ARRNERERNRVKLVN
SEQ ID NO: 67
Péptido 15
ERERNRVKLVNLGFQ
SEQ ID NO: 68

Péptido 16

152
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NRVKLVNLGFQALRQ
SEQ ID NO: 69
Péptido 17
LVNLGFQALRQHVFPH
SEQ ID NO: 70
Péptido 18
GFQALRQHVPHGGAS
SEQ ID NO: 71
Péptido 19
LRQHVPHGGASKKLS
SEQ ID NO: 72
Péptido 20
VPHGGASKKLSKVET
SEQID NO: 73
Péptido 21
GASKKLSKVETLRSA
SEQ ID NO: 74
Péptido 22
KLSKVETLRSAVEY]I
SEQ ID NO: 75
Péptido 23
VETLRSAVEYIRALQ

SEQ ID NO: 76

s\
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Peéptido 24
RSAVEYIRALQRLLA
SEQ ID NO: 77
Péptido 25
EYIRALQRLLAEHDA
SEQ ID NO: 78
Péptido 26
ALQRLLAEHDAVRNA
SEQID NO: 79
Péptido 27
LLAEHDAVRNALAGG
SEQ ID NO: 80
Péptido 28
HDAVRNALAGGLRPQ
SEQ ID NO: 81
Péptido 29
RNALAGGLRPQAVRP
SEQ ID NO: 82
Péptido 30
AGGLRPQAVRPSAPR
SEQ ID NO: 83
Peptido 31

RPQAVRPSAPRGPPG

ot
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SEQ ID NO: 84
Péptido 32
VRPSAPRGPPGTTPV
SEQ ID NO: 85
Péptido 33
APRGPPGTTPVAASP
SEQ ID NO: 86
Péptido 34
PPGTTPVAASPSRAS
SEQ ID NO: 87
Péptido 35
TPVAASPSRASSSPG
SEQ ID NO: 88
Péptido 36
ASPSRASSSPGRGGS
SEQ ID NO: 89
Péptido 37
RASSSPGRGGSSEPG
SEQ ID NO: 90
Péptido 38
SPGRGGSSEPGSPRS
SEQ ID NO: 91

Péptido 39
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GGSSEPGSPRSAYSS
SEQ ID NO: 92
Péptido 40
EPGSPRSAYSSDDSG
SEQ ID NO: 93
Péptido 41
PRSAYSSDDSGCEGA
SEQ ID NO: 94
Peptido 42
YSSDDSGCEGALSPA
SEQ ID NO: 95
Péptido 43
DSGCEGALSPAEREL
SEQ ID NO: 96
Péptido 44
EGALSPAERELLDFS
SEQ ID NO: 97
Péptido 45
SPAERELLDFSSWLG
SEQ ID NO: 98
Péptido 46

AERELLDFSSWLGGY

156
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido CASB7439 modificado, el cual
comprende cuando menos una modificaciéon de mejoramiento de
expresion, en donde la modificacion de mejoramiento de
expresion comprende cuando menos la supresion de parte o
toda la regidn rica en prolina de la SEQ ID NO: 13.

2. Una construccién de proteina que comprende un
polipéptido CASB7439 modificado de la reivindicacion 1,' y la
cual ademas comprende uno o mas polipéptidos heterdlogos.

3. La construccién de proteina de la reivindicacion 3, en
donde la c¢onstruccion de la proteina comprende una
construccion seleccionada a partir de:

(a) LVLO55 (SEQ ID NO: 1);
(b) LVL111 (SEQ ID NO: 3);
(¢) LVL137 (SEQ ID NO: 5);
(d) LVL141 (SEQ ID NO: 7);
(e} LVL144 (SEQ ID NO: 9); vy
(f) LVL168 (SEQ ID NO: 11).

4, Una composiciéon inmunogénica, la cual comprende la
construccién de la proteina de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, 'y un vehiculo o excipiente

farmacéuticamente aceptable, en donde el vehiculo o excipiente

P
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puede comprender opcionalmente un regulador.

5. La composicidon inmunogénica de la reivindicacion 4,
la cual comprende ademas un adyuvante.

6. La composicién inmunogénica de la reivindicacion 5,
en donde el adyuvante provoca cuando menos una respuesta
inmunitaria de Th1.

7. La composicion inmunogénica de la reivindicacion 4,
5, ¢ 6, en donde el adyuvante comprende cuando menos uno de:
un agonista de TLR-4, wuna fraccion de saponina
inmunolégicamente activa, un agonista de TLR-9.

8. La composiciéon inmunogénica de la reivindicacion 7,
en donde el agonista de TLR-4 es 3D-MPL.

9. La composicion inmunogénica de la reivindicacién 7 u
8, en donde el agonista de TLR-9 es un oligonucleotido de CpG.

10. La composicién inmunogénica de la reivindicacion 7,
8 & 9, en donde la fraccién de saponina inmunologicamente
activa mencionada es QS21.

1. La composicion inmunogénica de cualquiera de las
reivindicaciones 7 a 10, la cual comprende 3D-MPL.

12. La composicién inmunogénica de cualquiera de las
reivindicaciones 7 a 11, |la cual comprende CpG.

13. La composicion inmunogénica de cualquiera de las

reivindicaciones 7 a 12, la cual comprende QS21.

S
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14. La composicidén inmunogénica de la reivindicacion 13,
la cual ademas comprende colesterol.

15. Una molécula de acido nucleico que comprende una
secuencia de polinucledtido que codifica la construccién de
proteina de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

16. Un método para inducir una respuesta inmunitaria al
CASB7439 en un animal humano o no humano, el cual
comprende administrar al animal humano o no humano, una
cantidad efectiva de una composicién gque comprende un
adyuvante y una proteina que comprende una secuencia de
polipéptido seleccionada a partir del grupo que consiste en:

(a) la secuencia de polipéptido estipulada en la
SEQID NO: 9; vy

(b) la secuencia de polipéptido estipulada en la
SEQ ID NO: 11.

17. Un metodo para el tratamiento de un animal humano
0 no humano, el cual comprende los pasos de:

(a) seleccionar un animal humano o no humano que
tenga células cancerosas que expresen el CASB7439; vy

(b) administrar al animal humano o no humano, una
cantidad efectiva de una composicion que comprenda un
adyuvante y una proteina que comprenda un polipéptido

seleccionado a partir del grupo que consiste en:

o
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(i) la construccién estipulada en la SEQ ID
NO: 9; vy

(ii) la construccién estipulada en la SEQ ID
NO: 11.

18. Una composicidn inmunogénica como se define en
las reivindicaciones 7 a 14, para utilizarse en un método para
inducir una respuesta inmunitaria al CASB7439 en un animal
humano o no humano, comprendiendo este método administrar
una cantidad efectiva de la composicion inmunogénica
mencionada.

19. La composicién inmunogénica de acuerdo con Ia
reivindicaciébn 18, la cual comprende una proteina que
comprende un polipéptido seleccionado a partir del grupo que
consiste en:

(a) la construccion estipulada en la SEQ ID NO: 9;

(b) la construccion estipulada en la SEQ ID NO: 11,

20. El uso de una composicién inmunogénica como se
define en las reivindicaciones 7 a 14, en la elaboracidon de un
medicamento para utilizarse en un método para inducir una
respuesta inmunitaria al CASB7439 en un animal humano o no
humano, comprendiendo este método administrar una cantidad

efectiva de la composicién inmunogénica mencionada.

ey
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21. El uso de acuerdo con la reivindicaciéon 20, en donde
la composiciéon inmunogénica mencionada comprende:
una proteina que comprende un polipéptido
seleccionado a partir del grupo que consiste en:

(i) la construccién estipulada en la SEQ ID NO: 9;

(ii) la construccién estipulada en la SEQ ID NO: 11.
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1 S0

MDGGTLPRSAPPAPPVPVGCARRRRPASPELLRCSRRRRPATAETGGGAA
MDGGTLPRSAPPAPPVPVGCAARRRRPASPELLRCSRRRRPATAETGGGAA
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Péptido 1 H-MDGGTLPRSAPPAPP-OH

Péptido 24

H-RSAVEYIRALQRLLA-QH

Péptido 2 H-TLPRSAPPAPPVPYG-OH

Péptido 25

H-EYIRALQRLLAEHDA-OH

Péptido 3 H-SAPPAPPVPVGCAAR-OH

Peéptido 26
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<110>

<120>

<130>

<140>
<141>

<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

~0224681.txt
LISTADO DE SECPUENCIAS
Blais, Normand
Harvey, Martine
anthony Pilorget
Clement Rioux

construcciones de CASB7439

VR63365P1

Por asignarse

a8

FastSEQ para windows versidn 4.0
1

140

PRT ) L
secuencia Artificial

Homo Sapien

1

Met Gly His His His His His His His His His His Ser Ser
1

5 10

Ile Asp Asp Asp Asp Lys His Met Asp Gly Gly Thr Leu Pro

20 25 30

Ala pro Pro Ala Pro Pro val Pro val Gly Cys Ala Ala Arg

35 40 45

Pro Ala Ser Pro Glu Leu Leu Arg Cys Ser Arg Arg Arg Arg

50

55 60

Thr Ala Glu Thr Gly Gly Gly Ala Ala Ala val Ala Arg Arg

65

Arg Glu Arg Asnh Akg val Lys Leu val Asn Leu Gly Phe Gin

85 90

Arg GIn His val Pro His Gly Gly Ala Ser Lys Lys Leu Ser

100 105 110

Glu Thr Leuv Arg Ser Ala val Glu Tyr Ile Arg Ala Leu Gln

115 120 125

Leu Ala GTu His Asp Ala val Arg Asn Ala Leu Ala
130 135 140

<210>
<211>
<212>
<213>

<220
<223>

<400>

2

423

ADN

secuencia Artificial

Homo Sapien
z

atgggccatc atcatcatca tcatcatcat catcacagca gcggccatat
gacaagcata tggatggtgg caccctgecg cgtagcgctc cgocggcacc
gttggttgty cggcgcgtcg tcgtccggcy agcccggaac tgetgegttg
cgccgtacgg ccaccygcgga aaccggtggt ggtacggcag cggttgcgceg
Cgtgaacygta accgtgtgaa actggtgaac ctgggctttc aggcgctgeg

Pagina 1

Gly
15

Arg
Arg
Pro
Asn
Ala
95

Lys

Arg

cgacgacgac 60

gccggttccg 120
cagccgtcgt 180
tcgtaacgaa 240
tcagcatgtg 300

ser
Arg
Ala
Glu
80

Leu
val

Leu



~9224681. txt
ccgcatggcy gtgcgagcaa aaaactgage aaagtggaaa ccctgegtag cgcggtggaa 360
tatattcgtg cgctgcaacg tctgetggcc gaacatgatg cggtgcgtaa cgogetggec

taa

<210> 3

<211> 201

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Homo Sapien

<400> 3 _

Met Gly His His His His His His His His His

1 5 10

Ile Asp Asp Asp Asp Lys His Met Asp Gly Gly
20 25

Ala Pro gro ala Pro Pro val pro val Gly Cys

5 40

Pro gga Ser Pro Glu Leu %gu Arg Cys Ser Arg

Thr ala 6lu Thr Gly Gly Gly ala ala Ala val

65 70 75

Arg Glu Arg Asn Arg val Lys Leu val Aan Leu

85 9

Arg G1n His val Pro His Gly Gly Ala Ser Lys
100 105

Glu Thr Leu Arg ser Ala val Glu Tyr Ile Arg

115 120
Leu Ala Glu His Asp Ala val Arg Asn Ala Leu
130 135

Pro GIn Ala val Arg Pro Ser Ala Pro Arg Gly

145 150 155

Gly Ser Pro Arg Ser Ala Tyr Ser Ser Asp Asp

165 170

Ala Leu Ser Pro Ala Glu Arg Glu Leu Leu Asp
180 185

Gly Gly Tyr His His His His Hi5 His

195 200

<210> 4

<211> 606

<212> ADN

<213> secuencia Artificial

<220>

<223> Homo Sapien

<400> 4

atgggccatc atcatcatca tcatcatcat catcacagca

gacaagcata tggatggtgg caccctgecg cgtagcgeac

gttggttgtg cagcgcgtcg tcgtceggeg ageccggaac

cgecgtecgg ccaccgcgga aaccggtggt ggtgceggcag

cgtgaacgta accgtgtgaa actggtgaac ctgggctttc

ccgcatggeg gtgcgagcaa aaaactgagc aaagtggaaa

tatattcgtg cgctgcaacg tctgctggcc gaacatgatg

ggtggtctgc gtccgcagge ggttcgtecg agegegeegc

ggtagcccge gtagcgecta tagcagegat gatagegact

gcggaacgtg aactgctgga ttttagcagc tggetggacg

cattaa

<210> 5

His Ser Ser

Thr Pro
30
Arg

Leu

Ala
45
Arg

Ala

Arg
60
Ala

Arg

Arg Arg

Gly Phe Gln
Ser
110

GIn

Lys Leu

Ala Leu
125
Ala Gly
140
Gly

Gly

sSer Ser

Ser Gly Cys

Phe ser

190

ser

gcggecatat
cgeeggetec
tgctgegttg
cggttgcgeg
aggcgcetgceg
ccctgegtag
cggtgcgtaa
atggtggtag
gcgaaggtgc
gctatcatca

pagina 2

Gly His
15
Arg ser

Arg Arg

Pro Ala

Glu
80
Leu

Asn

Ala
95
Lys val

Arg Leu

Leu Arg

Glu Pro
160
clu Gly
175

Trp Leu

cgacgacgac
gccggttceg
cagccegtegt
tcgtaacgaa
tcagcatgtg
cgcggtggaa
cgcgctggec
cagcgaaccyg
cctgageccg
tcatcaccat

420
423

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
606



~9224681. txt

<211> 195
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Homo Sapien
<400> 5
Met Gly His His His His His His His His His
1 5 10
Ile Asp Asp ggp ASp Lys His Met ésp Gly Gly
5
Ala Pro ggo Ala Pro Pro val Zgo val Gly Cys
Pro ééa Ser Pro Glu Leu ggu-Arg Cys Ser Arg
Thr Ala 6lu Thr ¢ly Gly Gly Ala Ala Ala val
65 70 75
Arg Glu Arg Asn grg val Lys Leu val Sgn Leu
5
Arg Gln His val Pro His Gly Gly Ala Ser Lys
100 105
GTu Thr Leu Arg Ser Ala val Glu Tyr Ile Arg
115 120
Leu Ala Glu His Asp Ala val Arg Asn Ala teu
130 135
Pro Gin Ala val Arg Pro Ser Ala Pro Arg Gly
145 150 155
Gly Ser Pro Arg Ser Ala Tyr Ser Ser Asp Asp
165 170
Ala Leu Ser Pro Ala Glu Arg Glu Leu Leu Asp
180 185
Gly Gly Tyr
195
<210> 6
<211> 588
<212> ADN
<213> secuencia Artificial
<220>
<223> Homo Sapien
<400> 6
atgggccatc atcatcatca tcatcatcat catcacagea
gacaagcata tggatggtgg caccctgccg cgtagcgeac
gttggttgtg cggcgcgtcg tcgtccggeg agcccggaac
cgccgtccgg ccaccgcgga aaccggtggt ggtgcggeag
cgtgaacgta accgtgtgaa actggtgaac ctgggctttc
ccgcatggcg gtgcgagcaa aaaactgagce aaagtggaaa
tatattcgtg cgctgcaacy tctgctggce gaacatgatg
ggtggtctgc gtccgcagge ggttcgtecg agegegoege
ggtagcecge gtagcgccta tagcagcgat gatagcgget
gcggaacgtg aactgctgga ttttagcagc tggctgggeg
<210> 7
<211> 293
<212> PRT
<213> secuencia Artificial
<220>
<223> Homo Sapien

His Ser Ser

Thr Pro
30

Arg

Leu

Ala
45
Arg

Ala

ATg
60
Ala

Arg

Arg Arg

Gly pPhe Gln
Ser
110

Gln

Lys Leu

Ala Leu
125
Ala Gly
140

Gly

Gly

Ser Ser

ser Gly Cys

Phe ser

190

Ser

gcggccatat
cgceggetec
tgctgegtty
cggttgcgeg
aggcgetgeg
ccctgegtag
cggtgcgtaa
gtggtrggrag
gcgaaggtgc
gctattaa

pagina 3

Gly His
15
Arg Sser

Arg Arg

Pro Ala

Glu
80

Leu

Asn

Ala
95
Lys val

Arg Leu

Leu Arg

Glu Pro
160
Glu Gly
175

Trp Leu

cgacgacgac
gccggttceg
cagcegtegt
tcgtaacgaa
tcagcatgtg
cgcggtggaa
cgcgctggec
cagcgaaccg
cctgageeceg

60

120
180
240
300
360
420
430
540
588



<4Q0> 7
Met AsSp Pro

Ser Asp Lys
Glu His Thr

Tyr Leu Glu
50

Ile His Asp

65

Pro His Arg

Leu Lys Glu

Ala Ala His
115
Pro Pro val
130
Glu Leu Leu
145
Gly Gly Gly

Arg val Lys

Pro His Gly
195
ser Ala val
210
Asp Ala val
225
Arg Pro Ser

Ser Ala Tyr

Ala Glu Arg

275

His His His
290

<210> 8
<211> 882
<212> ADN

~0224681. txt

Ser Ser His Ser Ser Asn Met Ala

10

Ile ITe Ile Ala His Arg Gly Ala

20

Leu Glu Ser Lys Ala

40

25
Leu Ala Phe

GIln Asp Leu Ala Met Thr Lys Asp

55

His Phe Leu Asp Gly

70

Leu Thr Asp

75

His Arg Lys Asp Gly Arg Tyr Tyr

85

90

Ile Gln Ser Leu Glu Met Thr Glu
105

100

Met Asp Gly Gly Thr

120

Leu Pro Arg

pro val Gly Cys Ala Ala Arg Arg

135

Arg Cys Ser Arg Arg Arg Arg Pro
150
Ala Ala Ala val ala Arg Arg Asn

165

Leu val Asn Leu Gly

180

155
170

phe GIn Ala

185

Gly Ala Ser Lys Lys

200

Glu Tyr Ile Arg Ala

215

Leu Ser Lys

Leu Gln Arg

Arg Asn g;g Leu Ala Gly Gly Leu
Ala Pro Arg Gly Gly

245

235

ser Ser Glu

250

Ser Ser Asp Asp Ser Gly Cys Glu
265

260

Glu Leu Leu Asp phe

His His

280

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Homo

<400> 8

atggatccaa
attattgctc
cttgegtttg
cgtttagtgg
ccacatcgtc
caaagtttag
ctgcecgcgta
ccggecgagcec
ggtggtggtg
gtgaacctgg
ctgagcaaag
ctggccgaac

sapien

gcagccattc
accgtggtgce
cacaacaggc
ttattcacga
atcgtaaaga
aaatgacaga
gegeacegec
cggaactgct
cggcagcggt
gctttcagge
tggaaaccct
atgatgcggt

atcaaatatg
tagcggttat
tgattattta
tcacttttta
tggcegttac
aaactttgaa
ggctocgecg
gcgttgcagc
tgcgegtegt
gctgecgtcag
gcgtagogeg
gcgtaacgceg

ser Ser Trp

gcgaataccc
ttaccagagc
gagcaagatt
gatggcttga
tatgtcatcyg
accgecggeceg
gttccggttyg
cgtcgtcgec
aacgaacgtg
catgtgcege
gtggaatata
ctggccggtg

Asn Thr G1n

ser Gly Tyr
30
Ala GIn Gln
45
Gly Arg Leu
60
val Ala Lys

val Ile Asp

Asn Phe Glu
110
Ser Ala Pro
125
Arg Pro Ala
140
ala Thr Ala

Glu Arg Glu

Leu Arg Gln
190
val Glu Thr
205
Leu Leu Ala
220
Arg Pro Gln

Pro Gly Ser

Gly Ala Leu
270

Met Lys
15
Leu Pro

Ala Asp
val val

Lys Phe
80

Phe Thr

35

Thr Ala

Pro Ala
Ser Pro

Glu Thr
160

Arg Asn

175

His val

Leu Arg
Glu His

Ala val
240

Pro Arg

255

ser Pro

Leu Gly Gly Tyr His

285

aaatgaaatc
atacgttaga
tagcaatgac
ctgatgttge
actttacctt
cacatatgga
gttgtgcggc
gtccggecac
aacgtaaccg
atggcggtgce
ttcgtgeget
gtctgegtec

Pagina 4

agacaaaatc
atctaaagca
taaggatggt
gaaaaaattc
aaaagaaatt
tggtggcacc
gcgtcgtegt
cgcggaaacc
tgtgaaactg
gagcaaaaaa
gcaacgtctg

gcaggcggtt

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

2%
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cgtccgagcg cgccgegtgg tggtageage gaaccgggta gcccgegtag cgectatage 780
agcgatgata gcggctgega aggtgcccty agcccggegg aacgtgaact getggatttt 840
agcagctgge tgggcggcta tcatcatcat caccatcatt aa 882

<210> 9

<211> 288

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Homo Sapien

<400> 9
Mgt Asp Pro Ser Ser His Ser Ser Asn Tgt Ala asn Thr Gln ¥et Lys
5 5
Ser Asp Lys §Ae ITe ITe Ala His ggg Gly Ala Ser Gly ggr Leu Pro
Glu His Thr tLeu Glu Ser Lys ﬁaa Leu Ala Phe Ala G;n Gln Ala Asp
35 4
Tyr ggu Glu Gln Asp Leu gga Met Thr Lys Asp ggy Arg Leu val val
Ile His Asp His Phe Leu Asp Gly Leu Thr Asp val Ala Lys Lys Phe
65 70 75 80
Pro His Arg His grg Lys Asp Gly Arg g%r Tyr val Ile Asp gge Thr
S
Leu Lys Glu I1e GIn Ser Leu Glu Met Thr Glu Asn Phe Glu Thr Asp
100 105 110
Gly Gly Thr Leu Pro Arg Ser Ala Pro Pro Ala Pro Pro val Pro val
115 120 125
Cys Ala Ala Arg Arg Arg Pro Ala Ser Pro Glu Leu Leu Arg Cys
130 135 140
Ser Arg Arg Arg Arg Pro Ala Thr Ala Glu Thr Gly Gly Gly Ala Ala
145 150 155 160
Ala val Ala Arg Arg Asn Glu Arg Glu Arg Asn Arg val Lys Leu Val
16 170 175
Asn Leu Gly Phe Gln Ala Leu Arg Gln His val Pro His Gly Gly Ala
180 185 190
Ser Lys Lys Leu Ser Lys val Glu Thr Leu Arg Ser Ala val Glu Tyr
195 200 205
Arg Ala Leu Gln Arg Leu Leu Ala Glu His Asp Ala val Arg Asn
210 215 220
Ala Leu Ala Gly Gly Leu Arg Pro GIn Ala val Arg Pro Ser Ala Pro
225 230 235 240
Arg Gly Gly ser Ser Glu Pro Gly Ser Pro Arg Ser Ala Tyr Ser Ser
245 250 255
Asp Asp Ser Gly Cys Glu Gly Ala Leu Ser Pro Ala Glu Arg Glu Leu
260 265 270
Leu Asp Phe Ser Ser Trp Leu Gly Gly Tyr His His His His His His
275 280 285

Gly

Ile

<210> 10

<211> 867

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Homo Sapien

<400> 10

atggatccaa gcagccattc atcaaatatg gcgaatacce aaatgaaatc agacaaaatc 60

attattgcte accgtggtgce tagcggttat ttaccagage atacgttaga atctaaagca 120
cttgcgtttg cacaacaggc tgattattta gagcaagatt tagcaatgac taaggatggt 180

Pagina 5



cgtttagtag
ccacatcgtc
caaagtttag
£cgeeggete
ctgctgegtt
gcggrrgege
caggcgctgc
accetgegta
gcggtgcgta
cgtggtggta
tgcgaaggty
ggctatcatc

<210> 11
<211> 182
<212> PRT

ttattcacga
atcgtaaaga
aaatgacaga
cgecggttec
gcagccgtcg
gtcgtaacga
gtcagcatgt
gcgcggtgga
acgegetggce
gcagcgaacc
ccctgagece
atcatcacca

tcacttttta
tggccgttac
aaactttgaa
ggttggttgt
tegeegtecy
acgtgaacgt
gccgecatgge
atatattcgt
cggtggtcty
gggtagcccg
ggcggaacgt
tcattaa

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Homo

<400> 11

Met His His
1

Pro Arg Ser

Arg Arg Arg
35
Arg Pro Ala
50
Arg Asn Glu
65
Gln Ala Leu

ser Lys val

Gln Arg Leu
115
Gly Leu Arg
130
ser Glu Pro
145
Cys Glu Gly

Ser Trp Leu

<210> 12
<211> 549
<212> ADN

sapien

His His Hi
5

Ala Pro Pr
20
Pro Ala Se

Thr Ala Gl

Arg Glu Ar
70
Arg GIn Hi
85
Glu Thr Le
100
Leu Ala G1

Pro GIn Al

Gly ser pr

15

Ala Leu Se
165

~9224681. txt

gatggcttga
tatgtcatcyg
accgatggtg
gcggegegtc
gccaccgegg
aaccgtgtga
ggtgcgagea
gcgctgcaac
cgtccgceagg
cgtagcgect
gaactgctgg

5 His His His His His

o Ala Pro Pro val Pro

r Pro Glu
40

25
Leu Leu Arg

u Thr Gly Gly Gly Ala

35

g Asn Arg val Lys Leu

75

s val Pro His Gly Gly

u Arg Ser Ala val Glu
_ 105
u His Asp Ala val Arg

120
a val Arg
135

Pro Ser Ala

o Arg Ser Ala Tyr Ser

0

155

r pro Ala Glu Arg Glu

Gly Gly Tyr

180

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Homo

<400> 12

atgcatcatc
ccgeeggetce
ctgctgcgtt
gcggttgege
caggcgetgc
accctgegta

Sapien

atcatcatca
cgccggttcc
gcagccgteg
gtcgtaacga
gtcagcatgt
gcgcggtgga

tcatcatcat
ggttggttgt
tcgecgtecg
acgtgaacgt
gccgcatggce
atatattcgt

170

catgacggtg
gcggegegrc
gceaccygcgg
aaccgtgtga
ggtgcgagca
gcgctgcaac

ctgatgttgc
acrttacctt
gcaccctgcec
gtcgtccgyc
aaaccggtgg
aactggtgaa
aaaaactgag
gtctgectggc
cggttegtec
atagcagcga
attttagcag

Asp Gly Gly

val Gly Cys

30

Cys Ser Arg
45

Ala Ala val

val Asn Leu
Ala Ser Lys

Tyr Ile Arg
110
Asn Ala Leu
125
Pro Arg Gly
140
ser Asp Asp

Leu Leu Asp

gcacectgec
gtcgtcegge
aaaccggtgg
aactggtgaa
aaaaactgag
gtctgetgge

pagina 6

gaaaaaattc
aaaagaaatt
gcgtagecgea
gagcccggaa
tggtgcggcea
cctgggettt
caaagtggaa
cgaacatgat
gagcgegeeg
tgatagcgge
ctggctaggc

Thr Leu
15
Ala Ala

Arg Arg
Ala Arg

Gly Phe
80
Lys Leu

Ala Leu
Ala Gly
Gly ser

ser Gly

160
Phe Ser
175

gcgtagcgca
gagcccgaaa
tggtgcggca
cctgggcttt
caaagtggaa
cgaacatgat

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
867

60

120
180
240
300
360

224



tgcgaaggtg ccctgagece ggcggaacgt gaactgctgg attttagcag ctggetgggc

ggctattaa

<210> 13
<211> 193
<212> PRT

<213> secuencia Artificial

<220>
<223> Homo

<400> 13
Mit Asp Gly
pro val Gly

Arg Cys Ser
35
Ala Ala Ala
50
teu val Asn
65
Gly Ala ser

Glu Tyr Ile

Arg Asn Ala
115
Ala Pro Arg
130
Arg Ala Ser
145
Pro Arg Ser

ser Pro Ala

Tyr

<210> 14
<211> 582
<212> ADN

sapien

Gly Thr Leu Pro Arg

5

Cys Ala Ala Arg Arg

20

Arg Arg Arg Arg Pro

40

val Ala Arg Arg Asn

55

Leu Gly Phe Gln Ala

70

Lys LyS Leu Ser Lys

85

Arg Ala Leu Gln Arg

10

Leu Ala Gly Gly Leu

120

Gly Pro Pro Gly Thr

135

ser Ser Pro Gly Arg
150

Ala Tyr
165

ser ser Asp

Glu Arg Glu Leu Leu

180

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Homo

<400> 14

atggacggceg
gctgccegge
geccaccgeag
aaccgcgtga
ggcgccagea
gcgctgeage
aggccgcagg
gecctcgecct
ccgcgtteeg
cgcgagetac

<210> 15

Sapien

gcacactgcc
ggagacccgc
agaccggagg
agctggtgaa
agaagctgag
gcctgetgge
ccgtgeggec
ccegegettc
cctactcgtc
tcgacttctc

caggtccgeg
gtccccggaa
cggegeageg
cttgggcttc
caaggtggag
£gagcacgac
gtctgegeec
ttcgtecceeg
ggacgacagc
cagctggtta

~9224681. txt
gcggtgcgta acgcgetgge cggtggtctg cgtccgcagg cggttcgtec gagegegeeg 420
cgtggtggta gcagcgaacc gggtagcccg cgtagcgect atagcagega tgatagegge 480

Ser Ala Pro
10

Arg Pro Ala

25

Ala Thr Ala

Glu Arg Glu
Leu Arg GIn

val Glu Thr
80

Leu Leu Ala

105

Arg Pro Gln

Thr pPro val

Gly Gly Ser
155
Asp Ser Gly
170
Asp Phe Ser
185

ccecectgege
ctgttgcgct
gccgtagegc
caggecgctgc
acgctgeget
gccgtgegcea
€gcgggcege
ggccgcggag
ggctgcgaag
gggggctact

Pro Ala Pro
Ser Pro Glu

Glu Thr Gly
45

Arg Asn Arg

60

His val Pro

Leu Arg Ser

Glu His Asp
110
Ala val Arg
125
Ala Ala ser
140
Ser Glu Pro

Cys Glu Gly

ser Trp Leu
190

cccecgtece
gcagecggeg
ggcgcaatga
ggcagcacgt
cagccgtgga
acgcgetgac
cagggaccac
gcagctcgga
gcgcgctgag
ga

pagina 7

Pro val
15
Leu Leu

Gly Gly
val Lys
His Gly
Ala val
Ala val
Pro Ser
Pro ser

Gly Ser
160

Ala Leu

175

Gly Gly

tgtcggetge
gcggcgaccy
gcgegagege
gecgeacgge
gtacatccgce
gggagggctyg
cceggtegec
gcececggetec
tcctgeggag

540
549

60

120
180
240
300
360
420
480
540
582

220



<211> 216
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Homo

<400> 15

Met Gly His
1

Ile Aasp Asp

Ala Pro Pro
35
Pro Ala Ser
50
Thr Ala Glu
65
Arg Glu Arg

Arg Gln His

Gilu Thr Leu
115
Leu Ala Glu
130
Pro GIn Ala
145
pro val Ala

Gly Ser Ser

Ser Gly Cys

195

pPhe Ser Ser
210

<210> 16
<211> 651
<212> ADN

Sapien

His His His His His

5

~9224681.txt

His His His

10

ASp Asp Lys His Met Asp Gly Gly

20

Ala Pro Pro val Leu val Gly Cys

40

Pro Glu Leu Leu Arg

55

Cys Ser Arg

Thr Gly Gly Gly Ala Ala Ala val

75

Asn Arg val Lys Leu val Asn Leu

85

20

val Pro His Gly Gly Ala Ser Lys

100

105

Arg ser Ala val Glu Tyr Ile Arg

120

His Asp Ala val Arg Asn Ala Leu

135

val Arg Pro Ser Ala
150
Ala Ser Pro Ser Arg

165

Pro Arg Gly

155

Ala Ser ser

170

Glu Pro Gly Ser Pro Arg Ser Ala

180

Glu Gly Ala Leu Ser

200

Trp Leu Gly Gly Tyr

215

<213> Ssecuencia Artificial

<220>
<223> Homo

<400> 16

atgggccatc
gacaagcata
gtcggetgcy
cggcgaccgg
cgcgagegca
ccgcacggeg
tacatccgcg
ggagggctga
ccggtcgecg
cceggetecc
cctgeggage

<210> 17
«211> 216
<212> PRT

Sapien

atcatcatca
tggacggcgg
ctgcocggey
ccaccgcaga
accgcgtgaa
gcgecageaa
cgctgcageg
ggccgcaggc
cctegeecte
cgcgttcegc
gcgagetact

tcatcatcat
cacactgccc
gagacccgeg
gaccggaggc
gctggtgaac
gaagctgagce
cctgetggece
cgtgcggceg
ccgcgerict
ctactcgtcyg
cgacttctcc

<213> Secuencia Artificial

18%
Pro Ala Glu

catcacagca
aggtccgege
tccceggaac
ggcgcagcgg
ttgggcttce
aaggtggaga
gagcacgacg
tctgegecec
tcgteccegg
gacgacagcg
agctogttag

His Ser Ser

Thr Leu Pro
30
Ala Ala Arg
45
Arg Arg Arg
60
Ala Arg Arg

Gly Phe Gln

Lys Leu Ser
110
Ala Leu GlIn
125
Ala Gly Gly
140
Pro Pro Gly

Ser Pro Gly

Tyr Ser Ser

190

Arg Glu Leu
205

gcggecatat
ccecetgegec
tgttgcgetg
ccgtagcgeg
aggcgctgeg
cgctgegete
ccgtgcgecaa
gcgggecgece
gccgceggygay
gctgcgaagg
ggagctactg

pagina 8

Gly His
15
Arg Ser

Arg Arg
Pro Ala

Asn Glu
80

Ala Leu

95

Lys val

Arg Leu
Leu Arg

Thr Thr
160

Arg Gly

175

ASp Asp

Leu Asp

cgacgacgac
ccecgtectt
cagccggeag
gcgcaatgag
gcagcacgtg
agccgtggag
cgcgctggeg
agggaccacc
cagctcggag
cgcgetgagt
a

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
651

zah



<220>
<223> Homo

<400> 17
Met Gly His
1

Ile Asp Asp

Ala Pro
35

ser

Pro

Ala
50
Ala

Ptro

Thr Glu

65
Arg

Glu Arg

Arg Gln His

Glu Thr Leu
115
Ala Glu
130

Gin

Leu
Pro Ala
145
Pro

val ala

Gly Ser Sser

ser Gly Cys
195
Ser

Phe Ser

210

<210>
<211>
«212>
<213>

<220>
<223> Homo

<400> 18

atgggccate
gacaagcata
gtcggctgeg
cggcgaccdg
cgcgagegea
ccgeacggceg
tacatccgceg
ggagggctga
ccggtegecy
cccggetece
cctgcggage

<210> 19

<211> 216
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

13
651
ADN
secue

Homo

Sapien

His His
5

Asp
20
Ala

AsD
Pro

Pro Glu

Thr Gly

Asn Arg
85

val Pro
100
Arg Ser

His Asp

val Arg

His
Lys
Pro
Leu
Gly
val
His
Ala
Ala

Pro

His His

His Met

val Pro
40
Leu Arg
55
Gly Ala

Lys Leu

Gly Gly

Glu
120
Arg

val

val
135

Ser Ala

150

Ala ser
165
Glu Pro
180
GTu Gly

Trp Leu

ncia
Sapien

atcatcatca
tggacggcgg
ctgccecggeg
ccaccgcaga
accgcgtgaa
gcgccagcaa
cgctgcageg
ggccgcaggc
cctegeecte
cgcgttecge
gcgagctact

sapien

Pro
Gly
Ala

Gly

ser Arg

ser Pro

Ser
200
Tyr

Leu

Gly
215

artificial

tcatcatcat
cacactgccc
gagacccgcg
gaccggaggce
gctggtgaac
gaagctgagc
cctgetggec
cgtgcggccg
ccgcgettct
ctactcotcg
cgacttctcc

Secuencia Artificial

His
ASp
val
Cys
Ala
val
Ala
105
Tyr
Asn
Pro
Ala
Ar

185
Pro

~8224681. txt

His His
10
Gly Gly

Gly Cys

Ser Arg

val
75
Leu

Ala

Asn
90
ser Lys

ITe Arg

Ala Leu

Arg Gly
155
ser Ser

170
g Ser Ala

Ala Glu

catcacagca
aggtccgege
tccecggaac
ggcgcagegg
ttgggcttcc
aaggtggaga
gagcacgacyg
tctgegeecc
tcgtccceag
gacgacagcg
agctggttag

His Ser Ser

Thr Leu Pro
30
Ala Arg
45

Arg

Ala

Arg Arg

Ala Arg Arg

Gly Phe Gln
Ser
110

GlIn

Lys Leu

Ala Leu
125
Ala Gly
140

Pro

Gly

Pro Gly

ser pro Gly

Ser ser
190

Leu

Tyr

Glu
205

Arg

gcggccatat
ccccrgegec
tgttgcgctg
ccgtagegeg
aggcgctgeg
cgctgegete
ccgtgcgcaa
gcgggecgcec
gccgeggggy
gctgcgaagg
ggggctactg

Pagina 9

Gly His
15
Arg ser

Arg Arg

Pro Ala

Glu
80
Leu

Asn

Ala
95
Lys val

Arg Leu

Leu Arg
Thr
160
Arg Gly
175

Asp

Thr

Asp

Leu Asp

cgacgacgac
cceegtecet
cagccggcygg
gcgcaatgag
gcagcacgtg
agccgtggag
cgcgetggeg
agggaccacc
cagctcggag
cgcgctgagt
a

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
651



<400> 19
Mit Gly His
Ile Asp Asp

Ala Pro Pro
35
Pro Ala Ser
50
Thr Ala Glu
65
Arg Glu Arg

Arg GIn His

Glu Thr Leu
115
Leu Ala Glu
130
prc GIn Ala
145
Pro val ala

Gly Ser Ser

ser Gly Cys

195

rhe Ser Ser
210

<210> 20
<211> 651
<212> ADN

Ris His His His His

~9224681. txt

His His His

10

ASp ASp Lys His Met Asp Gly Gly

20

Ala Pro Pro val Pro val Gly Cys

40

Pro Glu Leu Leu Arg

Cys Ser Arg

Thr Gly Gly Gly Ala Ala Ala val

75

Asn Arg val Lys Leu val Asn Leu

85

90

val Pro His Gly Gly Ala Ser Lys

100

105

arg ser Ala val Glu Tyr Ile Arg

120

His Asp Ala val Arg Asn Ala Leu

135

val Arg Pro Ser Ala
150
Ala Ser Pro Ser aArg Ala Ser Ser

165

Pro Arg Gly

155
170

Glu Pro Gly Ser Pro Arg Ser Ala

180

Glu Gly Ala Leu Ser

200

Trp Leu Gly Gly Tyr

215

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Homo

<400> 20

atgggccatc
gacaagcata
grtggtrgtg
cgcecgtecgg
cgtgaacgta
ccgcatggeg
tatattcgtg
ggtggtctgc
ccggttgcag
ccgggtagec
ccggcggaac

<210> 21
<211> 199
<212> PRT

Sapien

atcatcatca
tggatggtgg
cggcgcgtcg
ccaccgegga
accgtgtgaa
gtgcgagcaa
cgctgeaacyg
gtccgecaggc
cgagcccgag
cgcgtagege
gtgaactgcet

tcatcatcat
caccctgeeg
tcgtceggeg
aaccggtggt
actggtgaac
aaaactgagc
tctgctggec
ggttcgtccg
ccgtgcgagc
ctatagcagc
ggattttagc

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Homo

<400> 21

sapien

185
Pro Ala Glu

catcacagca
cgtagegete
agcccggaac
ggtgcggeag
ctgggetttc
aaagtggaaa
gaacatgatg
agcgcaccegc
agctctccgg
gatgatagcg
agetggetgg

Met Gly His His His His His His His His His
Pagina 10

His Ser Ser

Thr Leu Pro
30
Ala Ala aArg
45
Arg Arg Arg
60
Ala Arg Arg

Gly Phe Gln

Lys Leu Ser
110
Ala Leu Gln
125
Ala Gly Gly
140
Pro Pro Gly

Ser Pro Gly

Tyr Ser Ser

190

Arg Glu Leu
205

gcggccatat
cgccggeacc
tgctgcgtty
cggttgcgeg
aggcgetgeg
ccetgegtag
cggtgcgtaa
gtggtccygcece
gtcgtogtgg
gctgcgaagg
gcggcetatta

Gly His
15
Arg ser

Arg Arg
Pro Ala

Asn Glu
80

Ala Leu

95

Lys val

Arg Leu
Leu Arg

Thr Thr
160

Arg Gly

175

ASp Asp

Leu Asp

cgacgacgac
gceggttecg
cagccgtegt
tcgtaacgaa
tcagcatgtyg
cgcggtggaa
cgcgctggcec
gggtacgacg
tagcagcgaa
tgcecctgtcet
a

His Ser Ser Gly His

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
651

235



Ile Asp Asp

ala Ala Ala
35
Leu val Asn
50
Gly Ala ser

Glu Tyr Ile
Arg Ash Ala

Ala Pro Arg

115

Arg Ala ser
130

Pro Arg Ser

ASp Asp Lys His Met

~9224681. txt

10

ala Thr Ala
25

val Ala Arg Arg Asn Glu Arg Glu

40

Leu Gly pPhe Gln Ala

55

Leu Arg GIn

Lys Lys Leu Ser Lys val Glu Thr

70

Arg Ala Leu GIn Arg

75

Leu Leu Ala

90

Leu Ala Gly Gly Leu Arg Pro GIn

100

105

Gly Pro Pro Gly Thr Thr Pro val

120

ser Ser Pro Gly Arg Gly Gly Ser

135

Ala Tyr Ser Ser Asp Asp Ser Gly

145 150 155
ser Pro Ala Glu Arg Glu Leu Leu Asp Phe Ser
16 170
Tyr Leu Glu Asp Pro Ala Ala Asn Lys Ala Arg
180 185
Ala Ala Ala Thr ala Glu GIn
195
<210> 22
<211> 600
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
«220>
<223> Homo Sapien
<400> 22
atgggccatc atcatcatca tcatcatcat catcacagca
gacaagcata tggccaccgc ggaaaccggt ggtagtgcgg
gaacgtgaac gtaaccgtgt gaaactggtg aacctgggct
gtgccgcatg gcggtgcgag caaaaaactg agcaaagtgg
gaatatattc gtgcgctgca acgtctgetg gccgaacatg
gccggtggtc tgogtccgca ggcggttcgt ccgagcgeac
acgccggttg cagcgagccc gagccgtgeg agcagctcte
gaaccgggta gcccgegtag cgectatagc agcgatgata
tctecggegg aacgtgaact getggatttt agcagetggce
ccggetgeta acaaagcccg aaaggaagcet gagttggctg
<210> 23
<211> 157
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Homo Sapien
<400> 23

Glu Thr Gly
30
Arg Asn Arg
45
His val Pro
60
Leu Arg Ser

Glu His Asp

Ala val ar

110

Ala Ala Ser
125

ser Glu Pro

140

Cys Glu Gly

Ser Trp Leu

Lys Glu Ala
190

gcggccatat
cagcggrtgc
ttcaggegcet
aaaccctgeg
atgcggtgcg
cgcgtggtcc
€gggtcgtyg
gcggctgega
tgggcggcta
ctgccaccge

Gly Gly
val Lys
His Gly
Ala val

Ala val
95

g Pro Ser

Pro ser
Gly Ser

Ala Leu
160

Gly Gly

175

Glu Leu

cgacgacgac
gcgtcgtaac
gcgtcagcat
tagcgeggtg
taacgcgetg
gccgggtacg
tggtagcagc
aggtgccctg
tctcgaggat
tgagcaataa

Mit Gly His His His His His His His His His His Ser Ser Gly His
5

10

15

Ile Asp Asp ggp ASp Lys His Met Asn Arg val Lys Leu gg1 Asn Leu
25

Gly Phe GIn Ala Leu Arg G1n His val Pro His Gly Gly Ala Ser Lys
35 40 45

Pagina 11

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

227



Lys Lgu Ser Lys val Glu Thr Leu
] 55
Ala Leu Gln Arg Leu Leu Ala Glu
65 70
Ala Gly Gly Leu Qrg Pro Gln Ala
5
Pro Pro Gly Thr Thr Pro val Ala
100
Ser Pro Gly Arg Gly Gly Ser Ser
115 120
Tyr S5er Ser Asp Asp Ser Gly Cys
130 135
Arg Glu Leu Leu Asp Phe Ser Ser
145 150
<210> 24
<211> 474
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Homo Sapien
<400> 24
atgggccatc atcatcatca tcatcatcat
gacaagcata tgaaccgtgt gaaactggtyg
gtgccgcatg gcggtgcgag caaaaaactg
gaatatattc gtgcgctgeca acgtctgetyg
gcecggtggtc tgogtccgca ggoggttcogt
acgccggttg cagcgagece gagecgtgeg
gaaccgggta gcccgegtag cgectatage
tctccggegy aacgtgaact getggatttt
<210> 25
<211> 93
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Homo Sapien
<400> 25
Mit Gly His His His His His His
5
Ile Asp Asp Ssp ASp Lys His Met
Glu Arg Glu Arg Asn Arg val Lys
35 40
Leu Arg Gln His val Pro His Gly
50 55
val Glu Thr Leu arg Ser ala val
65 70
Leu Leu Ala Glu g;s Asp Ala val
<210> 26
<211> 282
«212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>

~9224681. txt

Arg Ser ala

Ala
75
Pro

His Asp

val Arg
a0
Ala ser
105

Glu

Pro

Pro Gly

Glu Gly Ala

Trp Leu Gly

155

catcacagca
aacctgggcet
agcaaagtgg
gccgaacatg
ccgagcgeac
agcagctctc
agcgatgata
agcagctggc

His His
10
Ala

His
Ala Ala
25

Leu

val Asn

Gly Ala Ser
Ile
75

Ala

Glu Tyr

Asn
0

Arg

Pigina

val Glu
60

val

Tyr

Arg Asn

Ser Ala Pro
Ala
110

Arg

ser Arg

Pro
125
ser

ser

Leu
140
Gly

Pro

Tyr

gcggecatat
ttcaggcget
aaaccctgceg
atgceggtgeg
cgcgtggtec
cgggtcytgg
gcggetgega
tgggcggeta

His Ser Ser

val Ala Arg
30
Phe

Leu Gly

45
Lys Lys
60

Arg

Leu
Ala Leu

Leu Ala

12

Ile Arg

Ala Leu
80
Arg Gly
95
Ser ser

Ser Ala

Ala Glu

cgacgacgac
gcgtcagcat
tagcgeggto
taacgcgetg
gccgggtacg
tggtagcagc
aggtgcectyg
ttaa

Gly His
15
Arg Ash

GIn Ala

ser Lys

GIn Arg

80

60

120
180
240
300
360
420
474



E )

S

<223> Homo

<400> 26

atgggccatc
gacaagcata
ctggtgaacc
aaactgagca
ctgctggecg

Sapien

~9224681.txt

atcatcatca tcatcatcat catcacagca
tggcggcage ggttgegegt cgtaacgaac
tgggctttca ggegetgegt cagcatgtge
aagtggaaac cctgcgtagc gcggtggaat
aacatgatgc ggtgcgtaac gcgctggect

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

27

178

PRT

Secuencia Artificial

Homo Sapien

27

Mit Asp Gly Gly Thr Leu Pro Arg Ser Ala Pro

5 _ 10

Pro val Gly Cys Ala Ala Arg Arg Arg Pro Ala

20 25

Arg Cys Ser Arg Arg Arg Arg Pro Ala Thr Ala

35 40

Ala ala ala val Ala arg Arg Asn Glu Arg Glu

50

Leu val Asn Leu Gly Phe Gln Ala Leu Arg Gln

65

70 75

Gly Ala Ser Lys Lys Leu Ser Lys val Glu Thr

85 90

Glu Tyr Ile Arg Ala Leu Gln Arg Leu Leu Ala

100 105

Arg Asn Ala
115
Ala Pro Arg
130
Ser Ser Asp
145
Glu Leu Leu

His His

<210> 28
<211> 537
<212> ADN

Leu Ala Gly Gly Leu

120

Gly Gly Ser Ser Glu

Asp Ser Gly

135
Cys Glu

150
Asp Phe Ser Ser Trp

165

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Homo

<400> 28

atggatggtg
gcggegegte
gccaccgogg
aaccgtgtga
ggtgcgagca
gcgctgeaac
cgtccgcagg
cgtagcgect
gaactgctgg

Sapien

gcaccectgec
gtcgtccgge
aaaccgotgg
aactggtgaa
aaaaactgag
gtctgectgge
cggttcgtce
atagcagcga
attttagcag

gcgtagegea
gagcccggaa
tggtgcggea
cctgggettt
Caaagtggaa
cgaacatgat
gagcgcgecg
tgatagcgac
ctggetggge

Arg Pro Gln
Pro Gly ser
Gly Ala Leu

155

Leu Gly Gly

170

ccgccggetc
ctgctgegtt
gcggttgcgce
caggcgetge
accctgegta
gcggtgegta
cgtggtggra
tgcgaaggty
ggctatcatc

Pagina

gcggecatat cgacgacgac 60
gtgaacgtaa ccgtgtgaaa 120
cgcatggegg tgcgagcaaa 180
atattcgtgc gctgcaacgt 240

aa

Pro Ala Pro
Ser Pro Glu

Glu Thr Gly
45

Arg Asn Arg

60

His val Pro

Leu Arg'Sser

Glu His Asp
110
Ala val Arg
125
Pro Arg Ser
140
Ser Pro Ala

Tyr His His

cgccggrrec
gcagcecgteg
gtcgtaacga
gtcagcatgt
gcgcggtgoga
acgegetggce
gcagcgaacc
ccctgagecec
atcatcacca

13

Pro val
15
Leu Leu

Gly Gly
val Lys
His Gly

Ala val
95
Ala val

Pro Ser
Ala Tyr

Glu Arg
~ 160
His His
175

ggttggtigt
tcgecgtecy
acgtgaacgt
gccgeatgge
atatattcgt
cggtggtrctg
gggtagcecg
ggcggaacgt
tcattaa

282

60
120
180
240
300
360
420
480
537

220



cgtttagtgg
ccacatcgtc
Caaagtttag
ccgegtageg
gcgageecgg
ggtggtgcgy
aacctgggct
agcaaagtqgqg
gccgaacatg
ccgagcgcac
agcagctctce
dgcgatgata
agcagctggce

<210> 31
<211> 201
<212> PRT

Ttattcacga
atcgtaaaga
aaatgacaga
ctccgecggc
aactgctgeg
cageggttge
ttcaggcgct
aaaccetgeyg
atgcggtgeg
cgcgtggtcc
cgggtcgtdg
gcggergcega
tgggcggcta

tcactrttta
tggccgttac
aaactttgaa
accgccggtt
ttgcagccgt
gcgtegtaac
gcgtcagcat
tagcgcggtyg
taacgcgctg
gcegggracg
tggtagcagc
aggtgccctyg
tctcgagcac

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Homo

<400> 31
Mit Asp Gly

Pro val Gly

Arg Cys Ser
35
Ala Ala Ala
50
Leu val Asn
65
Gly Ala ser

Glu Tyr Ile

Arg Asn Ala
115

Ala Pro Arg

130

Arg Ala Ser

145

Pro Arg Ser

Ser Pra Ala

Tyr Leu Glu
195

<210> 32
<211> 606
<Z212> ADN
<213> Secue

<220>
<223> Homo

<400> 32

Sapien

Gly Thr Leu Pro Arg
5

Cys Ala Ala Arg Arg

20

Arg Arg Arg Arg Pro

40

val Ala Arg Arg Asn

55

Leu Gly Phe GIn Ala

70

~0224681.txt

gatggcttga
tatgtcatcg
accgeggecg
ccggttggtt
cgtcgcogtc
gaacgtgaac
gtgccgeatg
gaatatattc
gccggrggte
acgccggttyg
gaaccgggta
tcteeggegg
caccaccacc

ser Ala Pro

10

Arg Pro Ala
25

Ala Thr Ala
Glu Arg Glu

Leu Arg Gln

75

Lys Lys Leu Ser Lys val Glu Thr

85

Arg Ala Leu Gln Arg

10

Leu Ala Gly Gly Leu

120

Gly Pro Pro Gly Thr

135

Ser Ser Pro Gly Arg
150
Ala Tyr Ser Ser Asp

165

%0

Leu Leu Ala
105

Arg Pro Gln
Thr Pro val

Gly Gly Ser

155

Asp Ser Gly

170

Glu Arg Glu Leu Leu Asp Phe Ser

180

His His His His His

200

ncia Artificial

Sapien

185
His

atggatggtg gcaccctgcc gegtageget ccgecggeac
gcggcgegte gtcgtecgyge gagcecggaa ctgctgegtt
gccaccgcegg aaaccggtgg tggtgeggea geggttgege

Pagina

ctgatgttgce
actttacctt
caatggatgg
gtgcggcgcg
cggccaccgce
gtaaccgtgt
gcggtgcgag
gtgcgctgea
tgcgtccgea
cagcgagcec
gceccgegtag
aacgtgaact
accactga

Pro Ala Pro
Ser Pro Glu

Glu Thr Gly
45

Arg Asn Arg

60

His val Pro

Leu Arg Ser

Glu His As

110

Ala val Arg
125

Ala Ala ser

140

ser Glu Pro

Cys Glu Gly

Ser Trp Leu
190

gaaaaaattc
aaaagaaatt
tggcaccctg
tcgtegtecg
ggaaaccggt
gaaactggtg
caaaaaactg
acgtctgetg
ggcggttegr
gagccgtgcy
cgcctatagce
gctggatttt

Pro val
15

Leu Leu
Gly Gly
val Lys
His Gly

Ala val
95

p Ala val

Pro Ser
Pro Ser

Gly ser
160

Ala Leu

175

Gly Gly

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
948

cgcecggttee ggttggttgt 60
gcagcegteyg tcgecgtceg 120
gtcgtaacga acgtgaacgt 180

15

226



cgtttagtagg
ccacatcgtce
Caaagtttag
ccgcgrageg
gcgageecgg
ggtggtgcgg
aacctgggcet
agcaaagtgg
gccgaacatg
ccgagegeac
agcagctctc
agcgatgata
agcagctggce

<210> 31
<211> 201
<212> PRT

ttattcacoa
atcgtaaaga
aaatgacaga
ctccgecgge
aactgctgcg
cagcggttgc
ttcaggecgct
aaaccctgcg
atgcggtgeg
cgegtggrec
cgggtcgtgg
gcggetgega
tgggcggcta

aaactttgaa
accgeccggtt
ttgcagccgt
gcgtegtaac
gcgtcageat
tagcgeagtg
taacgcgctg
gcegggtacg
tggtagcagc
aggtgcccty
tctegageac

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Homo

<400> 31
Mit Asp Gly

Pro val Gly

Arg Cys ggr
Ala Ala Ala
50
Leu val Asn

65
Gly Ala ser

Glu Tyr Ile

Arg Asn Ala
115
Ala Pro Arg
130
Arg Ala Ser
145
Pro Arg Ser

Ser Pro Ala

Tyr Leu Glu
195

<210> 32
<211> 606
<212> ADN
<213> Secue

<220>
<223> Homo

<400> 32

Sapien

Gly Thr Leu Pro Arg

5

Cys Ala Ala Arg Arg

20

Arg Arg Arg Arg Pro

40

val Ala Arg Arg Asn

Leu Gly Phe GIn Ala

70

Lys Lys Leu 5er Lys

85

Arg Ala Leu GIn Arg

10

Leu Ala Gly Gly Leu

120

Gly Pro Pro Gly Thr

135

ser Ser Pro Gly Arg
150
Ala Tyr Ser Ser Asp

165

Glu Arg Glu Leu Leu

180

His His His His His

200

ncia Artificial

sapien

~9224681. txt
tcacttttta gatggcttoa
tggcecgttac tatgtcatcg

accgeggeceyg
ccggrrggtt
cgtcgccgrc
gaacgtgaac
gtgccgeatg
gaatatattc
gccggtggtce
acgccggteg
gaaccgggta
tctocecgygeag
caccaccacc

ser Ala Pro
10
Arg Pro Ala

Ala Thr ala
Glu Arg Glu

Leu Arg Gln
75
val Glu Thr
90
Leu Leu Ala
105
Arg Pro Gln

Thr Pro val

Gly Gly Ser
155
Asp Ser Gly
170
Asp Phe Ser
185
His

ctgatgttgc
actttacctt
caatggatgg
gtgcggegeg
cggccaccgce
gtaaccgtgt
gcggtgcgag
gtgcgetgea
tgcgtccgca
cagcgagcec
gceccgegtag
aacgtgaact
accactga

Pro Ala Pro

ser Pro Glu
30
Glu Thr Gly
45
Arg Asn Arg
60
His val pPro

Leu Arg Ser

Glu His Asp
110
Ala val Arg
125
Ala Ala Ser
140
ser Glu Pro

Cys Glu Gly

Ser Trp Leu
190

gaaaaaattc
adaag aaatt
tggcaccctg
tcgtegteeg
ggaaaccggt
gaaactggtg
caaaaaactg
acgtctgetg
ggcggttegt
gagcegtgcg
cgcctatage
gctggatttt

Pro val
15
Leu Leu

Gly Gly
val Lys
His Gly
Ala val
95
Ala val
Pro ser
Pro Ser
Gly Ser
160
Ala Leu

175
Gly Gly

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
948

atggatggtg gcaccctgce gcgtagegct ccgccggeac cgecggttec ggttggttgt 60
gcggegegte gtcgtocgyge gageccggaa ctgotgogtt geagecgteg tegecgtecg 120
gccaccgcgg aaaccggtgg tggtgcggca gcggttgcge gtcgtaacga acgtgaacgt 180

Pagina
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229



<210>

29

<211> 315
<212> PRT

<213>

<220>

<223>

<400> 29

Met
1

Ser
Glu
Tyr
Ile
65

Pro
Leu
Ala
Pro
Leu
145
Gly
val
His
A1a
ala
225
Pro
Pro
Gly
Ala

Gly
305

Asp
Asp
His
Leu
50

His
His
Lys
aAla
val
130
Leu
Gly
Lys
Gly
val
210
val
ser
ser
Ser
Leu

290
Gly

<210> 30
<211> 94
<212> ADN

<213>

<220>

<223>

<400> 30
atggatccaa gcagccattc atcaaatatg gcgaatacce
attattgctc accgtggtgc tageggttat ttaccagage
cttgcgtttg cacaacaggc tgattattta gagcaagatt

Pagina 14

Pro
Lys
Thr
35

Glu
AsSp
Arg
Glu
Met
115
Pro
Arg
Ala
Leu
Gly
195
Glu
Arg
Ala
Arg
Pro
275
Ser

Tyr

8

Ser
Ile
20

Leu
GIn
His
His
Ile
100
Asp
val
Cys
Ala
val
180
Ala
Tyr
Asn
Pro
Ala
260
Arg
Pro

Leu

Homo Sapien

Ser
5

Ile
Glu
Asp
Phe
Arg
85

Gln
Gly
Gly
Ser
Ala
165
Asn
Ser
Ile
Ala
Arg
245
Ser
Ser
Ala

Glu

Hamo Sapien

His
Ile
ser
Leu
Leu
70

Lys
ser
Gly
Cys
Arg
150
val
Leu
Lys
Arg
Leu
230
Gly
ser
aAla
Glu

His
310

Ssecuencia Artificial

Ser
Ala
Lys
Ala
55

Asp
Asp
Leu
Thr
Ala
135
Arg
Ala
Gly
Lys
Ala
215
Ala
Pro
Ser
Tyr
Arg

295
His

Secuencia Artificial

Ser
His
Ala
40

Met
Gly
Gly
Glu
Leu
120
Ala
Arg
Arg
Phe
Leu
200
Leu
Gly
Pro
Pro
Ser
280
Glu

His

AsSn
Arg
25

Leu
Thr
Leu
Arg
Met
105
Pro
Arg
Arg
Arg
Gln
185
Ser
Gln
Gly
Gly
Gly
265
Ser
Leu

His

~9224681. txt

Met
Gly
Ala
LYS
Thr
Tyr
90

Thr
Arg
Arg
Pro
ASn
170
Ala
Lys
Arg
Leu
Thr
250
Arg
Asp
Leu

His

Ala
Ala
Phe
Asp
Asp
75

Tyr
Glu
Ser
Arg
Ala
155
Glu
Leu
val
Leu
Ar

235
Thr
Gly
ASp
ASp

His
31§

Asn
Ser
Ala
Gly
val
val
Asnh
Ala
Pro
140
Thr
Arg
Arg
Glu

Leu
220

g Pro

Pro
Gly
Ser

Phe
300

aaatgaaatc agacaaaatc 60
atacgttaga atctaaagca 120
tagcaatgac taaggatggt 180

Thr
Gly
Gln
45

Arg
Ala
Ile
Phe
Pro
125
Ala
Ala
Glu
Gln
Thr
205
Ala
Gln
val
Ser
Gly

285
Ser

GIn
Tyr
30

Gln
Leu
Lys
ASD
Glu
110
Pro
Ser
Glu
Arg
His
190
Leu
Glu
Ala
Ala
ser
270
Cys

Ser

Met
15

Leu
Ala
val
Lys
Phe
Thr
Ala
Pro
Thr
Asn
175
val
Arg
His
val
Ala
255
Glu
Glu

Trp

Lys
Pro
Asp
val
Phe
Thr
Ala
Pro
Glu
%
Alrg
Pro
Ser
Asp
Arg
240
ser
Pro
Gly

Leu

23t



aaccgtgtga
ggtgcgagca
gcgctgeaac
cgteccgcagg
gcgagcecga
ccgcgtageg
cgtgaactge
cactga

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

33
178
PRT

Homo

<400> 33

aactggtgaa
aaaaactgag
gtctgetgge
cggttcgtce
gccgtgcgag
cctatagcag
tggattttag

S5apien

cctgggettt
caaagtggaa
cgaacatgat
gagcgeaceg
cagctctecg
cgatgatagce
cagctggetg

Secuencia Artificial

~9224681.txt

caggegcetgce
accctgegta
gcggtgegta
c€gtggrccgce
ggtcgtggty
ggctgcgaag
ggcggctatc

gtcagcatgt
gcgeggtgga
acgcgctggce
cgggtacgac
gtagcagcga
gtgccctgtc
tcgagcacca

Met His
1
Pro Pro

Ala ser

Glu
50
Arg

Ala

Glu
65
GIn His

Thr Leu

Ala Glu

Ala
130
Pro

Gln

ser
145

Leu Ser

His
Ala
Pro
35

Thr
Asn
val
Arg
His
115
val
Arg

Pro

His
Pro
20

Glu
Gly
Arg
Pro
ser
100
ASD
Arg
ser

Ala

His
S
Pro
Leu
Gly
val
His
85
Ala
Ala
Pro
Ala

Glu
165

His His

val Pro

Leu Arg
Ala
55

Leu

Gly

Lys
70
Gly Gly

val Glu

val Arg
Ala
135
Ser

ser

TYr
150

Arg Glu

Asp
val
Cys
Ala
val
Ala
Tyr
Asn
120
Pro

ser

Leu

Gly
Gly
25

Ser
Ala
AsSn
ser
Ile
105
Ala
Arg
Asp

Leu

Gly
10

Cys
Arg
val
Leu
Lys
90

Arg
Leu
Gly
Asp

Asp

Thr
Ala
Arg
Ala
24
Lys
Ala
Ala
Gly
Ser

155
rhe

Leu
Ala
Arg
Arg
60

Phe
Leu
Leu
Gly
Ser
140
Gly

Ser

Pro
Arg
Arg
45

Arg
Gln
Ser
Gln
Gly
125
ser
Cys

ser

Arg
Arg
30

Pro
AsSn
Ala
Lys
Arg
110
Leu
Glu
Glu

Trp

Gly Tyr

<210>
<211>
<21Z2>
<213>

<220>
<223> Homo

<400> 34

atgcaccatc
ccggttceyg
agccgtegrc
cgtaacgaac
cagcatgtgc
gcggtggaat
gcgctggecg
agcgaaccgg
ctgagccegg

34
537
ADN

sapien

accatcacca
ttggttgtgc
gcecgtecgge
gtgaacgtaa
cgcatggcgg
atattcgtgce
gtggtctgcg
gtagcccgeg
cggaacgtga

Secuencia Artificial

tgatggtgge
ggcgegtegt
caccgcggaa
ccgtgtgaaa
tgcgagcaaa
gctgeaacgt
tccgcaggeg
tagcgcctat
actgctggat

170

accetgecge
cgtccggcga
accggtgotg
ctggtgaacc
aaactgagca
ctgctggecg
gttcgtccga
agcagcgatg
tttagcaget

Pagina

gtagcgcacc
gcccgoaact
gtgcggcage
tgggctttca
aagtggaaac
aacatgatgc
gcgcgocgey
atagcggcty
ggctggycgg

16

gccgcatggce
atatattcgt
€ggtggtctg
gceggttgea
accgggtagc
tceggeggaa
ccaccaccac

Ser ala
15
Arg Pro

Ala Thr

Glu Arg

Leu Arg
80
val Glu
95
Leu Leu

Arg Pro

Pro Gly
Ala
160
Gly

Gly

Leu
175

gccggeteceg
gctgcgttgc
ggttgcgcgt
ggcgctgegt
cctgegtagce
ggtgcgtaac
tggtggtagc
cgaaggtgcc
ctattaa

240
300
360
420
480
540
600
606

60

120
180
240
300
360
420
480
537



~9224681, txt

<210> 35
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Enlazador de plasmido de E. coli
<400> 35
atgcatcatc atcatcatca tgac
<210> 36
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Enlazador de plasmido de £, coli
<400> 36
atgcaccatc accatcacca tgat
<210> 37
<211> 178
<212> PRT
<213> Ssecuencia artificial
<220> )
<223> Homo Sapien
<400> 37 )
Met His His His His His His Asp Gly géy Thr Leu
1 5
Pro Pro Ala ;50 pro val Pro val g;y Cys Ala Ala
Ala ser gro Glu Leu Leu Arg C5s Ser Arg Arg Arg
S 4
Ala Glu Thr Gly Gly Gly Ala Ala Ala val Ala Arg
50 55 60
Glu Arg Asn Arg val Lys Leu val Asn Leu Gly Phe
65 70 75
Gin His val Pro gis Gly Gly Ala ser S%s Lys Leu
5
Thr Leu Arg Ser Ala val Glu Tyr Ile Arg Ala Leu
100 105
Ala Glu His Asp Ala val Arg Asn Ala Leu Ala Gly
115 120
GIn Ala val Arg Pro Ser Ala Pro Arg Gly Gly Ser
130 135 140
Ser Pro Arg Ser Ala Tyr Ser Ser Asp Asp Ser Gly
145 150 155
Leu Ser Pro Ala Glu Arg Glu Leu Leu Asp Phe Ser
165 170
Gly Tyr
<210> 38
<211> 537
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>
Pagina 17

Pro
Arg
Arg
45

Arg
Gln
Ser
Gln
Gly
125
Ser
Cys

Ser

Arg
Arg
30

Pro
Asn
Ala
Lys
Arg
110
Leu
Glu
Glu

Tep

Ser
15

Arg
Ala
Glu
Leu
val
95

Leu
Arg
Pro
Gly

Leu
175

Ala
Pro
Thr
Arg
Arg
80

Glu
Leu
Pro
Gly
Ala

160
Gly

24

24

240



~0224681. txt

<223> Homo Sapien

<400> 38

atgcatcatc atcatcatca tgacggiggc accctgocge

ccggttccgy ttggttgtge ggcgegtegt cgtccggoga

agccgtegte geocgtoogge caccgeggaa accggtggtg

cgtaacgaac gtgaacgtaa ccgtgtgaaa ctggtgaacc

cagcatgtgc cgcatggcgg tgcgagcaaa aaactgagca

gcggtggaat atattcgtgc gctgcaacgt ctgctggecg

gcgetggecg gtggtctgeg tocgcaggeyg gticgtecga

agcgaaccgg gtagcccgeg tagcgcctat agcagcgatg

ctgagccecgg cggaacgiga actgctggat tttagcagct

<210> 39

<211> 111

<212> PRT

<213> secuencia Artificial

<220>

<223> H., Influenzae

<400> 39 .

Met AsSp Pro Ser Ser His Ser Ser Asn Mgt Ala

1 5 1

Ser Asp Lys Ile Ile ITe Ala His Arg Gly Ala

20 25
Glu His Thr Leu Glu Ser Lys Aga Leu Ala Phe
35 4

Tyr Leu Glu Gln Asp Leu Ala Met Thr Lys Asp
50 55

ITe His Asp His Phe Leu Asp Gly Leu Thr Asp

65 70 75

Pro His Arg His Arg Lys Asp Gly Arg Tyr Tyr

BS 90
Leu Lys Glu Ile GIn Ser Leu Glu Met Thr Glu
100 105

<210> 40

<211> 333

<212> ADN

<213> sSecuencia artificial

<220>

<223> Homo Sapien

<400> 40

atggatccaa gcagccattc atcaaatatg gcgaataccc

attattgctc accgtggtgc tageggttat ttaccagage

cttgcgtttg cacaacagge tgattattta gagcaagatt

cgtttagtgg ttattcacga tcacttttta gatggcttga

ccacatcgtc atcgtaaaga tggccgttac tatgtcatcg

caaagtttag aaatgacaga aaactttgaa acc

<210> 41

<211> 364

<212> PRT

<213> proteina D de H. Influenza

<400> 41

Met Lys Leu Lys Thr Leu Ala Leu Ser Leu Leu
1

5

Ala Gly Cys Ser Ser His Ser Sar Asn Met Ala

Pagina

gtagcgcacc
gcccggaact
gtgcggcagce
tgggctttca
aagtggaaac
aacatgatgc
gcgcegacgag
atagcggctg
ggctgggcgg

Asn Thr Gln

Ser Gly Tyr
30
Gln Gln
45

Arg

Ala

Gly Leu

val Ala Lys

val Ile Asp
Glu

110

Asn Phe

gccggeteeg
gctgegttgce
ggttgcgegt
ggcgctgcgt
cctgegtage
ggtgcgtaac
tggtggtage
cgaaggtgcc
ctattaa

Met
15
Leu

Lys
Pro
Ala Asp
val val
Lys Phe
Phe Thr

Thr

60

120
180
240
300
360
420
480
537

aaatgaaatc agacaaaatc 60

atacgttaga atctaaagca 120
tagcaatgac taaggatggt 180
ctgatgttgc gaaaaaattc 240
actttacctt aaaagaaatt 300

Ala Ala Gly val Leu
15

Asn Thr Gln
18

Met Lys

333



~9224681 . txt
20 25 30
sSer Asp ;gs Ile Ile Ile Ala 285 Arg Gly Ala ser Gly Tyr Leu Pro
45
Glu gés Tht Leu Glu Ser Lys Ala Leu Ala Phe Ala GIn GIn Ala Asp
55 60
Tyr Leu Glu GIn Asp Leu Ala Met Thr Lys Asp Gly Arg Leu val val
65 70 75 80
Ile His Asp His g?e Leu Asp Gly Leu Thr Asp val Ala Lys ;ys Phe
90 5
Pro His Arg His Arg Lys Asp Gly Arg Tyr Tyr val Ile Asp pPhe Thr
100 105 110
teu Lys Glu Ile Gln Ser Leu Glu Met Thr Glu Asn Phe Glu Thr Lys
115 120 125
Asp Gly Lys GIn ala GIn val Tyr Pro Asn Arg Phe Pro Leu Trp Lys
130 135 140
ser His Phe Arg Ile His Thr Phe Glu Asp Glu Ile Glu Phe Ile Gln
145 150 155 160
Gly Leu Glu Lys Ser Thr Gly Lys Lys val Gly Ile Tyr Pro Glu Ile
165 170 175
Trp Phe His His GIn Asn Gly Lys Asp Ile Ala Ala Glu
180 185 190
Lys val Leu Lys Lys Tyr Gly Tyr Asp Lys Lys Thr Asp Met
195 200 205
val Tyr Leu GIn Thr Phe Asp Phe Asn Glu Leu Lys Arg Ile Lys Thr
210 215 220
Glu Leu Leu Pro GIn Met Gly Met Asp Leu Lys Leu val GIn Leu Iie
225 230 235 240
Ala Tyr Thr Asp

Lys Ala Pro

Thr Leu

Trp Lys Glu Thr GIn Glu Lys Asp Pro Lys Gly Tyr
245 250 255
Trp val Asn Tyr Asn Tyr Asp Trp Met Phe Lys Pro Gly Ala Met Ala
260 265 270
Glu val val Lys Tyr Ala Asp Gly val Gly Pro Gly Trp Tyr Met Leu
275 280 285
val Asn Lys Glu Glu Ser Lys Pro Asp Ash Ile val Tyr Thr Pro Leu
290 295 300
val Lys Glu teu Ala GIn Tyr Asn val Glu val His Pro Tyr Thr val
305 310 315 320
Arg Lys Asp Ala Leu Pro Glu Phe Phe Thr Asp val Asn GIn Met Tyr
325 330 335
Asp Ala Leu Leu Asn Lys Ser Gly Ala Thr Gly val phe Thr Asp Phe
340 345 350
Pro Asp Thr Gly val Glu Phe Leu Lys Gly Ile Lys
355 360

<210> 42

<211> 23

<212> PRT

<213> secuencia Artificial

<220>
<223> marca de poli-histidina del vector de E. coli

<400> 42 . ) _ _
Met Gly His His His His His His His His His His Ser Ser Gly His
1 5 15
Ile Asp Asp Asp Asp Lys His
20

<210> 43
<211> 552
<212> PRT

pagina 19



<213>

<220>

<223>

<400> 43

Met
1

Ser
Glu
Tyr
Ile
65

Pro
Leu
AsSp
Ser
Gly
145
Lys
Thr
val
Glu
Ala
225
Trp
Glu
val
val
Arg
305
Asp
Pro
Asp
val
Cys
385
Ala
val
Ala

Tyr

Asp
ASp
His
Leu
50

His
His
Lys
Gly
His
130
Leu
Ala
Leu
Tyr
Leu
210
Tyr
val
val
Asn
Lys
290
Lys
val
Asp
Ggly
Gly
370
Ser
Ala
Asn

Ser

Ile

Pro
Lys
Thr
35

Glu
ASD
Arg
Glu
Lys
115
Phe
Glu
Pro
Lys
Leu
195
Leu
Thr
Asn
val
Lys
275
Glu
ASp
Leu
Thr
Gly
355
Cys
Arg
val
Leu
Lys

435
Arg

Ser
Ile
20

Leu
Gln
His
His
Ile
100
Gln
Arg
Lys
Trp
val
180
Gln
Pro
Asp
Tyr
Lys
260
Glu
Leu
Ala
Leu
Gly
340
Thr
Ala
Arg
Ala
Gly
420
Lys

Ala

Homo Sapien

Ser
5

Ile
Glu
Asp
Phe
Arg
85

Gln
ala
Ile
ser
Phe
165
Leu
Thr
GIn
Trp
Asn
245
Tyr
Glu
Ala
Leu
AsSn
325
val
Leu
Ala
Arg
Arg
405
Phe
Leu

Leu

His
Ile
ser
Leu
Leu
70

Lys
ser
Gln
His
Thr
150
His
Lys
Phe
Met
Lys
230
Tyr
Ala
Ser
GlIn
Pro
310
Lys
Glu
Pro
Arg
Arg
390
Arg
GIn
Ser

Gln

Secuencia Artificial

Ser
Ala
Lys
Ala
55

AsSp
ASp
Leu
val
Thr
135
Gly
His
Lys
Asp
Gly
215
Glu
Asp
ASp
Lys
Tyr
295
Ala
Ser
Phe
Arg
Arg
375
Pro
Asn
Ala
Lys

Arg

ser
His
Ala
40

Met
Gly
Gly
Glu
TYr
120
Phe
Lys
Gln
Tyr
Phe
200
Met
Thr
Trp
Gly
Pro
280
Asn
Phe
Gly
Leu
ser
360
Arg
Ala
Glu
Leu
val

440
Leu

Asn
Arg
25

Leu
Thr
Leu
Arg
Met
105
Pro
Glu
LysS
ASn
Gly
185
Asn
Asp
Gln
Met
val
265
AsSp
val
Phe
Ala
Lys
345
Ala
Pro
Thr
Arg
Arg
425
Gliu

Leu

~9224681. txt

Met
10

Gly
Ala
Lys
Thr
Tyr
90

Thr
ASh
Asp
val
Gly
170
TYr
Glu
Leu
Glu
phe
250
Gly
AsSn
Glu
Thr
Thr
330
Gly
Pro
Ala
Ala
Glu
410
Gln
Thr

Ala

Ala
Ala
Phe
ASp
Asp
75

TYr
Glu
Arg
Glu
Gly
155
Lys
Asp
Leu
Lys
Lys
235
Lys
Pro
Ile
val
Asp
315
Gly
Ile
Pro
Ser
Glu
395
Arg
His
Leu

Glu

Asn
Ser
Ala
Gly
val
val
Asn
Phe
Ile
140
Ile
ASp
Lys
Lys
Leu
220
Asp
Pro
Gly
val
His
300
val
val
Lys
Ala
Ptro
380
Thr
Asn
val
Arg

His

pagina 20

Thr
Gly
Gln
45

Arg
Ala
Ile
Phe
Pro
125
Glu
Tyr
Ile
Lys
Arg
205
val
Pro
Gly
Trp
Tyr
285
Pro
Asn
Phe
Ala
Pro
365
Glu
Gly
Arg
Pro
Ser

445
Asp

Gln
Tyr
30

Gln
Leu
Lys
Asp
Glu
110
Leu
Phe
Pro
Ala
Thr
190
Ile
GIn
LysS
Ala
Tyr
270
Thr
Tyr
GIn
Thr
Ala
350
Pro
Leu
Gly
val
His
430
Ala

Ala

Met
15

Leu
Ala
val
Lys
Phe
95

Thr
Trp
Ile
Glu
Ala
175
Asp
Lys
Leu
Gly
Met
255
Met
Pro
Thr
Met
Asp
335
Ala
val
Leu
Gly
LysS
415
Gly
val

val

Lys
Pro
Asp
val
Phe
Thr
Lys
Lys
Glin
Ile
160
Glu
Met
Thr
Ile
Tyr
240
Ala
Leu
Leu
val
Tyr
320
Phe
Met
Pro
Arg
Ala
400
Leu
Gly
Glu

Arg

265



450
Asn Ala
465
Pro Arg

Ala ser

Arg Ser
Ala
530
Glu

Pro

Leu
545

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

44
1656
ADN

Homa

<400> 44

atggatccaa
attattgcte
cttgcgtttyg
cgtttagtag
ccacatcgtc
caaagtttag
cctaatcgtt
gaatttatcc
aaagcacctt
ttaaaaaaat
aatgaattaa
gttcaattaa
tgggtaaact
tatgccgatg
gataatattyg
ccttacaccg
gatgtcttat
gtggaattct
gctcegecgg
gaactgctgc
gcagcggttg
tttcaggegce
gaaaccctge
gatgcggtgce
ccgegtggtc
ccgggtcegtg
agcggctgcg
ctgggcggct

<210> 45

<211> 298
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400>

Homo

45

Leu
Gly
Ser
Ala
515
Glu

His

Ala Gly

Gly

455

Leu Arg

470

Pro Pro

485
ser Pro
500
Tyr Ser

Arg Glu

His His

Gly
Gly
Ser
Leu

His

Thr Thr

Arg Gly

Asp Asp
520
Leu Asp
535

His His

550

sapien

gcagceattc
accgtggtgce
cacaacaggc
ttattcacga
accgtaaaga
aaatgacaga
tcccactttg
daggcttaga
ggttccacca
atggctatga
aacgtatcaa
ttgctratac
ataattacga
gtgttggccec
tgtacactcc
tgcgtaaaga
tgaataaatc
taaaaggaat
caccgecggt
gttgcagccg
cgcgtcgtaa
tgcgtcageca
gtagcgcggt
gtaacgcgct
cgcegggtac
gtggtagcag
aaggtgccct
atctcgagca

sapien

secuencia Artificial

atcaaatatg
tagcggttat
tgattattta
tcacttttta
tggtcgttac
aaactttgaa
gaaatcacat
aaaatccact
tcaaaatggt
taagaaaacc
aacggaatta
agattggaaa
ttggatgttt
aggttggtat
gttggtaaaa
tgcactaccc
aggggcaaca
aaaagcggec
tccggttggt
tcgtegeegt
cgaacgtgaa
tgtgccgeat
ggaatatatt
ggccggtagt
gacgccggtt
cgaaccgggt
gtctccggceg
ccaccaccac

Secuencia Artificial

~9224681.txt

Ala
475
Ala

Pro GlIn

val
490
Ser

Pro

Gly
505
Ser

Ser

Gly Cys

Phe Ser Ser

gcgaataccc
ttaccagagc
gagcaagatt
gatggcttga
tatgtcatcg
accaaagatg
tttagaattc
ggcaaaaaag
aaagatattg
gatatggttt
cttccacaaa
gaaacacaag
aaacctggtag
atgttagtta
gaacttgcac
gcgttttteca
ggtgtattta
gcaatggatg
tgtgcggegc
ccggecaccg
cgtaaccgtg
ggcggtgcga
cgtgcgctge
ctgcgtecege
gcagcgagcc
agcccgegta
gaacgtgaac
caccac

460
val Arg

Ala Ser

Glu Pro

Pro
Pro

Gly

Ala
480
Arg

Ser

ser
405

Ser Pro

510

Glu Gly
525
Trp Leu

540

aaatgaaatc
atacgttaga
tagcaatgac
ctgatgttgc
actttacctt
gcaaacaagc
atacctttga
tagggattta
ctgctgaaac
acttacaaac
tgggaatgga
aaaaagaccc
caatggcaga
ataaagaaga
aatataatgt
cagacgtaaa
ctgatttcce
gtggcaccct
gtcgtcgtcc
cggaaaccgg
tgaaactggt
gcaaaaaact
aacgtctgcet
aggcggttcg
cgagccgtge
gcgcctatag
tgctggattt

Ala

Gly

Leu Ser

Gly Tyr

agacaaaatc
gtctaaagca
taaggatggt
gaaaaaattc
aaaagaaatt
gcaagtttat
agatgaaatt
tccagaaatc
gctcaaagtg
tttcgatttt
tttgaaatta
aaagggttat
agtggttaaa
atccaaacct
ggaagtgcat
tcaaatgtat
agatactggc
gccgegtage
ggcgageccg
tggtggtgcg
gaacctgggc
gagcaaagtg
ggccgaacat
tcecgagegca
gagcagctct
cagcgatgat
tagcagctgg

Met Gly His His His His His His Gly Ser Asp Ser Glu val Asn Gln

Pagina

21

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1656



Ala

Asn Leu

Thr
50
Lys

Lys
Gly

Gln Ala

Ile Glu

Arg ser

Arg Arg
130
Pro Ala
145
Asn Glu

Ala Leu

Lys val

Arg Leu
210
Leu Arg
225
Thr Thr

Arg Gly

Asp Asp

Leu Asp

Lys
Lys
35

Thr
Glu
Asp
Ala
Ala
115
Pro
Thr
Arg
Arg
Glu
195
Leu
Pro
Pro
Gly
Ser

275
Phe

Pro
val
Pro
Met
Gln
His
100
Pro
Ala
Ala
Glu
GIn
180
Thr
Ala
Glin
val
ser
260
Gly

Ser

Glu
ser
Leu
Asp
Ala
85

Arg
Pro
Ser
Glu
Ar

165
His
Leu
Glu
Ala
Ala
245
Ser
Cys

Ser

val
Asp
Arg
ser
70

Pro
Glu
Ala
Pro

Thr
150

g Asn

val
Arg
His
val
230
Ala
Glu
Glu

Trp

Lys
Gly
Arg
55

Leu
Glu
Gln
Pro
Glu
135
Gly
Arg
Pro
ser
ASp
215
Arg
ser
Pro
Gly

Leu

Pro
Ser
40

Leu
Arg
Asp
Ile
Pro
120
Leu
Gly
val
His
Ala
200
Ala
Pro
Pro
Gly
Ala

280
Gly

Glu
25

Ser
Met
Phe
Leu
Gly
105
val
Leu
Gly
Lys
Gly
185
val
val
Ser
Ser
ser
265
Leu

Gly

~%$24681.txt

1
val
Glu
Glu
Leu
Asp
90
Gly
Pro
Arg
Ala
Leu
170
Gly
Glu
Arg
Ala
Ar
25
Pro
Ser

Tyr

Lys Pro Glu

Phe Phe
45
Ala

Ile

Phe
60
Asp

Ala

Tyr
75
Met

Gly

Glu Asp

Asp Gly Gly

val Gly Cys
125
Ser Arg
140

Ala

Cys
Ala val
155
val

Asn Leu

Ala Ser Lys

Tyr Ile Ar
205
Ala Leu
220

Arg

Asnh

Pro
235
Ala

Gly

ser Ser

Arg Ser Ala
Glu

285

Pro Ala

Thr
30

Lys
Lys
Ile
Asn
Thr
110
Ala
Arg
Ala
Gly

Lys
190

g Ala

Ala
Pro
Ser
Tyr

270
Arg

290

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223> Homo

<400> 46

atgggtcatc
gaggtcaage
tcagagatct
gctaaaagac
caagctgatce
cgcgaacaga
gttceggtty
cgtcgtcgee
aacgaacgtg
catgtgccge
gtggaatata
ctggeegoty
acgacgccgg
agcgaaccqgg
ctgtctecgg

46
894
ADN

Sapien

accatcateca
cagaagtcaa
tcttcaagat
agggtaagga
aggcccctga
ttggaggtga
gttgtgcgge
gtccggecac
aacgtaaccg
atggcggtgc
ttcgtgeget
gtctgegtec
ttgcagcgag
gtagcccgeg
cggaacgtga

295

Secuencia Artificial

tcacgggtcg
gcctgagact
caaaaagacc
aatggacrcc
agatttggac
tggtggcacc
gcgtcgtegt
cgcggaaacc
tgtgaaactg
gagcaaaaaa
gcaacgtctg
gcaggcggre
cccgagecgt
tagcgectat
actgctggat

gactcagaag
cacatcaatt
actcctttaa
ttaagattct
atggaggata
ctgccgegta
ccggegagec
ggtggtggty
gtgaacctgg
ctgagcaaag
ctggccgaac
cgtccgageg
gcgagcagcet
agcagcgatg
tttagcagct

tcaatcaaga
taaaggtgtc
gaaggctgat
tgtacgacgg
acgatattat
gcgetecgec
cggaactgct
cggcageggt
gctttcaggc
tggaaaccct
atgatgcggt
caccgcgtgg
ctccgggtecg
atagcqggetyg
ggctgggcyag

pagina 22

15
His

ITe Lys

Arg Gln

Arg Ile

Asp Ile
95
Leu Pro

Ala Arg

Arg Arg

Arg Arg
160
Phe GIn
175
Leu Ser

Leu GlIn

Gly Gly

Pro Gly
240
Pro Gly
255
Ser Ser

Glu Leu

agctaagcca
cgatggatct
ggaagcgttc
tattagaatt
tgaggctcac
ggcaccgecg
gcgttgcagce
tgcgegtegt
gctgegtcag
gcgtagegeg
gcgtaacgcg
teccgeegyggt
tggtggtagc
cgaaggtgcc
ctat

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
894



<210>
<211>
«212>
<213>

<220>

<223>

<400> 47

Met
1

Glu
Asn
Lys
Gly
65

Gln
Ile
Ser
His
Ala
145
Met
Gly
Gly
Glu
Leu
225
Ala
ATg
Arg
Phe
Leu
305
Leu
Gly
Pro
Pro
sSer

385
Glu

Gly
Ala
Leu
Thr
50

Lys
Ala
Glu
Asn
Ar

130
Leu
Thr
l.eu
Arg
Met
210
Pro
Arg
Arg
Arg
Glin
290
Ser
Gln
Gly
Gly
Gly
370
Ser

Leu

47

412
PRT
secuencia artificial

His
Lys
Lys
35

Thr
Glu
AsSp
Ala

Met
115

g Gly

Ala
Lys
Thr
Tyr
195
Thr
Arg
Arg
Pro
AsSn
275
Ala
LyS
Arg
Leu
Thr
355
Arg
ASp

Leu

His
Pro
20

val
Pro
Met
GlIn
His
100
Ala
Ala
Phe
ASp
Asp
180
Tyr
Glu
ser
Arg
Ala
260
Glu
Leu
val
Leu
Arg
340
Thr
Gly
Asp

Asp

Homo Sapien

His
Glu
Ser
Leu
ASp
Ala
85

Arg
Asn
Ser
Ala
Gly
165
val
val
Asn
Ala
Pro
245
Thr
Arg
Arg
Glu
Leu
325
Pro
Pro
Gly

Ser

Phe
405

His
val
Asp
Arg
Ser
70

Pro
Glu
Thr
Gly
Gln
150
Arg
Ala
Ile
Phe
Pro
230
Ala
Ala
Glu
GIn
Thr
310
Ala
G1In
val
ser
Gly

390
Ser

His
Lys
Gly
Arg
55

Leu
Glu
Gin
Gln
Tyr
135
GlIn
Leu
Lys
Asp
Glu
215
Pro
Ser
Glu
Arg
His
295
Leu
Glu
Ala
Ala
Ser
375
Cys

ser

His
Pro
Ser
40

Leu
Arg
Asp
Ile
Met
120
Leu
Ala
val
LyS
Phe
200
Thr
Ala
Pro
Thr
AsSnh
280
val
Arg
His
val
Ala
360
Glu
Glu

Trp

Gly
Glu
25

Ser
Met
Phe
L.eu
Gly
105
Lys
Pro
Asp
val
Phe
185
Thr
Ala
Pro
Glu
Gly
265
Arg
Pro
Ser
Asp
Arg
345
ser
Pro
Gly

Leu

~92246B1.txt

ser
10

val
Glu
Glu
Leu
Asp
a0

Gly
Ser
Glu
Tyr
Ile
170
Pro
Leu
Ala
Pro
Leu
250
Gly
val
His
Ala
Ala
330
Pro
Pro
Gly
Ala

Gly
410

Asp
Lys
Ile
Ala
Tyr
75

Met
Asp
Asp
His
Leu
155
His
His
Lys
Ala
val
235
Leu
Gly
Lys
Gly
val
315
val
Ser
ser
ser
Leu

395
Gly

Ser
Pro
Phe
Phe
60

Asp
Glu
Pro
Lys
Thr
140
Glu
ASp
Arg
Glu
Met
220
Pro
Arg
Ala
Leu
Gly
300
Glu
Arg
Ala
Arg
Pro
380
Ser

Tyr

Pagina 23

Glu
Glu
Phe
Ala
Gly
Asp
Ser
Ile
125
Leu
Gln
His
His
Ile
205
ASD
val
Cys
Ala
val
285
Ala
Tyr
Asn
Pro
Ala
365
Arg

Pro

val
Thr
30

Lys
LYS
Ile
Asn
Ser
110
Ile
Glu
Asp
Phe
Ar

19

GlIn
Gly
Gly
ser
Ala
270
Asnh
Ser
Ile
aAla
Arg
350
Ser
Ser

Ala

Asnh
15

His
Ile
Arg
Arg
Asp
95

His
Ile
Ser
Leu
Leu
175
Lys
Ser
Gly
Cys
Arg
255
val
Leu
Lys
Arg
Leu
335
Gly
Ser
Ala

Glu

Gln

LYyS
Gin
Ile
80

Ile
ser
ala
Lys
Ala
160
Asp
ASp
Leu
Thr
Ala
240
Arg
Ala
Gly
Lys
Ala
320
Ala
Pro
ser
Tyr

Arg
400

246



<210> 48
«211> 1236
<212> ADN
<213> Secue

<220>
<223> Homo

<400> 48

atgggtcatc
gaggtcaagc
tcagagatct
gctaaaagac
caagctgatc
cgcgaacaga
aaatcagaca
ttagaatcta
atgactaaqgg
gttgcgaaaa
accttaaaag
gatggtggca
gecgegtegte
accgcggaaa
cgtgtgaaac
gcgagcaaaa
ctgcaacgtc
ccgcaggeayg
agcccgagec
cgtagcgect
gaactgctgg

<210> 49
<211> 222
<212> PRT

ncia Artificial

sapien

accatcatca
cagaagtcaa
tcttcaagat
agggtaagga
aggcccctga
ttggaggtga
aaatcattat
aagcacttgc
atggtcgitt
aattcccaca
aaattcaaag
ccctgecgeg
gtccggegag
ccggtggtag
tggtgaacct
aactgagcaa
tgctggccga
ttcgtccgag
gtgcgagcag
atagcagcga
attttagcag

tcacgggtcyg
gcctgagact
caaaaagacc
aatggactcc
agatttggac
tccaagcagc
tgctcaccgt
gtttgcacaa
agtggttatt
tegtcatcgt
tttagaaatg
tagcgctecg
cccggaactg
tgcggcagcg
gggctttcag
agtggaaacc
acatgatgcg
cgcaccgegt
ctectccgggt
tgatagcggc
ctggctgggc

<213> secuencia Artificial

<220>
<223> Homo

<400> 49

Met Gly His
1

Glu Ala Lys

Asn Leu %gs
Lys Thr Thr
50
Gly Lys Glu

65
Gln Ala Asp

Ile Glu Ala

Arg ser Ala
115
Arg Arg Pro
13
Pro Ala Thr
145
Ash Glu Arg

sapien

His His His His His

5

Pro Glu val Lys Pro

20

val Ser Asp Gly Ser

40

Pro Leu Arg Arg Leu

55

Met Asp Sgr Leu Arg
7
GIn Ala Pro Glu Asp

85

His Arg Glu Gln Ile

100

Pro Pro Ala Pro Pro

120

Ala Ser Pro Glu Leu

135

Ala 6lu Thr Gly Gly
150

Glu Ar
165

g Ash Arg val

~9224681, txt

gactcagaag
cacatcaatt
actcctttaa
ttaagattct
atggaggata
cattcatcaa
ggtgctageg
caggctgatt
cacgatcact
aaagatggcc
acagaaaact
ccggeaccgc
ctgcgttgca
gttgcgcgtc
gcgetgegtc
ctgcgtageg
gtgcgtaacg
ggtccgeegg
cgtggtggta
tgcgaaggtg
ggctat

Gly Ser Asp
10

Glu val Lys

25

ser Glu Ile

Met Glu Ala

Phe Leu Tyr
75
Leu Asp Met
90
Gly Gly Asp
10§
val Pro val

Leu Arg Cys

Gly Ala Ala

155

Lys Leu val
170

Pagina

tcaatcaaga
taaaggtgtc
gaaggctgat
tgtacgacgg
acgatattat
atatggcgaa
gttatttacc
atttagagca
ttttagatgg
gttactatgt
ttgaaaccgc
cggttceggt
gcegtegteg
gtaacgaacg
agcatgtgcc
cggtggaata
cgctggecgg
gracgacgcc
gcagcgaacc
cectgtetec

Ser Glu val

Pro Glu Thr

30

phe Phe Lys

45

Phe Ala Lys

60

Asp Gly Ile
Glu Asp Asn
Gly Gly Thr

110
Ala Ala Arg

Gly Cys
125

ser Arg Arg

140

Ala val ala

Asn Leu Gly

agctaagcca
cgatggatct
ggaagcgttc
tattagaatt
Tgaggctcac
tacccaaatg
agagcatacg
agatttagca
cttgactgat
catcgacttt
ggccgceaatg
tggttgtgcy
ccgtccggec
tgaacgtaac
gcatggcggt
tattcgtgcg
tggtctgcgt
ggttgcageg
gggrtagcccg
ggcggaacgt

Ash Gln
15
His Ile

Ile Lys
Arg GIn

Arg Ile
80

Asp Ile

95

Leu Pro

Arg Arg

Arg Arg

160
Phe Gln
175

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1236

A



Lys val Glu Thr Leu Arg Ser Ala val Glu Tyr Ile A

195

180

200

~9224681. txt
Ala Leu Arg GlIn His val Pro His g;y Gly Ala Ser Lys Lys Leu Ser
5 130

2

rg Ala Leu Gln
0

Arg Leu Leu Ala Glu His Asp Ala val Arg Asn Ala Leu Ala

210

<210> 50
<211> 666
<212> ADN

215

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Homo

<400> 50
atgggtcatc
gaggtcaagc
tcagagatct
gctaaaagac
caagctgatc
cgcgaacaga
gttccggttg
cgtcgtegee
aacgaacgtg
catgtgccgce
gtggaatata
ctggcc

<210> 51
<211> 277
<212> PRT

Sapien

accatcatca
cagaagtcaa
tcttcaagat
agggtaagga
aggccecctga
ttggaggtga
gttgtgcgge
gtccggecac
aacgtaaccyg
atggcggtgc
ttcgtgcgct

tcacgggtcg
gcctgagact
caaaaagacc
aatggactcc
agatttggac
tggtggcacc
gcgtcgtegt
cgcggaaacc
tgtgaaacty
gagcaaaaaa
gcaacgtctg

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Homo

<400> 51
Met Gly His
1

Glu Ala Lys

Asn Leu Lys
35
Lys Thr Thr
50
Gly Lys Glu
65
GIn Ala Asp

ITe Glu Ala

Arg Ser Ala
115
Arg Arg Pro
13
Pro Ala Thr
145
Asn Glu Arg

Ala Leu Arg

Sapien

His His His His His

5

Ppro Glu val Lys Pro

20

val ser Asp Gly Ser

40

Pro Leu Arg Arg Leu

55

Met Asp Ser Leu Arg

70

GIn Ala Pro Glu Asp

85

His Arg Glu G1In Ile

100

Pro Pro Ala Pro Pro

120

Ala Ser Pro Glu Leu

135

Ala Glu Thr Gly Gly
150
Glu Arg Asn Arg val

165

Gln His val Pro His

180

gactcagaag
cacatcaatt
actcctttaa
ttaagattct
atggaggata
ctgccgcgta
ccggegagec
ggtggtggty
gtgaacctgg
ctgagcaaag
ctggcecgaac

Gly Ser Asp
10

Glu val Lys

25

ser Glu Ile

Met Glu Ala

Phe Leu Tyr
75
Leu Asp Met
90
Gly Gly Asp
105
val Pro val

Leu Arg Cys

Gly Ala Ala
155
Lys Leu val
170
Gly Gly Ala
185

Pagina

tcaatcaaga
taaaggtgtc
gaaggctgat
tgtracgacygg
acgatattat
gcgcteegec
cggaactgct
cggcageggt
gctttcagge
tggaaaccct
atgatgcggt

Ser Glu val

Pro Giu Thr
30
Phe Phe Lys
45
Phe Ala Lys
60
Asp Gly Ile

Glu Asp Asn

Gly Gly Thr
110
Gly Cys Ala
125
Ser Arg Arg
140
Ala val ala

Asn Leu Gly

ser Lys Lys
190

agctaagcca
cgatggatct
ggaagcgttc
tattagaatt
tgaggctcac
ggcaccgcecg
gcgttgcage
tgcgegtegt
gctgegteag
gcgtagegeg
gcgtaacgeg

Asn GlIn
15
His Ile

Ile Lys
Arg GIn
Arg Ile
Asp Ile
95
Leu Pro
Ala Arg
Arg Arg
Arg Ar
16
Pphe G1n

175
Leu Ser

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
666

246



Glu
195
Leu

Lys val

Leu
210
Arg

Alrg

Leu
225
Glu

Pro

Pro Gly

Glu Gly Ala

Trp Leu Gly

275

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223> Homo

<400> 52

atgggtcatc
gaggtcaagc
tcagagatct
gctaaaagac
caagctgatc
cgcgaacaga
gttccggttg
cgtcgtcgec
aacgaacgtg
catgtgccge
gtggaatata
ctggceggtg
gaaccgggta
4gcccggeay

<210> 53
<211> 15
<212> PRT
<213>

<220>
223>

<400>

52
831
ADN
Secue

Homo

53

Thr Leu

Ala Glu

Gln Ala

Arg
His

val

Ala
200
Asp ala
215

Arg

Ser

Pro

230

ser Pro
245
Leu Ser
260

Gly Tyr

ncia

sapien

accatcatca
cagaagtcaa
tcttcaagat
agggtaagga
aggcccctga
ttggaggtga
gttgtgcggce
gtcecggecac
aacgtaaccg
atggcggtgce
ttcgtgeget
gtctgegtcec
geecgegtag
dacgtgaact

Sapien

Arg

Pro

ser Ala

Ala Glu

Artificial

tcacgggtcg
gcctgagact
Caaaaagacc
aatggactce
agattiggac
tggtggcacc
gcgtcgtcgt
cgcggaaacc
tgtgaaactg
gagcaaaaaa
gcaacgtctg
gcaggcggtt
cgcctatage
gctggatttt

HoSecuencia Artificial

~9224681.txt

val Glu Tyr

val Arg Asn

Pro
235
ser

Ser Ala

Tyr Ser

250
Arg Glu
265

Leu

gactcagaag
cacatcaatt
acrcctttaa
ttaagattct
atggaggata
ctgccgegta
ccggegagec
ggtagtggtyg
gtgaacctgg
ctgagcaaag
ctggccgaac
cgtccgagceg
agcgatgata
agcagcetggce

Met Asp Gly Gly Thr Leu Pro Arg Ser Ala Pro
1 5 10

<210>
<21]>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

54
15
PRT

Homo

54

Thr Leu Pro Arg Ser Ala Pro Pro Ala Pro Pro val Pro val Gly
1

sapien

5

Secuencia Artificial

10

Pagina

Ile Arg Ala

205

Ala Leu Ala

220
Arg

Gly Gly

ASp ASp Ser
Phe

270

Leu Asp

tcaatcaaga
taaaggtgtc
gaaggctgat
tgtacgacag
acgatattat
gcgcaccgcec
cggaactgct
cggcagcggt
gctttcagac
tggaaaccct
atgatgcggt
cgccgegtyg
gcggetgcga
tgggcggcta

Pro Ala Pro

26

Leu Gln

Gly Gly

ser
240
Cys

Ser

Gly
255

Ser Sser

agctaagcca
cgatggatct
ggaagcgttc
tattagaatt
tgaggctcac
ggctccgecg
gcgttgcage
tgcgecgtegt
gctgcgtcag
gcgtagegeg
gcgtaacgcy
tggtagcagce
aggtgcccty
t

Pro
15

15

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
831



~0224681. txt

<210> 55

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Homo Sapien

<400> 55
ser Ala Pro Pro Ala Pro Pro val Pro val Gly Cys Ala Ala Arg
1 5 10 15

<210> 56

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Homo Sapien

<400> 56
Ala Pro Pro val Pgo val Gly Cys Ala Ala Arg Arg Arg Pro ?ga
1 10

<210> 57

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Homo Sapien

<400> 57
pro val Gly Cys Ala Ala Arg Arg Arg Pro Ala Ser Pro Glu Leu
1 5 10 15

<210> 58

<211> 15

<212> PRT

«213> Secuencia artificial

<220>
<223> Homo Sapien

<400> 58
Ala Ala Arg Arg Arg Pro Ala Ser Pro Glu Leu Leu Arg Cys Ser
1 5 10 15

<210> 59

<211> 15

<212> PRT

<213> secuencia Artificial

<220>
<223> Homo Sapien

<400> 59
Arg Pro Ala Ser Pro Glu Leu Leu Arg Cys Ser Arg Arg Arg Arg

Pagina 27



~9224681.txt
1 5 10 15

<210> 60

<211> 15

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Homo Sapien

<400> 60

Pro GIu Leu Leu Arg Cys Ser Arg Arg ?Sg Arg Pro Ala Thr Ala
1 b]

<210> 61

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Homo Sapien

<400> 61
A{g Cys Ser Arg Arg Arg Arg Pro Ala Tgr Ala Glu Thr Gly g}y
5 1

<210> 62

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Homo Sapien

<400> 62
Arg Arg Arg Pro Ala Thr Ala Glu Thr Gay Gly Gly Ala Ala Ala
1 5 1 15

<210> 63

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Homo Sapien

<400> 63

Ala Thr Ala Glu Thr Gly Gly Gly Ala Ala Ala val Ala Arg Arg
1 5 10 15

<210> 64

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Homo Sapien

Pagina 28
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~9224681. txt
<400> 64

Thr Gly Gly Gly Ala Ala Ala val Ala Arg Arg Asn Glu Arg Glu
i 5 10 15

<210> 65

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Homo Sapien

<400> 65
Ala Ala Ala val A}a Arg Arg Asn Glu Arg Glu Arg Asn Arg ¥§1
1 10

<210> 66

«<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> _
<223> Homo Sapien

<d400> 66
Ala Arg Arg Asn Glu Arg Glu Arg Asn Arg val Lys Leu val Asn
1 5 10 15

<210> 67

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Homo Sapien

<400> 67

Glu Arg Glu Arg Asn Arg val Lys Leu val Asn Leu Gly Phe Gln
1 S 10 15

<210> 68

<211> 15

<212> PRT

<213> secuencia Artificial

<220>
<223> Homo Sapien

<400> 68
Ain Arg val Lys Leu val Asn Leu Gly Phe GIn Ala Leu Arg Gln
5 10 15

<210> 69

<211> 15

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
Pagina 29
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~9224681. txt
<223> Homo Sapien

<400> 69
Leu val Asn Leu Gly Phe GIn Ala Leu Arg Gln His val Pro His
1 5 10 15

<210> 70

«211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Homo Sapien

<400> 70 .
Lgu val Asn Leu Gly Phe GIn Ala Leu Arg Gln His val Pro His
5 10

<210> 71

<211> 15

<212> PRT

<213> secuencia artificial

«220>
<223> Homo Sapien

<400> 71
Leu Arg GIn His val Pro His Gly Gly Ala Ser Lys Lys Leu Ser
1 5 10 15

<210> 72

<211> 15

<212> PRT

«213> secuencia artificial

<220>
<223> Homo Sapien

<400> 72
val Pro His Gly Gly Ala Ser Lys Lys Leu Ser Lys val Glu Thr
1 ) 10 15

<210> 73

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Homo Sapien

<400> 73 -
Gly Ala Ser Lys Lys Leu Ser Lys val Ggu Thr Leu Arg Ser ?1a
5 1

<210> 74

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

Pagina 30
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~9224681.txt

<220>
<223> Homo Sapien

<400> 74
L{S Leu Ser Lys val Glu Thr teu Arg igr Ala val Glu Tyr 1Ile
5 15

<210> 75

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220> :
<223> Homo Sapien

<400> 75
val Glu Thr Leu Arg Ser ala val Glu Tyr Ile Arg Ala Leu Gln
1 5 : 10 15

<210> 76

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Homo Sapien

<400> 76
Arg Ser Ala val Glu Tyr Ile Arg Ala igu Gln Arg Leu Leu ?;a
1 5

<210> 77

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Homo Sapien

<400> 77 ‘
Glu Tyr ITe Arg Ala Leu GIn Arg Leu Leu Ala Glu His Asp ?Ea
1 5 10

<210> 78

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Homo Sapien

<400> 78
Ala Leu GIn Arg Leu Leu Ala Glu His Asp Ala val Arg Asn Ala
1 5 10 15

<210> 79
<211> 15

pagina 31



~9224681. txt
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Homo Sapien

<400> 79 _
Leu Leu Ala Glu His Asp Ala val Arg Asn Ala Leu Ala Gly Gly
1 5 10 15

<210> 80

<211> 15

<212> PRT

<2135 Secuencia Artificial

<220>
<223> Homo Sapien

<400> 80
His Asp Ala val Arg Asn Ala Leu Ala Gly Gly Leu Arg Pro Gin
1 5 10 15

<210> 81

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Homo Sapien

<400> 81
Arg Asn Ala Leu Ala Gly Gly Leu Arg ;60 GIn Ala val Arg igo
1 5

<210> 82

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Homo Sapien

<400> 82
Ala Gly Gly Leu Arg Pro Gln Ala val Arg Pro Ser Ala Pro Arg
1 5 10 15

<210> 83

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Homo Sapien

<400> 83
A;g Pro GIn Ala V?1 Arg Pro Ser Ala ;60 Arg Gly Pro Pro E;y
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<210> 84
<211> 15
«212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Homo Sapien

<400> 84
val Arg Pro Ser Ala Pro Arg Gly Pro Pro Gly Thr Thr Pro val
1 5 10 15

<210> 85

<211> 15

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Homo Sapien

<400> 85
Ala Pro Arg Gly Pro Pro Gly Thr Thr Pro val Ala Ala Ser Pro
1 5 10 15

<210> 86

<«211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Homo Sapien

<400> 86
Pro Pro Gly Thr Thr pro val Ala Ala Ser Pro Ser Arg Ala Ser
1 5

<210> 87

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Homo Sapien

<400> 87
Thr pro val Ala Ala Ser Pro Ser Arg Ala Ser Ser Ser Pro Gly
1 5 10 15

<210> 88

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Homo Sapien

<400> 88

Ala Ser Pro Ser Arg Ala ser Ser Ser Pro Gly Arg Gly Gly Ser
1 5 10 15
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<210> 89

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Homo Sapien

<400> 89
Arg Ala Ser Ser Ser Pro Gly Arg Gly Gly Ser Ser Glu Pro Gly
1 5 10 15

<210> 90

<211> 15

<212> PRT

<213>» Secuencia Artificial

<220>
<223> Homo 5apien

<400> 90
ser Pro Gly Arg Gly Gly Ser Ser Glu PBO Gly Ser Pro Arg igr
1 5 1

<210> 91

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Homo Sapien

<400> 91
Gly Gly Ser Ser Glu Pro Gly Ser Pro Arg Ser Ala Tyr Ser igr
1 5 10

<210> 92

<211> 15

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220> )
<223> Homo Sapien

<400> 92
Glu Pro Gly Ser Pro Arg Ser Ala Tyr Ser Ser Asp Asp Ser gWy
5 10 5

<210> 93

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Homo Sapien

<400> 93
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Pro Arg Ser Ala Tyr Ser Ser Asp Asp Ser Gly Cys Glu Gly Ala
1 5 10 15

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

94

15

PRT

Secuencia Artificial

Homo Sapien

94

Tyr Ser Ser Asp Asp Ser Gly Cys Glu Ggy Ala Leu Ser Pro Ala
1 5 1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220
<223>

<400>

a5

15

PRT )
secuencia Artificial

Homo Sapien

95

Asp Ser Gly Cys Glu Gly Ala Leu Ser Pro Ala Glu Arg Glu Leu
1 5

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

10 15

96

15

PRT

Secuencia Artificial

Homo Sapien

<400> 96
Glu Gly Ala Leu Ser Pro Ala Glu Arg Glu Leu Leu Asp Phe Ser
1 5 10 15

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

97

15

PRT

Secuencia artificial

Homp Sapien

<400> 97

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

Ser Pro Ala Glu Arg Glu Leu Leu Asp Phe Ser Ser Trp Leu %}y
5 10

98

15

PRT

Secuencia Artificial

Homo Sapien
Pagina 35



~9224681.txt

<400> 98
Ala Glu Arg Glu Leu Leu Asp Phe Ser Ser Trp Leu Gly Gly Tyr
1 5 10 15
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