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Fax: 0041 22 910 06 10
Confirmation by mail
Our Ref: OC/MS/PCT 82990

Re: International Application no. PCT/IB03/02348
Filed on 9-May-2003

In the name of: Universith degli Studi di Slena et al.
Inventors: Polonelli, Cassone

Dear Sirs,

Reference is made to the above and, in compliance with rule 92 bis under the Patent
Cooperation Treaty, we wish to inform you that the following persons do need to be
added as inventors and, namely:

Paolo NERI Italien nationality '
Luisa BRACCI Italian nationality
LuisaLOZZI  Italian nationality

Address (for the three of them):
c/o Dipartimento di Biologia Molecolare, Universith degli Studi di Siena
Via Fiorentina no. 1, IT- 53100 Siena ITALY

As a matier of fact, Pawer of Attorney will be provided as soon as poasible.

We thank you for your kind attention and remain,
Yours sincerely
Dg SIMONE & PARTNERS
Olga Capasso

L i

DE SHEONE & PARTNERS SPA
OD188 ROMA - VIA VINCENZO BELLIN) 20 - TEL. (39) 08 653381 - FAX (38) 86 RIB21764
INFOROESIMONLPALTHERS.COM - WWW.OESIMONEPARTNERS COM
PIVA 07132171000 - REA 1012784 - CAFITALE SOCIALE I.V. 100.000,00 ¢



O

)

{12) INTERNATIONAL APFLICATION PUERLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) World Intellectnsl Froperty
Organisation
Intermnationsl Burean

(43) International PubBication Dute

»
D NN
.

(10) Internationsl Publication Number

20 November 2003 (20.11.2003) PCT WO 2003/095493 A3

(51) Interpational Patent Clamifiention”  CO7K 1642,
C1ZN 15713, ASLK 39/395, AG1P 314, 31/12, ASIK
38008, 3806, 38407

(a1) International Applicuiion Number:
PCTAR 2003002343
(12) International Fillng Date: 9 Maxy 2009 (05.05.2003)
(19) Piltng Langnsge: English
(26) Publication Lemgmage: Bnglish
(30) Priority Data:
0210783.7 10 May 2002 (10.05.200Z) GB

(71) Applicant (for all designated States except USh UNIVER-
SITA DEGLI BTUDI DI SIENA (TT/TY: Via Bapchi 1
Satto 55, 1-53100 Siens (IT).

{71) Applicants and

{72) Inventorss POLONELLL, Lucino [IT/IT]; Viale Cam-
panind 17/1, 1-43100 Parma (IT). CASSONE, Axtoalo
{IT/TT); Vis Maropia 112, 1-00147 Roma (IT).

('III)A'llh mmm:m.wn
43 Bloomsbury Square, Londan WCIA ZRA
(GB)-

@) m!ﬂﬂfkaEAﬂ.ALMKMJ
AZ, BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CO,CR, CU,
CZ DB, DK, DM, DZ, BC, HE, B3, F1 GB, GD, G, GH,
(M, HR, HU, D, IL, IN, IS, JF., KE, KG, KF, KR, KZ, LC,
LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW,
MX, MZ, NI, NO, NZ, OM, PH, F1, PT, RO, RU, 5C, 8D,
SE, 5a, 8K, SL, TI, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US,
UZ, VC, VN, YU, ZA, 2M, ZW.

(84) Designated States (rgional)i ARIPO pateat (GH, GM,
XE, LS, MW, MZ, 3D, SL, Sz, TZ, UG, ZM, ZW),
Boraslan patent (AM, AZ, BY, KG, K2, MD, RU, TJ, TM),
Buropean patent (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DB, DE, EE,
ES, 1, FR, GB, GR, HU, IE, IT, LU, MC, NL, PT, RO,
SH, SL, SK, TR), OAPT patemt (BF, BJ, CF, CG, C1, CM,
QA GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

E
3

N\
4
yd
h
it

(56) Thim TOXIN-RELATED ANTIBODIES WITH ANTIMICRORIAL AND ANTIVIRAL ACTIVITY

ncid substimtion. Peptidomimetics
KR of thess microbicidal polypeptides
ol PokT KTR B HmADKTAEm | e aiso provided. Antivies! activity

A’

PaKT-llke Ab

anll mAb KT4 XTIdAG
untl mADb XT4 killer mA»
anti mADb KT4 killer acffy
anfl KTR killer natura) AD

WO 2003/095493 A3 MK




N
.

WO 2003/095493 A3 HEIERIEIIRIINEINEIN
Published:

Por two-lstrer codes and other abbreviations, refier to the "Guld-
~  with intemational ssarch mport ance Notar on Coder and Abbreviations* appearing a she begin-

(3) Dats of publication of the Intarmational search reparts "8 & &2k rpular (szme of the PCT Gazstc
3 Jone 2004



10

15

35

Lo 569 Wi oo\ 4

TOXIN-RELATED POLYPEPTIDES WITH ANTIMICROBJAL & ANTIVIRAL ACTIVITY
All documents cited herein are incorporated by reference in their entirety.

TECHNICAL FIELD
This invention is in the field of microbicides and antiviruls, in particular those derived from yeast
killer toxins. )

BACKGROUND ART

Killer toxina (KTs) arc proteins secreted by yeasts which are able to kill other yeasts or
microorganisms which compete in nature for the same ecological niche [I]. Although they are
attractive therapeutic tools, due to their wide spectrum of microbicidal activity, thoy are of no
practical use because of their instability in the host physiological milicu as well as their antigenicity
and toxicity. Instead, the use of anti-idiotypic antibodies which mimic KTs has been shown to be
effective.

The killer toxin from Pichia anomala (‘PaKT’) has a wide specttum of microbicidal activity against
pathogens including Candida albicans, Aspergillus fumigatus, Preumocysils carinii, Mycobacterium
tuberculosis, Pseudomonas aeruginosa, and Staphylococcus aureus [2, 3, 4]. This observation has
been exploited by the generation of a PaKT-neutralizing monoclonal antibody in mice (mAb KT4)
[5] whose idiotype (Id) is able to induce the production of anti-idiotypic antibodies (antilds) [6, 7, 8].
These antilds represent the intermal image of the active PaKT domain snd as such exert its biological
activities, including binding to the PaKT receptor (KTR) of susceptible microorganigms and broad
spectrum microbicidal activity overlapping that of PaKT (Figure 1).

Experimental animals in which these antibodies (‘KTIdAbD ) are raised by idiotypic vaccination with
mAbKT4 have repeatedly been shown to be protected against mucosal or systemic challenges by
C.albicans [7, 8]. There is also ample evidence of susceptibility in vitro to KTIdAb by diverse
microbial pathogens such as M.fuberculosis (including multidrug resistant strains), P.carinii, and
others {4, 9].

Idiotypic theory (Figure 1) also predicted that antibodies against PaKT receptors would mimic PaKT
activity. This has been demonstrated in animals and humans during the course of experimental and
natural infections caused by PaKT-scnsitive microorganisms [10]. Human nstursl ant-KTR
antibodies have been shown to have microbicidal activity in vitro against C.albicans, M.tuberuclosis,
and P.carinli, to inhibit P.carinrii infectivity of nude rats, and to be protective against passive transfer
in vivo, in an experimental model of rat vaginal candidiasis [4, 10, 11].

Based on these results, and in order to obtain standerd KTIdAb in sufficient amounts, rat monoclonal
IgM (mAbK10) and mouse gingle-chain Fv (scFv H6) microbicidal antibodies have been obtained
[12, 13]. These two antibodies have strong microbicidal effects in vitro against important pathogenic
microorganisms including: C.albicans [12, 13]; C.ousei and C.glabrata (including fluconazole-
resistant strains); Cryptococcus neoformans; A. fumigatus [14); M.tuberculosis [4); S.aureus,

Enterococcus faecalls, E. faecium, snd Streptococcus pnewmonige (including methicillin-,
.l-

7



10

15

30

35

vancomycin- and penicillin-resistant gtrains) [15), S.mutans, Leishmania major, L.infantum and
Achantamoeba castellani. Furthermore, they showed specific therapeutic activity in an experimental
mode] of rat vaginal candidiasis by intravaginal administration [13]. In addition, K10 proved to be
therapeutic against P.carinli pneumonis in rats infected by acrosol administration [16], and in mice
trapsplanted with T cell depleted bone marrow against aspergillosis caused by nasal instillation [14).

Although the existence of scFv H6 has been reported, 8 method for its manufacture has not
previously been disclosed, and nor has ity amino acid sequence.

It is an object of the invention to provide further and improved antimicrobial and/or antiviral
compounds.

DISCLOSURE OF THE INVENTION

Antibodies of the invention

The invention provides an snti-idiotypic antibody which recognises the idiotope of an antibody
specific for a ycast killer toxin, with the proviso that the anti-idiotypic antibody is not the K10 rat
monoclonal antibody. The antibody preferably has microbicidal activity {e.g. it retnins yeast killer
toxin activity) and/or antiviral activity.

An snti-idiotypic antibody of the invention can be used to gencrate further snti-idiotypic antibodics
(anti-anti-anti-idiotypic with respect to the original killer toxin). The anti-anti-anti-idiotypic antibody
of the invention can in turn be used to generato further anti-idiotypic antibodies (anti-anti-anti-anti-
anti-idiotypic with respect to the origioal killer toxin). Thus the microbicidal activity of the killer
toxin can be transferred through successive genorations of anti-idiotypic antibodies, and these
various generations are within the scope of the invention,

Thus the invention provides an antibody which recognises the idiotope of an anti-idiotypic antibody
of the invention (i.e. it provides an antianti-anti-idiotypic antibody), an antibody which recogniscs
the idiotope of such an anti-anti-anti-idiotypic antibody §.e. an anti-anti-anti-anti-anti-idiotypic
antibody) efc. In general, therefore, the invention provides an antibody which recognises the idiotope
of an (anti-),-idiotypic antibody of the invention, wherein » is an odd mumber (e.g. 1, 3, 5, 7, 9 etc.).
These antibodies will generally bind to the idiotope of an antitoxin antibody such as KT4 and
preferably have microbicidal and/or antiviral activity.

For production of these (anti-),-idiotypic amtibodies, the invention provides (anti-)y-idiotypic
antibodies , wherein m is an even number (e.g. 2, 4, 6, 8 ezc.). These antibodies will generally bind to
a killer toxin.

The term ‘antibody’ includes any of the various natural and artificial antibodies and antibody-derived
proteins which are available. Thus the term ‘antibody’ includes polyclonal antibodies, monoclonal
antibodies, Fab fragments, F(ab"), fragments, Fv fragments, singlc-chain Fv (scFV) antibodies,
oligobodies, etc.
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To increase compatibility with the human immune system, it is preferred to use human antibodies.
As an alternative, antibodies of the invention may be chimeric or humanized versions of non-human
antibodics [e.g. refs. 17 & 18].

In chimeyic antibodies, non-human constant regions are substituted by human constant regions but
variable regions remain non-human.

Humanized antibodies may be achieved by a variety of methods including, for example: (1) grafting
complementarity determining regions (CDRs) from the non-human varisble region onto a human
framework (“CDR-grafting™), with the optional additional transfer of on¢ or more framework
residucs from the non-human antibody (“bumanizing”™); (2) transplanting entire non-human varisble
domains, but “cloaking” them with a human-like surfece by replacement of surface residues
(“veneering™). In the present invention, hnmanized antibodies include those obtained by CDR-
grafting, humanizing, and veneering or variable regions. [e.g. refs. 19 to 25).

The constant regions of humanized antibodies are derived from human immunoglobulins. The heavy
chein constant region can bo selected from any of the five isotypes: s, d, ¢, ? ar .

Humanized or fully-human antibodies can also be produced using transgenic animals that are
engineered to contain human immunoglobulin loci. For example, ref. 26 discloses transgenic animals
having a buman Ig locus wherein the animals do not produce functional endogonous
immunogiobulins due to the inactivation of endogenous heavy and light chain loci. Ref. 27 also
discloses transgenic non-primate mammalien hosts capable of mounting an immune respanse to an
immunogen, wherein the antibodiea have primate constant and/or varisble regions, and wherein the
endogenous immunoglobulin-encoding loci are substituted or inactivated. Ref. 28 discloses the use of
the Cre/Lox system to modify the immunoglobulin locus in a mammal, such as to replace all or a
portion of the constant or varisble region to form a modified antibody molecule. Ref. 29 discloses
non-luman mammalian hosts having inactivated endogenous Ig loci and functional human Ig loci.
Ref. 30 discloses methods of making transgenic mice in which the mice lack endogenous heavy
chains, and express an exogenous immunoglobulin locus comprising one or more xemogeneic
constant regions.

Antibodies of the inveation may include a label. The label may be detectable directly, such as a
radioactive or fluorescent label. Alternatively, the label may be detectable indirectly, such as an
enzyme whose products are detectable (e.g. luciferase, B-galactosidase, peroxidase efc.) or a binding
partner such as biotin and avidin or streptavidin.

Antibodies of the invention may be attached to a solid support.

Antibodies of the invention may be produced by any suitable means (e.g. by recombinant
expression).

Preferred antibodies of the invention are single chain Fv antibodies. These may be produced by
joining heavy and light chain varisble regions from a starting monoclonal antibody of interest, or

-
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may be identified by screening a scFv library (e.g. by phage display). Reference 31 discloses a phage
display method for producing anti-idiotypic scFv antibodies.

Particularly preferred scFv antibodies of the invention are H6 (SEQ IDs 1 & 2) and H20 (SEQ IDs
21 & 22). Antibodies comprising one or more (e.g. 2, 3, 4, 5 or 6) of the CDRa from H6 and H20 are
also preferred, as are derivatives of H6 and H20 in which: (a) one or more (e.g. 2,3,4,5,6,7, 8,9,
10, 11, 12, 13, 14, 15) framework residuecs are substituted with other amino acids; (b) the linker
sequence (SEQ ID 30) is replaced with an alternative linker sequence; (c) the ‘E-tag’ sequence (SEQ
ID 59) is omitted or replaced. Fusion proteins comprising H6 or H20, or derivatives (a) to (c), at the
N- or C-terminus are also useful. The H6 and H20 CDRs may optionally contain 1, 2, 3 or 4 amino
acid substitutions.

Other preferred antibodies of the invention are humanized antibodies. Particularly preferred
humanized antibodies of the invention comprise one or more (e.g. 2, 3, 4, 5 or 6) CDRs from H6,
H20 or K20.

Polypeptides and antibody fragments

It has surprigingly been found that ghort fragments (e.g. 10mer fragments) of the variable regions of
anti-idiotypic antibodies of the invention can retain the antibodies’ KT-like microbicidal sctivity.
Even more surprisingly, L-amino acids in thesc fragments can be replaced with Damino acida
without removing microbicidal activity, and amino acids within the fragments can be substituted with
other amino acids without removing microbicidal activity. In addition, the fragments have been
found to possess anti-viral activity.

Thus the invention provides a polypeptide comprising: at lcast one amino acid sequence which is a
fragment of at least x amino acids from the amino acid sequence of a variable region of an antibody
of the invention, optionally with y amino acid(s) within said x amino acids being substituted by
different amino acid(s). The polypeptide preferubly has microbicidal and/or antiviral activity.

The polypeptide preferably consists of no more than 250 amino acids (e.g. no more than 225, 200,
190, 180, 170, 160, 150, 140, 130, 120, 110, 100, 95, 90, 80, 70, 60, 50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 19,
18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6 or even 5 amino acids). Polypeptides consisting of
between 5 and 90 amino acids are preforred (e.g. consisting of between S and 80, 5 and 70, 5 and 60
amino acids etc.). Particularly preferred are polypeptides consisting of between 8 and 25 amino acids
are preferred.

The polypeptide preferably consists of at least 3 amino acids (e.g. at least 4, 5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 70, 80, 90, 100, 125, 150, 175, or at least
200 amino acids).

The value of x is preferably at least 3 (e.g. at least 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 70, 80, 90, 100, 125, 150, 175, or at least 200).

The value of y will be less than x and, depending on the value of x, it may be x-1, x-2, x-3, x4, x-5, x-
6,x-7, x-8,x-9,x-10,x-11,x-12,x-13, x-14, or x-15. Preferred values of y are 1, 2, 3, 4 and 5. The y
4
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amino acids are typically substituted by A, C, D,E,F,G,H,L LK,L,M,N,P,Q,R, 5, T, V, W, or Y.
Each of the y substitutions may be the same or different as the others. The substitution is preferably
by G or, more preferably, by A [32, 33). The substituting amino acid may be an L- or a D- amino
acid but, where the other x amino acids all share a singlo stereo-configuration (Le. all D- or ail L-), it
preferably has that stereo-configuration (although, of course, G has no sterecisomers).

Where the fragment of x amino acids includes a C, the value of y is preferably at least 1 such that the
C is substituted for another amino acid, such as S. Removal of C in this way improves resistance to
oxidation.

The fragment of at least x amino acids preferably includes at least z amino acids from & CDR within
the antibody. The value of z is preferably at least 1 (e.g. 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9 or 10 or more).

The polypeptide may comprise more than one (e.g. 2, 3, 4, 5, 6) amino acid sequence each of which
is a fragment of at least x amino acids (e.g. SEQ ID 25). In such polypeptides, the value of x in each
fragment may be the same or different, the value of y within each x may be the game or different, and
the value of z within each x may be the same or different. The fragments may be joined by linker
peptides such as glycine-rich linker sequences (e.g. SEQ ID 30).

The invention also provides a polypeptide having formula NH;-A-B-C-COOH, wherein: A is a
polypeptide sequence consisting of a2 amino acids; C is a polypeptide sequence consisting of ¢ amino
acids; B is s polypeptide sequence which is, as defined sbove, a fragment of at least x amino acids
from the amino acid sequence of a variable region of sn antibody of the invention, optionally with y
amino acids within said x amino acids being substituted by different amino acid(s). The polypeptide
preferably has microbicidal and/or antiviral activity.

The value of a is genemlly at least 1 (e.g. atleast 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250,
300, 350, 400, 450, 500 etc.). The valus of c is generally at least 1 (e.g. at loast 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70,
80, 90, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500 ezc.). The value of a+c is at least 1 (e.g. at least 2,
3,4,56,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35,
40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500 etc.). It is preferred that the
value of a+¢ is at most 1000 (e.g. at most 900, 800, 700, 600, 500, 450, 400, 350, 300, 250, 200, 190,
180, 170, 160, 150, 140, 130, 120, 110, 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 25, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14,
13,12,11,10,9,8,7,6,5,4,3,2).

The amino acid sequence of -A- typically shares less than m% sequence identity to the ¢ amino acids
which are N-terminal of sequence -B- in a variable region of an antibody of the invention (.g. in
SEQ ID 2), and the amino acid sequence of -C- typically ghares less than #% sequence identity to the
¢ amino acids which are Gterminal of sequence -B- in a variable region of an antibody of the
invention (e.g. in SEQ ID 2). In general, the values of m and » are both 60 or less (e.g. 50, 40, 30, 20,
10 or less). The values of m and » may be the same as or different from each other.

The polypeptide may comprise a mimotope of a yeast killer toxin.
-
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Preferred polypeptides comprise sequence AA;-AA3AA3-AA4-AAs-AAgAArAArAAsAA,
wherein: each of AA,...AAp is independently a D- or L- amino acid; AA, isE,Aor G; AAyis K, A
oG, AAis V,Aor G AA(iBsT,AorG; AAs s M, Aor G; AAsisT,AorG; AAis C, 8, Aor G;
AAgis S, A or G; AAyis A or G; and AAyis S, A or G; provided that no more than p of AA,, AA;,
AAj, AAy, AAg, AAg, AAq, AAy, AAy, and AAy are A; and provided that no more than g of AA,,
AAy AAj, AAy, AAg, AAg, AAq, AAg, AAg,and AApare G. Tho value of pis 1,2, 3 or 4, and is
preferably 1 or 2. The value of g is 0, 1 or 2 and is preferably 0 (Le. no glycine residues) or 1.

Particularly preferred polypeptides comprise or consist of amino acid sequences SEQ IDs: 3, 4, 5, 6,
7,8,9,10, 11, 12, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 23, 24, 25, 26, 27, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,
42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 60, 61, G2, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69,
70 & 71, with constituent amino acids in the D- and/or L~ configuration. SEQ IDs 3, 4, 23, 27 and 33
are most preferred.

For reference, the values of x, y and z for various of these polypeptide sequences are as follows:

SEQ ID x y z
3 10 0 3
4 10 1 3
5 10 1 3
6 10 1 3
7 10 1 3
8 10 1 3
9 10 1 3
10 10 1 3
11 10 1 3
12 10 1 3
14 9 1 2
15 8 1 1
16 7 1 (1]
17 6 1 0
18 5 1 0
19 4 1 0
20 3 1 0
p i) 10 2 3
24 10 0 3
26 15 0 8
27 9 0 8
32 10 2 3
n 10 2 3

Further microbicidal and/or antiviral fragments can be identified by screening panels of overlapping
peptide fragments the sequence of an anti-idiotypic antibody (e.g. H6, H20, K20) is known e.g.
by using the PepScan method [34]. Overlapping fragments of 4mors, Smers, 6mers, 7mers, 8mers,
9mers, 10mers, 11mers, 12mexs, 13mers etc. can be tested for microbicidal ability without difficulty
e.g. using the in vitro assays disclosed in the examples herein.
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Polypeptides of the invention may be linear, branched or cyclic [35] but they are preferably linear
chaing of amino acids. Where cysteine residucs are present, polypeptides of the invention may be
linked to other polypeptides via disulfide bridges (and, in particular, linked to other polypeptides of
the invention to form homodimers or heterodimers). Polypeptides of the invention may comprise
L-amino acids and/or D-amino acids. The inclusion of D-amino acids is prefemred in order to confer
resistance to mammalian proteases.

Polypeptide production
Polypeptides of the invention may be produced by various means.

A preferred method for production involves in vitro chemical synthesis [36, 37]. Solid-phase peptide
synthesis is particularly preferred, such as methods based on t-Boc or Fmoc [38] chemistry.
Enzymatic synthesis [39] may also be used in part or in full.

As an alternative to chemical synthesis, biological synthesis may be used e.g. the polypeptides may
be produced by translation. This may be camied out in vitro or in vivo. Biological methods are in

general restricted to the production of polypeptides based on L-amino acids, but manipulation of
translation machinery (e.g. of aminoacy-tRNA molecules) can be used to allow the introduction of

D-amino acids (or of other non-natural amino acids, such as iodotyrosine or methylphenylalanine, -

azidohomoalanine, efe.) [40]. Where D-amino acids are included in the polypeptides of the invention,

" however, it is preferred to use chemical synthesis. Further details on polypeptide expression are

given below.

To facilitate biological peptide synthesis, the invention provides nucleic acid that encodes a
polypeptide of the invention. The invention also provides nucleic acid that encodes an antibody of
the invention.

The nucleic acid may be DNA or RNA (or hybrids thereof), or their lmlog'uu, such as those
containing modified backbones (e.g. phosphorothioates) or peptide nucleic acids (PNA). It may be
singlc-stranded (e.g. mRNA) or double-stranded, and the invention includes both individual strands
of a double-stranded nucleic acid (e.g. for antisense, priming or probing purposes). It may be lincar
or circular. It may be labelled. It may be attached to a solid support.

Nucleic acid according to the invention can, of course, be prepared in many ways e.g. by chemical
synthesis (e.g. phosphoramidite synthesis of DNA) in whole or in part, by nuclease digestion of
longer molecules, by ligation of shorter molecules, from genomic or cDNA libraries, by use of
polymerases efc.

The invention provides vectors (e.g. plasmids) comprising mucleic acid of the invention (e.g.
expression vectors and cloning vectors) and host cells (prokaryotic or cukaryotic) transformed with
such vectors.

These vectors can also be used for nucleic acid immunisation fe.g. refs. 41, 42, 43, 44, 45 esc.].
Peptides can be expressed in vivo in this way, as can therapeutic antibodies. It is also possible to

7=
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cxpresa idiotopes €.g. the KT4 idiotope) to elicit anti-idiotypic antibodies of the invention in a
patient in vivo.

Host cells which contain nucleic acid of the invention and which express polypeptide or antibody of
the invention may be used as delivery vehicles e.g. commensal bacteria [46). This is particularly
useful for delivery to mucosal surfaces.

The yeast killer toxin

Killer toxins were originally identified in Saccharomyces cerevisige [47] and have since been
identified in other genera of yoasts including Pichia (such as P.anomala, P.kluyveri and P farinosa),
Hanseniaspora (such as H.uvarum), Williopsis (such as W.mrakif), Candida (such as C.maltosa),
Debaryomyces (such as D.hansenii), Schwanniomyces (such as S.occidentalis), Cryptococcus (such
as C.humicola), Torulopsis (such as T.glabrata), Ustilago (such as U.maydis), Zygosaccharomyces
(such as Z bailll) and Kluyveromyces (such as K lactls and X.phaffif).

Any of these various toxins can be used with the present invention. Preferred toxins are (a) those
with a broad range of microbicidal activity and (b) those from Pichia. A particularly preferred toxin
is the killer toxin from Pichkia anomala (‘PaKT").

Microbicidal activity

The polypeptide or antibody of the invention preferably has microbicidal activity.

Preferably, it has anti-mycotic activity and/or anti-bacterial activity. Anti-bacterial activity may be
against a Gram-negative or Gram-positive bacterium.

More preferably, it has activity against a microbe which hag a glucan-based cell wall.

Microbes which are susceptible to polypeptides and antibodies of the invention include bacteria,
fungi and protozos, and include, but arc not limited to: Candida specics, such as Calbicans;
Cryptococcus species, such as C.neoformans, Enterococcus specics, such as E faecalis;
Streptococcus species, such as S.preumoniae, S.mutans, S.agalactiae and S.pyogenes; Leiskmania
species, such as L.major and L.infantum; Acanthamoeba species, such as A.castellani, Aspergillus
species, such as A fumigatus; Preumocystis species, such as P.carinii; Mycobacterium species, such
as M.tuberculosis; Pseudomonas wpecies, such as P.aeruginosa; Staphylococcus species, such as
S.aureus; Salmonella specics, such as S.typhimuriwm; and Escherichia species, such as E.coli.

Antiviral activity
The polypeptide or antibody of the invention preferably has antiviral activity.

Preferably, it bas antiviral activity sgainst a human virus, such as a myxovirus (e.g. an
orthomyxovirus) or a retrovirus (e.g. a lentivirus).

Viruses which are susceptible to polypeptides and antibodies of the invention include, but are not
limited to: influenza virus (A or B), human immunodeficiency vims (HIV-1, HIV-2, HIV-0),
respiratory syncytial virus (RSV), yellow fever virus, erc.

3-
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Drug design and peptidomimetics

Polypeptides of the invention are useful microbicides and antivirals in their own right. However, they
may be refined to improve microbicidal and/or antiviral activity (either general or specific) or to
improve pharmacologically important featureg such as bio-availability, toxicology, metabolism,
pharmmacokinetics etc. The polypeptides may therefore be used as lead compounds for further
rescarch and refinement.

Polypeptides of the invention can be used for designing peptidomimetic molecules [e.g. refs. 48 to
53] with microbicidal and/or antiviral activity. These will typically be isciteric with respect to the
polypeptides of the invention but will lack one or more of their peptide bonds. For example, the
peptide backbone may be replaced by a non-peptide backbone while retaining important amino acid
gide chains.

The peptidomimetic molecule may comprise sugar amino acids [54]. Peptoids may be used.

To assist in the design of peptidomimetic molecuies, a pharmacophore (i.e. a collection of chemical
features and 3D constmaints that expresses specific characteristics responsible for activity) can be
defined for the KM peptides. The pharmacophore preferably includes surface-accessible features,
more preferably including hydrogen bond donors and acceptors, charged/ionisable groups, and/or
hydrophaobic patches. These may be weighted depending on their relative importance in conferring
activity [55].

Pharmacophores can be determined using software such as CATALYST (including HypoGen or
HipHop) [56], CERIUSZ, or constructed by hand from a known conformation of a polypeptide of the
invention. The pharmacophore can be used to screen structural libraries, using a program such as
CATALYST. The CLIX program [57] can also be used, which searches for orientations of candidate
molecules in structural datgbases that yield maximum spatial coincidence with chemical groups
which interact with the receptor.

The binding surface or pharmacophore can be used to map favourable interaction positions for
functional groups €.g. protons, hydroxyl groups, amine groups, hydrophobic groups) or small
molecule fragments. Compounds can then be designed de nove in which the relevant functional
groups are located in gubstantially the same spatial relationghip as in polypeptides of the invention.
Functiopal groups can be linked in a single compound using either bridging fragmenta with the
correct size and geometry or frameworks which can support the functional groups at favourable
orientations, thereby providing a peptidomimetic compound according to the invention. Whilst
linking of functional groups in this way can be done manually, prhaps with the help of software
such as QUANTA or SYBYL, sutomated or semi-automated de novo design approaches are also
svailable, such as:

- MCSS/HOOK P8, 59, 56), which links multiple functional groups with molecular templates
taken from a database.
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— LUDI [60, 56), which computes the points of interaction that would ideally be fulfilled by a
ligand, places fragments in the binding site based on their ability to interact with the receptor, and
then cannects them to produce a ligand.

—~ MCDLNG [61], which fills a receptor binding site with a close-packed armay of generic atoms
and uses a Monte Carlo procedure to randomly vary atom types, positions, bonding armungements
and other properties.

— GROW [62], which starts with an initial ‘sced’ fragment (placed manually or automatically) and
grows the ligand outwards.

— SPROUT [63], suite which includes modules to: identify favourable hydrogen bonding and
hydrophobic regions within a binding pocket (HIPFO module); select functional groups and
position them at target sites to form starting fragments for structure generation (EleFAnT);
generate skeletons that satisfy the steric constraints of the binding pocket by growing spacer
fragments onto the start fragments and then comnecting the resulting part skeletons (SPIDeR);
substitute hetero atoms into the skeletons to generate molecules with the electrostatic properties
that are complementary to thosc of the receptor site (MARABOU). The solutions can be
clustered and scored wing the ALLigaTOR module.

— CAVEAT [64], which designs linking units to constrain acyclic molecules.

— LEAPFROG [65], which evaluates ligands by making small stepwise structural changes and
rapidly evaluating the binding energy of the new compound. Changes are kept or discarded based
on the altered binding energy, and structures evolve to increase the interaction energy with the
receptor.

— GROUPBUILD [66], which uses a libmry of common organic templates snd a complete
empirical force field description of the non-bonding interactions between a ligand and receptor to
construct ligands that have chemically reasonable structurc and have steric and electrostatic
properties complimentary to the receptor binding site.

- RASSE[67]
These methods identify microbicidal compounds. These compounds may be designed de novo, may
be known compounds, or may be based on known compounds. The compounds may be useful
microbicides and/or antivirala themselves, or they may be prototypes which can be used for further
pharmaceutical refinemert (f.e. lead compounds) in order to improve binding affinity or other
pharmacologically important features (e.g. bio-availability, toxicology, metabolism,
pharmacokinetics efc.).

The invention thus provides: (i) s compound identificd using these drug design methods; (ii) a

compound identified using these drug design methods, for use as a pharmaceutical; (iii) the use of s

compound identified using these drug design methods in the manufacture of a microbicide and/or an

antiviral; and (iv) a method of treating a patient with a microbial or viral infection, comprising
administering an effective amount of a compound identificd using theso drug design methods.

-10-
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As well as being useful compounds individually, ligands identified in silico by the structure-based
design techniques can also be used to suggost libraries of compounds for ‘traditional® In vitro or in
vivo screening methods. Important pharmaceutical motifs in the ligands can be identified and
mimicked in compound libraries (e.g. combinatorial libraries) for screening for microbicidal and/or
antiviral activity.

Pharmacentical compositions

The invention provides a pharmaceutical composition comprising (a) polypeptide, peptidomimetic,
nucleic acid and/or antibody of the invention and (b) a pharmaceutical carrier.

Component (a) is the active ingredient in the composition, and this is present at a therapeutically
effective amount f.e. an amount sufficient to inhibit microbial/viral growth and/or survival in a
petient, and preferably an amount sufficient to climinate microbial infection. The precise effective
amount for a given patient will depend upon their size and health, the nature and extent of infection,
and tho composition or combination of compositions sclected for administration. The effective
amount can be determined by routine experimentation and is within the judgment of the clinician.
For purposcs of the present invention, an effective dose will generully be from about 0.01mg/kg to
about 5 mg/kg, or about 0.01 mg/ kg to about 50 mg/kg or about 0.05 mg/kg to about 10 mg/kg.
Pharmaceutical compositions based on polypeptides, antibodies and nucleic acids are well known in
the art. Polypeptides may be included in the composition in the form of salts and/or esters.

Carrier (b) can be any substance that does not itself induce the production of antibodies harmful to
the patient receiving the composition, and which can be administered without undue toxicity.
Suitable carriers can be large, slowly metabolized macromolecules such as proteins, polysaccharides,
polylactic acids, polyglycolic acids, polymeric amino acids, amino acid copolymers, and inactive
virus particles. Such carriers are well known to those of ordinary skill in the art. Pharmaceutically
acceptable carriers can include liquids such as water, saline, glycerol and ethanol. Auxiliary
substances, such as wetting or emulsifying agents, pH buffering substances, and the like, can also be
present in such vehicles. Liposomes are suitable carriers. A thorough discussion of pharmaceutical
carriers is available in ref. 68.

Viral and microbial infections affect various arcas of the body and so the compositions of the
invention may be prepared in various forms. For example, the compositions may be prepared as
injectables, cither as liquid solutions or suspensions. Solid forms suitable for solution in, or
suspension in, liquid vehicles prior to injection can also be prepared. The composition may be
prepared for topical administration e.g. as an ointment, cream or powder. The composition be
prepared for oral administration e.g. as a tablet or capsule, or as a syrup (optionally flavoured). The
composition may be prepared for pulmonary administration e.g. as an inhaler, using a fino powder or
a spray. The composition may be prepared as a suppository or pessary. The composition may be
prepared for nasal, aurel or ocular administration e.g. as drops, as a spray, or as a powder [e.g. 69].
The composgition may be included in a mouthwash, The composition may be lyophilised.

-11-
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The pharmaceutical composition is preferably sterile. It is preferably pyrogen-free. It is preferably
buffered e.g. at between pH 6 and pH 8, generully around pH 7.

The invention also provides a delivery device containing a pharmaceutical composition of the
invention. The device may be, for example, a syringe or an inhaler.

Compogitions of the invention may be used in conjunction with known anti-fungals. Suitable anti-
fungals include, but are not limited to, azoles (e.g. fluconazole, itraconazole), polyenes (e.g.
amphotericin B), flucytosine, and squalene epoxidase inhibitors (e.g. terbinafine) [see also ref. 70].
Compotitions may also be used in conjunction with known antivirals e.g. HIV protease inhibitors, a
2'3'-dideoxynucleoside @.g. DDC, DDI), 3'-azido-2'3'-dideoxynucleosides (AZT), 3'-fluoro-2'3'-
dideaxyrucleosides (FLT), 2',3'-didehydro-2',3'-dideoxymucleosides (e.g. D4C, D4T) and carbocyclic
derivatives thereof (e.g. carbovir), 2'-fluoro-ara-2'3'-dideoxynucleosides, 1,3-dioxolane derivatives
(e.g. 2'3'-dideoxyl3'-thiacytidine), oxetanocin analogues and carbocyclic derivatives thereof (e.g.
cyclobut-G) and the 9-(2-phosphonylmethoxyethyl)adenine (PMEA) and 9-(3-fluoro-2-
phosphonylmethoxypropyl)adenine ~(FPMPA)  derivatives,  tetrahydro-imidazo{4,5,}-jk][1,4]-
benzodiazepin-2(1H)one (TIBO), 1-[(2-hydroxyethoxy)-methyl]-6-(phenylthio)thymine (HEFT),
dipyridof3,2-b:2',3'-¢]-[ 1,4)diazepin-6-one (nevirapine) and pyridin-2(1H)one derivatives, 3TC, efc.
Medical treatments and uses

The invention provides antibody, polypeptide, peptidomimetic or nucleic acid of the invention for
usc as 8 medicament. The invention also provides a method for treating a patient suffering from a
microbial and/or viral infection, comprising administering to the pationt a pharmaceutical
composition of the invention. The invention also provides the use of antibody, polypeptide,
peptidomimetic or nucleic acid of the invention in the manufacture of a medicament for treating a
patient.

The patient is preferably a human. The human may be an adult or, preferably, a child. The human
may be immmocompromised.

These uses and methods are particularly useful for treating infections of: Candida species, such as
C.albicans; Cryptococcus species, such as C.neoformans, Enterococcur species, such as E foecalis;
Streptococcus species, such as S.pneumonige, Smutans, S.agalactiae and S.pyogenes; Leishmania
specics, such as L.major and L.infantum; Acanthamoeba specics, such as A.castellant; Aspergillus
specics, such as A.fumigatus and A.flavus, Preumocystis species, such as P.carinil; Mycobacterium
gpecics, such as M.tuberculosis; Pseudomonas specics, such as P.aeruginosa; Staphylococcus
specics, such as S.aureus; Saimonella species, such as S.typhimurium; Coccldioides species such as
C.immitis; Trichophyton specics such as T.verrucosum; Blastomyces species such as B.dermatidis;
Histoplasma species such as H.capsulatums, Paracoccidioides species such as P.brariliensis;
Pythiumn species such as P.insidiosung and Escherichia epecics, such as E.coll They are also useful

The uses and methods are particularly useful for treating discases including, but not limited to:

candidosis, aspergillosis, cryptococcosis, dermatomycoses, sporothrychosis and other subcutancous
=12~
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mycoses, blagtomycosis, histoplasmosis, coccidiomycosis, paracoccidiomycosis, pneumocystosis,
thrugh, tuberculosis, mycobacteriosis, respiratory infections, scarlet fever, pneumonia, impetigo,
rheumatic fever, sepsis, septicaemia, cutanoous and visceral leishmaniasis, comeal acanthamoebiasis,
keratitis, cystic fibrosis, typhoid fever, gastroenteritis and hemolytic-uremic syndrome, flu and
AIDS. Anti-C.albicans activity is particularly useful for treating infections in AIDS patients.

Efficacy of treatment can be tested by monitoring microbial/viral infection after administration of the
pharmaceutical composition of the invention.

Compositions of the invention will generally be administered directly to a patient. Direct delivery
may be accomplished by parenteral injection (.g. subcutaneously, intraperitoneally, intravenously,
intramuscularly, or to the interstitinl space of a tissue), or by rectal, oral, vaginal, topical,
transdermal, ocular, nasal, aural, or pulmonary administration. Injection or intranasal administration
is preferred.

Dosage treatment can be a single dose schedule or 1 multiple dose schedule.

Pharmaceutical compositions of the invention may also be used prophylactically e.g. in a situstion
where contact with microbes is expected and where establishment of infection is to be prevented. For
instance, the composition may be administered prior to surgery.

Polypeptide expression and other general technigues

The practice of the preseat iaveation will employ, unless otherwise indicated, conventional techniques of molecular biology,
microbiology, recombinant DNA, and immunology, which are within the akill of the art. Such techniques are explained fully
in the literature e.g. Sambrook Molecular Cloning; A Laboratory Maswal, Second Edition (1989); DNA Cloning, Volumes 1
and ii (D.N Glover ed. 1985); Oligoaxcieotide Syathesis (M.J. Gait ed, 1984); Nucleic Acid Hybridization (B.D. Hames & 8.1.
Higging eds. 1984); Transcription and Tramslation (B.D. Hames & 8.). Higgins eds. 1984); Animal Cell Culture (R.L
Freshney ed. 1986); Immobilized Cells and Ensymes (IBL Press, 1986); B. Perbal, A Practical Guide to Moleculer Cloning
{1984); the Methods is Enzymology series {Academic Press, 1nc.), especially volumes 154 & 155, Gene Transfer Yectors for
Mammallen Cells (J.H. Miller and M.P. Calos eds. 1987, Cold Spring Harbor Laborstory); Mayer and Walker, eds. (1987),
Immunochenical Methods in Cell and Molecular Biology (Academic Press, London); Scopes, (1987) Protels Purification:
Principles ard Proctice, Second Edition (Springer -Verlag, N.Y.), and Handbook of Experimental Immunology, Yolumes I-IV
(Weir & Blackwell eds 1986).

Standard sbbreviations for nucleotides and amino acids are used in this specification:

Nucleotides
A Adenine C Cytosine G Guanine T Thymine
u Uracil
Degenerate nucleotide codes in addition to the five sbove codes:
N any (A/C/GIT) R puRine (G/A) Y pYrimidine (T/C) K Keto (G/T)
N aMino (A/C) 5 Strong (G/C) W Wek(AT) B not A (C/G/T)
D not C (A/GIT) H not G (AJCIT) \j a0t T (A/CIG)
Amino acids
A Almine C  Cysteine D  Aspartate B Glutamale
F Phenylalanine G Glycine H Histidine | Liclencine

-13-
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K Lysine L Lencine M Methionine N  Aspangine
P Proline Q  Glutamige R Arginine 8 Serine
T  Threonine V  Valine W Tiyptophan Y  Tyrosine

The inveation provides a polypeptide or mucleic acid comprising or conrist ing of any cne of amino acid or nucleotide
sequences given in the sequence listing.

Deflnitlons

The term “comprising” means "including”™ as well as “consisting™ .. s composition "comprising” X may consist cxclusively
of X or may include something additional to X, such as X+Y.

A composition containing X is “substantislly frec of” Y when at least $5% by weight of the total X+Y in the compoaition is X.
Preferably, X comprises at least abost 90% by weight of the total of X+Y in the composition, more preferably  ut least sbout
95% ar even 99% by weight.

The term “heterologons® refers to two biological components thst are not found together in mature. The components may be
host cells, genes, or regulatory regions, such ap promoters. Althongh the heterologous compo nents are not found together in
nature, they can fonction together, as when 1 promoter heterologous to a gene is operably linked to the geas. Another example
is where an influenzs sequence is heterologous to s mouse hoat cell. Further examples would be two epitopes from the same or
different proteins which have becn assembled in # single protein in an arrengement not found in nature .

An “origin of replication® is a polynucleotide sequence that initiates and regulates replication of polynucleotides, such as  an
expreasion vector, The origin of replication behaves as an autonomous unit of polyancleotide replication withia a cell, capable
of replication under its own control. An origin of replication may be needed for a vector to replicate in s particular bost ¢ ell.
With certain origins of replication, an expression vector can be reprodnced st a high copy cumber in the presence of the
appropriate proteins within the cell, Examples of origins are the autonomously replicating sequences, which are effective in
yeast; and the viral T-antigen, effective in COS -7 cella.

A “mutant” sequence is defined as DNA, RNA or amino acid sequence differing from but having sequence identity with the
native or disclosed sequence. Depending on the particular sequence, the degree of s  quence identity betweea the native or
disclosed sequence and the mutant sequence is prefersbly greater than 50% ( e.g. 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 99% or more,
calculated using the Smith -Waterman algorithm 21 described above). As used herein, an “allelic varia of® of & nucleic acid
molecule, or region, for which mcleic acid sequence is provided herein is & wacleic scid molecale, or region, that occuns
csacntially at the same locus in the genome of another or second isolate, and that, due to natural variation ¢ used by, for
example, mulation or recombination, has & similar but not identical pucleie acid sequence. A coding region allelic variant
typicatly encodes a protein heving similar activity to that of the protein encoded by the gene to which it is being comp ared. Az
allelic variant cag alse comprise an alteration in the 3' or 3' untranslated regiona of the gene, such as ia regulatory control
regions {e.g. sec US patent 5,753,235).

Pelypeptide expression

Nocleotide sequences can be expressed in a varicty of di fferent expression systems; for example those used with mammalisa
cells, baculoviruses, plants, bacteris, and yeast,

Generslly, any system or vector that ia suitsble to maintain, propagate or express nucleic acid molecules to produce s
polypeptide in the required host may be used. The appropriste nucleotide sequence may be inserted into an expression system
by any of a variety of well -known and routine techniques, such as, for example, those described in Ssmbrook ef al. Genemlly,
the encoding gene can be placed ander the control of a control element such as & promoter, ribosome binding site (for bacterial

expression) and, optionally, an operstor, s0 thet the DNA sequence cacoding the desired polypeptide is transcribed inte RNA
~14.
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in the transformed bost cell.

Examples of suitable expression systems include, for example, chromosomal, vpisomal and virus -derived systems, including,
for example, vectors derived from: bacterial plasmids, bacteriophage, transposons, yeast episomes, insertion clements, yoast
chromosomal elements, viruses such as baculoviruses, papova virnses such us 8V40, vaceinia virnses, sdenoviruses, fowl pox
viruses, preudorabics viruses and retroviruses, or combisations thereof, such as those derived from plasmid and bacteriophage
genetic elements, including cosmids and phagemids. Human artificisl chromosomes (HACs) may also be employed to deliver
larger fragments of DNA than can be contained and expressed in a plasmid.

Particularly muitable expression systems include microorganisms such as bacteri a transformed with recombinaat bacteriophage,
plasmid or coamid DNA expression vectors; yeast transformed with yeast expression vectors; insect cell systems infeeted with
virus expression vectors (for example, baculovirus); plant cell systems transformed w ith virus expression vectors (for example,
canliflower mossic vims, CaMV; tobscco mossic virs, TMV) or with bacterial expression vectors (for example, Ti or
pBR322 plasmids); or animal cell systems. Cell -free translation systems can also be employed to p roduce the polypeptides of
the invention.

Introduction of nucleic acid molecules encoding # polypeptide of the present inveation into host cells can be effected by
methods described in many standard laboratory manuals, such as Davis et al., Basic Mcthods i = Molecular Biology (1986) and
Sambrook e ol , (supre). Particularly suitable methods include caleium phosphate tramsfection, DEAE -dextran mediated
transfection, transvestion, microinjection, cationic lipid -medisted transfection, electroporation, transduc tion, scrape loading,
ballistic introduction or infection (see Sambrook ef al., 1989 [supra]; *Current Protocols in Molecular Biology", Ausube! ef al.
(cds). Greene Publishing Association and John Wiley Interscicnce, New York, 1989,1992; Spector, Goldman & Leinwald,
1998). In eokaryotic colls, expression systems may either be transient (for example, episomal) or permancat (chromogomal
integration) according to the needs of the system,

Por long-term, high-yield production of s recombinant polypeptide, stable ecxpression is preferred. For example, cell lines
which stably cxpress the polypeptide of interest may be transformed using expression vectors which may coatain virl origins
of replication and/or endogenous expression elements and a selectsble marker gene on the same or on a scpante veclor.
Following the introduction of the vector, cells may be sllowed to grow for 1 -2 days in an enriched media before they are
switched 1o selective media. The purpose of the selectable marker is to confer resistance to sele ction, and its presoace allows
growth and recovery of cells that saccessfully express the introduced sequences. Resistant clones of stably transformed cells
may be proliferated using tissue colture techniques appropriate to the cell type.

i. Mammalian Systens

Mammalian expression systems are known ia the art, A msmmalian promoter is sny DNA sequence capsble of binding
msmmalisa RNA polymerase and initiating the downstream (3') transcription of a coding sequence ( e.g. structoral gene) into
mRNA. A promoter will have a transcription initiating region, which is usually placed proximal to the §' end of the coding
sequence, and 8 TATA box, usually located 25 -30 base pairs (bp) spstream of the tramscription initia tion site. The TATA box
is thought to direct RNA p olymerase Il to begin RNA syntbesis at the corvect site. A mammalian promoter will also contain sa
upstream promoter clement, usually located within 100 to 200 bp upstream of the TATA box. An upsircam promoter element
detcrmines the rate at which transcrip tion is initiated and can act in either orientation [Sambrook et al, (1989) "Expression of
Cloned Genes in Mammalian Cells." In Moleculer Cloning: A Laboratory Manxal, Ind ed.] .
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Mammalian viral geacs are often highly expressed and have a broad bost range;  therefore sequences encoding mammalisn
viral genes provide particularly useful promoter sequences. Examples include the SV40 carly promoter, mouse mammary
tomor vires LTR promoter, adenoviras major late promoter (Ad MLP), and berpes simplex virus promoter.  In addition,
sequences derived from noa -viral genes, such as the morine metallotheionein gene, also provide useful promoter sequences.
Bxpression may be cither constitutive or regulsted (inducible), depeading on the promater can be induced with glucocorti coid
in hormone-responsive cells.

The preseace of an enhancer element (cahancer), combined with the promoter elements described above, will nanally increase
expression levels. An enhancer is a regulatory DNA sequence that can stimulate transcription up to  1000-fold when linked to
homologous or heteralogous promoters, with synthesis beginning at the normal RNA start site. Eahancers are also active when
they are placed upstream or downstream from the transcription initistion site, in cither normal or flipped  orientation, or at o
distance of more than 1000 nucleo tides from the promoter {Maniatis et al. (1987) Science 236:1237; Alberts et al. (1989)
Molecular Biology of the Cell , 20d ed.]. Enhancer elements derived from virnses may be particularly useful, beca use they
woally have a broader host range, Examples include the SV40 carly gene enbancer [Dijkems et al (1985) EMBO J. 4:761] and
the enhancer/promoters derived from the long terminat repeat (LTR) of the Rous Sarcoma Virus [Gorman ef al. (1982b) PNAS
USA 79:6777) and from buman cytomegalovirus [Boshart et ol. (1985)  Cell 41:521). Additionally, some cohancers are
regulatable and become active only in the presence of an inducer, such as & hormone or metal ion [Sassone  -Corsi and Borelli
(1986) Trends Genet, 2:215; Maniatia et al, (1987) Sclence236:1237).

A DNA molecule may be expressed intracellularly in mammalian cells. A promoter sequence may be directly linked with the
DNA molecule, in which case the first amino acid at the N -terminns of the recom binaat protein will always be a methionine,
which is enceded by the ATG start codon. If desired, the N -terminus may be cleaved by i vitro incubation with cyanogen
bromide.

Alternatively, foreign proteins can also be secreted from the cell iato the growth media by creating chimeric DNA molecules
that encode & fusion protein comprised of & leader sequence fragment that provides for sccretion of the foreiga protein in
mammalian cells. Preferably, there are processing sites eacoded between the leader fragment and the  foreign gene that can be
cleaved either in vivo or ix vitro. The leader sequence fragment usually encodes a signal peptide comprised of hydrophobic
amino scids which direct the secretion of the protein from the cell. The adenovirus triparite leader is an ¢  xample of a leader
sequence that provides for secretion of a forciga protein in mammalian cells.

Usually, transcription termination and polysdenylation sequences recognized by mammalian cells are regulatory regions
located 3' to the trans lation stop codon and thus, tagether with the promo ter elements, flank the coding sequence. The 3'
terminus of the matore mRNA is formed by site -specific post-transeriptiona! cleavage and polys denylation [Birnstiel et al.
(1985) Cell 41:349; Prondfoot and Whitelaw {1988) "Termination and 3' end processing of cakaryotic RNA. In Transcription
and spliciag (cd. B.D. Hames and D.M. Glover); Prondfoot (1989) Treads Biochem. Sci. 4:105). These scquences direet the
transcription of an mRNA which can be translated into the polyp eptide encoded by the DNA. Examples of transcription
terminater/polysdenylation signals include those derived from SV40 [Sambrook et al (1989) "Bxpression of cloned geaes in
cultored mammalian cells.” [a Molecwiar Cloning: 4 Laboratory Manxal].

Usnally, the above described components, comprising a promoter, polysdenylation signal, and transeription termination
sequence arc put together into expression constructs. Enbancers, iatrong with fusctional splice donor and acceptor rites, and
leader scquences may al so be included in an expression construct, if desired, Expression constructs are often maintained in a
replicon, such as an extrachromosoma! clemeat { e.g. plasmids) capable of stable maintenance in & host, such o3 mammalian
cells or bacterie. Mammalian rep lication systems include those derived from animal viruses, which require trans -acting factors

to ceplicate. For example, plasmids containiag the replication systems of papovaviruses, sch a3 3V40 [Gluzman (1981)  Cell
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23:175] or polyomavirus, replicate to  extremely high copy namber in the presence of the sppropriate virel T aatigen.
Additionsl examples of mammalian replicons include those derived from bovise papillomavires and Bpstein  -Barr virus,
Additionally, the replicon may have two replicaton sysiems, t hus allowing it to be main tained, for cxumple, in mammalian
cells for expression and in 8 prokaryotic host for cloning snd amplification. Bxamples of such mammalian  -bacteris shmitle
vectons inchude pMT2 [Kaufman et al, (1989) Mol. Cell. Biol 9:946) and pHEBO [Shimizu et al. (1986) Mol. Cell. Biol.
6:1074).

The transformation procedure used depends upon the host to be transformed. Methods for introduction of heterologous
polynucleotides into mammalien cells are known in the art and include dextran -mediated transfection, calcium phosphate

precipitation, polybrene mediated transfection, protoplast faxion, electroporation, encapsulation of the polynncleoude(l) ia
liposomes, and direet microinjection of the DNA into nuclei.

Mammalian cell lines available as ho sts for expression are known in the art and include many immortalised cell lines svailable
from the American Type Cuftare Collection (ATCC) including, but not limited to, Chinese hamater ovary (CHO), HeLa, baby
bamster kidncy (BHK), moakey kidaey (COS), C1 27, 3T3, BHK, HEK 293, Bowes melanoms and humen bepatocellufar
carcinoma (for example Hep G2) cells and s number of other cell lines.

1i. Dacalevirns Systems

The polynncleotide encoding the protein can also be inserted into a snitable insect expreasion vee tor, and is operably linked to
the control elements within that vector. Vector construction employs techniques whick arc known i the art. Geaenlly, the
components of the expression system include u transfer vector, uanally a bacterial plasmid, which cont ains both s fragment of
the baculovirus genome, and a convenient restriction site for insertion of the beterologous gene or genes to be cxpressed; &
wild type baculovirus with s sequence homologous to the baculovirus -specific fragment in the transfer vecto r (this allows for
the homologous recombination of the heterologous gene in to the bacnlovirus genome); and appropriate insect host cells snd
growth media,

Afer inserting the DNA sequence encoding the protein into the transfer vector, the vector and the w ild type viral genome are
transfected into 2n insect host coll where the vector and viral genome are allowed to recombine. The packsged recombinant
virus is expreased and recombinant plaques are identified and porified. Materials and methods for baculovirn  sfinsect cell
expression systems are commercially available in kit form #.g. from Invitrogen, San Diego CA ("MaxBac® kit). These
techniques are generally known to those skilled in the art and fally described in Summers & Smith,  Tezas Agriewtural
Experiment Station Bulletin No. 1555 (1987) (hereinaficr "Summens & Smith").

Prior to inserting the DNA sequence encoding the protein into the baculovirus genome, the sbove described components,
comprisiog & promoter, leader (if desired), coding sequence of inferea t, and trangeription termination sequeace, are asually
sasembled into an intermediate transplacement construct (transfer vector). This construct may costsin s single gene and
operably linked regulatory clements; multiple genes, each with its owned set of o perably linked regnlatory clements; or
multiple genes, regulated by the same set of regulatory elements. Intermediate transplacement canstracts are often maintained
in 8 replicon, such as an extrachromosomal element ( g plasmids) capable of stable maiate nance in a bost, wuch as ¢
becteriom. The replicon will bave a replication system, thus allowing it to be maintained in s suitable host for cloning and
umplification,

Currently, the most commonly nsed transfer vector for introducing foreign genes into AcNP V is pAc373. Many other vecton,
known to those of skill in the art, have also been designed. These inclade, for example, pVL985 (which alters the polybedrin
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start codoa from ATG to ATT, and which introduces & BamBl cloning site 32 bascpaits downstream fro  m the ATT; see
Luckow and Summers, ¥irology (1989) 17:31.

The plasmid osnally also contains a polyhedrin polysdenylation signal (Miller (1988)  Ann.Rev.Microbiol. 42:177) and 2
prokaryotic ampicillin-resistance (amp) gene and origin of replication for selection and propagation in E.coli.

Baculovirus transfer vectors asneily contain a baculovirus promoter. A baculovirus promoter is any DNA sequence capable of
binding a baculovirus RNA polymerase and initisting the downstream (5° to 3') transeription of s codi ng sequence {e.g.
structural gene) into mRNA. A promoter will have a transeription initistion region which is usually placed proximal to the §'
end of the coding scquence. This transcription initiation region usually includes sn RNA polymerase binding site  and 2
transcription initiation site. A baculovirus transfer vector may also have 8 second domain called an enbancer, which, if present,
is usually distal to the structaral gene, Expression may be either regulated or constitutive.

Structoral genes, abundantly transcribed at late times in a viral infection cycle, provide particalarly nseful promotes sequences.
Bxamples include sequences derived from the gome encoding the viral palyhedron protein, Fricsen et ul., (1986) "The
Regulstion of Baculoviras Gene Exp reasion,” in The Molecular Biology of Baculoviruses (ed. Walter Doerfler); EP -127839 &
BP-155476; aad the geac encoding the pl0 protein, Viak et ol. (1988), J. Gen. Virol. 69:765.

DNA encoding snitable signal scquences can be devived from gencs for secrete d insect or baculovirus proteins, such as the
baculoviras polybedrin gens (Carbomell ot al. (1938) Gene, 73:409). Alternatively, since the siguals for mammalinn cell
postiranslationa] modifications (such as signal peptide cleavage, proicolytic cleavage, sn  d phosphorylation) sppear to be
recognized by insect cells, and the signals required for secretion and nuclear accumalstion also appear to be comserved
between the invertebrate cells and vertebrate celis, leaders of non -insect origin, such ag those derived from gencs encoding
human ? -interferon, Macds et al., (1985), Nature 315:592; human gastrin-releasing peptide, Lebacq-Verheyden et al., (1988),
Holec. Cell. Biol, §:3129; buman IL-2, Smith et al., (1985) Proc. Natr'l Acad. Scl. USA, 82:3404; mousc IL-3, (Miyajima etal.,
(1987) Gene 58:273; aad human glucocercbrosidase, Martin et al. (1988) DNA, 7:99, can also bo wsed to provide for secretion
ininsects.

A recombinant polypeptide or polyprotein may be.cxpressed intracellntarly or, if it is expressed with th ¢ proper regulatory
sequeaces, it can be secreted. Good intracellular expression of nonfused foreign proteins usually requires heterologoms genes
that jdeally have a short leader sequence containing suitable translation initiation signals preceding an ATG  start sigoal. If
desired, methionine at the N-terminus may be cleaved from the mature protein by i» vitro incubation with cysnogen bromide.
Altergatively, recombinant polyproteins or proteins which sre not natarally socreted can be secreted from the insect  cell by
creating chimeric DNA molceales that encode & fusion protein comprised of a leader sequence fragment that provides for
sceretion of the foreign protein in insects. The lesder sequence fragment usually encodes a signal peptide comprised of
hydrophobic amino acids which direct the translocation of the protein into the endoplasmic reticulum.

After insertion of the DNA sequence and/or the geae eacoding the expreasion product precursor of the protein, an insect cell
bost is co-transformed with the heter ologons DNA of the transfer vector and the genomic DNA of wild type bacalovirus -
usually by co-transfection. The promoter and transcription termination sequence of the constract will wsmally comprise s 2 -5kb
section of the baculovirns genome. Methods for introducing beterologons DNA into the desired site in the bsculovirus viru
are known in the art. (Sec Summers & Smith supra; Ju et al. (1987); Smith et al., Mol. Cell. Biol. (1983) 3:2156; and Luckow
and Summers (1989)). For example, the insertion can be info & gene much as the polyhedrin gene, by homologous dowble
crossover recombination; insertion can also be into a restriction enxyme site engineered into the desired baculovirus gene.
Miller et al., (1989), Bloessays 4:91.The DNA sequence, when cloned i a place of the polyhedrin gene in the expression vector,
is flanked both 5' and 3' by polyhedrin-apecific sequences and is positioned downstream of the polyhedrin promoter.
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The newly formed bacnlovires expression vector in subsequently packaged into an inf ectious recombinant baculovirus.
Homologons recombisation occurs at low frequeacy (between sbout 1% and sbout 5%); thus, the majority of the virus
produced after cotransfection is still wild -type virus. Therefore, s method is necessary to identify recombin ant viruses. An
advantage of the expression system is a visual screen allowing recombinant viruses to be distinguished. The polyhedrin
protein, which is produced by the native virus, is produced at very high levels in the auclei of infected cells at late t  imes after
viral infection. Accumnlated polyhedrin protein fo rms ocelusion bodies that also contain embedded particles. These occlusion
bodics, up to 15 7m in size, are highly refractile, giving them & bright shiny appearsace that is readily visnalized uader the
light microscope. Cells infected with recombinant vira ses lack occlasion bodies. To distinguish recombinant virus from wild -
type virus, the transfection supernatant is plaqued onto a monolayer of insect cells by techniques known to those skilled in the
art. Namely, the plaques are screcned under the light mic roscope for the presence (indicative of wild type virus) or absence
(indicative of recombinant virus) of occlusion bodics. Current Protocols Ix Microbiology Vol. 2 (Ausubel et al. eds) at 16.3
(Supp. 10, 1990); Summers & Smith, supro; Miller et al. (1989).

Recombinant baculovirs expression vectors have been developed for infection into several insect cells. For example,
recombinant baculoviruses have been developed for, ister alic dedes aegyptl , Autographa californica, Bombyr mori,
Drozophila melanogaster, Spodoptera frugiperds, and Trickoplusic ni (WO 89/046699; Carbonell et al., (1985) J. Firol.
56:153; Wright (1936) Nature 321:718; Smith et al., (1983) Mol. Cell. Blol. 3:2156; and sce gencrally, Fruser, et al. (1989) In
Yitro Cell. Dev. Biol. 25:225).

Cells and celt culture media are commercially available for both direet snd fasion expression of heterologous polypeptides in 2
baculovirus/expression system; cell calture techuology is generally known o those skilled in the art.  See, eg. Summers &
Smith supra.

The modified insect cells may then be grown in sa sppropriate nutrient medium, which allows for stable maintensace of the
plasmid(s) preseat in the modified insect hoat. Where the expression product gene is nnder inducible control, the host may be
grown to high density, and expression induced. Alternatively, where expression is constitutive, the prodvet will be
continuously expressed into the medium and the putrient medinm must be contiauonsly eirculated, while removing the product
of interest and augmenting depleted natrients. The product may be purified by mch techniques as chromatography, e.g. HPLC,
affinity chromatography, ion exchange chromatography, etc.; electrephoresis; demsity gradient centrifugation; solvent
extraction, or the like. As app ropriste, the product may be farther purified, as required, 5o as to remove rubstantially any ingect
proteing which are also scereted in the medium or result from lysis of insect cells, so as to provide a product which is at least
substantially free of bost debria, e.g. proteins, lipids and polysaccharides.

In arder to obtain protein expression, recombinant host colls derived from the transformants are incubated under conditions
which allow expression of the recombinant protein encoding sequence. These cond itions will vary, dependent upon the host
cell selected. However, the conditions are readily ascertainable to those of ordinary skill in the art, based upon what is known
inthe srt.

fil. Plaut Systems

There are many plant eell cultore snd whole plant gene tic expression systems known in the art. Exempiary plant cellular
genetic cxpression sysiems include those described in patenty, such as: US 5,693,506; US 5,659,122; and US 5,608,143,
Additional examples of genetic expression in plant cell cubture has been  described by Zeak, Phytockemistry 30:3861-3863
(1991). Descriplions of plant protein signal peptides may be found in sddition to the references described above in Vanlcombe
etal., Mol. Gen. Genet. 209:33-40 (1987); Chandler et al., Plaxt Molecular Blology 3:407-418 (1984); Rogens, J. Biol. Chem.

260:3731-3738 (1985); Rothatein ct ol,, Gewe 55:353-356 (1987); Whittier et al,, Nucleic Acids Research 152515 2535
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(1987); Winel et al., Molecular Microbiology 3:3-14 (1989); Yu et al, Geme 122:247-253 (1992). A description of the
regelation of plant gene expression by the phytohormone, gibberellic acid sad secreted enzymes induced by gibberellic acid
can be found in R.L. Jones and J. MacMillin, Gibberelling: in: Advasced Plaat Physiology,. Malcolm B. Wilkina, ed., 1984
Pitman Publishing Limited, London, pp. 21 -51. References that describe other metabolically regalated genes: Sheen, Plast
Cell, 2:1027-1038(1990); Mans et al., EMBO J. 9:3447-3452 (1990); Benke! & Hickey, PNAS US4 84:1337-1339 (1987)
Typically, using techniques kmown in the art, a desired polynucleotide sequence is inserted into an cxpression cassette
comprising penetic reguistory clements designed for operation in plants. The expression cassette is inscried iato & desired
expression vector with companion sequences upstream and downstream from the expreasion cassette suitable for expression in
8 plant host. The companion sequences will be of plasmid or vinl origin aad provide necessary charscteristics to the vector to
permit the vectors to move DNA from an original cloning host, mch as bacteria, to the desired plant host. The basic
bacterial/plant vector construct will preferably provide a broad host range prokaryote replication origin; » prokaryote
selectable marker; and, for Agrobscterium transfo rmations, T DNA sequences for Agrobacterium -mediated transfer to plant
chromosomes. Where the heterologous gene is not readily amenable to detection, the construet will preferably also have o
selectable marker gene suitable for determining if a plant cell hag beer transformed. A general review of snitsble markers, og.
for the members of the grasa family, is found in Wilmink & Dons, 1993, Plant Mol. Biol. Reptr, 11(2):165-185.

Sequences saitable for permitting integration of the heterologons sequence into t he plant genome are slso recommended.
These might include transposon sequences and the like for homologous recombination as well as Ti sequences which permit
random insertion of a hetcrologous expression cassette into u plant genome. Suitable prokaryote se lectable markers include
resistance toward antibjotics snch as smpicillin or tetracycline. Other DNA sequeaces encoding additional functions may also
be present in the vector, a3 is known in the art. .

The nucleic acid molecules of the subject invention may  be included into am expression cassette for expression of the
protein(s) of interest. Usnally, there will be only one expression cassstte, although two or more are feasible. The recombinant
expression cassetic will contain in sddition to the beterologous p rotein cacoding sequence the following clements, & promoter
region, plant 5' uatranslated sequences, initistion codon depending upon whether or not the structural gene comes equipped
with one, and a transcription and translation termination sequence. Uniqu ¢ restriction enzyme sites at the 5* aad 3' ends of the
casseite sllow for easy insertion into a pre-existing veetor.

A heterologons coding scqueace may be for any protein relating to the present inveation. The sequence cacoding the protein of
interest wil | encode & sigmal peptide which allows processing and trnslocation of the protsin, as appropriste, sad wifl usually
Inck any sequence which might result in the binding of the desired protein of the invention to s membrane, Since, for the most
pari, the transcriptiona] initiation region will be for a gene which is expressed and translocsted during germination, by
employing the signal peptide which provides for translocation, one may also provide for translocation of the protein of interest.
In this way, the protein(s) of interest will be translocated from the cells in which they are expressed and may be efficiently
harvested. Typically secretion in seeds are scross the aleurone or scuteller epithelium layer into the cndosperm of the seed.
While it is not required that the protein be secreted from the cells in which the protein is produced, this facilitates the isolation
sad purification of the recombinant protein.

Since the ultimate cxpression of the desired gene product will be in a encaryotic cell it is des  irable to determine whether any
portion of the cloned gene contains sequences which will be processed out as introns by the host's splicosome machinery. If so,
site-directed mutagenesis of the "intron® region may be conducted to prevent losing a portion of the genetic message as s faise
intron code, Reed and Maiatis, Cell 41:95-105, 1985,
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The vector can be microinjected directly iato plant cells by wse of micropipettes 10 mechanically tranafer the recombinant
DNA. Crosswey, Mol. Gen. Genet , 202:179-185, 1985. The geaetic material may also be tranaferred into the plant cell by
using polycthylene glycol, Krens, et al., Nafure, 206, 72-74, 1982. Another method of introduction of nucleic acid segmeats is
high velocity ballistic peactration by small particles wi th the nucleic acid cither within the matrix of smal) beads or particles,
or on the surface, Klcin, et al., Nature, 327, 70-73, 1987 and Knodsen and Muller, 1991, Plants, 185:330-336 teaching particle
bombardment of barley endosperm to creste fransgenic ba rley. Yet another method of introduction woald be fusion of
protoplasts with other cotities, cither minicells, cells, lysosomes of other fasible lipid -rurfaced bodies, Fraley, et al, PNAS
US4, 79, 1859-1863, 1982.

The vector may also be introdoced into th e plant cella by electroporation. (Fromm ef al., PNAS US4 82:5824, 1985). In this
technique, plant protoplasts are clectroporated in the presence of plumids containing the gene construct. Blecirical impulses of
high ficld strength reversibly permesbilize biomembrancs allowing the introduction of the plasmids. Electroporsted plant
protoplasts reform the cell wall, divide, and form plant callns.

All plants from which protoplasts can be isolated and cultured fo give whole regenerated plants can be transformed by the
prescat inveation so that whole plants are recovered which contain the transferred gene. It is known that practically all plants

can be regenerated from cultured cells or tissues, including but not limited to all major species of sugarcane, ugar b cet, cotton,
fruit and other trees, legumes and vegetables. Some suitable plxnts inclnde, for exsmple, species from the gowern  Frageria,
Lotus, Medicago, Onobrychis, Trifolium, Trigosella, Vigna, Citrus, Linum, Geraniwm, Manikot, Doucus, Arabidopsis,
Brassica, Rapharus, Sinapis, Atropa, Capsicum, Datura, Hyoscyamus, Lycopersion, Nicotlana, Solanxm, Petunio, Digitalls,
Majorasa, Cichorium, Hellanthus, Lactucs, Bromus, Asparagus, Antirrhinum, Hererocallls, Nemesia, Pelargonium, Paxicum,
Pennisetum, Ranunculus, Senecio, Saipiglossis, Cucumis, Browaalia, Glycine, Lollum, Zea, Triticum, Sorghum, and Datsre.

Means for regeneration vary from specics to species of plants, but generally s« suspension of transformed protoplasts
containing copies of the heternlogons gea ¢ i finst provided. Callus tissue is formed and shoots may be induced from callus
and subsequently rooted. Alternatively, embryo formstion can be induced from the protoplast suspension. These embryos
germinate as natoral embryos to form plants. The cultur ¢ media will generally costain varions amino acids and hormones, such
a3 suxin and cytokining, It is alao advantageous to add gintamic acid and proline to the medinm, especially for such species as
corz and alfalfa. Shoots and roots normally develop simult ancously. Efficient regeneration will depend on the medinm, on the
genotype, and on the bistory of the calture. If these three variables are controlled, then regeneration is fally reproducible and
repeatabie.

In some plant cell culture systems, the desired protein of the invention may be exereted or alternatively, the protein may be
extracted from the whole plant. Where the desired protein of the invention is scereted into the medium, it may be collected.
Alicrnatively, the cmbryos and embryoless -half seeds or other plant tissuc may be mechanically disrupted to releasc sny
seereted profein between cells and tissues. The mixture may be sugpended in & buffer solution to retricve soluble proteins.
Conventional protein isolation and purification methods will be  then used to purify the recombinant protein. Perameters of
time, temperstore pH, oxygen, and volumes will be adjusted through rontine methods to optimize expression and recovery of
heterologous protein.

Iv. Bacterial Bystems

Bacterial expression techniques are known in the art. A bacterial promoter is any DNA sequence capable of binding bacterial

RNA polymerase and initiating the downstream (3') transcription of & coding sequence ( e.g. structural gene) into mRNA. A

promoter will have 8 transcription initiat ion region which is usually placed proximal to the 5' end of the coding sequence. Thin

transcription initiation region wsually includes an RNA polymerase binding site snd a transeription initiation site. A bacterial
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promoter may alse have s sccond domain ¢ alled an operator, that may overlap aa adjacent RNA polymerase binding site at
which RNA synthesis begins. The operntor permits megutive regulated (inducible) transcription, as a geae repressor protcin
may bind the oporator and thereby inhibit transcriptio n of » specific gono. Constitutive expression may occur in the absence of
negative regulatory clements, such ag the operator. In addition, positive regulation may be achieved by a gene activator protein
binding sequence, which, if prescnt is usually proxim al (5°) to the RNA polymernse binding sequence. An example of 3 gene
activator protein is the catabolite sctivator protein (CAP), which belps initinte transcription of the lac operon in E.coll
[Raiband ef al. (1984) Axan. Rev. Geast, 18:173). Regulated expression may therefore be cither positive or negative, thercby
cither enhancing or reducing transcription.

Sequences encoding metabolic pathway enxymes provide particularly useful gromoter sequences. Bxamples inclunde promoter
sequences derived from sugar me tabolizing enzymes, such us galactose, Inctose ( ac) [Chang ef of. (1977) Nature 198:1056),
aad maltose. Additional cxamples inclade promoter sequences derived from biosynthetic enzymes such as tryptophan ( trp)
[Goeddel e ol. (1980) Nuc. Acids Res. &4057; Yelverton ef al. (1981) MNucl. Acids Res. 9:731; US patent 4,738,921; BP-A-
0036776 and EP -A-0121775]. The g-lactamase (bla) promoter system [Weissmana (1981) "The cloning of interferon and
other mistakes.® In Interferon J (cd. . Gresser)], bacteriopbage lambds PL [Shimatake of of. (1981) Natwre 292:128] and TS
[US patent 4,689,406] promoter syatems also provide useful promoter sequences.

In addition, synthetic promoters which do nof occur in nature also fonction as bacterial promoters. For example, transc  ription
activation sequences of a bacterial or bacteriophage promoter may be joined with the operon sequences of another bacterial or
bacteriopbage promoter, creating a syuthetic hybrid promoter [US pateat 4,551,433]. For cxample, the fac promoter is & hybrid
trp-lac promoter comprised of both trp promotsr and lac operon sequences that is regulated by the Joc repressor [Amazn # al.
(1983) Gene 23:167; de Boer eof al. (1983) PNAS USA 80:21]. Furthermore, & bacterial promoter can include naturally
occnrring promoters of non-bacterial origin that bave the ability to bind bacterial RNA polymerase and initiste transcription. A
naturally occurring promoter of non -basterial arigin can also be canpled with s compatible RNA polymerse to produce high
levels of exprea sion of some genes in prokaryotes. The bacteriophage T7 RNA polymemse/promoler system is an example of
coupled promoter system [Studier et al. (1986) J.Mol.Biol. 189:113; Tabor et al. (1985) PNAS USA 821074]. In addition, a
hybrid promoter can also be comprised of a bacteriophage promoter and sn E.coli operator region (BP-A-0267851).

In addition to a fonctioning promoter sequence, an efficicat ribosome binding site is also vseful for the expression of forcign
gezes in prokaryotes. In E.coli the ribosome binding site is called the Shine -Dalgaro (SD) sequence and includes an initiation
coden (ATG) and s sequence 3 -9 nucleotides in length located 3 -11 nncleotides wpstream of the initiation codon [Shine et al.
(1975) Nature 254.34). The SD sequence is thong bt to promote binding of mRNA to the ribosome by base - pairing between
the 8D sequence and the 3' ead of 163 rRNA [Steitz & ol. (1979) "Genetic signels and nucleotide sequences in messcger
RNA." In Biological Regulation and Development: Gene Expression (ed. R.F. Goldberger)}. To express enkaryotic genes and
prokaryotic gencs with weak ribosome-binding site [Sambrook e al. (1989) "Bxpression of cloned gones in Bscherichia coli."
In Molecular Cloning: A Laboratory Masusl].

A DNA molecule may be expressed i ntrasellalarly. A promoter sequence may be directly linked with the DNA molecule, in
which case the first amino acid at the N -terminos will slways be a methionine, which is encoded by the ATG start codon. If
desired, methionine at the N-terminus may be cl eaved from the protein by /a vitro incabation with cyanogen bromide or by
cither {n vivo on ix vitro incobation with & bacterisl methionine N-terminal peptidase (BPO-A-0 219 237).

Fusion proteins provide an alternative to direct expresion. Usually, s DNA scquence eacoding the N-terminal portion of an
cudogenoas bacterial protein, or other stable protein, is fused to the §' end of beterologous coding sequeaces. Upon expreasion,
this construct will provide a fusion of the two amino scid sequences. For exsmpl ¢, the bacteriophage lambds cell genc can be

linked at the 5' terminug of a foreign gene and expressed in bacteria. The reulting fusion protein preferably retains a site for a
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processing eaxyme (factor Xa) to clesve the bacteriophage protein from the fore ign gene [Nagai ef al, (1984) Nature 309:210].
Fusion proteins can also be made with sequences from the lacZ [Jin o al. (1987) Gene 6:197], trpX [Allen et al. (1987) 1.
Biotechnol. 5:93; Makoff e al. (1989) J. Gen. Microbiol. 135:11), and Chey [EP-A-0 324 647] genes. The DNA sequeace at
the junction of the two amino acid sequeaces may or may nof encode a cleavable site. Another examplo is » sbiquitin fasion
protein. Snch a fusion protein is made with the ubiquitin region that preferably retains a site fo r a processing eazyme (e.z.
ubiquitin specific processing-protease) to cleave the ubiquitin from the foreign protein. Tllrough this method, native foreign
protein can be isolated [Miller et al. (1989) Bio/Technology 7:698].

Alternatively, foreign proteina can also be secreted from the cell by creating chimeric DNA molecales that encode a fusion
protein comprised of a signal peplide sequence fragment that provides for secretion of the foreign protein in bacteria [US
pateat 4,336,336]. The signal sequence frag ment usually cncodes a signal peptide comprised of hydrophobic amino acids
which direct the secretion of the protein from the cell. The protein is cither secreted into the growth media (gmm  -positive
bacteria) or inta the periplasmic space, located between the inner and outer membrane of the cell (gram -negative basteria).
Preferably there are processing sites, which can be cleaved cither in vivo or ia vitro encoded between the signal peptide
fragment and the foreign gene,

DNA cacoding suitable signal sequen ces can be derived from genes for secreted bacterial proteins, such as  E.coll outer
membranc protein gene (ompd) [Masui et al. (1983) in: Experimental Manipulstion of Geae Expression ; Ghrayeb ef al. (1984)
EMBO J3:2437) and the E.coli alkaline phosphatase signal sequeace (phod) [Oka e of, (1985) PNAS US4 82:7212). Asa
forther example, signal sequence of the alphs -tmylasc gene from various Bacillus strains can be used to secrete heterologons
proteins from B.aubtilis [Palvs ef al. (1982) PNAS US4 79:3582; BP-A-0244042).

Usually, transcription termination sequences recognized by bacteria are regulatory regions located 3' to the tanalation stop
codon, and thus together with the promoter flank the coding sequence. These sequences direct the transcription of 8 2 mRNA
which can be transiated into the polypeptide cacoded by the DNA. Tramscription termination sequences frequently include
DNA sequences of about 50 nucleotides capable of forming stem loop structures that sid in terminating transcription.
Ezamples include transeription termination sequences derived from genes with strong promoters, such as the trp gene in E.coli
us well as other biosynthetic genes,

Usually, the above described compenents, comprising a promoler, signal acquence (if desired), coding sequ ence of interest,
aad transcription termination sequence, are put together into expression constrocts. Expression coastructs are often main tained
in o replicon, such as an extrachromosomsl element  e.g. plasmids) capable of stable maintenance in 8 host, 5 uch ws bacterin.
The replicon will have a replication system, thug allowing it to be maintained ix a prokaryotic host either for expression or for
clooing asd amplification. In addition, a replicon may be cither & high or low copy number plasmid, A high co  py namber
plasmid will geaerally bave & copy number ranging from ~5 to ~200, and wrally ~10 to ~150. A host containing 8 high copy
nomber plasmid will preferably coatain at least ~10, and more prefersbly at lcast ~20 plasmids. Bither a high or low copy
number veclor may be selected, depending upon the effect of the vector and the foreign protein on the host.

Alternatively, the cxpression constructs can be integrated into the bacterial gesome with an integrating vector, Integrating
vectors usually contain at least one sequence homologous to the bacterial chromosome that allows the vector to integrate.
[ntegrations sppear to result from recombinations between bomologons DNA in the vector and the bacterial chromosome. For
example, integrating vectors constructed with DNA from various Baciilus strains integrate into the Bacilluz chromosome (EP-
A-0127318). Integrafing veciors may also be comprised of bacieriophage or iransposon sequences.

Usunlly, extrachromosomal aad integrating expression constructs may contai n selectable markers to allow for the selection of
bacterial strains that have been transformed. Selectable markers can be expressed in the bacterial host and may include gencs
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which reader bacteria resistent to drugs such as ampicillin, chloramphenicol, ¢ rythromycin, kanpamycin (seomycia), and
tetracycline [Davies & al. (1978) Axau. Rev. Microblol. 32:469]. Selectable markers may also include biosynthetic gones, such
as those in the histidine, tryptophan, and lewcine bioxynthetic pathways.

Alternatively, some of the above described components can be put together in transformstion vectors, Transformation vectors
are usually comprised of & sclectable market that is either maintained in & replicen or developed into an infegrating vector, as
described above,

Expremsion and transformation vectors, either extra -chromosomal replicons or infegrating vectors, bave been developed for
transformation into many bacterie. For example, cxpression vectors have been developed for, inter alia, the following bacteria:
Bacillus sbtilis [Palva er al. (1982) PNAS USA 79.5582; EP-A-0 036 259 and EP -A-0 063 953; WO 84/04541], Escherichia
coli [Shimatake ot af. (1981) Nature 202:128; Amann & ol. (1985) Gene 40:183; Studier of af. (1985) J. Mol Biol [8:113;
EP-A-0 036 776,EP -A-0 136 829 and EP -A-D 136 907), Streptococcus cremoris [Powell e of. (1988) Appl. Ewviroa.
Microblol. 54:655); Streptococcus lividans [Powell et al. (1988) ppl. Environ. Microbiol. 54:655), Streptomyces lividaas [US
patent 4,745,056,

Methods of introducing exogenous DNA into bacterial hosts are well -known in the art, and uwsually inclode either the
transformation of bacteris treated with CaCl; or other agents, such as divalent cations and DMSQ. DNA can also be introduced
into bacterial cells by electroporati on. Transformation procednres usually vary with the bacterial species to be transformed.
Scc eg. [Musson et al.(1989) FEMS Microblol. Lett. 60:213; Palva et ol. (1982) PNAS US4 79:5582; EP-A-0 036 259 and
EP-A-0 063 953; WO 84/04341, Bacillus], [Miller et ol. (1988) PNAS US4 85:856; Wang o al. (1990) J. Bacterlol. 172:949,
Campylobacter], [Cohen ef al. (1973) PNAS US4 69:2110; Dower o al, (1988) Nuclelc Acids Res. 16:6127; Kughner (1978)
*An improved method for transformation of Bscherichin coli with Co 1B1-derived plasmids. In  Generlc Engineering:
Proceedings of the Intersationsl Symposium on Genetic Engineering (eds. H.W. Boyer and S, Nicosis); Mandel et al. (1970)
J. Mol. Biol. 53:159; Taketo (1988) Biockim. Blophys. Acta 949:318; Eecherichin), [Chassy et of. (1987) FEMS Microblol.
Lett. 44:173 Lactobacillus); [Fiedler ef of. (1988) Anel. Biockem 17038, Pscudomonas]; [Augustin ef al. (1990) FEMS
Microbiol. Lett. 66:203, Staphylococcus], [Barany ef al, (1980) J. Bacterlol. 144:698; Huslander (1987) "Tra nsformation of
Streptococcus lactis by electroporation, in: Streptococcal Genetica (ed. ). Ferretti and R. Curtisa LII); Perry «f al. (1981) Infect.
Immyn. 32:1295; Powell & al. (1988) dppl. Exviron. Microbiol. 54:653; Somkuti & af. (1987) Proc. 4th Evr. Coag.
Blotechnology 1:412, Streptococcus].

Genersl guidance on expression in £.coli and its optimisation can be found in Baneyx (1999) Curr.Opin.Bioteck. 10:411-421
and Hannig & Makrides (1998) TIBTECH 16:54-60.

v. Yeast Expression

Yeast cxpression system s arc also known to enc of ordinary akill in the art. A yeast promoter is asy DNA sequence capable of
binding yeast RNA polymernse and initisting the downstream (3') transcription of s coding sequence ( o.g. structural gene) into
mRNA. A promoter will have a transeription initiation region which is umally placed proximal to the §' end of the coding
sequence. This transcription initiation region nsmally includes an RNA polymerase binding site (the “TATA Box") and 2
tranacription initistion site. A yeast prom oter may also have s sccond domain called an wpatream sctivator scquence (UAS),
which, if present, is urually distal 10 the structural geac. The UAS permits regulated (inducible) expression. Constitu  tive
expreasion occurs in the sbsence of s UAS, Reguiate d expression may be either positive or negative, thereby either enhancing
or reducing transcription.
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Yeast is & fermenting organism with an active metabolic pathway, therefore sequences eacoding eazymes in the metabolic
pathway provide particalarly useful promoter sequences. Bxamples inciude alcohol dehydrogensse (ADH) (BP -A-0284044),
glucose-6-phosphate isomerase, glyceraldehyde -3-phosphate-debydrogensse (GAP or GAPDH), hexokinmase,
phosphofructokinase, 3-phosphoglycerate mutuse, enolase, glucokinase, and p yruvate kinase (PyK) (EPQ -A-0329203). The
yeart PHOS geae, encoding acid phosphatase, also provides useful promoter sequences [Myanohars o o, (1943) PNAS US4
80:1].

In addition, synthetic promoters which do not occur in nature also fimction as yeast prom  ofers. For example, UAS sequences
of one yeast promoter may be joined with the transcription activation region of another yeast promoter, creating a synthetic
bybrid promoter. Examples of such hybrid promoters include the ADH regulatary sequence linked to  the GAP transcription
activation region (US Patent Nos. 4,876,197 and 4,880,734). Other examples of hybrid promoters include promoters which
consist of the regulatory sequences of either the ADH2, GAL4, GALIO, OR PHOS geaes, combined with the transcription al
activation region of a glycolytic enzyme gene such as GAP or PyK (EP -A-D 164 556). Furthermore, 3 ycast promoter can
include maturally occurring promoters of non -yeast origin that have the ability to bind yeast RNA polymerase and initiate
transcription. Examples of such promoters include, inter alla, [Cohen et al. (1980) PNAS USA 77:1078; Henikoff ef al. (1981)
Nature 283:835; Hollenberg &t al. (1981) Curr. Topies Microbiol. Inmunol. 96:119; Hollenberg et al. (1979) "The Expression
of Bacterisl Antibiotic Resistance Genes in the Yeast Saccharomyces cerevisine,” in: Plasmids of Medical, Envirosmental aad
Commercial Importance (eds. KN. Timmis and A. Pahler); Mercersu -Puigalon of ol (1980) Gene 11:163; Panthier o ol
(1980) Curr. Genst. 2:109;].

A DNA molecule may be expressed intracellu larly in yeast. A promoter sequence may be directly linked with the DNA
molecule, in which case the first amino acid at the N -terminus of the recambinant protein will always be & methionine, which
is cacoded by the ATG st art codon. If desised, methionine at the N -terminus may be cleaved from the protein by ia vitro
incubation with cyanogen bromide.

Fusion proteins provide an alternative for yeast expression syatems, as well as in mammalien, baculovirus, and bacterial
expression systems. Usually, s DNA sequence eacoding the N -terminsl portion of an endogenous yeast protein, or other stable
protein, is fused to the §' end of heterologous coding sequences. Upon expression, this construct will provide a fusion of the
two amino acid sequences. For example, the yeast or buman superoxide dismutase (S80D) gene, can be linked at the 5'
terminus of a foreign gene and expressed in yeast. The DNA sequence at the junction of the two amino acid sequencos may or
may not encode a cleavable 1 ite. See eg. EP-A-0 196 056. Another example is & ubiquitin fusion protein. Such a fusion protein
is made with the ubiquitin region that preferably retaing a site for & processing enzyme ( eg. ubiquitin-specific processing
protease) to cleave the nbiguiti n from the foreign protein. Throngh this method, therefore, native foreign protein can be
isolated (e.g. WOB8/024066).

Altcraatively, forcign proteins can also be scercted from the cell into the growth media by creating chimeric DNA molecules
that encade a fusion protein comprised of a leader sequence fragment that provide for sccretion in yeast of the foreign protein.
Preforably, there are processing sites encoded between the leader fragment and the forcign gene that can be cleaved cither  in
vivoor in vitro, The leader sequence fragment waually encodes a sigual peptide comprised of bydrophobic amino acids which
direct the secretion of the protein from the cell.

DNA encoding suitable signal sequences can be derived from genes for secreted yeast proteins, yu ch as the invertase gene (BP -
A-0 012 873; JPO. 62,096,086) and the A -factor gene (US patent 4,588,684). Alternatively, leaders of non -yeast origin, such
as an interferon leader, exist that also provide for secretion in yeast (BP -A-0 060 057).
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A preferred class of seeretion leaders are those that employ & fragment of the yeast alphs -factor gene, which containg both s
"pre* signal sequence, and s "pro” region. The types of alphs -factor fragments that can be employed include the full -length
pre-pro alpha factor loader (sboat 83 as residues) as well 1 truncated alpha -factor leaders (usnally abeut 25 to about 50 smine
acid residues) (US Patents 4,546,083 aad 4,870,008; EP -A-D 324 274). Additiona! leaders employing an alphs -factor Jeader
fragment that provides fo r secretion include bybrid alpha -factor leaders made with & presequence of s first yeast, but a pro -
region from a second yeast alphafactor. { e.g. scc WO 89/02463.)

Usually, transcription termination sequences recognized by yesst arc regulatory regions loca ted 3' to the translation stop
codon, and thua together with the promoter flank the coding sequence. These sequences direct the transcription of an mRNA
which can be translated into the polypeptide eacoded by the DNA. Examples of transcription terminator s equence and other
yeast-recagaized fermination sequences, such ag those coding for glycolytic eazymes.

Usually, these components, comprising & promoter, leader (if desired), coding sequence of interest, and transcription
termination sequence, arc put toget her into expression constructs. Expreasion constructs are oftea maintained in a replicon,
such as an extrachromosomal element (e.g. plasmids) cpable of stable maintenance in a hoat, such as yesst oc bacteris. The
replicon may have two replication systems, thus allowing it to be maintained, for example, in yeast for expression and in ¢
prokaryotic host for cloning and amplification. Examples of such yeast -bacteria abuttle vectors inclode n.iu [Botstein et al.
(1979) Gene 8:17-24), pCl/1 [Brake et af. (1984) PNAS USA 81:4642-4646), and YRp17 [Stincheomb ef al, (1982) J. Mol.
Biol, 158:157). In addition, a replicon may be cither a bigh or low copy namber plasmid. A high copy samber plasmid will
geaerally have a copy number ranging from ~3 to ~200, and wsmally ~10 to ~150. A host containing a high copy sumber
plasmid will preferably have at least ~10, and more preferably at least ~20. Either a high or low copy number vecior may be
selected, depending upon the effect of the vector and the foreign protein on the host. See ¢.g. Brake ef al_, supre.

Alteraatively, the expression constructs can be integrated into the yeast genome with an integrating vector. Integrating vectors
usually contain at least one sequence homologous to a yeast chromosome that allows the voct or to integmte, aad prefersbly
conteia two homologous sequonces flanking the expression construct. Integrations appear to remult from recombinations
between homologons DNA in the vector and the yeast chromosome [Orr -Weaver o al. (1983) Methods Is Ensymol. 101:228-
245]. An integrating vector may be dirested to & specific locus in yeast by selecting the appropriate homologous sequence for
ioclusion in the vector. See O -Weaver o al, supra. One or more cxpression construct may integrate, possibly affectin ¢
levels of recombinant protein prodoced [Rine of al. (1983) PNAS US4 80:6750). The chromosomal sequences incloded in the
vector can occar either as a single segment in the vector, which resuits in the integra tion of the entire vector, or two scgments
bomologons to adjecent segments in the chromosome and flanking the expression construct in the vector, which can result in
the stable integration of only the expression construct.

Usually, extrachromesomal and integrating expression constructs may contain sel ectable markens to allow for the selection of
yeast sirains that have been transformed. Selectable markers may include biosynthetic genes that can be expressed in the yeast
host, such as ADE2, HIS4, LEU2, TRP!, and ALG7, and the G418 resistance gene, which confer resistance in yeast cells to
togicamyein and G418, respectively. In addition, a mitable selectable marker may also provide yeast with the sbility to grow

in the preseace of toxic compounds, such as metal. For example, the presence of CUPI allows yeast to grow in the preseace of
copper ions [Butt & al. (1987) Mierobiol, Rev, 51:351].

Alternatively, some of the above described components can be put fogether into transformation vectors. Such veetors wsually
comprise 8 selectabic marker that is cither maintained in s replicon or developed into an integrating vector as described sbove.

Expression and transformation vectors, cither extrachromosomal replicons or integrating vectors, have been developed for
trensformation into many yeasts. For cxample, exp ression vectors have been developed for, inter alla, the following
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yeasts:Candida albicans [Kurtz, o of. (1986) Mol. Cell. Biol. 6:142), Candida maltoss [Kunze, et al. (1985) J. Basic Microbiol,
25:141). Hanseaula polymorpha [Glecson, ef al. (1986) J. Gen. Microbiol. 132:3459; Roggenkamp of al. (1986) Mol. Gen.
Genet. 202:302), Klnyveromyces fragilis [Das, ef o, (1984) J. Bacterlol. 138:1165], Kluyveromyces lactis [De Louveacourt ef
ol. (1983} J. Bacteriol. 154:137; Van den Bery of of. (1990) Bio/Tecknology 8:135], Pichis guillerimondii [Kuaze ef ol. {1985)
J. Basic Micrabiol. 25:141], Pichia pastoris [Crogg, & dl. (1985) Mol Cell Blol. 5:3376; US Patent Nos. 4,837,148 and
4,929,555], Saccharomyces cerevisine [Hinnen ef of. (1978) PNAS USA 75:1929; Ito et af. (1983) J. Bacteriol. 153:163],
Schizossccharomyces pombe [Beach and Nuree {1981) Nature 300:706], and Yarrowin lipolytics [Davidow, ef of. (1985)
Curr. Geaet. 10:38047] Guillardin, ef al. (1985) Curr. Geaet. 10:49).

Methods of introducing exogenous DNA into yeast bosts are well -known in the art, and usually include either the
transformation of spheroplasts or of intact yeast cells treated with alkali cations, Transformation procedures usually vary with
the yeast species to be transformed. See e.g. [Kurtz et al. (1986) Mol. Cell. Blol. 6:142; Kunze # al. (1985) J. Boasic Microbiol.
25:141; Candida]; [Gleeson e al. (1986) J. Gen. Micrabiol, 132:3459; Roggeakamp & dl. (1986) Mol Gex. Genes. 202:302;
Hansenula); {Das o of. (1984) J. Becteriol. 158:1165; De Louvenconst ol (1983) J. Bacterfol. 154:1165; Van den Berg o
al. (1990) Bio/Tecknology 8:135; Kiuyveromyces]; [Cregs e al. (1985) Mol. Cell. Biol. 5:3376; Kunze ef al. (1985) J. Basle
Microbiol. 25:141; US Patent Nos. 4,837,148 and 4,929,555; P ichia]; [Hinnen e ol. (1978) PNAS US4 75,1929; Ito & al.
(1983) J. Bocteriol, 153:163 Saccharomyces); [Beach and Nurye (1981) Narsre 306:706; Schizossccharomyces]; [Davidow ot
al. (1985) Curr. Genet. 10:39; Gaillardin e ol. (1985) Curr. Genet. 10:49; Yarrowia].

BRIEF DESCRIPTION OF DRAWINGS

Figure 1 shows structural and functional relationships of Pichia anomala killer toxin (PaKT),
PaKT-neutralizing monoclonal antibody (mAb KT4), killer toxin receptor (KTR), and PaKT-like
killer antibodies and derivative killer mimotopes (KM).

Figure 2 shows /n vitro microbicidal sctivity by CFU assay of mAbK10 and mAbK20 in
comparison with an irrelevent isotype-matched mAb (all at 100 pg/ml dose) aguinst Candida
albicans UP10S.

Figure 3 shows in vitro microbicidal activity of scFv antibodies H6 and H20 (100ug/ml dose).

Figure 4 shows in vitro microbicidal activity of peptides KM2 and KM3 compared to KM0 and IP
controls (1mg/ml dose).

Figure 5 shows in vitro microbicidal activity of KM4 (0.5mg/ml dose).

Figure 6 shows in vitro microbicidal activity of KM5 (1mg/ml dose).

Figure 7 shows in vitro microbicidal activity of KM1 (1mg/ml dose).

Flgure 8 shows clearance of vaginal candidiasis in rats intravaginally administered with KM.
Figure 9 shows a Kaplan-Meyer survival curwe of SCID mice challenged with § LD50 of
C. albicans and treated with KM.

Figure 10 shows microbicidal activity of KM (25 & 10 pg/ml doses) against C.neoformans UP25.
Figure 11 shows microbicidal activity of KM (500 pg/ml & 100 pg/ml doses) against S.cureus a38.
Figure 12 shows in vitro microbicidal activity of KM0, KM6, KM and KM7 at 20 pg/ml dose.
Figure 13 is an illustration of features within the H6 scFv (SEQ ID 2).
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Figure 14 shows the effect of KM peptide (14A & 14B) on A.castellani growth, compared to the

effect of SP peptide (14C & 14D). Growth was at either 37°C (14A & 14C) ar 25°C (14B & 14D).
Thoe graphs show the number of trophozoites per well

Figure 15 shows the effect of KM peptide an A.castellani cell visbility. SP peptide is set as 100%.

Figure 16 shows the effect of the K20 mAb on A.castellani growth, and Figure 17 shows the effect
of K10 mAb. Values are the number of trophozoites per well. Amoebal growth in medium alons is
shown as crosses. Antibodies were used at 12.5ug/ml (7), 25ug/ml (?) or SOug/ml (?).

Figure 18 shows the effect of KM (circles) and SP (crosses) peptides on influenza virus replication
at up to 80pug/ml concentration. Values are log, HA titres.

Figure 19 shows the effect of KM (circles) and SP (squares) peptides on HIV-1 replication. Peptides
were used at either 1pg/ml (closed) or 10ug/ml (open). Values are copiea/ml over 15 days of culture.

BRIEF DESCRIPTION OF THE SEQUENCE LISTING

SEQID | Description
1 Nucleotide sequence of HE scFy
2 Amino scid sequenco of H6 scFv
3 KMO0 (fragment of SEQ ID 2)
4 KM (= SEQ ID 3 with Glu? Als mutation at position 1)
Alaning-scanning variants of SEQ ID 3
SPO scramble peptide
Shortened derivatives of KM (9mer, Smer, Tmer, 6mer, Smer, 4mer, 3mer from SEQ ID 3)
Nuclootide sequence of H20 scFv )
Amino acid sequenco of H20 scFv
KM1 (=SEQ ID 3 with Cys? Ser mutation at position 7)
KM2
KM3
KM4
KMS
Irrelevant peptide IP
SP
Linker (used to join KMO0 and KM2 to give KM3)
Peptide control
KM] derivative (=8EQ ID 4 with Cys? Xaa mutation at position 7)
SBQ ID 32 with Cys? Ser mutation at position 7
KMO0, KM1, KM2, KM4 & KMS equivalents from H20
KM cquivalent from H20
Alaninc-scanning variants of SEQ ID 24
KM2 (SEQ ID 24) with Cys? Ser mutation st postion 7
7 _| Alanino-scanning veriants of SEQ ID 27
KM4 (SEQ ID 26) with Cys? Ser mutation at position 7
CAerminus ‘Btag’ from scFv system
60-65 | CDRs from H6 antibody (fragments of SEQ ID 2)
66-71 | CDRs from H20 sntibody (fragments of SEQ ID 22)

NB: the inclusion of a polypeptide sequence in the sequence listing does not imply any particular D-
or L- configuration to its constitnent amino acids.
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MODES FOR CARRYING OUT THE INVENTION

H6 single-chain Fv antibody

H6 is a single-chain Fv ruised against the idiotope of the KT4 monoclonal antibody. It is an
anti-idiotypic antibody raised with the purpose of mimicking the activity of the Pichia anomala killer
toxin (PakT).

The existence of scFv H6 has previously been reparted [eg. ref 13], but a method for its
manufacture has not previously been disclosed, nor has its amino acid sequence. The sequence of H6
is now disclosed (SEQ IDs 1 and 2). Within SEQ ID 2, amino acids 107-132 (GT. . . IE) are a linker
and the final 13 amino scids (GA. . . PR; SEQ ID 59) are the ‘E-tag’ inserted by the Recombinant
Phage Antibody System (Pharmacia Biotech™) uged to create the scFv.

The CDRs within H6 are as follows:
CDR aa | SEQID CDR 2 SEQ ID
HI 33-37 60 L1 153-162 )
H2 52-65 61 L2 178-184 64
H3 98-101 62 L3 217-224 65

The H6 scFv has strong microbicidal effects in vitro against important pathogenic microorganisms
including: C.albicans; C.krusel and C. glabrata (including fluconazole-resistant strains);
Cryptococcus neoformans;, A fumigatus; M.tuberculosls; S.aureus, Enterococcus faecalis,
E. faecium, and Streptococcus pneumoniae (including methicillin-, vancomycin- and penicillin-
resistant  strains); S.mutans, Leishmania major, L.infantum and Achantamoeba cassellani.
Furthermore, it shows specific therapeutic activity in an in vivo model of rat vaginal candidiasis by
intravaginal administration. )

K20 monoclonal antibody and scFv derivative H20

K10 is an anti-idiotypic rat monoclonal antibody raised sgainst KT4. Like the H6 scFv, it shows
good in vitro microbicidal activity. In addition, it has been shown to bo therapeutic against P.carinii
pocumoni in rats infected by acrosol administration [16), and in mice transplanted with Tcell
depleted bone marrow against aspergillosis caused by nasal instillation [14].

Anti-idiotypic antibodies were raied in mice against K10 (i.e. anti-anti-anti-idiotypic with respect to
PaKT). One of the resulting hybridoma-produced antibodies was designated ‘K20°.

K20 was tested in a conventional i vitro colony forming unit (CFU) assay to evaluate killer activity.
Approximately 250 viable PaKT-susceptible germinating C.albicans UP10 cells, suspended in 10 p!
PBS, were added to 90 ul K20 to obtain a final concentration of 100 pg/ml and incubated for 6h at
37°C. Afier incubation with the respective reagents, the fungal cells were dispensed and streaked on
the surface of Sabouraud dextrose agar plates, which were therefore incubated at 30°C and their
colony forming units (CFU) enumerated after 48 hours. Each experiment was performed in triplicate.
An irrelevant mAb was used as a control.
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As shown in Figure 2, K20 shows slightly better anti-candida activity than X10.

K20 was converted into a scFv antibody using the Recombinant Phage Antibody System (Pharmacia
Biotech™). The scFv was designated ‘H20' and its sequence is given as SEQ IDs 21 and 22. The
H20 CDRs are as follows:

CDR sa |SEQID [-|[ CDR a SEQ ID
Hl 33-37 66 L 167-176 ®
H2 52-66 67 12 192-198 70

-H3 99-115 68 L3 231-238 T

H20 was tested in the CFU assay (Figure 3) and shows a candidacidal activity comparable to H6.

Active fragments of H6

Short peptide fragments of H6 were synthesised, with emphasis on the CDR ssquences.
Soﬁdphmmﬁuhwﬁcnﬂodmtwi&nMﬂﬁSynTthymaﬂmnﬁcpepﬁdemﬂmm
{Witten, Germany) employing Fmoc chemistry with HOBt activation and Rink amide MBHA resin
as solid support. Peptides were cleaved from the resing and deprotected by treatment with
trifluoroacetic acid containing ethandithiol, water, triisobutylsilane and anisole (93/2.5/2/1.5/1). After
precipitation by cthylic ether, peptides were purified by a Vydac C18 cohmnn (25cm x 1cm) and
characterized by amino acid analysis and mass spectrometry.

The following peptides were synthesised:

# Name SEQID | H6 residues Based on CDR
1 KM0 3 146-155 Ll
2 KM2 4 91-100 H3
3 KM4 26 146-160 L1
4 KMS 27 155-163 L1

Thesc peptides were tested in the CFU assay to evaluate killer activity.

As a control, a *scramble’ peptide (SEQ ID 13; ‘SP0") was synthesised in which the amino acids of
KMO were re-ordered to have the same overall peptide composition but diffarent sequence. This was
used in the above assay at the same concentration as the test KM peptides as a control for KMO and
KM4. For KM2, the control was SEQ ID 28 (‘IP’ or *irrelevant peptide’). For KMS, the control was
SEQ ID 31.

Results with KM( were as follows, expressed as % growth in comparison to the control:

Peptide 100 pg/mi 25 pg/ml 625 pg/ml
SPO Control 100 100 100
KMo 569+020 29.84:10.63  67.13:13.81

Results with KM0, KM2, KM4 and KMS5 at various concentrations are shown in Figures 4 to 6.
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KMO & KMS are thus extremely effective anti-candidal peptides. KM2 i» also effective, and KM4 is
moderately effective.

The CDRs of H6 were also prepared in isolated form (SEQ IDs 60-65) and tested for microbicidal
activity in the C.albicans CFU assay. Each CDR peptide was tested at scalar dilutions to cstablish the
ICsp. Assays were performed in triplicate and the ICsy of each peptide was calculated by nonlinear
regression analysis of curves obtained by plotting the pumber of CFU versus Log peptide
concentration. Results were as follows:

Peptide ICx (moll) SEQID
Heavy chain
CDR-1 2.67 % 107 60
CDR-2 1.17x 107 61
CDR-3 1.09 x 107 62
Light chain
CDR-1 6.92x 107 63
CDR-2 2.34 x 107 64
CDR-3 2.00 x 107 s

The CDRs of H6 antibody thercforc show significant anti-candida activity, with CDR-3 from the
heavy chain (SEQ ID 62) showing the best activity.

Fragmeats of the H6 scFv are therefore able to act as microbicides even though they would not be
expected to hold in the same tertiary conformation as in the intact antibody.

Polypeptides comprising more than one fragment of H6

KMO is derived from a H6 light chain CDR and KM2 is derived from a H6 heavy chain CDR. The
two decapeptides , cach of which has microbididal activity on its own, were linked by a glycine-rich
sequence (SEQ ID 30) to give KM3 (SEQ ID 25).

In comparison to IP in the CFU assay, KM3 showed candidacidal activity, but this was weaker than
eitha'KMOlndKMleone(Fig_un‘l). )

Substitution within KM0 — cysteine replacement

The cysteine residue in decapeptide KMO was substituted with serine to give KM1 (SEQ ID 23),
with a view to reducing oxidation and polymerization processes. KM1 showed similar activity to
KMO in the CFU assay (Figure 7) in comparison to the IP control. The substitution of cystoine with
serine thus gave no apparent alteration of the antibiotic effect of KMO, but offers increased resistance
to oxidation and thus increased in vivo half life.

SEQID 48 is a C? S substitution form of KM2. SEQ ID 58 is a C? S substitution form of KM4.
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Substitution within XM0 — alanine scanning

Decapeptide KMO was analysed by alanine scamning [32] in order to identify the functional
contribution of individual residucs to its microbicidal activity. Each of the ten constituent amino
acids was replaced with A (except for residue 9, which is already A) and activity in the in vitro CFU
assey was assessed. Results were as follows, with values being % growth in comparison to the SPO

control:

SEQ ID 100 pg/ml 25 pg/ml 625 pg/ml
3 5.69+0.20 29.84 +10.63 67.13+13.81
4 0 0 0
5 9.91+3.28 42.67x2,04 53.40+6.95
6 9.27+2.45 19.72+2.91 60.06 + 5.24
7 9.18+4.13 26.56+4.24 63.24+4.77
8 0.10+ 0.10 10.12+2.96 40.42 +16.01
9 52.894+3.90 §5.52+3.7 58.14+8.15
10 55.71+£10.20 59.73£4.77 64.25+6.72
11 2.60+ 0.50 23.12+3.59 7295+ 742
12 11.90:0.64 32.90+0.79 70.33+9.14
13 100 100 100

The most active polypeptide is SEQ ID 4 (*KM"), in which the first emino acid E is substituted by A.
SEQ ID 8, in which C was substituted by A, also shows good activity relative to both the SPO cantrol
and to the starting KMO decapeptide. The CFU reduction for these two decapeptides compared to the
control was statistically significant at all three doses (p<0.005 by two-tailed Student's ¢ test).

On the basis of KM0 and KM sequences, scramble peptides (SP0, SEQ ID 13; SP, SEQ ID 29) were
also synthesised. Neither of these two scramble peptides showed In vitro candidacidal activity.

Alsnine-scanning of KM2 is shown in SEQ IDs 40 to 47.
Alanine-scanning of KMS5 is shown in SEQ IDs 49 to 57.

C-terminal truncation of KM

SEQ ID 4 (‘KM") was reduced by C-terminal deletions down to three residues to establish the ability
to retain in vitro candidacidal activity relative to the SP control. Scalar dilutions (100-0.8 ug/ml)
were tested to establish the minimal fungicidal concentration corresponding to the killing of 100% of
C. albicans cells, KM and its truncation derivatives were also tested at scalar dilutions to establish
the peptide concentration (mol/l) corresponding to the 50% inhibitory concentration (IC50). Assays
were performed in triplicate and the IC50 of each peptide was calculated by nonlinear regression
analysis of curves obtained by plotting the number of CFU versus Log peptide concentration using
the GraphPad Prism 3.02 software. Results were as follows:
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SEQ ID 1C50 (mol/)
4 56x10"
14 sx10?
15 23 x 10°
16 6x 107
17 73 % 10
18 2.5 x 10
19 7.1 % 10*
20 1x10°

There is a drop of candidacidal activity of about three orders of magnitude with deletion of the
C-terminus serine from KM . However, the heptamer formed by deletion of the 3 C-terminal residues
shows activity only one order of magnitude lower than that of KM.

KM oligomers
Experiments on the stability of the killer peptide KM after lyophilisation were carried out using the
CFU asiay. KM proved to be very stable in the lyophilised form.

After solubilisation in non-reducing conditions, the free cysteine in KM can lead to the formation of
8 disulfide bridge, to give 8 KM dimeor. The candidacidal activity of the dimer was asscased by
camparison to dimerised SP peptide. The disulfide-bonded KM dimer retains candidacidal activity.
Moreover, this activity was maintained unaltered over a long period under different storage
conditions (4°C, room temperature, 37°C).

In vivo activity of KM in vaginal infection model

KM was tested using a well-established experimental mode! [71] of vaginal C. albicans infection in
oophorectomized estrogen-treated rats. Estrogen-conditioned rats (5 amimals per group) were
inoculated intravaginally with 107 cells of fluconazole-sensitive (SA-40) or fluconazole-resistant
(AIDS 68) C.albicans. Both Candida strains were originally isolated from humsan vaginal infection,
and maintained in stock collections in the Department of Bacteriology and Medical Mycology of the
Istituto Superiore di Sanitd (ISS), Rome (Italy). Different doses (10, 25, 50 and 100 pg) of KM were
administered intravaginally at 1, 24 and 48 hours post challenge and vaginal C.albicans burden was
quantitated by CFU enumeration from the vaginal fluid taken each day by a special calibrated loop.
Vaginal smears were also stained by PAS-van Gieson method, Any benefit of KM treatment was
asscssed in terms of microscopic reduction of tho hyphal growth in the vagina. Negative controls
were untreated rats and rats treated with SP. As a positive control, rats received 50 or 100 pg/ml
fluconazole (Pfizer) in PBS (0.1 ml) at 1, 24 and 48 hours after the ycast challenge.

A dosc-response therapeutic cffect was observed at 50 and 100 pug doses.

In subsequent experiments, 50 ug of KM was used in the established three dose administration
schedule to determine acceleration of fungal CFU clearance over a period of 28 days. Rats (five per
groups) were given 10’ cells in 0.1 ml of physiological solution on day 0 and were sampled for initial
intravaginal CFU. Trestments were administered 1, 24 and 48 hours after the challenge.

-33-



o~

T

10

15

Figure 8 shows the results of a typical experiment with strain SA-40. At each time point there was a
statistically-significant difference <0.05 by two-ailed Student’s ¢ test) in vaginal CFU counts
between (a) untreated or SP-treated rats, and (b) KM-treated or fluconazole -treated rats. There was
no significant difference between untreated and SP-treated raty, and there was no significant
difference between KM-treated and fluconazole -treated rats,

KM significantly accelcrates the early mte of clearance (1-5 days) of the fungus from rat vagina, slso
providing & substantial resolytion of the infoction (less than 10" CFU/ml of vaginal fluid) within
three weeks from challenge, when the untroated controls still had from 2 to 4x 10* Candida CFU/ml
of vaginal fluid. No acceleration of the fungal clearance and no effect on resolution of infection was
provided by SP administration. The therapeutic benefit of KM was substantially comparsble with
that of fluconazole.

Results for both test strains over 28 days were as follows:

Experimental group C. albicans vaginal CFU (Klof) (xSD) on days:
0 7 14 18

1. C.albicans SA-40, no treatment >100 98412 4247 3846

2. C.albicans SA-40 + 50ug fluconazole >100 134 21 <1

3. C.albicans SA-40 + KM >100 1247 1+1 4 |

4. C.albicans AIDS 68, no treatment >100 70+10 5548 1843

5. C.albicans AIDS 68 + 100pg fluconazole >100 6416 4843 1234

6. C.albicans AIDS 68 + KM >100 4015 1842 <]

On day 7, 14 and 28, differences in CFU vaginal counts were statistically significant (p<0.05, two-
tailed Student’s ¢ test) between:

— group 1 and group 2

— group 1 and group 3

— group 4 and group 6

~ group 1 and group 5

— group 1 and group 6

- group 5 and group 6
There was no statistically significant difference between:

— group 2 and group 3 '

- group 4 and group 5
In contrast to treatment with 100ug fluconazole, KM had a therapeutic offect also in rat vaginal
infection caused by the fluconazole-resistant C.albicans strain.

In vivo anti-Candida activity of KM in systemic infection model

KM was tested using a well-established rapidly-lethal systemic mouse model [72] of C. albicans
infection. Groups of 8 BallVC female mice (weight 18-21 g) were challenged with 5 LDy (10’ cells
of SA-40) by the ntravenous route. 50 ug KM were administered intraperitoneally for three days

starting on day 0 (i.e. 1 hour after the fungal challenge) and at 24 and 48 hours thereafter. Controls
-34-
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were untreated animals or animals treated with peptide SP (same dosage and treatment schedule as
those treated with KM). The animals were then followed for mortality and internal organ invasion for
60 days. Any beneficial effect was established in term of prolongation of the median survival time
(in days) and reduction of total mortality. Assessment by necroscopy showed that the death of the
animals was due to the fungus, and assessment of internal organs showed invasion by C.albicans.

In parallel experiments, SCID mice were used instead of immunocompetent mice in order to verify
whether the curative effect of KM required the participation of host adaptive immunity. These
experiments used the same challenging fungal burden, schedule of KM and SP treatments, and
C. albicans-caused mortality end-points as described above.

In all experiments, KM exerted a similar beneficial therapeutic effect in terms of mortality delay and
animal cure (60 days). As a typical example, Figure 9 shows the Kaplan-Meyer survival curve of
SCID mice challenged with 5x LD50 of C.albicans and treated with 50 pg of cither KM, fluconazole
or SP, or left untreated KM was seen to increase the median survival time from 1 day of the
untreated control to >60 days. In addition, only 1/8 KM-treated animals died as compared to 8/8
deaths in untreated mice or those treated with SP. In all cases, death was attributable to C.albicans
challenge as shown by fungus burden in the kidneys. Figure 9 shows that KM out-performed

fluconazole.

Blocking of KM activity by glucans

As shown above, KM shows anti-candida activity. As KM is distantly-related to the KT antibody,
which interacts with cell surface B-glucans, the possible involvement of glucans in KM's activity was
investigated.

The binding of the KT mAb to germinating cells of C.albicans was assessed by immunofluorescence
[12]. KM completely inhibited the binding of KT to the cells, whereas SP did not.

In further experiments, the CFU assay was performed as before, using 25pg/ml KM or SP, except
that various concentrations (between 12.5pg/ml and 100pug/mi) of either laminarin (B-1,3-glucan,
from Sigma) or pustulan (B-1,6-glucan, from Calbiochem) were included. Regults were as follows:

Glucan  Conc" (ug/ml) CFU with KM CFU with SP

None - 0 2822.00+ 122.00
Laminarin 12.5 0 252533+ 92.72
Laminarin 25 1.33+0.58 2780.00+ 264 21
Laminarin 50 11533 +£12.58 2742.66+ 105.09
Laminarin 100 2766.66 + 63.54 2740.00+ 282.13
Pustulan 12.5 0 2380.00 + 148.04
Pustulan 25 0 2500.00 + 52.00
Pustulan 50 0 2666.00 + 306.49
Pustulan 100 0 2824.00+ 119.82

35
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Thus the candidacidal activity of KM was strongly and dose-dependently inhibited by laminarin, but
not by pustulan.

These data suggest that the candidacidal KM decapeptide competes for the binding site of KT-IdAb
on fungal cell wall, and the receptor seems to contain 8-1-3 glucans.

Anti-A castellani activigy

In addition to their anticandida activity, the KM peptide and the K20 monoclonal antibody were
tested for activity against trophozoites (the infectious form) of the eukaryotic free-living soil amocba
Acanthamoeba castellanii — a cause of encephalomyelitis and keratitis which can cause severe
ocular inflammation and visual loss.

A.castellani was grown in PYG medium at 37°C or 25°C, in the presence of either SP or KM
peptides at 1pg/ml, 10pug/ml or 100pg/ml (or, as a control, with no peptide). The effect on growth
over six days, in terms of the number of trophozoites, is shown in Figure 14. As seen in Figures 14C
& 14D, the scramble peptide SP has no antimicrobial activity at either 37°C or 25°C, whereas KM
(Figures 14A & 14b) shows good antimicrobial activity.

Figure 15 shows the in vitro activity of KM at 190ug/ml on cell viability of A.castellanii evaluated at
25°C in comparison with SP. Figure 15A shows a reduction in cell viability (p<0.05) after six hours
of co-incubation. Figure 15B shows a similar reduction (p<0.05) after six hours co-incubation
followed by 18 hours incubation in fresh PYG medium.

The inhibitory effect of monoclonal antiidiotypic entibody K20, tested over 6 days at 37°C in the
same way as described for KM, is shown in Figure 16. The effect can be compared to that of the rat
monoclonal K10 (Figure 17). After 6 days of incubation, the number of trophozoites per well using
K20 was lower than when using K10 at 25ug (2700 vs. 3100) and 50ug (2800 vs. 3080).

Range of KM activity

KM shows potent anti-C.albicans and anti-A.castellani activity. KM was also found to be effective
against other microorganiams which are very important from an epidemiological point of view, such
a8 multidrug resistant strains of Candida epp. and Afycobacterium tuberculosis, Cryptococcus
neoformans (Figure 10) and Aspergillus fumigatus, but also agninst methicillin-resistant strains of
Staphylococcus aureus (Figure 11), and penicillin-resistant strains of Streptococcus pneumoniae.
Surprisingly, KM was also found to have anti-viral activity against influenza A virus and HIV-1,
Influenzs A virus

The effect of KM on influenza virus replication was compared to the scramble peptide SP control. As
a finther control, replication in maintenance medium alone was tested.

Two different straing of type A influenza virus (Ulster/73/H7N1, avian; NWS/33/HIN1, human

neurovirulent) have been previously demonstrated to efficiently replicate in LLC-MK2 (Rhesus

monkey kidney), MDCK (Madin Darby Canine Kidney) and AGMK-37RC (African Green Monkey

Kidney) cell cultures. Confluent monolayers of the different cell lines were infected with the virus
36
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(moi= 20 pfu, higher than a normal in vivo infection) in pre-warmed PBS (pH 7.4). After a 40
minuwndmrpﬁmpeﬂ@mhtmmeemedim(MM)cmniningoithuKMmSPyuaddedmthe
cell cultures and virus titre was determined after 24, 36, 48 or 72 hours of infection by
hacmagglutinin (HA) titration in triplicate samples on cell supernatant, after centrifogation. at
2,000 x g to remove cellular debris.

The effect of KM and SP on HA titres 24 hours after infection of LLC-MK2 cells by Ulster/73 is
shown in Figure 18. At 50ug/ml or below, KM and SP had little or no effect on viral growth. Above
60pg/ml, however, KM peptide interferes with virul growth, with complets blocking at 80ug/ml.
Similar effects were seen for the other virus, with the other cell lines, and at the other time points.
Thus KM can suppress viral replication in a dose-dependent manner.

In a different set of experiments, fresh MM containing cither KM or SP was added to the cells at time
0 and then substituted with the same peptide/medium mixture every 12 hours starting at 24 hours and
ending at 72 hours. KM at 80ug/mil was able to completely block viral production at all time points
teated. Using SP, viral titres were similar to those obtained by growth in MM only.

The effect of KM on influenza virus replication was also tested using haemadsorption assays. HA is
synthegised during replication and inserted into the cell membmne before viral budding,
Haemadsorption of red blood cells to infected cells correlates with the integrity of the glycosylated
HA as well as with its correct insertion into the cell membrune,

Cell cultures were infected, treated with 80pug/ml of cither KM or SP, as described above, and
haemadsorption assays were carried out after 48 hours. A significant reduction of ODggon Was
observed in infected cells treated with KM, demonstrating a significant reduction of viral HA
molecules on the plasma membrane of those cells. Neither KM nor SP interferes with virus-specific
receptors on red blood cells (RBC).

Finally, the effect of laminarin (B-1,3-glucan) on anti-influenza activity was determined. As shown
sbove, Laminarin interferes with KM's candidacidal activity. KM or SP (80 ug/ml) was mixed with
laminarin (320 pg/ml) and the mixture was added to infected cells at time 0, without preincubation or
after 10 minutes of preincubation. Similar HA titres were obtained after 24 hours using
KM/laminarin and SP/laminsrin, suggesting that laminarin abolishes the antiviral activity of KM.
This effect was not seen with pustulan,

HivV-1

The effect of KM on HIV-1 replication was compared to the scramble peptide SP control. HIV-1 can
replicate in peripheral blood mononuclear cell (PBMC) culturea in the presence of exogenous 11.-2
[73]. To test KM activity, PBMC cultures were obtained from patients in acute infection phage in
whom HIV-1 proviral load was kmown.

PBMCs were cultured in 48-well plates at the concentration of 10°cells/m! in RPMI 1640 medium
supplemeated with 10% FCS in the presence of 50 U/ml of rIL-2. Half of the culture medium was
added at day B. Supematants and cells were harvested for analysis of HIV RNA and proviral

contents, respectively. Exogenous rlL-2 was added every 3 to 4 days, KM- or SP-peptide was added
37-
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every 7 days. HIV-1 cxpression was determined using HIV RNA branched kit (bDNA, Bayer™),
whereas HIV-1 proviral load was determined using geme-detective HIV-1 gag BOA kit
(ZeptoMetrix™). For phenotype determination, cells were analysed by flow cytometry after staining
with mAbs directed to CD antigens.

After PBMC isolation, the majority of PBMC of HIV cultures were T-lymphocytes, as shown by the
expression of CD3 Ag (CD4+ = 41%; CD8+ = 36%). All primary PBMC cultures remained viable
apparently for at least 20 days. In the presence of exogencus I1-2, all CD3+ T-cells expressed CD25
and HLA-DR cell surface activation markers afier 7 days of culture.

Primary cultures were established from the patient's cryo-preserved PBMC in the presence of Ix and
10x concentration of KM peptide (1pg and 10pg, respectively). As controls, SP peptide was used at
the same concentrations. Other control cultures (untreated cells) received medium only.

The kinetics of HIV RNA production at different time points of PBMC cultures are shown in Figure
19. The cultures showed early peaks of viral copics within 5 to 10 days of culture which then
decreased in correspondence to the HIV-1-induced loss of CD4+ cells. HIV replication in these
PBMC cultures was considerably lower in the presence of KM (< 44%, mean), with both
concentrations of KM having similar effects on the levels and kinstics of HIV RNA production.

SP-treated cells showed the same levels and kinetics of HTV RNA production as untreated controls.

D-amino scild derivatives of KM and KM0

KMO0 and KM were synthesised uging the same amino acids residues, but in the D- ruther than L-
conformation (KM6 and KM7). Scramble peptide controls SP0 and SP were also synthesised using
D-amino acids.

KM6 and KM7 each showed candidacidal activity in the CFU assay (Figure 12). Activity was
slightly lower than the L-amino acid polypeptides, but this iz vitro reduction does not take into
account the in vivo increase in half life which would be expected.

A D-amino acid polypeptide with both the Glu? Ala and Cys? Ser substitutions (SEQ ID 33) is
useful .

Taxicity

Toxicity of KM was assessed by in vitro incubation with LLC-MK2 rhesus monkey kidney cells. The
cells were maintained in Eagle’s Minimum essential Medium (MEM) supplemented with 10% fetal
bovine serum, 100 U/ml penicillin and 100 pg/ml streptomycin at 37°C in a humidified atmosphere
contsining 5% CO;. The cells were plated in triplicate in 6-well dishes at 4x10* cells per well and
cultured for 24 hours. Serial dilutions of peptides (final concentrations between 0 and 500 pg/ml) in
medium containing 10% fetal bovine serum were then added to cells and incubated for 24 hours at
37°C. Cells were subsequently treated with MTT (50 ug per well) and incubated for another 2 hours.
After solubilisation of the formazan dye in DMSO, the absorbance of each well was measured at 550
and 620 nm. Peptide SP was also tested. )
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Cell viability was expressed as T/C % where T represents the mean absarbance of the treated cells

and C the mean absorbance of the controls (Figure 20).
The peptide displayed no toxic effects, even at 500 pg/ml.

Egquivalent peptides from within H20
An alignment of H6 and H20 sequences is given below, with CDRs in bold:
1? mli 3? «I: 51'1 StI} 'nla
H6 mmmammmw:mmmmmm mu
LAl L R LY L B L ey W2 _zald .I’t . |ii' sl W AN * s W Wb
H20 mmmmmmmmmmn
80 90 100 110 120 130 140
HE szsmmmman}'mmm-l--------—!-nmméwnmw
ssg R oW, stz Wk ;odde dAs P T P AT L LT T T T
Ha0 rmmsmnmsmsmnmcmmmmm
15? 160 17? :mI: 19? :otla a:ul:
H6 GGBDIRLTQSPALNSAS PUREVTNTCAAS A PVEYMYWYOOKPRES PXPNT YL SWLASGVPARFAGSGEG
ol ki i b gy N RN ARk Rk WD AW i dd R drdd it ik by
Hao GGBDIELTOSPAIVEASPGEKVII TCAASSSVEYMEWFQQKPGT 8 PKLNTYSTSNLASGVPARFEGSG8G
220 230 240 250 260
H6 ﬂrsmzsntnmnw!clammm;mnnllmmrnlmmm
dhddkhie Phkdedbibdeddd »o & ikt dddddbddddbdbRdd bbb bR b
Hao TSYSLTISRMEAEDAATY YCQORSSYPL TFGAGTKLEY KRAAAGAPVIYPDPLEPR

2

H20 peptide sequences corresponding to H6 peptides KM, KMO0, KM1, KM2, KM4 and KMS are:

It will be understood that the invention has been described by way of example only and modifications
may be made whilst remaining within the scope and spirit of the invention.

H6 KMo | kM1 | kM2 | kM4 | KMS | KM
H6 SEQ ID 3 23 24 26 2 4
H20 SEQ ID 34 35 36 37 38 39
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A polypeptide comprising: at least one amino acid sequence which is a fragment of at least x
amino acids from the amino acid sequence of a variable region of an anti-idiotypic antibody
which recognises the idiotope of an antibody specific for a yeast killer toxin, optionally with y
amino acids within said x amino acids being substituted by different amino acid(s), wherein x is
atlcast 3 and y is at least 1.

The polypeptide of claim 1, consisting of at least 3 amino acids.

The polypeptide of claim 1 or claim 2, consisting of at most 90 amino acids.

The polypeptide of any one of claims 1 to 3, consisting of between 8 and 20 amino scids.

The polypeptide of claim 4, consisting of 10 amino acids.

The polypeptide of any one of claims 1 to 5, wherein x is at least 8.

The polypeptide of claim 6, wherein x is 10.

The polypeptide of any one of claims 1 to 7, wherein at least 1 amino acid within said x amino
acids is substituted by different amino acid(s).

The polypeptide of any one of claims 1 to 8, wherein the fragment of at least x amino acids
preferably includes at least 1 amino acid from a CDR within the antibody.

10. The polypeptide of any one of claims 1 to 9, comprising L amino acids and/or D amino acids.
1. The polypeptide of any one of claims 1 to 10, comprising sequence

AAPM:,AA;-AM-AAJ-MrAArAArAAg-AAm, wherein: each of M]...M]o is
independently a D- or L~ amino acid; AA; s E,Aor G; AAyis K, AorG; AA;is V, A or G;
AAisT,AorG; AAsis M, AorG; AAsis T, AorQ; AA,isC,S,AorG; AAgis S, A or G;
AAyis A or G; and AAy g is S, A or G; provided that no more than 4 of AA,;, AAy AAj, AA,,
AA;, AAg, AAj, AAg, AAg, and AA g are A; and provided that no more than 2 of AA;, AA; AA;,
AA,, AA;s, AAg, AAy, AAg, AAg, and AA g are G.

12. The polypeptide of any one of claims 1 to 11, comprising amino acid sequence SEQ IDs: 3, 4, §5,

6,7, 8,9, 10, 11, 12, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 23, 24, 25, 26, 27, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39,
40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66,
67, 68, 69, 70 & 71, with constituent amino acids in the D- and/or L- configuration.

13. The polypeptide of claim 12, conaisting of SEQ ID 3, 4, 23, 27 or 33.
14. A polypeptide consisting of SEQ 1D 4 or SEQ 1D 33, and consisting of D-amino acids.
15. A microbicidal peptidomimetic compound which is isosteric with respect to the polypeptide of

any one of claims 1 to 14.

42-



Q)

10

15

30

16. An anti-idiotypic antibody which recognises the idiotope of an antibody specific for a yeast killer
toxin, with the proviso that the anti idiotypic antibody is not the K10 rat monoclonal antibody.

17. An antibody which recognises the idiotope of an sutibody of claim 16.

18. The antibody of claim 16 or claim 17, wherein the antibody is a single-chain Fv antibody.

19. The antibody of claim 18, wherein the antibody is H6 or H20.

20. The antibody of claim 15 or claim 16, wherein the antibody is 8 monoclonal antibody.

21. The antibody of claim 20, wherein the antibody is a human or lumanised antibody.

22. The antibody of claim 21, wherein the antibody comprises one or more CDR from H6, H20 or
K20.

23. The antibody of any one of claims 16 to 22, wherein the toxin is the killer toxin from P.anomala.

24, A polypeptide compriging: at least one amino acid sequence which is o fragment of at least x
amino acids from the amino acid sequence of a variable region of an antibody of any one of
claims 16 to 23, optionally with y amino acids within said x amino acids being substituted by
different amino acid(s), whercin x is at least 3 and y is at least 1.

25, Nul:leicnnidﬁntcncodellpolypepﬁdeofmyoneof:laimslto14lnd24,andlorlnmﬁbody
of any ono of claims 16 to 23.

26. The antibody of any one of claims 16 to 23, or the polypeptide of any one of claims 1 to 14,
which has antimycotic activity and/or antibiotic activity.

27. A process for preparing the polypeptide of any onc of claims 1 to 14, comprising chemical
synthesis of at lcast one peptide bond.

28. The process of claim 27, wherein the polypeptide is chemically syathesised in full.

. The process of claim 27 or claim 28, further comprising the step of formulating the polypeptide

in a pharmaceutical composition.

30. A pharmaceutical composition comprising (a) the antibody, polypeptide, peptidomimetic or
nucleic acid of any one of claims 1 to 26, and (b) a pharmaceutical carrier.

31. The pharmaceutical composition of claim 30, which is sterilo, pyrogen-free and buffered at
between pH 6 and pH 8. )

32. The antibody, polypeptide, peptidomimetic or mucleic acid of any one of claims 1 to 26, for use
as a medicament.

33. A method for treating a patient suffering from a microbial and/or virsl infection, comprising
administering to the patient the pharmaceutical composition of claim 30.

34. Use of the antibody, polypeptide, peptidomimetic or nucleic acid of any one of claims 1 to 26, in
the manufacture of a medicament for treating microbial and/or viral infection.
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ABSTRACT

Anti-idiotypic antibodies which recognise the idiotope of an antibody specific for a yeast killer toxin
possess microbicidal activity. Fragments (e.g. decapeptides) of these anti-idiotypic antibodies,
particularly those comprising CDR residucs, also show microbicidal activity, as do peptides having
the same sequence but composed of D-amino acids, or including amino acid substitutions.
Peptidomimetics of these microbiidal polypeptides are also provided. Antiviral activity is also seen.



)

(1

SEQUENCE LISTING

<110> POLONELLI Luciano
CASSONE Antonio
UNIVERSITA DEGLI STUDI DI SIENA
<120> TOXIN-RELATED POLYPEPTIDES WITH
ANTIMICROBIAL & ANTIVIRAL ACTIVITY
<130> PO30616WD
<150> GB-0210783.7
<151> 2002-05-10
<160> 71
<170> seqwin99, version 1.03
<210> 1
<211> 756
<212> DNA
«213>» Artificial sequence
<220>
<223> scFv H6 nucleotide sequence
<400> 1
atggcccagg tgaagctgca ggagtcotgga cctggectgg tggegecctc mcagagectg
tccatcacat gcaccgtctc agggttctca ttaaccggct atggtgtaaa ctgggttcge
cagcctccag gaaagggtct ggagrtggcty ggaatgatat ggggtgatgg aigcacagac
tataattcag CctctcaAamatc cagactglgc atcagcaagg aAcaactccaa gagccnagtt
ttcttaaaaa tgaacagtct gcaaactgat gacacagcca ggtactactg tctctatgcet
atggactact ggggccaagg gaccacggtc accttctcct caggtggagg cggttcagge
poagotgget ctggcygotgy cogatcggac atcgagctca ctcagtctcc agcactcatg
tctgcatctc caggggagaa ggtcaccatg acctgcagtg ccagctcamg tgtaagttac
atgtactggt accagcagaa gccaagatec toc cocaaac cCtggattta tcrcacatcc
aacctggctt ctggagtccc tgctegecttc agtggcagtg ggtctgggac ctcttactct
ctcacaatca gcagcatgga ggctgaagat gctgccactt attactgcca gcagtggagt
agtaacccat acacgttcgg aggggocacc aagctggaaa tcaaacgtgc gpccgcaggt
gcgccggtgc cgtatccgga tccgctggaa ccgegt
<210> 2
<211> 252
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> scFv H6 amino acid sequence
<400> 2
Met Ala GIn val Eys Leu GIn Glu Ser ggy Pro Gly Leu val g}a Pro
Ser G1ln Ser Leu Ser Ile Thr Cys Thr val Ser Gly pPhe Ser Leu Thr
20 25 30
Gly Tyr Gly val Asn Trp val Arg Gln Pro pro Gly 5%? Gly Leu Glu
35 40
Trp '5‘3“ Gly Met Ile Trp Gs'l Asp Gly sSer Thr AGSJJ Tyr Asn Ser Ala
Leu LysS Ser Arg Leu Ser Ile Ser Lys Asp ASn Ser Lys Ser Gln val
65 70 75 80
Phe Leu Lys Met Asn Ser Leu GIn Thr Asp Asp Thr ala Arg Tir Tyr
85 20 9
Cys Leu Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Thr val Thr Cys
100 p Ty P 10 110 4
ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly ser Gly Gly Gly GIl
11 12 2% ©Y oy &y
Ser Asp Ile Glu Leu Thr Gln Ser Pro Ala Leu Met Ser Ala Ser Pro
13 135 140
G1¥ Glu Lys val Thr Met Thr Cys Ser Ala Ser Ser Ser val Ser E?r
14 150 155 60

113
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Trp Tyr GIn Gln LyS
P TY Sen y

Thr Ser Asn Leu Ala
180

Ser Gly Thr Ser Tyr
195

Al‘ Al. lhl |¥I f
12-{5
GI GI GI II" LyS

val Pro Tyr Pro As
235 P

3

10

PRT

Arvificial sequence

KMo

3

val Thr h;et Thr Cys

10

PRT

Artificial sequence

KM

4

val Thr I;et Thr Cys

5

10

PRT

Artificlial Ssequence

Km0 -derived peptide

]

val Thr l;et Thr Cys

6

10

PRT

Artificial sequence

KMO-derived peptide

6

Ala Thr l;et Thr Cys

7

10

PRT

Artificial Sequence

KMO~-derived peptide

7

val Ala I;et Thr Cys

Pro

ser

Ser
200

Cys

Leu

Pro

Ser

ser

ser

ser

ser

Arg

Gl
18

Leu

Glin
Glu

Leu

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala

ser
170

val

Thr

Ser
10

ser
10

ser
10

ser

ser
10

2113

Ser Pro Lys Pro Trp Ile
y 175
Pro Ala Arg Phe Ser Gly
190
ITe Ser Ser Met Glu Ala
205

Trp SZQZB Ser Asn Pro Tyr
Lys Arg Ala Ala Ala G1
255 "9 240

Pro Arg

525
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PRT
Artificlial Sequence

KMO -derived peptide
8

val Thr As'la Thr Cys
9

10

PRT
Artificial sequence

KMO -derived peptide

ser

9
val Thr get Ala Cys Ser

10
10

PRT
Artificlial Sequence
KMO-derived peptide
10
val Thr ?ft Thr Ala
11

10 -
PRT
Artificial Sequence

‘Km0 -~derived peptide

11
val Thr %ft Thr Cys Ala

12
10

PRT
Artificial Sequence

KMO-derived peptide

ser

12
val Thr ?ft Thr Cys Sser

13
10
PRT
Artificial Sequence

S5P0 scramble peptide

13
Thr Ala ga1 sSer Lys Cys

14
9

PRT
Artificial sequence

kM-derived peptide

Ala Ser
10

Ala Ser
10

Ala Sar
10

Ala Ser
10

Ala Ala
10

Glu Thr
10

313

5
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val Thr ?et Thr Cys Sser Ala

15

8

PRT

Artificial sequence

KM-derived peptide

15
val Thr Eet Thr Cys Ser

16

7

PRT

Artificial sequenca
kM-derived peptide
16

val Thr get Thr Cys
17

6

PAT

Artificial sequence
xM-derived peptide
17

val Thr get Thr

18

]

PRT

Artificial segquence
kM-derived peptide
18

val Thr get

19

4

PRT

Artificial sequence
KM-derived peptide
19

val Thr

20

3

PRT

Artificial Sequence
KM-derived peptide
20

val

21

798
DNA

413



<213>

<220>
<223>

<400> 21
atggcccagg
aagttgtcct
caaaggcctyg
gaatatgcce
gcctacctge
tgggtctatyg
gggaccacgg
ggcggatcgg
aaggtcacca
aagccaggea
cctgctcget
gaggctgaag
ggtgctggca
gatccgctgg

22
266

<400>_ 22

Tyr

Ile
50

Phe

Trp

6t

Ala Tyr

Tyr Cys

TYyr Ala

Gin val
ser
B3
Gly
Gln
Leu
Asn

Met

tgcagctgea
gcacaacttc
aacagggcct
cgaagttcca
agctcagcag
atggttactc
tcaccttete
acatcgagct
taacctgcag
cttctcccaa
tcagrggcag
argctgeeac
ccaagctgga
aaccgegt

scFv H20 amino acid

Gln
5

Lys
His

Trp Ile

Gly Lys

GIn Leu

85
Ala Trp
100

ASp Tyr

115

Gl
13

Glv
val
Trp Phe

Thr Ser

Gly
Leu
Thr
Gln

ASn

Gly ser

Thr G1n

Leu Glin
Leu
Trp
AsSp
T,':;
ser
val
Trp
Gly

Ser

Artificial Sequence

gcRgtctggg
tggcttcaac
ggagtggatt
gggcaagacc
cctgacatct
gggtgatttt
ctcaggtgga
cactcagtct
tgccagctca
actctggatt
tggatctggg

ttattactge
aatcaaacgt

PRT
Artificial Sequence

Gin

ser Cys

h&f

Glu

val

Pro
55

Thr Leu

Ser Leu

Tyr ASp

Gln
120

Gly

Gly

Gl
13

Pro Ala

150

Thr
165

Lys

Ile
Gln
180

Leu ATa

195

Gl
21

Ala

ser

Ala

Pro

Thr
Thr
Gly

Tyr

sSer

Tyr

Thr

Pro

Cys
Pro
ser
ser
0
Leu Glu

Pro Leu

ser Ala

Gly Thr

val
200

Thr

Gly
Leu
215
Gln GIn
Ile

Glu

SCFv H20 nucleotide sequence

gcamsagctty
attaaagact
ggatggatig
actctgactg
g}ggacact
attactatg
ggcggttcag
ccagcaatcg
agtgtaagtt
tatagcacat
acctctract

cagcaaagga

sequence

sSer
Thr
25
G1n
ASn
Thr
Thr
Gl
10
Gly
Gly
Itle
ser
Ser
185
Pro
Ile
Arg

Lys

Pro

Gl

10”
Thr
Arg
Gly
Ala
Ser
290

Tyr
Thr
ser
val
sar
170
Pro
Ala

ser

Ser

Arg Ala Ala Ala
250

Al'g

513

gcggccgeag

Ala
Ser
Pro
Asp
W
Glu
ser
Thr
Gly
15
ser
Lys
Arg
Arg

Ser
235

tgaggtcagg ggcoctcagtc
actatatgca ctgggtgaag

atcctgagaa
cagacacatc
g ccgtctatta
ctatggacta
gcggaggyg
tgtctgcatc

tgotpatact
ctccaacaca
ctgtaatgca
ctggggccaa

g ctctggcggt

tccaggggag

acatgcactg gttcca geag

ccaacctggce
ctctcacaat
gtagttaccc
gtgcgccggt

Lys Leu

Gly Phe

]
Glu Glin
45
Thr
60

Thr

Glu
Ser
Asp Thr

Gly Asp

val
Asn
Gly
Tyr
Ser Asn
Ala

Phe

ttctggagtc
cagccgaatg
gctcacgttc
gccgtatccg

Arg Ser

15

Ile Lys

Leu Glu
Ala pPro
Thr
30
val
95

Tyr

Tyr

110

Thr
125

i}% Gly

val
Ala ser
val

Ser

Leu Trp

Cys
Gly
Pro
Tyr

Ile

Ser Sar

Ser Asp

Glu
160

His

Gly

Met
175

TYr Ser

190

Phe Ser

205

Met Glu

220
Tyr Pro

Gly
Ala
Leu

Gly

ser Gly

Glu Asp

Thr phe

240
Ala Pro
255
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260
23

10
PRT
Artificlal Sequence
KM1
23
val Thr get Thr ser
24
10
PRT
Artificial Sequence
KM2
24
Ala Arg Eyr Tyr Cys

25

28

PRT

Artificial Sequence
KM3

25

val Thr get Thr Cys
Asp Thr Ala Ar r

p ) g Ty

26

15

PRT

Artificial Sequence
Kmd

26

val Thr get Thr Cys
27

9

PRT

Artificial Sequence
KM5

27

Ser val ger Tyr Met
28

9

PRT

Artificlal Sequence
IpP

28
Thr Thr ?er Leu Glu

29
10

Ser Ala ser
10

Leu r Ala
R4 10

Ser Ala Ser
10

Tyr Cys Leu
75

Ser Ala ser
10

TYr Trp

Leu Asp

613

Ser Gly Gly Gly t]i-';y Gly

Tyr Ala

Ser Ser val Ser I;r



PRT

Artificial Sequence

SP scramble peptide

29

Thr Ala val Ser Lys Cys Ala Thr
5 10

30

8

PRT

Artificial Ssequence

Linker

30

Gly Gly §1y Gly Gly Ser

31

9

PRT

Artificial Sequence

Peptide control

31

Trp Tyr ;hr Trp Gly Thr Gly

32

10

PRT

Artificial Sseguence

KM derivative

gaa is any amino acid except Cys

32
val thr 1ft Thr Xaa Ser Ala 5&;

33
10

PRT

Artificial sequence

KM derivative

33

val Thr Met Thr Ser Ser Ala Ser
H 10

34

10

PRT

Artificial Sequence

H20 KMO

34
val Thr Eﬂe Thr Cys Ser Ala %ﬁ{

35
10

PRT
Artificial Ssequence

73
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H20 M1

35

val Thr §1e Thr Ser
36

10

PRT
Artificial sequence

H20 KM2

Ser Ala Ser
10

36
Ala val r r Cys Asn Ala Tr
yror o 10

37

15

PRT

Artificlal Sequence
H20 kM4

a7

val Thr §1e Thr Cys
38

9

PRT

Artificial Sequence
H20 KM5S

38

ser val ger TYr Met
39

10

PRT

Artificial Sequence
H20 KM

39

val Thr %1& Thr Cys
40

10

PRT

Artificial Sequence
KM2 ~derived peptide

490
Ala Arg Eyr Tyr Cys

41
10
PRT
Artificial Ssequence
KM2 ~derived peptide
41
Ala Arg E?r TYr Cys

42

Ser Ala Ser Ser Ser val Ser T§r
10 1

His Trp

Ser Ala Ser
10

Leu r Ala
Ty 10

Leu r Ala
v 10

813
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<210>

<213>»

<220>
<223>

10
PRT
Artificial sequence

XM2 -derived peptide
42

Ala Ala E?r TYr Cys
43

10

PRT

Artificial Sequence
KM2 -derived peptide
43

Ala Arg §1a TYr Cys
44

10

PRT

Artificial sequence
KM2 -derived peptide
44

Ala Arg E?r Ala Cys
45

10

PRT

Artificial sSequence
kM2 -derived peptide
45

Ala Arg E?r Tyr Ala
46

10

PRT

Aartificial Sequence
KM2 -derived peptide
46

Ala Arg Eyr TYr Cys
47

10

PRT

Artificial sequence
KM2 ~derived peptide
47

Ala Arg Eyr Tyr Cys
48

10

PRT
Artificial sequence

KM2 -der{ved peptide

Leu Tyr Ala
10

Leu Tyr Ala
10

Leu Tyr Ala
10

Leu Tyr Ala
10

Ala Tyr Ala
10

Leu Ala Ala
10

9113
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48
Ala Arg Eyr Tyr Ser

49

9

PRT

Artificial Sequence
KMS-derived peptide
49

Ser val ?er TYyr Met

50
9

PRT
Artificial Ssequence

KM5 ~derived peptide

SO
Ser val ger TYr Met

51

9

PRT

Artificial sequence

KM5 -derived peptide

51
Ala val ?er TYr Met

52
9

PRT
Artificial Ssequence
KM5 -derived peptide
52
Ser Ala ger TYr Met

PRT

Artificial Sequence
KM5-derived peptide
53

Ser val eh TYyr Met
54

9

PRT

Artificial Sequence
KM5-derived peptide

54
Ser val ?er Ala Met

55
9
PRT

Leu

TYyr

Tyr

Tyr

Tyr

Tyr Ala
10

Trp

Trp

Trp

Trp

Trp

Trp

10/13
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<213>

<220>
<223>

<400>
ier ser

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

<220>
<223>

<400>
ier ser

Artificial Sequence
KM5 -derived paptide
55

Ser val ger Tyr Ala

56
9

PRT

Artificial Ssequence
KM5 -derived peptide
S6

Ser val ?er Tyr Met
57

9

PRT

Artificlial Sequence

XM5-derived pepride

57
ser val ger Tyr Met

sa

15

PRT

Artificial Sequence
kM4 -derivad peptide

58
val Thr ?et Thr Ser

59
13

PRT .
Artificial sSequence
E-tag far scFv

59
Pro val Ero Tyr Pro

60
5

PRT
Artificial sequence

H6 CDR-H1
60
Gly val ?sn

61
14

PRT
Artificial sequence

H6 CDR~-H2

61
Trp Gly gsp Gly Ser

Tyr Trp

Ala Trp

Tyr Ala

ser Ala Ser Ser Ser val ser T!r
10 1

ASp Pro Eﬁ? Glu Pro Arg

Thr AsSp ;5r Asn Ser Ala Leu

1113
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<210>

<213>

<220>
<223>

<400>
§1n Gln

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

<220>
<223>

<400>
isp Tyr

<210>
<211>»
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Irp Ile

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

<220>
<223>

62

4

PRT

Artificial sequence

H6 CDR-H3

62
Ala Met

63
10

PRT

Artificial sequence
H6 CDR-L1

63

Ser Ser ger val Ser

64
7

‘PRT
Artificial sequence

H6 CDR-L2

64

Ser Asn %eu Ala Ser
65

8

PRT

Artificial sequence

H6 CDR-L3

65

Trp ser ger Asn Pro
66

5

PRT

Artificial sequence
H20 COR-H1

66

Tyr Met gis

67

15

PRT
Artificial sequence

H20 CDR-H2
67

Asp Pro Glu Asn Gly Asp Thr Glu r Ala Pro Lys Phe
5 y P 10 R4 y 15

68

17

PRT .

Artificial sequence

H20 CDR-H3

Tyr Met Tyr
TR 1

TYr
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<400>

Asn Ala Trp val r ASp Gly Tyr Ser Gly Asp Phe Tyr Tyr Tyr Ala
% P ;v p Gly Ty 10? p yr Ty 1&

Met

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

<220>
<223>

<400>
ier Ala

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

<220>
«<223>

<400>
ger Thr

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

<220>
<223>

<400>
gln Gln

69
10

PRT . .
Artificial sequence

H20 CDR-L1

69
Ser Sser %er val Ser Tyr Met 1}?

70
7

PRT

Artificial sequence
H20 CDR-L2

70

Ser Asn geu Ala ser
71

8

PRT

Artificial sequence

H20 CDR-L3

71
Arg ser %er Tyr Pro Leu
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FIGURE 1
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FIGURE 2
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FIGURE 12

3.8

30 1
20 -
10 A

Q@ seramble peptides W meg/ml WKMI IO mcg/ml D KM6 10 meg/ml @ KM 20 meg/ml & KM7 20 meg/ml

FIGURE 13

f--u

H6 scFv

=0

4—

8clv artefacts



9112
FIGURE 14
FIGURE 14A FIGURE 14B
N H
e ‘NE
[
N -
O T 1 a3 ¢ & .s 7 b T B R
h FIGURE 14C FIGURE 14D
04 Tl y
- 0
[ ]
S5l
D
% 3 3 3 1 y % 1 3 3 & T Y
FIGURE 15
FIGURE 15A FIGURE 15B
( 1507 150-
R R
gwoq == E 100- ==
3 §
-
3 50+ 8 50
[}

22



S~
Nyt

O

8000

10112

FIGURE 16

6000 -
4000 -
2000 -

8000

FIGURE 17

6000 -
4000 -
2000 -

73



)

, 7

FIGURE 18
10 T
9 |-|
s -
7 4
ks
d ST
B4
3 -
2 4
l -
0
FIGURE 19
30000 -
20000 -
10000 -




120

(') 40

D
~’

12/12

FIGURE 20
FIGURE 20A -

300
[KM]

100 200

FIGURE 20B

400

500

600

0

L 1 L

100 200
[SP]

300 400 500

600

2/



—

INTERNATIONAL SEARCH REPORT intorly  splesion No
PCT/1. .3/02348

e e “C1ZN15/13  AGIK39/395  ASIP3L/04  AIP3L/12
AS1K38/08  AGIK36/06  AGIK38/07

| Accerting 10 internaitonst Palent Claseiticuion (1PC) or o both neticoel chesiioation and IPC
B. MELDS SEARCHED

Mirkrurs oasnantelion searched
IPC 7 CO07K A6IK

Bystom iGiowed by cassiia’ion syThol)

Docamentation sessched ather than tinknum docuranistion o the axiect thal sich dosamenta am inoluded in e fekly sesched

Elncironis deis tuss constited dirieg the riamaiional saarch (rame of dals leae snd, whers practical, search nms oped)

Ezgilnternﬂ, BIOSIS, MEDLINE, WPI Data, PAJ, EMBASE, CHEM ABS Data, SEQUENCE
C

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO RE FELEVANT

Calagory® | Chinlion ol dsturminsl, wih Ivdication, wiare spprpeisie, of e misvan! pameges Relsvani 10 dabm No.
X EP 1 130 032 A (BIOTECHNOLOGISCHE BES) 11,12

5 September 2001 (2001-09-05)

claim 1
X W0 00 47625 A (CELNIKER ABBIE CHERYL 12

; VASQUEZ MAXIMILIANO (US); CO MAN SUN&
(US);) 17 August 2000 (2000-08-17)

page 29
X DE 100 19 967 A (FENNING BIOMED GMBH DR) 12,25
25 October 2001 (2001-10-25)
page 12
page 18
X EP 1 199 565 A (XYOWA HAKKO KOGYQ KK) 12
24 April 2002 {2002-04-24)
page 47
-f—
m Fusthar cooxsnanis are Talad i e corlirulion of bax O D Paleod tamily musmber e Rebed In smnes.
* Specix] sxiagorias of ched docamenia :

. paloeRy cixie and not Lo condiiol with tha A
A" docireml dafrg i gmtal sike of the at which s nc ka1 nneratar 1o kmiple o acry tewiyng Gan
'E* earier documant but pubiished on or aiartha inisrmstionsd
g e et Do choukire! vl o Gt B8 coesaras
b b Wﬂwmm ﬂau. Invoive an inveniive slep whan the doosnent iy talen slne
_m'*-‘:ﬂ "F"’Ez"' V' docunent of particulss relsvamos; e clakned hrvertion
or ToescR (a0 epeciisd) canhot b codeldend 10 lvoive en invniive. slap whan e
‘0" docomnt relsning 1o an o declogusy, tee, sxhibiion or document is combinad with ona or mosm ofher such doou-
- olhar manns it bt {-‘,..ltﬂlwnﬂllhl parson skiied
e e T o pemetionad g *2? doaurment mawber of Die seres pabm farily
Dale of lhe aciual compisiion of the inlarnational seerch Date of maling of e kmemafional asgeh rapost
18 November 2003 21/01/2004
Nams and maling ackines of he BA Aulhorized offcar
)
T N
Fax: (+31-70) 340-0018 hat Wagner, R

o POTASAZO [sesand sheet) Cluly 1083
page 1 of 4



-
1 "

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

enat  Applioation Ne
PCT/1B 03/02348

P —————————————— ey e
C{Contirustion) DOCUMENTS CONSIDERED TO B RELEVANT

Caiegory * | Chation of documnani, with indiction,whess spyvoprists, of the il pameges

X

P,X

WO 00 26671 A (FRIEDRICHS ULRIKE ;CONNEX
GMBH (DE); WEPPNER PETRA (DE); RINGEIS A)
11 May 2000 {2000~05-11)

claim 21

WO 01 54723 A (KERBEL ROBERT ;SUNNYBROOK
HEALTH SCIENCE CT (CA); IMCLONE SYSTEMS)
2 August 2001 (2001-08-02)

page 37

US 5 693 761 A (SCHNEIDER WILLIAM P ET
AL} 2 December 1997 (1997-12-02)
figure BA

POLONELLI L ET AL: "Nonoclonal yeast
killer toxin-1ike candidacidal
ant1-idiotypic antibodies”

CLINICAL AND DIAGNOSTIC LABORATORY
TMMUNOLOGY ,

vol. 4, no. 2, 1997, pages 142-146,
¥P002261609

ISSN: 1071-412X

page 143

BENINATI CONCETTA ET AL: “Therapy of
mucosal candidiasis by expraession of an
anti-idiotype in human commensal bacteria"
NATURE BIOTECHNOLOGY,

vol. 18, no. 10, October 2000 (2000-10),
pages 1060-1064, XP002261610

ISSN: 1087-0156

page 1063

MAGLIANI W ET AL: “Therapeutic potential
of antiidiotypic single chain antibodies
with yeast killer toxin activity®

NATURE BIOTECHNOLOSY,

vo). 15, no. 2, 1997, pages 155-168,
XP001154788

ISSN: 1087-0156

paga 157

SIMONA VACCARI: "Tesi dottorale:
Caratterizzazione strutturale e funzionale
di peptidi ad attivita’ antibiotica"
‘Online!

24 February 2003 {2003-02-24) , UNIVERSITA
DEELI STUDI DI PARMA , PARMA XP002261614
Retrieved from the Internet: <URL:
http://blachimica.unipr.it/home/tes1/att/6
56c.testo.pdf> ‘retrieved on 2003-11-14!
the whole document

o

12

12,30-32

11

16,17,
20-23,
26,30~34

16-23,
30-34

16-23,
30-34

11-23,
25-34

IFonmn POTASAZ10 feontinmstion of msond shast) icly 1683

page 2 of 4

27



O

Pt
.
Sy

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

mamst  plleation Mo
PCT/10 v3/02348

6 Continustien) DOCUMENTS CONBIDERED 1O B RELEVANY

Caingory * | GRAT of Goaamen, Wih indicafion,wheve spprapriata, of the reisvant passsges Vslevart ' ciaim No.
P,X MAGLIANI W ET AL: "Biotechnological 16~23,
approaches to the production of 1diotypic 25-34
vaccines and antiidiotypic antibjotics.”
CURRENT PHARMACEUTICAL BIOTECHNOLOGY.
NETHERLANDS APR 2003,
vol. 4, no. 2, April 2003 (2003-04), pages
91-97, XP001156155
ISSN: 1389-2010
page 92 -page 93
A POLONELLI L ET AL: "The efficacy of 11-23,
acquired humoral and cellular immunity 1n 26~34
the prevention and therapy of experimental
fungal infections®
MEDICAL MYCOLOGY,
vol. 38, no. Supplement 1, 2000, pages
281-292, XPG09000668
ISSN: 1369-3786
page 287
A POLONELLI LUCIANO ET AL:" “Idiotypic 1-23,25,
vaccination: Immunoprotection mediated by 26,30-34
antt-tdiotypic antibodies with antibiotic
activity®
SCANDINAVIAN JOURNAL OF IMMUNOLOGY,
vol. 37, no. 1, 1993, pages 105-110,
XP009020801
ISSN: 0300-9475
the whole document
A POLONELLI LUCIANG ET AL: “Idiotypic 11-23,
intravaginal vaccination to protect 25,26,
against candidal vagintitis by secretory, 30~-34
yeast killer toxin-like anti-idiotypic
antibodies”
JOURNAL OF TMMUNOLOSY,
vol. 152, no. 6, 1994, pages 3175-3182,
XP002261612
ISSN: 0022-1767
the whole document
A CASSONE A ET AL: “"Antibodies, killer 11-23,
toxins and antifungal immunoprotection: a 25,26,
Jesson from nature?” 30-34
IMMUNOLOGY TODAY, ELSEVIER PUBLICATIONS,
CAMBRIDGE, GB,
vol. 18, no. 4, 1 April 1997 (1997-04-01),
pages 164-169, XP004058352
ISSN: 0167-5699
the whole document
—/—

Foms POTABA/RIO focrsiramiion of ssocnal sheat) (Ady 1062)

page 3 of 4



O

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

intemati ~  pploation Ne
PCT/LE 03/02348

[C{Contimmtion) OOCUMENTS CORIDERED TO BE RILEVANT

Calagory *

Cistion: of docomaet, with kxdicalion,where sppropeisie, of e rehrant passages

P.A

SAVOIA DIANELLA ET AL: "In vitro
1eishmanicidal activity of a monoclonal
antibody mimicking a yeast killer toxin"
JOURNAL OF EUKARYOTIC MICROBIOLOGY

vol. 49, no. 4, July 2002 (2002-07), pages
319—323, xroosnzom

ISSN: 1066-5234

the whole document

POLONELLI LUCIANO ET AL: "“Human natural
yeast killer toxin-1ike candidacidal
antibodies”

JOURNAL OF IMMUNOLORY,

vol. 156, no. 5, 1996, pages 1880-1885,
XP002261613

ISSN: 0022-1767

the whole document

WO 98 08090 A (BOSTON BIOMED RES INST
;CODINGTON JOHN F (US))

26 February 1998 (1998-02-26)

page 12

POLONELLYI LUCIAND ET AL: ‘*Therapeutic
activity of an engineered symthetic killer
antiidictypic antibody fragment against
experimental mucosal and systemic
candidiasis.”

;gggcnou AND IMMUNITY. UNITED STATES NOY
vol. 71, no. 11, November 2003 (2003—11)
pages 6205-6212 XP009020875

ISSN: 0019-9567

page 6205 -page 6206

11-23,
25,26,
30-34

11-23,
25,26,
30-34

17

11-23,
25-35

Foem PCTABAVINO foortisiicn of seconet sheet) by 1008

page 4 of 4

27



nted el ™
INTERNAT! NAL SEARCH REPORT FCT/1B 03/02348

Box| Observations where ceriain cialms ware found unsearchable (Continugtion of ltem 1 of first sheet)

Thisinismational Search Report has not beon setabished in respeot of ceriain clalme under Articls 17(2)(a) for the fohiowing reasons:

1. [{] claime mow.
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campound/composition.

2 E]m“"- 1-10 (in part), 15, 24, 25-34(1in part)
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Inaynationa! Applioation No. PCTAB 03 02348

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM  PCTASA/ 210

Continuation of Box 1.2
Claims Nos,: 1-10 (in part), 15, 24, 25-34(In part)

Claims 1-10 comprise an extremely 1large number of possible
combinations. Therefore said claim are not clear and concise (Article 6
PCT). No common structure can be deduced from the claim and not a single
amino acid 1s defined.

For these reasons a meaningful search 15 not possible over the entire
scope of claims 1-10.

Sajd claims were only searched regarding the subject-matier defined in
dependent claim 11, in which a caertain structure of the relevant peptide
is specified. The sequences defined in claim 12 were also searched.

Claim 15 1s not clear and not concise (Article 6 PCT) because of the
exceedingly high mumber of possibilities of isosteric compounds of the
already extremely high number of alternatives in the claims on which
claim 15 {s depending. Therefora said claim {is not clear and not concise
as required by Article 6 PCT and no meaningful search 1s possible.

Claim 24 comprises an extremely large number of possible polypeptides.
Even 1f the antibodies were defined by sequences Seq. Id. Nos. 2 and 22
(see section 1 of further remarks) the number of possible polypeptides
including an unlimited number of substitutions is exceedingly large. No
comnon structure can be deduced from the claim and not a single amina
acid 15 defined. Therefore said claim 15 not clear and not concise as
required by Article 6 PCT and no meaningful search is possible,

Consequently claims 25-34, which are referring to polypeptides of claims
1-10 or 24 can only be searched in part 1.e as far as referring to the
polypeptides of claims 11 and 12,

The applicant’'s attention 1s drawn to the fact that claims, or parts of
claims, relating to inventions in respect of which no internatiomal
search report has been established need not be the subject of an
international preliminary examination (Rule 66.1(e) PCT). The applicant
1s advised that the EPO policy when acting as an International
Preliminary Examining Authority 1: normally not to carry out a
preliminary examination on matter which has not been searched. This is
the case irrespective of whether or not the claims are amended following
" receipt of the search report or during any Chapter 11 procedure.
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From the - 4
INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINING AUTHORITY
T M\OAL PCT
MARSHALL, Cameron, John J
& Ransford L 6s
43-45 Bloomsabury Square ‘_ e FICATION OF TRANSMITTAL OF
London WC1A 2RA b iy E INTERNATIONAL PRELIMINARY
QRANDE BRETAGNE Cio il EXAMINATION REPORT
’ . - (PCT Rule 71.1)
Dxte of maliing
{dayinontiviear) 07.08.2004
Applicant's or agant's fle relerence .
PO30618WO IMPORTANT NOTIFICATION
intemational appication No. intemational fiing date (dmwinonthjcar) Priochty date {deyinonthiear)
PCTAB 0302348 09.05.2009 . 10.06.2002
Appiicant

POLONELLI, Luciano et al.

- | Nams and malling address of the Intemational Authorized Officer
pulnhuymmmmm: f"\
3 Ewvpean Patant Office Cleere, C : \
D-80288 Munich |
Tet. +48 80 2399 - 0 Txc 523058 apmu d Tol. +40 89 2306-7713 }
Fax +49 80 2309 - 4485 ‘\_.

. The appiicant s hereby notffled that this intemational Preliminary Examining Authority tranemits herewith the

international preliminary examination report and ke annexse, If any, on the (mtemational
application,

A copy of the raport and lts annexes, if any, la being tranemitted to the Intemational Bureau for
communication to all tha elected Offices.

Where required by any of the electad Offices, the International Bureau will an English tranalation of
the report {but not of any annaxae) and will tranamit such translation to thoae

The applicant must enter the national phase before each elected Office by performing certain acts (fillng
tmanelations and paying national fees) within 30 montha from the pricrity (or later In some Offices)
(Article 36(1)) (see also the reminder sant by the Intemnational Bureau with Form PCTABS01).

Where a tranalation of the intemational appilcation must be fumished to an elected Office, that translation
must contaln a tranalation of any annexes to the international preliminary examination report. & ts the

applicant's reaponalbiiity to prepare and fumish such trandnﬂo':'l directly to each elected Office concermad.

For further detalls on the applicable time limita and requiremants of the alected Officaa, ses Veluma It of the
PCT Applicant's Gulde.

The appiicant's attention is drawn to Article 33(5), which provides that the criterfa of novelty, inventive step
and industrial applicabliity described in Asticle 33(2) to (4) merely serve the purposas of intamational
preliminary examination and thet “any Contracting State may apply additional or diiferent criteria for the
purposes of daciding whather, In thet State, the claimed inventiona la patentable or not* (ase also Article

27(5)). Such additional criteria rolate, for axample, to exemptions from patentability, requirements
en(abllng disclosure, clarity andmypponforﬂ'ndﬂm.e ™ for

Farm PCTAPEA/416 {January 2004)
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(PCT Article 36 and Rule 70)
ApGRCAFS Of sgents Tié reference 8o Notfication of Tranemitial of Intsmations]
PO30616WO FOR FURTHER ACTION  rqiuminery Examination Report (Fomm PGTAPEAA16)
remaional appdoagon No. intamational ilng duts (depncriyess) Pricelly dein (deyincnthyear
PCT/B 0302348 09.06.2003 - | 10.06.2002
Tnbemetions) Patent Ctassifioation (PC) or bofh nellonal aseliontion &nd 1PG
CO7K16M2
Applicant
POLONELLI, Luclano et al. .. .-

1.  Thia iIntemational preliminary examination report has been prepared by this Intemational Prellminary Exam
Authority and is tranemitted to the appilicant according 1o Article 38, W ning

2. This REPORT consista ol a toial of § sheats, including this cover sheet.

O This report s alsc accompanied by ANNEXES, |.e. sheets of the desaription, olaims andibr drawings which have
mmmmmm%umﬁwmmmmmmmm

{ase Auls 70.18 and Section 807 of the Adminisirative instructions under the PCT).
Theee annexes conaist of a toial of sheets.

8.  This report containe Indicaiions refating to the foliowing ftemns:

| B Basiaof the opinion
i Priory

]| Non-astablishment of opinion with regard fo novelty, inventive step and indusirial applicabiity
Lack of unity of invention

citations and axplanations supporting such

Cartain documents cliad

Certain dafects In the intamational appiication
Certain observations on tha Intemational appication

a
=
O
V & Ressoned stxtement under Rule 68.2(a)(K) with regard to novelty, inveniive step or indusirial appicabilty;
O
a
O

Dats of submiselon of the damand Date of complation of thin repont
02.10.2003 07.08.2004
Name and address of the Insmational Asghorized Ofiose
’ gmmm Wagner, R |
‘ol +40 B9 2399 - 0 Txc 523836 epmu d }
— . Fax +40 00 2300 - 4483 Tataphane No. +49 88 2300-7367 \_.

Form PCTAPEA/408 (Cover Sheef) (Janumy 2004)
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Basls of the report

1. With regard 1o the siaments of the imemational application (Replacement sheets which have been furnished to

the recelving Office in response fo &n invitation under Article 14 are raferred fo in this report as “originally fled™
and are not annexad to this report since they do not coniin amendments (Fufes 70.18 and 70.17));

Deacription, Pages
1-41 as originally fled

Sequance listings part of the description, Pagea

1-13 as originally flled
Cialms, Numbere
134 as originaily flled
Drawings, Sheets
1h2-1212 as originally flad

3 Wlmmgudhhh:qmdlhdembmubdabwsmnﬂhﬂemhmhhdbﬂn%ﬁtyhﬁm

language In which the intemational application was filed, uniess gtherwise Indicated under thia tem.

These elements were avallable or fumished to this Authorfty in the following language: , which ls:

O the language of a transiation fumnished for the purposes of the intemational search (under Rule 23.1(h)).
O the language of publication of the intemational application (undsr Rule 48.3(b)).

O the language of a transiation furnishad for the purposes of intemational preliminary examination (under
Rule 55.2 andbr 65.3). prel i (

. With regand to any nuciectide and/er amino acld ssquence disclosed in the intemational application, the

international preliminary examination was carried out on the basls of the ssquence listing:
contained In the intemational application in wittten form.

filad together with the intamational appiication In comptner readabie form.

fumished subsaquently to thia Authorfly in written form.

furnished subsequently to this Authority In computer readable form.

The statement that the subsaquently furnished written sequence lsting does not go beyond the disciosu
lntftnhrtamaﬂonalappﬂeuﬂonnﬂledhubeenfumbhﬁ ® e

The statement that the information recorded In computar readable form la identical to the written sequence
llating haa basn fumished. ' ®

O ocooea

. The amendments have resultad In the cancellation of:

0 the description, pages:
O theclaims, Nos.:
DO the drawings, sheets:

Form PCTAPEA/400 (Jaruwy 2004)
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8.0

milmpnrthaabeonmblhhednl’(aomad)tmmndmmlnd not bean-mada, since they have
been considered to go beyond the disciosure aa filed (Ruls 70.2{c)).

mwmmﬁwwmmumwmm 1 and annexad to this

8. Additional observations, if necessary:

li.. Non-establishment of opinion with regard to novelity, inventive stap and Indusirial applicabliity

1. The queetions whather the claimad Invention appaare to be noval, to involve an inventive step (to be non-

obvlmn).orhbemmyapplhabhmmmmndnedhmpeaot

a
B

a

the antire intemational application,
claims Nos. 1-10{all in past), 15,24,25-34 (In part)
because:

the eaki international application, or the saki claima Noe. 33 relate to the following subject matter which
does not require an imemational preliminary examination (spacify):

soe separate sheet

the description, claims or drawings (indicate alameants balow) or gaki claims Nos. nclear
ﬂ&mmearﬂnofuophql;noom?lu:ebnmd apacily). por amsou

the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported by the description that no meaningful opinlon
could be formed.

aommmmhubmmd@rmmcumﬂm1-10(alllnpart).15.24,25-34
n

2. A meaningful intemational preliminary examination cannot be carried out due to the faliure of the nuclactide and/

mlmaddumhﬂngbwnﬂyvﬂm the standard provided for In Annex C of the Administrative

(=
a

the written form has not been furnished or does not comply with the Standard,
the computer readable form has not been fusnished or does not comply with the Standard.

V. Reasaned statem nder Artiole with regard to novelty, inventive industrial .
mem%-umuf.mmm s=por spplloxbility;

1. Statement
Novelty (N) Yes: Claims 13,14,16-23,26-20,33,34
_ No: Claima  11,12,2530-32
inventive step (IS) Yos: Claims 13,14
No: Claims 11,12,16-23,25,28,27-28,30-32,33-34
Induetrial appilcabliity (1A) Yea: Claime 113294
No: Clams

Form PCTAPEA/409 {lanuary 2004)
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Be ltem [l

Non-establishment of opinion with regard 1o novelty, inventive step and industrial
applicabliiity

» Claims 1-10 comprise an extremely large number of possible combinations.
Therefore sald claim are not clear and concise (Article 8 PCT). No common
structure can be deduced from the claim and not a single amino acld is defined.
The subject-matter of the claim Is not limited by Its origin - |.e. coming from an
anti-idiotyplc antibody - because If the skilled pereon is presented with 2 identical

peptides she/he Is not able to determlne whether the peptide Is originating from a
precise antibody or not.

Sald claims were only searched regarding the subject-matter defined in dependent
claim 11, in which a certain structure of the relevant peptide is specified. The
sequences defined in claim 12 were also searched.

Salid claims have only been searched In pért and are thus only examined
regarding the searched subject-matter (rule 66.1 () PCT).

» Claim 15 Is not clear and not concise (Article 6 PCT) because of the exceedingly
high number of possibilities of isosteric compounds of the already extremely high
number of alternatives in the claims on which claim 15 is depending.

Cla:m 15 has not been searched and Is thus not examined (Rule 68.1 (e) PCT).

» Claim 24 comprises an extremely large number of poasible polypeptides. Even If
the antibodies were defined by sequences Seq. 1d. Nos. 2 and 22 (see saction 1

of further remarks) the number of poasible polypeptides including an unlimited
number of substitutions Is exceedingly large. No common structure can be

deduced from the clalm and not a single amino acid is defined. Therefore sald
clalm Is not clear and not concise (Article 6 PCT).

»  Claims 25-34 refer also directly to the polypeptides of claims 1-10 and 24 and
were therefore also searched only in part. Thus only the parts refarring to the
polypeptides of claims 11 and 12 are axamined (Rule 68.1 (e)PCT).

»  Claim 33 relates to subject-matter considsred by this Authorfty to be covered by

Form PCT/Bepamts Bhasti400 (Sheet 1) [EPO-April 1007)
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the provisions of Rule 67.1(lv) PCT. Consequently, no opinion will be formulated
with respect to the Industrial applicabllity of the subject-matter of these claims
(Article 34(4)(a)(i) PCT).

Re ltem ¥V

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, Inventive step or
Industrial applicabllity; citations and sxplanations supporting such statement.

Reference Is made to the fo_IIoMng documents:

D1: EP1130032

D2: WO 0047625

D3 : DE 10019967

D4: 1199565EP

DS: WO 0026671

D6: WO 0154723

D7: US5883761

D8: Polonelli et al., Clinical and Dlagnostic Lab. Immun., Mar. 1997, p.142-1486.
DO: Baninatie et al., Nature Blotechnology, vol. 18, October 2000, pp.1060-1084.
D10: Magllani et al., Nature Biotechnology, vol 15, Feb. 1887, pp.155-1568.
D11: Thesls. Simona Vaccatl, Universita Parma, 24.02.2003

D12: Magliani et al., Curment Pharm. Blotech. vol. 4, April 2003

1. Claim 11 Is directed to a polypeptide comprising the peptide EKVTMTCSAS and a
large number of variants thereof. Said polypeptide is not new (Article 33(2) PCT)
because D1 discloses in claim 1 (the third sequence) a polypeptide sequence
comprising the above decapeptide. In addition D7 discloses in Figure 5a a

polypeptide which comprises EKVTMTCS@S and thue falls also within the scope
of claim 11.

2. Claim 12 Is directed to a large number of polypeptides comprising peptides
identifled by thelr sequence. Seq. Id. No. 3 is the sequence EKVTMTCSAS
defined in claim 11. Therefore D1 anticipates (Article 33(2) PCT) also the subject-
matter of claim 12.

D2 (Seq. id. No.8, page 28) discloses the exact peptide cormesponding to the
CDRH1 of antibody H20, identified as Seq. Id. No. 68.

Form PCT/Separats Ghoet/400 {Bheet 2) (EPO-April 1847)
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D3 (Fig. 1, Seq. Id. No. 5) also discloses the peptide Identified by the Seq.ld. N
6s.

D4 (Seq. Id. No. 8) discloses the peptide identifiad by Seq. Id. No. 89, which
corresponds to the CDRL1 of the antibody H20.,

D5 (CDR2 In claim 21) discioses the peptide Identified by Seq. id. No. 69.

D8 (Seq. Id. No. 5) discloses the peptide identified by Seq. Id. No. 88.

Therefore D2-D8 anticipate the subject-matter of claim 12 (Article 33(2) PCT).

3. The subject-matter of claims 13 and 14 |8 new (Article 33(2) PCT) because the
pHior art does not disclose said polypeptides. The prior art does not glive any
indication that decapeptides, or varlants in which one amino acld s replaced)
originating from anti-ldiotype antibodies, which mimic an epltope of a Yeast Killer

Toxin have an anti-fungal activity. Therefore the subject-matter of claimes 13 and
14 Involves an Inventive step (Article 33(3) PCT).

4. The subject-matter of claims 16 to 23 Is directed to anti-idiotype antibodles
mimicking a yeast Kller toxin. The antibodles in claims 19 and 20 have to be
defined by their respective Seq. Id. Nos (see Further Remarks). Claim 16
comprises a disclaimer in regard to a monocional antibody refermed to as K10. It
seems that the applicant wants to refer to the antibody appearing In its own
publication D8, D8 doses not disciose the sequence of K10 or & deposlited
hybridoma producing K10, therefore D8 cannot be regarded as being an enabling
disclosure and thus the dieclaimer Is not clear (Article 8 PCT). As said K10
antibody Is only defined by functional features and cannot be differentiated from
any other antiHdiotypic antibody which recognises the kiiotope of an antibody
specific for a yeast killer toxin. In D9 and D10 the applicant discloses an antl-
idiotype antibody called acFv-H6. Sald antibody might be identical with the scFv
referred to in clalm 19 (Seq. Id. No, 2). However nelther D9 nor D10 enable the
skilled pereon to produce sald precise antibody.

Therefore the subject-matter of claims 16-23 has to be considered as belng new
(Article 33(2) PCT).

D8 discloses In detail (page 143) a method by which antl-idiotype antibodles
recognizing the Idiotype of an antibody directed against a killer toxin from P,
anomala can be obtained by the hybridoma technique. D9 and D10 discloss the
methods how to produce an antkidiotype scFv antibody. The production of
humanized antibodies Is state of the art. Therefore the subject-matter of claims

Form PCT/Sepanis Ghaat/a00 {Bheet 3) (EPC-Aprl 1597)
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16,18-21, 23 does not Involve an inventive step (Article 33(3) PCT). As the system
of the Idiotyplc network is generally known, an antibody directed against the
kilotypic antibody doas not have any surprising effects. Thus the subject-matter of
claim 17 does not [nvolve an inventive etep (Article 33(3) PCT). As single CDRs
are not having a technical effect on their own, |.e. do not specifically bind to an
antigen or do not represent an idiotypical antigen, the features of claims 22 does
not confer an inventive step on the antibodies (Article 33(3) PCT).
5. The nuclelc aclds of clalm 25, as far as being clearly defined (i.e. being
considered as dependent only on claims 11 to 14) are not new (Article 33(2) PCT)
because D3 discloses the-nucleic acld sequence (Seq. Id. No. 18) encoding the
peptide identifled by the Seq.ld. No 66 In the present application.

6. Ciaim 26 specifles that the antibodies of claims 16-23 must have an antimycotic
activity. As the method of producing anti-idiotype antibodles disclosed In D8
involves a step conesleting of screening the antibodles for their anti-mycotic activity,
the subject-maiter of claim 26 does not Involve an inventive step (Article 33(3)
PCT).

7. The processes of claims 27 to 29 as far as referring to the polypeptides of claims
11 to 14 do not involve an Inventive step because the chemical syntheeis and the

formulation in a pharmaceutical composition of known po|ypept|dea (soe sections
- n 1 and 2 above) is a standard procedure.

8. The subject-matter of claim 30-32 Is not new (Article 33(2) PCT) because the D6
(Seq. Id. No. 5) discloses a medical use and pharmaceutical compositions of the

antibody comprising the peptide identified by Seq. Id. No. 68 (see also section 1
above).

9. Asfaras refering to claims directed to polypeptidea and antibodies which are
clearly defined (see section ill) the subject-matter of claims 33-34 Is new (Article
33(2) PCT). Sald subject-matter does however not involve an inventive step
(Article 33(3) PCT) because D8, which discloses the method for producing the
anti-idlotype antibody of claim (see section 4 above) ciearly Intends a use of sald
antibodles for the treatment of candidiasis.

Further Remarks:

Form PCT/Beparate Sheast/a0o (Sheot 4) (EPO-Aprl 1697)
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1. Claims 16-23 are not clear {Article 8 PCT) because the antibodles are not
unambiguously defined by the Intemal denominationd K10, H8 or H20. Antibodles
H6 and H20 have to be identified by there respective sequences (Seq. id. No. 2
and 22). There appears to be no basis In the present application for an
unamblguous definition of the K10 rat monocional antibody.

2. For the assessment of the presant claim 33 on the question whether it Is
industrially applicable, no unified criteria exist In the PCT Contracting States. The
. patentabllity can also be dependent upon the formulation of the claims. The EPQ,
for example, does not recognize as Industrally applicable the subject-matter of
claims to the use of a compound In medical treatment, but may allow, however,
claims to a known compound for first use in medical treatment and the use of such
a compound for the manufacture of a medicament for a new medical treatment.

3. As the priority claimed for the present application ls cons!dered to be valid for the
establishment of this written opinion, the thesls by Dr. Vaccar and D12 are not
considered as being part of the prior art.

Form PCT/Separate Gheat/400 (Shast 5} (EPOC-Apd 1967)
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md‘m“ agents 0 PARA ACTUACIONES Ver notitcacin de Transrisidn del Reporie de Examen
030816WO emcm Preliminar (Formato PCTAPEAA418) )
Sofictud Intemaclonal No. Fecha da presentaciin inlemacional {(dfaimos/aio) Fecha de prioridad (dfa/mes/afio)
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Clesificacidn Intemacional de Patentss (IPC) 0 clasificacién nacional e IPC

CO7K 16/42

Solicants
POLONELLI, Luclano et al.

1. Este informe de examen preliminar internacional ha sido preparado por esta Administracién encargada del
Examen Preliminar Internacional y se envia al solicltante en concordancia con el articulo 38.

2. Este INFORME consta de una total de __8 _ hojas, Incluyendo la portada

a Este Informe también se acompafia de ANEXOS, esto es documentos de la descripcion, relvindicaclones
ylo dibujos que han sido corregidos y que son la base de este Informe y/o documentos que contienen
rectificaclones realizadas ante esta Administraclén (Ver Regla 70.16 y Seccion 607 de las Instrucciones
Administrativas segan el PCT)

Estos anexos constan de un total de hojas.

3. Este informe contiens indicacliones relativas a los sigulentes aspectos:

l B4 Fundamentos del Informe
! O Prloridad
m B4 No se establece concepto relativo a la novedad, nivel inventivo y aplicacién industrial
v [0 Carencia de unidad de la invencién
v 3 Declaracién razonada segun el articulo 35(2), en relacién con la novedad, nivel inventivo o
aplicacion Industrial; citaclones y explicaciones que soportan dicha declaraclén
Vi O Ciertos documentos citados
Vil O Ciertos defectos de la solicitud intemacional
Vil [0 Cilertas observaciones respecto a |a solicitud intemacional
Fecha de presentacién de la demanda Fecha de terminacitn de este reporte
02/10/2003 07/08/2004
Nombre y direccién de commeo de la autoridad
mmrpdyl del examen preliminar Funcionario Autorizado
Oficina da Paisntas Europaa
D-80298 Munich Wagner, R.
Tel.+ 49 85 23960 Tx.: 523656 epmu d
Fax: +40 80 2300 - 4485 Teléfono No. +40 80 2399 - 7357
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L Base del Informe

-
»

Respecio a ios slementos de Ia soliclud intemacional (Las hqjas de nemplao que han sido emregadas & fa Oficine
receptors en reapuesta & la invitacidn bajo el Articulo 14 se rellaren en esta informe como ‘originaimanie presantades” y no
20 anaxan a este informe ya que elias no contienen modificaciones (Regla 70.18 y 70.17).

La descripcién:
péginas __1—41 , como se presentaron originaimants

La parte de llstado de secuencias do la descripcién:
péginas __1—13 , como se presentaron originalmeants

.
X

Las relvindicaciones:
péginas _1—34 , como se presentaron originaimente

Los dibujos:
péginas __1/12 — 12/12 . como se presentaron originaimente

i

Respecto al lenguaje, todos los elementos marcados anteriorments estuvieron disponibles o fueron enviados a a
Administracién en el lenguaje en que ss presents la solicitud Intemacional, a menos que se Indique otra cosa en
oste punto.

Estos elementos estuvieron disponibles o fueron anviados a esta Administracidn en el sigulents lenguaje
¢l cual es:

a ol lenguaje de la traduccidn enviada para propdsitos de la bidsqueda Intemacional (bajo Regla 23.1 (b)).

[0 ellenguaje de la publicacién de la solicitud intermacional (bajo Regla 48.3(b)).

a ol lnng’;ms]; 3d)e la traducsidn entregada con propdslios del examen preliminar Intemacional (bajo Regla
55.2y .3).

3 Respecto a cualquier secuencla de nucledtido ylo amino écidos divuigada en la solicitud Internadonal, el
examen preliminar intemacional se llevd a cabo con base en el listado de secuencias:

[0 contenido en la solichud intemacional en forma escrita

] presentado Juntio con la solicitud internacional en forma legible por computador

] entregado posteriormente a esta Adminlstracidn en forma legible por computador

[0 Ladaclaracién de que el listado de secuenclas posteriorments antregado no va mas alla de Io divuigado
on la solicitud Intemacional ariginaliments presentada, ha sido entregada.

[0 Ladeclaracitn de que la Informacién grabada en la forma legible por computador ea Idéntica al listado de

secuenclas escrito que se ha entregado.
4, Las modificaciones han dado como resuliedoe la cancelaclon de:

{a desacripcién, paginas .
las reivindicaciones, Nos. .
los dibujos, pédgina .

5. [0 Ests raporte ha sido establecido como sl (parte de) las modificaciones no se hubleran realizado, ya que
detas han sido conslderadas como una ampllacidén de lo iniclaimente divulgado como se Indica en la Caslla
Suplementaria (Regla 70.2(c)).

(Cualquier hoja de reemplazo que contenga diches modificaciones deberd ser referida bajo el punto I y anexada a exie
informe.)

8. Observaciones adicionales, en caso sea neceeario:

oo

Formato PCT/IPEA/408 (Recuadro 1) (enero 2004)
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No establecimiento de opinién con respecto a la novedad, nivel Inventivo y aplicabllidad
Industrial.

La pregunta de si la invencidn reivindicada parece tener novedad, nivel inventivo (que no sea obvia), o
que sea aplicable industrialmente no ha sldo examinada con respecto a:

] Ia solicitud intemacional completa

T4 las relvindicaciones Nos. _1 — 10 (todas en parte), 15, 24, 25 — 34 (en parte),
Porque

B a solicltud internacional, o las mencionadas reivindicaciones Nos. __33 _ se relacionan con los
siguientes objetos, los cuales no requieren examen preliminar intemacional (especifique):

ver hoja aparte

[J & descripci6n, las relvindicaciones o los dibujos (indique /os elementos particulares abajo) o las
menclonadas relvindicaclones Nos. ______ son demaslado confusas que no se pusde formar
ninguna opinién significativa (especifique);

la descripcion, o las menclionadas reivindicaciones Nos. no astdn adecuademente
soportadas por la descripcién que no se puede formar ninguna opinién significativa.

Xl no se ha establecido un reporte de blisqueda para las mencionadas relvindicaciones Nos. _1 —
1 das en 4, 25— rte

No se pudo realizar un examen preliminar internacional significativo debido a fallas en el listado de
nuclettidos y/o aminodcidos para dar cumplimiento con los esténdares del Anexo C de las
Instrucclones Adminietrativas:

[0 Elformato escrito no ha sido suministrado o no cumple con los esténdares.

O Elformato de lectura por computador no ha sido suministrado o no cumple con los estAndares.

Declaracién motivada segin ol Articulo 35(2) en cuanto a la novedad, el nivel inventivo y la
aplicacion Industrial; citas y explicaclones que apoyan esta declaracién.

Declaraclén
Novedad (N) Reivindicacionas 13.14,16-23.26-29,33.34 Sl
Relvindicaclones 11,12,25,30-32 NO
Nivel inventivo (NI) Reivindicaciones 13,14 Sl
. 11,12,16-23,25,28,27-
Reivindicaciones 20,30-32,33,34 NO
Aplicacidn induatrial (Al) Relvindicacionas 11-32, 4 ]|

Relvindicaclones NO




Con
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PRELIMINAR INTERNACIONAL

2. Cltas y explicaciones

Ver hoja aparte
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Referente al punto lll

No establecimlento de opinién con respecto a la novedad, nivel Inventivo y
aplicabllidad Industrial.

- Las reivindicaciones 1 a 10 comprenden un numero extremadamente grande de
posibles combinaciones. Por lo tanto dicha reivindicacibn no es clara y concisa
(articulo 6 del PCT). No se puede deducir ninguna estructura en comin de la
reivindicacion y no se define un unico amino acido La materia objeto de la
reivindicacion no esta limitada por su origen — es decir, que viene de un anticuerpo
anti-idiotipico- porque si a una persona versada se le presentan 2 péptidos idénticos
el/ella no es capaz de determinar si el péptido se origina de un anticuerpo preciso o
no.

Dichas reivindicaciones fueron solamente buscadas con relacibn a la materia
definida en la reivindicacién dependiente 11, en la cual una cierta estructura del
péptido relevante es especificado. Las secuencias definidas en la reivindicacién 12
también fueron buscadas.

Dichas reivindicaciones han solamente sido buscadas en parte y por lo tanto son
solamente examinadas con relacion a la materia objeto buscada (regla 66.1 (e) del
PCT).

- La reivindicacion 15 no es clara y no es concisa (articulo 6 de PCT) porque del
excesivo alto numero de posibilidades de compuestos isostéricos de los ya
extremadamente altos nimeros de alternativas en las reivindicaciones de las cuales
la reivindicaciéon depende.

La reivindicacién 15 no ha sido buscada y por lo tanto no es examinada (regla 6.1 (e)
del PCT).

77
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- La reivindicacibn 24 comprende un numero extremadamente alto de posibles
polipéptidos. Aun cuando los anticuerpos fueran definidos por las secuencias Id.
Nos. 2 y 22 (ver seccién 1 y notas adicionales) el nimero de polipéptidos posibles
incluyendo un numero ilimitado de sustituciones es excesivamente alto. No se puede
deducir una estructura comin de la reivindicacion y no se define un sdlo amino
acido. Por lo tanto, la reivindicacion no es clara y no es concisa (articulo 6 del PCT).

- .Las reivindicaciones 25 a 34 también se refieren directamente a los polipéptidos de
las reivindicacién 1 a 10 y 24 y por lo tanto también fueron buscadas solo en parte.
De este modo hacer referencia a los polipéptidos de las reivindicaciones 11 y 12 son
examinadas (regla 66.1 (e) del PCT).

- La reivindicacién 33 se relaciona con la materia objeto que es considerada por esta
Autoridad que esta cubierta por las salvedades de la regla 67.1(iv) del PCT. En
consecuencia, no se va a formular ninguna opinién con respecto a la aplicabilidad
industrial de la materia objeto de estas reivindicaciones (articulo 34(4)(a)(i) del PCT).

Referente al punto V

Declaracién motivada segin el Articulo 35(2} en cuanto a la novedad, el nivel
Inventivo y la aplicacién industrial; citas y explicaclones que apoyan esta
declaraclén.

Se hace referencia a los siguientes documentos:

D1: EP 1130032

D2: WO 0047625

D3: DE10019967

D4: 1199565EP

D5: WO 0026671

D6: WO 0154723

D7: US 5693761

D8: Polonelli et al., Clinical and Diagnostic Lab. Immun., Mar.1897, p.142-146.
D9: Beninatie et al., Nature Biotechnology, vol. 18, October 2000, pp. 1060-1064.
D10: Magliani et al., Nature Biotechnology, vol. 15, Feb.1997, pp. 155-158.
D11: Thesis. Simona Vaccari, Universita Parma, 24.02.2003

D12 : Magliani et al., Current Pharm. Biotech.vol. 4, April 203
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1. La reivindicacion 11 estd dirigida a un polipéptido que comprende el péptido
EKVTMTCSAS y un gran numero de variantes del mismo. Dicho polipéptido no es nuevo
(articulo 33(2) del PCT) porque D1 revela e la reivindicacién 1 (la tercera secuencia) una
secuencia de polipéptido que comprende el deca-péptido de amrriba. Adicionalmente el
documento D7 revela en la figura 5® un polipéptido que comprende EKVTMTCSGS y por
lo tanto también cae dentro del alcance de la reivindicacién 11.

2. La reivindicacion 12 esta dirigida a un numero grande de polipéptidos que
comprenden péptidos identificados por su secuencia. Sec. Id. No. 3 es la secuencia
EKVTMTCSAS definida en la reivindicacién 11. Por lo tanto, D1 anticipa (articulo 33(2) del
PCT) también la materia objeto de la reivindicacion 12.

El documento D2 (Sec.ld.No. 6, pagina 29) revela el péptido exacto comespondiente al
CDRH1 del anticuerpo H20, identificado como Sec.ld.No. 66.

El documento D3 (figura 1, Sec.Ild.No. 5) también revela un péptido identificado por la
Sec.ld.No. 686.

El documento D4 (Sec.ld.No. 8) revela el péptido identificado por la Sec.ld.No. 69, |a cual
cormasponde al CDRL1 del anticuerpo H20.

El t.:iocumento D5 (CDR2 en la reivindicaciéon 21) revela el péptido identificado por la
Sec.ld.No. 69.

El documento D6 (Sec.ld.No. 5) revela el péptido identificado por la Sec.ld.No. 69.

Por lo tanto los documentos D2 a D6 anticipan la materia objeto de la reivindicacién 12
(articulo 33(2) del PCT).

3. La materia objeto de las reivindicaciones 13 y 14 es nueva (articulo 33(2) del PCT)
porque el arte previo no revela dichos polipéptidos. EL arte previo no da ninguna
indicacion que deca-péptidos, o variantes en las cuales un amino acidos es reemplazado,
originando de anticuerpos anti-idiotipos, los cuales mimetizan un epitope de una Toxina
Asesina de Levadura tiene una actividad anti-hongos. Por lo tanto la materia objeto de las
reivindicaciones 13 y 14 comprende un nivel inventivo (articulo 33(3) del PCT).

4. La materia objeto de las reivindicaciones 16 a 23 esta dirigida a anticuerpos anti-
idiotipos que mimetizan una tfoxina asesina de levadura. Los anticuerpos de las
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reivindicaciones 19 y 20 tienen que ser definidas por su respectiva Sec.ld.No. (ver notas
adicionales). La reivindicacion 16 comprende una excepcién con respecto al anticuerpo
que aparece en su propia publicacién D8. El documento D8 no revela la secuencia de K10
o un hibridoma depositado que produce K10, por lo tanto D8 no puede ser referida como
que es una revelacion que incapacidad y por ende la excepcién no es clara (articulo 6 del
PCT). Como dicho el anticuerpo K10 solo esta definido por caracteristicas funcionales y
no puede ser diferenciada de cualquier otro anticuerpo anti-idiotipico, el cual reconoce el
idiotipo de un anticuerpo especifico para una toxina asesina de levadura. En los
documento D9 y D10 el solicitante revela un anticuerpo anti-idiotipo llamado scFv-H6.
Dicho anticuerpo puede ser idéntico con el scFv sobre el que se hace referencia en la
reivindicacion 19 (Sec.ld.No. 2). Sin embargo, ni D9 ni D10 posibilitan a una persona
versada a producir preciso dicho anticuerpo.

Por lo tanto, la materia objeto de las reivindicaciones 16 a 23 tiene que ser considerada
como que es hueva (articulo 33(2) del PCT.

El documento D8 revela en detalle (pagina 143) un método por medio del cual anticuerpos
anti-idiotipo que reconocen el idiotipo de un anticuerpo que esta dirigide contra una toxina
asesina de P. anomala puede ser obtenida mediante la técnica de hibridoma. Los
documentos D9 y D10 revelan los métodos, como producir un anticuerpo scFv anti-
idiotipo. La produccion de anticuerpos humanizados es estado del arte, Por lo tanto la
materia objeto de las reivindicaciones 16, 18 — 21, 23, no envuelve un nivel inventivo
(articulo 33(3) del PCT. Como el sistema de la red idiotlpica es conocida de manera
general, un anticuerpo dirigido contra el anticuerpo idiotipico no tiene ningin efecto
sorprendente. Por lo tanto la materia objeto dela reivindicacién 17 no comprende un nivel
inventivo (articulo 33(3) del PCT). Como CDRs solos no tiene un efecto técnico por si
solos, es decir, no se unen especificamente a un antigeno o no representan un antigeno
idiotipo, las caracteristicas de la reivindicacién 22 no confiere un nivel inventivo sobre los
anticuerpos (articulo 33:(3) del PCT).

5. Los acidos nucleicos de la reivindicacién 25, hasta donde estdn definidos de
manera clara (es decir siendo consideradas como dependientes son de las
reivindicaciones 11 a 14) no son nuevas (articulo 33(2) del PCT) porque el documento D3
revela la secuencia de #cido nucleico (Sec.ld.No. 18) que codifica para el péptido
identificado por la Sec.ld.No. 66 en la presente solicitud.

6. La reivindicacion 26 especifica que los anticuerpos de las reivindicacion 16 a 23
tienen que tener una actividad antimicética. Como el método de producir anticuerpos anti-
idiotipo revelado en el documento D8 involucra un paso que consiste en tamizar los
anticuerpos por su actividad antimicotica, la materia objeto de la reivindicacién 26 no
envuelve un nivel inventivo (articulo 33(3) del PCT).
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7. Los procesos de las reivindicaciones 27 a 29 hasta donde se refieren a los
polipéptidos de las reivindicaciones 11 a 14 no envuelven un nivel inventivo porque la
sintagis quimica y la formulacién en una composicién farmacéutica de polipéptidos
conocidos (ver secciones 1 y 2 arriba) es un procedimiento estandar.

8. La materia objeto de las reivindicacién 30 a 32 no es nueva (articulo 33(2) del PCT)
porque el documento D6 (Sec. Id.No. 5) revela un uso medico y composiciones
farmacéuticas del anticuerpo que comprende el pépfido identificado por Seq. |d.No. 69
(ver también seccion 1 arriba).

9. Hasta donde se hace referencia a las reivindicaciones dirigidas a polipéptidos y
anticuerpos, los cuales estan definidos claramente (ver seccién lil) la materia objeto de las
reivindicaciones 33 a 34 es nueva (articulo 33(2) del PCT). Sin embargo, dicha materia
objeto no envuelve un nivel inventivo (articulo 33(3) del PCT) porque el documento D8, el
cual revela el método para producir el anticuerpo anti-idiotipo de la reivindicacién (ver
saccion 4 arriba) claramente busca un uso de dichos anticuerpos para el tratamiento de
candidiasis.

bservaclones Adiclonales:

1. Las reivindicaciones 16 a 23 no son claras (articulo 8 del PCT) porque os
anticuerpos no estan definidos de manera no ambigua por la denominacién intema K10,
H6 o H20. Los anticuerpos H6 y H20 tienen que ser identificados por sus respectivas
secuencias (Sec.ld.No. 2 y 22). Parece no haber base en la presente solicitud para una
definicién no ambigua de la K10 anticuerpo monocional de rata.

2. Para la evaluacién de la presante reivindicacion 33 sobre ia pregunta de si as
industrialmente aplicable, no existe un criterio unificado entre los Estados Contratantes del
PCT. La patentabilidad puede también depender de la formulacién de las reivindicaciones.
La OPE, por ejemplo, no reconoce como aplicable industrialmente la materia objeto de las
reivindicaciones para e uso de un compuesto en tratamiento medico, pero puede permitir,
sin embargo, reivindicaciones de un compuesto conocido para su primer uso en
tratamiento medico y el uso de dicho compuesto para la elaboracién de un medicamento
para un tratamiento medico nuevo.

3. Como la prioridad reivindicada para la presente solicitud es considerada como

valida para el establecimiento de esta opinién escrita, la tesis de Dr. Vaccar y el
documento D12 no son considerados como que hacen parte del estado del arte.

Eavsmads DT IDCAT ARND D el Cuiml, darial finlia 40080
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POLIPEPTIDOS RELACIONADOS CON TOXINA CON ACTIVIDAD

ANTIMICROBIANA ¥ ANTIVIRAL

Todos los documentos citados aqui se incorporan como

referencia en su totalidad.

CAMPO TECNICO

Esta invenclén se encuentra en el campo de los
microbiocidas y antivirales, en particular aquellos

derivados de las toxinas destructoras de levadura.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las toxinas destructoras (KT) son proteinas secretadas
por levaduras que son capaces de destruir otras levaduras
o microorganismos que compiten en naturaleza por el mismo
nicho ecolédgico [l]. Aunque ellas son herramientas
terapéuticas atractivas, debido a su amplio espectro de
actividad microbiana, ellas no son de uso practico por su
inestabilidad en el medio fisioldégico del huésped asi
como su antigenicidad y toxicidad. En su lugar, el uso de
anticuerpos anti-idiotipicos que se asemejan a los KT se

ha mostrado como efectivo.

K



La toxina destructora de Pichia anémala (“PAKT”) tiene un
amplio espectro de actividad microbiocida contra
patégenos incluyendo Candida albicans,
Aspergillusfumigatus, Neumocystis carinii, Mycobacterium
tuberculosis, Seudomonas aeruginosa, y Stafilococcus
aureus [2,3, 4]. Esta observacién ha sido explotada
mediante la generacién de un anticuerpo monoclonal gque
neutraliza PaKT en ratones (mAb KT4) [5] cuyo idiotipo
(Id) es capaz de inducir la produccién de anticuerpos

anti-ideotipicos (antilds} (6,7, 8].

Estos anti ID representan la imAgen interna del dominio
PaKT activo y como tales ejercen sus actividades
biolégicas, incluyendo la unidén a un receptor PaKT (KTR)
de microorganismos susceptibles y amplia espectro de
actividad microbiocida que traslapa aquella del PaKT

(Figura 1).

Los animales experimentales en los cuales estos
anticuerpos ("KTIdAb) son levantados mediante vacunacién
ideo tipica con mAb KT4 han mostrado repetidamente ser
protegidos contra inducciones de actividad de mucosa o

sigstémica por C. albicans [7,8). Existe también amplia



evidencia de susceptibilidad in vitro a KTIdAb por
diversos patdgenos microbiancs tales como M. Tuberculosis
(que incluye sepas resistentes a multidroga), P. carinii,

y otros [4,9].

La teoria ideotipica (Figura 1) también predijo que los
anticuerpos contra 1los receptores PaKT semejarian la
actividad PaKT. Esto ha sido demostrado en animales y
humanos durante el curso de infecciones experimentales y
naturales originadas por microorganismos PaKT-sensibles
[10].1los anticuerpos anti-KTR naturales en humanos han
mostrado tener actividad microbiocida in vitro contra C.
albicans, M. tuberculcsis, y P. carinii, para inhibir la
infectividad P. «carinii de ratas desnudas, vy c
protectoras contra transferencia pasiva in vivo, en un
modelo experimental de candidiasis vaginal en ratas

[4,10, 11].

Con base en estos resultados, y con el fin de obtener
KTIdAb estandar en cantidades suficientes, IGM monoclonal
de rata (MABKLO) y anticuerpos microbiocidas Fv de
cadena simple de ratén (SCFVH6) se han obtenido
[12,13] .Estos dos anticuerpos tienen fuertes efectos

microbiocidas in vitro contra importantes microorganismos



patégenos que incluten: C. albicans [12,13] ; C. krusei y
C. glabrata (incluyendo sepas resistentes al fluconazol):
Criptococcus neoformans ; A. fumigatus [14]; M.
Tuberculosis ([4]; S. aureus, Enterococcus fecales, E.
fecium, y Streptococcus Neumonia (incluyendo sepas
resistentesa meticilina, vancomicina-y penicilina) [15},
S. mutans, Leishmania major, L. infantum y Acantamoeba
castellani. Adicionalmente, ellas mostraron actividad
terapéutica especifica en un modelo experimental de
candidiasis vaginal en ratas mediante administracién
intravaginal [l13]. Ademds, el K10 provo ser terapéutico
contra neumonia por P. carinii en ratas infectada
mediante administracién con aerosol [16], y en ratones
transplantados con medula espinal vaciada de células T

contra aspergiliosis causada por instilacién nasal [14].

Aunque se ha reportado la existencia de Scfv H6, no ha
sido previamente descrito un método para su elaboracién,

ni lo ha sido su secuencia de aminoéAcido.

Es un objeto de la invencién suministrar compuestos

antimicrobianos y/o antivirales adicionales y mejorados.



DESCRIPCION DE LA INVENCION
Anticuerpos de la invencién

La invencidén suministra un anticuerpo anti-ideotipico que
reconoce el ideotipo e un anticuerpo especifico para una
toxina destructora de levadura, con la condicién de que
el anticuerpo anti-ideotipico no sea el anticuerpo
monoclonal de rata K10. El1 anticuerpo preferiblemente
tiene actividad microbiocida (por ejemplo este retiene la
actividad de toxina destructora de levadura) y/o la

actividad antiviral.

Un anticuerpo anti-~ideotipico de la invencién se puede
utilizar para generar anticuerpos anti-ideotipicos
adicionales (anti-anti-anti-ideotipico con respecto a la
toxina destructora original). El anticuerpo anti-anti-
anti—ideotipico. de la invencién puede a su vez ser
utilizado para generar anticuerpos anti-ideotipicos
adicionales {(anti-anti-anti-anti-anti-idiotypic con
respecto a la toxina destructora original). Asi 1la
actividad antimicrobiana de la toxina destructora se

puede transferir a través de generaciones sucesivas de

o7



anticuerpos anti-ideotipicos, y esta varias generaciones

estar dentro del alcance de la invencién.

Asi la invencién suministra un anticuerpo que reconoce el
ideotipo de un anticuerpo anti-ideotipico de la invencién
(es decir suministra wun anticuerpo anti-anti-anti-
ideotipico), un anticuerpo que reconoce el ideotopo de
tal anticuerpo anti-anti-anti-ideotipico(es decir un
anticuerpo anti-anti-anti-anti-anti-ideotipico) etec. En
general, por 1lo tanto, 1la invencién suministra un
anticuerpo que reconoce el ideotopo de un anticuerpo
(ANTI-),~-ideotipico de la invencién, en donde n es un

nimero impar (por ejemplo 1, 3,5, 7,9 etc.).

Estos anticuerpos generalmente se unirin al ideotipo del
anticuerpo de anti-toxina tal como el KT4 Yy
preferiblemente tiene actividad microbocida y/o

antiviral.

Para la produccién de estos anticuerpos (ANTI-),~
ideotipicos, 1la invencién suministra anticuerpos (ANTI-
Jn—Ideotipicos, en donde m es un nimero impar (por ejemplo
2,4, 6,8 etc.). Estos anticuerpos generalmente se uniran

a la toxina destructora.

i d



El termino ‘'anticuerpo' incluye cualquiera de varios
anticuerpos naturales vy artificiales y proteinas
derivadas de anticuerpo que sean disponibles. Asi el
termino “anticuerpo” incluye anticuerpos policlonales,
anticuerpos monoclonales, fragmentos Fab, fragmentos, F
{(ab')2, fragmentos, Fv, anticuerpos de cadena simple Fv

(scFV), oligocuerpos, etc.

Para incrementar la compatibilidad con el sistema inmune
de humano, se prefiere utilizar anticuerpos humanes. Como
una alternativa los anticuerpos de la invencién pueden
ser versiones quiméricas o humanizadas de anticuerpos no

humanos [por ejemplo. referencias. 17 y 18].

En anticuerpos quiméricos, 1las regiones constantes no
humanas son sustituidas por regiones constantes humanas

pero las regiones variables permanecen no humanas.

Los anticuerpos humanizados pueden ser logrados por una
variedad de métodos que incluyen, por ejemplo: (1)
injertar regiones complementariamente determinantes
(CDRS) de la regién variable no humana sobre una
estructura humana ("injerto CDR"), con la transferencia

adicional opcional de uno o més residuos de estructura el

AP



anticuerpo no humano ("humanizante"); (2) transplantar
dominios variables no humanos completos, pero
"encubriéndolos" con 1la superficie similar a humana
mediante el reemplazo de residuos de
superficie("disfraz"). En la presente invencién, los
anticuerpos humanizados incluyen aquellos obtenidos
mediante injertos CDR- , humanizacién, y disfrazamiento o

regiones variables. (Por ejemplo referencias. 19 a 25].

Las regiones constantes de los anticuerpos humanizados
son derivadas de inmunoglobulinas humanas. Regiones

constantes de cadena pesada se pueden seleccionar de

cualquiera de los cinco isbétopos: a, d, e,? o. p

Los anticuerpos humanizados © completamente humanos
también se pueden producir utilizando animales
transgénicos que sean trabajados c¢on ingenieria o
contengan locus de inmunoglobulina humana. Por ejemplo,
la referencia. 26 describe animales transgénicos que
tienen un locus de Ig humano en donde los animales no
producen inmunoglobulinas enddégenas funcionales debido a
la inactivacién de los locus de cadena pesada y ligera

enddgena. La referencia 27 también describe huéspedes



mamiferos no primates transgénicos capaces de montar la
respuesta inmune a un inmunogeno, en donde los
anticuerpos tienen regiones constantes y/o variables de
primate, y en donde 1los 1locus que codifican 1la
inmunoglobulina endégena son sustituidos o inactivados.
La referencia. 28 describe el uso del sistema CRE/LOX
para modificar 1los locus de inmunoglobulina en un
mamifero, tales como reemplazarlos todo o porciones de
regidén constante o variable para formar una molécula de
anticuerpo modificado. La referencia 29 describe
huéspedes de mamiferos no humanos que tiene 1locus IG
endbégenos inactivados y locus IG humanos funcionales. La
referencia. 30 describe métodos para elaboracién de
ratones transgénicos en los cuales a los ratones les
falta la cadena pesada endégena, y expresan un locus de
inmunoglobulina exdégena una o mas regiones constantes

xenogeneicas.

Los anticuverpos de la invencién pueden inéluir un
marcador. El marcador puede directable directamente, tal
como un marcador radioactivo o fluorescente.
Alternativamente, el marcador puede ser detectable
indirectamente, tal como una encima cuyos productos son

detectables (por ejemplo luciferasa, B-Galactosidasa,
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peroxidasa etc.) o un compafiero de unién atal como

biotina y avidina o etreptavidina.

Los anticuerpos de la invencién se pueden unir a un

soporte sélido.

Los anticuerpos de la invencién se pueden producir
mediante cualquier medio adecuado (por ejemplo mediante

expresién recombinante).

Los anticuerpos preferidos de la invencién son
anticuerpos Fv de cadena simple. Estos pueden producir
mediante unién de regiones variables de cadena pesada y
ligera de un anticuerpo monoclonal de partida de interés,
0 se pueden identificar mediante la seleccién de una
libreria SCFV (por ejemplo mediante desplieque de fagos).
La referencia 31 describe un método de desplieque de fago

para produccién de anticuerpos anti-ideotipicos scFv.

Los anticuerpos scFv particularmente preferides de 1la
invencidén son H6 (ID DE SEC 1 & 2) y H20 (ID DE SEC 21 &
22). Los anticuerpos gque comprenden ung o mds (por
ejemplo 2,3, 4,5 o 6) de los.CDRs de H6 y H20 son también

preferidos, como son los derivados de H6 y H20 en los

=
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cuales: (a) uno o mias (por ejemplo 2,3, 4,5, 6,7, 8,9,
10,11,12,13,14,15) residuos de estructuras son
sustituidos con otros aminoadcidos; (b) la secuencia
ligadora (ID DE SEC 30) se reemplaza con una secuencia
ligador alternativa; (c) la secuencia “E-tai”; (ID DE SEC
59)se omite o se reemplaza. Las proteinas de fhsibn que
comprenden H6 o H20, o los derivados (a) a (¢), en el N-o
C-terminal también son Gtiles. Los CDRs H6 y H20 pueden
contener opcionalmente 1,2,3 o 4 sustituciones de

aminoacido.

Otros anticuerpos preferidos de 1la invencién no son
anticuerpos humanizados. Particularmente, los anticuerpos
humanizados preferidos de la invencién comprenden uno o

mas (por ejemplo 2,3, 4,5 o 6) CDRs de H6, H20 o K20.

Los Polipéptidos y los fragmentos de anticuerpo

Se ha encontrado de manera sorprendente que los
fragmentos cortos (por ejemplo los fragmentos l1lOmeos) de
las regiones variables de los anticuerpos anti-
ideotipicos de la invencién pueden retener los
anticuerpos de actividad microbiocida similar a KT. Aun

mas sorprendentemente, los L-aminodcidos en estos
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fragmentos pueden ser reemplazados con D-aminodcidos sin
remover la actividad microbiocida, y 1los aminoacidos
dentro de los fragmentos pueden ser sustituidos con otros
aminoadcidos sin remover la actividad microbiocida.
Ademés, los fragmentos se ha encontrado que poseen

actividad antiviral.

Asi la invencién suministra un polipéptido que comprende:
al menos una secuencia de aminodcido que es un fragmento
de al menos x aminoacidos de la secuencia de aminoacido
de una regidén variable de un anticuerpo de la invencién
opcionalmente con y aminodcido (s) dentrc de dichos x
aminodcidos siendo sustituidos por diferentes aminoacido
(s). El polipéptido preferiblemente tiene actividad

microbiocida y/o antiviral.

El polipéptido preferiblemente consiste de no mas de 250
aminodcidos (por ejemplo no mAs de 225,200, 190,180,
170,160, 150,140, 130,120, 110,100, 95,90, 80,70, 60,50,
45,40, 35,30, 25,20, 19, 18,17, 16,15, 14,13, 12, 11,
10,9, 8,7, 6 o alin 5 aminodcidos). Los polipéptidos que
consisten de entre 5 y 90 aminodcidos son los preferidos

(por ejemplo consisten de entre 5 y 80,5 y 70,5 y 60
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aminodcidos etc.). Los particularmente preferidos son los

polipéptidos que consisten de entre 8 y 25 aminoAcidos.

El polipéptido preferiblemente consiste de al menos 3
aminodcidos (por ejemplo al menos 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11,
12, 13,14, 15,16, 17,18, 19,20, 25,30, 35,40, 45,50,
55,60, 70,80, 90,100, 125, 150, 175, o a la menos 200

aminoacidos).

El valor de X es preferiblemente al menos 3 (por ejemplo
al menos 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12,13, 14,15, 16,17, 18,
19,20, 25,30, 35,40, 45, 50, 55,60, 70,80, 90,100,

125,150, 175, o al menos 200).

El valor de Y serd menor que x y, dependiente de el valor
de X, este puede ser X-1, X-2, X-3, X-4, X-5, X- 6, X-7,
X-8, x-9, X-10, X-L L, X-12, X-13, X-14, o X-15. Los
valores preferidos de y 1, 2,3, 4 y 5. Los aminodcidos ya
son tipicamente sustituidos por A, C, D, E, F, G, H, I,
K, L, M, N, P, Q, R, §, T, V, H, o. Cada una de las
sustituciones y puede ser iqual o diferente que las
otras. La sustitucidén es preferiblemente por G o, méas
preferiblemente, por A [32, 33]. El aminoacido

sustituyente puede ser un aminodcido L-o D pero, donde



14

los otros amino&cidos x todos comparten una configuracién
estero simple (es decir todos los =-o todos L-), este
preferiblemente tiene @esas estereo configuraciones

(aunque, por supuesto, G no tiene estereoisomeros).

Donde el fragmento de los amino&cidos x incluyen una C,
el valor de Y es preferiblemente al menos 1 de tal forma
que la C es sustituida por otro aminodcido tal como ese.
La remocién de C de estd manera mejora la resistencia a

la oxidacién.

El fragmento de al menos x aminodcidos preferiblemente
incluye al menos z aminoacidos de un CDR dentro del
anticuerpo. El valor de Z es preferiblemente al mencs 1

(por ejemplo 2,3, 4,5, 6,7, 8,9 o 10 o més).

El polipéptido puede comprender mds de una secuencia de
aminoicide (por ejemplo 2,3, 4,5, 6) cada una de las
cuales es un fragmento de al menos x aminodcidos (por
ejemplo ID DE SEC 25). En tales polipéptidos, el valor de
X en cada fragmento puede ser igual o diferente, el valor
de y dentro de cada x puede ser igual o diferente, y el
valor de z dentro de cada x puede ser igual o diferente.

Los fragmentos pueden estar unidos mediante péptidos
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ligadores tales como las secuencias de ligado ricas en

glicina(por ejemplo ID DE SEC 30).

La invencién también suministra un polipéptido que tiene
la formula NH;-A-B-C-COOH, donde: A es una secuencia de
polipéptido que consiste de A aminoadcidos; C es una
secuencia de polipéptido que consiste de C aminoacidos; B
es una secuencia de polipéptido que es, como se definié
anteriormente, un fragmento de al menos x aminodcidos de
la secuencia de aminodcido de una regién variable de un
anticuerpo de la invenciébn, opcionalmente con vy
aminoacidos dentro de dichos x aminodcidos siendo
sustituidos por diferente aminodcido (s). El polipéptido
preferiblemente tiene actividad microbicida y/o

antiviral.

El valor de a es generalmente al menos 1 (por ejemplo al
menos 2,3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12,13, 14,15, 16,17,
18,19, 20,21, 22,23, 24,25, 26,27, 28,29, 30,35, 40,45,
50,60, 70,80, 90,100, 150,200, 250, 300,350, 400,450, 500
etc.}. El valor de C es generalmente al menos 1 (por
ejemplo al menos 2,3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12,13,
14,15, 16,17, 18,19, 20,21, 22,23, 24,25, 26,27, 28,29,

30,35, 40,45, 50,60, 70, 80,90, 100,150, 200,250,

// cf/
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300,350, 400,450, 500 etc.). El valor de at+c es al menos
1 (por ejemplo al menos 2, 3,4, 5,6, 7,8, 9,10, 11,
12,13, 14, 15, 16,17, 18,19, 20,21, 22,23, 24,25, 26,21,
28,29, 30,35, 40,45, 50,60, 70,80, 90,100, 150,200,
250,300, 350,400, 450,500 etc.). se prefiere que el valor
de at+c sea maximo 1000 (por ejemplo maximo 900,800,
700,600, 500,450, 400,350, 300,250, 200,190, 180,170,
160,150, 140,130, 120,110, 100,90, 80,70, 60,50, 40,30,
25,20, 19,18, 17,16, 15,14, 13,12, I1I1, 10,9, 8,7, 6,5,

4,3, 2).

La secuencia de amincdcido de-A-tipicamente comparte
menos de m% de identidad de secuencia con los aminoacidos
A que son N-terminales de la secuencia-B-en una regidn
variable de un anticuerpo de la invencién (por ejemplo in
ID DE SEC 2), y la secuencia de ‘aminoacido de-C-
tipicamente comparte menos de n% de la secuencia de
identidad con los aminodcidos ¢ que son C-terminal de
secuencia-B-en una regién variable de un anticuerpo de
la invencidén (por ejemplo en la ID DE SEC 2).en general,
los valores de m y n son ambos 60 o menos (por ejemplo
50,40, 30,20, 10 o menos). Los valores de m y n pueden

ser iguales o diferentes uno del otro.

M
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El polipéptide puede comprender un mimotopo de una toxina

de estructura de levadura.

Los polipéptidos preferidos comprenden la secuencia AAl-
AR2-AA3-AA4-AAS-AA6-AA7-AAB-RA9-AAL0, en donde: cada
Aj;... Ajg es independientemente un -aminodcido D-o L; AA;
es E, Ao G; AA-es K, AoG; AAyes V, Ac G ; AAq es T,
AoG; ARBs es M, Ao G ; AAges T, Ao G ; RAr es C, S, A
©G; AAB es S, A 0 G; AR9 es A o G; y ARhjp es S, A o G;
siempre y cuando no mAs de p de AA;, AAz, AR, AA,, AA;,
AAgs, AA7;, AAg, ARy, Yy BAjo Sean A; y siempre y cuando no
mas de q de AA,;, AA;, AA3, AA,, AAs, AAg, AA;, ARy, Ahg, Y
AAjo son G. El wvalor de p es 1,2,3 o 4, y es
preferiblemente 1 o 2. El valor de Q es 0,1 o 2 y es

preferiblemente 0 (es decir sin residuos de glicina) o 1.

Los polipéptidos particularmente preferidos comprenden de
secuencias de aminoacido ID DE SEC: 3,4, 5,6, 7,8, 9,10,
11, 12,14, 15,16, 17,18, 19,20, 23,24, 25,26, 27,32,
33,34, 35,36, 37,38, 39,40, 41, 42,43, 44,45, 46,47,
48,49, 50,51, 52,53, 54,55, 56,57, 58,60, 61,62, 63,64,
65,66, 67,68, 69, 70 & 71, con constituyentes de
aminodcidos en las configuraciones D-y/o L. La ID DE SEC

3,4, 23,27 y 33 son las mé&s preferidas.
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les valores de x,

y Y z para varios de

estas secuencias de polipéptido son como sigue:

ID de Sec. X Yy z
3 10 0 3
4 10 1 3
5 10 1 3
6 10 1 3
7 10 1 3
8 10 1 3
9 10 1 3
10 10 1 3
11 10 1 3
12 10 1 3
14 9 1 2
15 8 1 1
16 7 1 0
17 6 1 0
18 5 1 0
19 4 1l 0
20 3 1 0
23 10 2 3
24 10 0 3
26 15 0 8
27 9 0 8
32 10 2 3
33 10 2 3
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los fragmentos microbiocidas y/o antivirales adicionales
se pueden identificar al seleccionar ©paneles de
fragmentos de péptido traslapantes una vez que la
secuencia de un anticuerpo anti-ideotipico (por ejemplo
H6, H20, K20) es conocida por ejemplo al utilizar un
método PepScan [34]. Los fragmentos traslapantes 4meros,
S5meros, 6meros, Tmeros, B8meros, O9meros, 1Omeros, 11
Meros, 1l2meros, 1l3meros etc. Se pueden ensayar para su
capacidad microbicida sin dificultad por ejemplo
utilizando ensayos in vitro descritos en los ejemplos de

aqui.

Los Polipéptidos de la invencién pueden ser lineales,
ramificados o ciclicos [35] pero ellos son
preferiblemente cadenas lineales de aminodcidos. Donde
los residuos de cisteina estan presentes, los
polipéptidos de la invencién pueden estar ligados a otros
polipéptidos por via de puentes disulfuro (y, in
particular, ligados a otros polipéptidos de la invencién
para formar homodimeros o heterodimeros). Los
polipéptidos de 1la invencién pueden comprender L-

aminoacidos y/o D-aminodcidos. La inclusién - de D-

/ZZ,
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aminodcidos se prefiere con el fin de conferir

resistencia a las proteasas de mamifero.

Produccién de Polipéptido

Los polipéptidos de 1la invencién se pueden producir

mediante varios medios.

Un método preferidoe para la produccién involucra la
sintesis quimica in wvitro [36,37]. La gsintesis de
péptido de fase sélida es particularmente preferida, tal
como los métodos basados en quimica t-Boc o Fmoc [38]. La
sintesis enzimdtica [39] también se puede utilizar en

parte o completamente.

Como una sintesis alternativa a la quimica, la sintesis
biolégica se puede utilizar por ejemplo los polipéptides
se pueden producir mediante traduccibén. Esto se puede
llevar a cabo in vitro o in vivo. Los métodos biolégicos
estdn en general restringidos a la produccién de
polipéptidos basados en L-aminoacidos, pero la
manipulacién de la maquinaria de traduccién (por ejemplo
de las moléculas aminoacilion-tarn) se pueden utilizar

para permitir la introduccién D-aminocdcidos (o de otros

/2_3
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aminodcidos no naturales, tales como yodotirosina o
Methylfenylalania, azidohomoalanina, etc.) [40]. donde
los D-aminoacidos estan incluidos en los polipéptidos de
la invencién, sin embargo, se prefiere utilizar sintesis
quimica. Detalles adicionales sobre 1la expresién de

polipéptido son dados adelante.

Para facilitar la sintesis biolégica de péptidos, la
invencién suministra é&cidos nucleicos que codifican un
polipéptido de 1la invencién. La invenciétn también
suministra &cido nucleico que codifica un anticuerpo de

la invencién.

El &cido nucleico puede ser ADN o ARN (o hibridos de
estos), o sus andlogos, tales como aquellos que contiene
estructuras modificadas (por ejemplo phosforotiocatos) o
dcidos nucleicos péptidos (PNA). Estos pueden ser de
hebra simple (por ejemplo MARN) o de hebra doble, y la
invencién incluye tanto hebras individuales de Acidos
nucleicos de hebra doble (por ejemplo para propésitos de
contra sentido, iniciacién © sondeo). Estos pueden ser
lineales o circulares. Estos pueden ser marcados. Estos

pueden estar unidos a un soporte sélido.

Y
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El acido nucleico, de acuerdo con la invencién puede, por
supuesto, ser preparadec de muchas maneras, por ejemplo
mediante sintesis quimica (por ejemplo sintesis
fosforamidita de ADN}) en todo o en parte, mediante
digestiétn de nucleasa de moléculas mas largas, mediante
ligacién de moléculas mAs cortas, de bibliotecas

geonbémicas o de CADN, mediante el uso de polimeasas etc.

La invencién suministra vectores (por ejemplo plasmidos)
que comprenden &acido nucleico de 1la invenciédn (por
ejemplo vectores de expresidn y vectores de clonacién) y
células huéspedes (prokarioticas o eucariédticas)

transformadas con tales vectores.

Estos vectores también se pueden utilizar para
inmunizacién de Aacido nucleico [por ejemplo referencias.
41,42, 43,44, 45 etc.]). Los Péptidos pueden ser
expresados in vivo de esta manera, como lo pueden ser los
anticuerpos terapéuticos. También es posible expresar
idiotopos (por ejemplo el idiotopo KT4) para elicitar
anticuerpos anti-idiotipicos de 1la invencién en un

paciente in vivo.

AP
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Las células huésped que contienen A&cido nucleico de 1la
invencién y que expresan polipéptido o anticuerpo de 1la
invencién se pueden utilizar como vehiculos de suministro
por ejemplo bacterias comensales [46] .est0 es
particularmente 1util para suministrar superficies de

mucosa.
La toxina destructora de levadura.

Las toxinas destructoras fueron originalmente
identificadas en Saccharomyces cerevigsiae [47] y desde
entonces han sido identificadas en otros géneros de
levaduras que incluyen Pichia (tales como P. andmala, P.
kluyveri y P. farinosa), Hanseniaspora (tales como H.
UVARUM), Williopsis (tal como W. Mrakii), Candida (tal
como C. Maltosa), Debaryomyces (tal como D. hansenii),
Schwanniomyces (tal como S. occidentalis), Créptococcus
(tal c¢omo C. HUMICOLA), TORULOPSIS (tal como T.
glabrata), Ustilago (tal como U. maydis),
Zygosaccharomyces (tal como 2. Bailii) y Kluyveromyces

(tal como K Lactis y Kphaffii).

Cualquiera de estds varias toxinas se puede utilizar con

la presente invencién. Las toxinas preferidas son (a)

2L
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aquellas con amplio rango de actividad microbiocida y (b)
aquellas de Pichia. Una toxina particularmente preferida

es la toxina destructora de Pichia anémala (“PAKT”).

Actividad Microbicida

El polipéptido o anticuerpo de la invencién

preferiblemente tiene actividad microbiocida.

Preferiblemente, este tiene actividad anti-micotica y/o
actividad anti-bacterial. La actividad anti-bacterial
puede ser contra bacterias que Gram negativas o Gram-

positivas.

Mas preferiblemente, este tiene actividad contra un

microbio que tiene una pared celular basada en Glucano.

Los Microbios que son susceptibles a los polipéptidos y
anticuerpos de la invencién incluyen bacterias, hongos y
protozoos, e incluyen, pero no estidn limitados a:
especies de Candida, tal como C. albicans ; especies de
Cryptococcus, tales como C. neoformans ; especies de
Enterococcus, tal como E. faecalis ; especies de

Streptococcus, tal como S. Neumonia, §S. Mutans, S.

e
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Agalactie y S. piogenes ; especies de Leishmania, tales
como L. major y L. infantum ; especies de Acantomebas,
tales como A. castellani ; especies de Aspergillus, tal
como A. Fumigatus ; especies de neumocistis, t&l como P.
carinii ; especies de Micobacterium, tal como M.
tuberculosis ; especies de Pseudomonas, tal como P.
aeruginosa ; especies de Stafylococcus, tal como S.
aureus ; especies de Salmonella, tal como S. Tyfimurium;

y especies de Esgeriquia, tal como E. coli.

Actividad Antiviral

El polipéptido o anticuerpo de 1la invencién

preferiblemente tiene una actividad antiviral.

Preferiblemente este tiene actividad antiviral contra los
virus humanos, tal como un mixovirus (por ejemplo un
orthomixovirus) o} retrovirus (por ejemplo del

Lentivirus).

Los virus que son susceptibles a 1los polipéptidos vy
anticuerpos de la invencién incluyen, perc no estan
limitados a: wvirus de la influenza (A o B), virus de la

inmunodeficiencia humana (HIV-1, HIV-2, HIV-0), virus

4
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respiratorio sincital (RSV), virus de la fiebre amarilla,

etc.

Disefic de droga y péptidomimeticos

Los polipéptidos de la invencién son microbiocidas y
antivirales f(tiles en su propio derecho. Sin embargo,
ellos pueden ser refinados para mejorar la actividad
microbicida y/o antiviral (general o especifica) o
mejorar las caracteristicas farmacologicalicamente
importantes tales como bio-disponibilidad, toxicologia,
metabolismo, farmacocinéticas etc. Los ©polipéptidos
pueden por 1lo tanto ser wutilizados como compuestos
conductores para investigacidén y refinamiento refinemento

ulteriores.

Los Polipéptidos de la invencién pueden ser utilizados
para diseflar moléculas péptidomimeticas ([por ejemplo
referencias. 48 a 53] con actividad microbicida y/o
antiviral. Estos tipicamente seridn isostericos con
respecto a los polipéptidos de la invencién pero les
faltara uno o mas de sus uniones péptido. Por ejemplo, la

estructura de los péptidos puede ser reemplazada por una

S
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estructura de no péptido aunque reteniendo cadenas

laterales de aminoacido importantes.

Las moléculas péptidomimeticas pueden comprender
aminoacidos de azicar ([54]. Los Péptoides pueden ser

utilizados.

Para ayudar a los disefios de moléculas péptido miméticas,
un farmaco foro (por ejemplo una coleccién de
caracteristicas quimicas de restricciones 3D que expresan
caracteristicas especificas responsables de la actividad)
se pueden definir en péptidos KM. E1 farmaco foro
preferiblemente incluye caracteristicas accesibles a la
superficie mas preferiblemente que incluyen donadores y
aceptadores de en lace de hidrégeno, grupos,
Cargados/Ionizables, y/o parches hidréfobos. Estos pueden
ser pesados dependiendo de su importancia relativa en la

actividad confiriente para [55].

Los farmaco foros se pueden determinar wutilizando
software tales como Catalyst ( que incluye HypoGen o
HipHop) [56], CERIUS?, o construidos a mano de una
conformacién conocida de a polipéptido de la invencién.

El farmaco foro se "puede utilizar para seleccionar
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libreria estructurales, utilizando un programa tal como
Catalyst. El programa CLIX [57] también se puede
utilizar, <que busca las orientaciones de moléculas
candidatas en las bases de dates estructurales que
producen coincidencia espacial méxima con grupos quimicos

gue interacttan con el receptor.

La superficie de unién del farmacofore se puede utilizar
para mapear las posiciones de interaccién favorables para
los grupos funcionales (por ejemplo protones, grupos
hidroxilo, grupos amino, grupos, hidréfobos) o fragmentos
de moléculas pequefias. Los compuesto pueden entonces ser
disefiados de novo en los cuales los grupos funcionales
relevantes estén localizados sustancialmente la misma

relacién espacial que los polipéptidos de la invencién.

Los grupos funcionales se pueden ligar en un compuesto
simple wutilizando fragmentos de puente con el tamaflo
correcto y la geometria o estructuras que pueden soportar
los grupos funcionales en orientaciones favorables,
suministrando de estd manera un compuesto péptidomimetico
de acuerdo con la invencién. Aunque el ligado de los
grupos funcionales de esta manera se puede hacer

manualmente, quizds con la ayuda de software tal como
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Quanta o Sybyl, las aproximaciones de diseflo
automatizadas o semiautomatizadas de novo también estéin

disponibles tales como:

-MCSS5/HOOK [58,59, 56), los cuales enlazan miltiples
grupes funcicnales con mcldes moleculares tomados de una

base de datos.

-LUDI [60, 56], gque computa los puntos de interaccién que
idealmente serian llevados por un ligando, ubica
fragmentos en el sitio de unién con base en su capacidad
para interactuar con el receptor y entonces los conecta

para producir un ligando.

- MCDLNG [61], que llena un sitio de union de receptor
con una disposicién de paquete cerrado de 4&tomos
genéricos y utiliza un procedimiento montecarlo para
variar aleatoriamente los tipos de &tomo, las posiciones,

las disposiciones de unién y otras propiedades.

- GROW [62], que inicia con un fragmento ™“semillas”
{ubicado manual o automaticamente) y crece el ligando

hacia fuera.

pes
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-  SPROUT {631, serie que incluye médulos para:
identificar uniones de hidrégeno favorables y regiones
hidréfobas con un bolsillo de unién (modulo Hippo):;
seleccionar grupos funcionales y ubicarlos en sitios
objetivos para formar fragmentos de @partida para
generacibén de estructuran (Elefant) ; generar esqueletos
que satisfagan las restricciones esteritas del bolsillo
de unién al hacer crecer fragmentos espaciadores sobre
los fragmentos de inicio y luego conectar las partes
resultantes de esqueletos(SPIDeR); sustituir heteroatomos
en los esqueletos para generar moléculas con propiedades
electroestdticas que sean complementarias a aquellas del
sitio de receptor (MARABOU). Las soluciones pueden ser

agrupadas y calificadas utilizando un modelo aligeitor.

- CAVEAT [64]1, que diseflan unidades ligadoras para

constrefiir las moléculas acilicas.

- LEAPFROG (65], que evalida los 1ligandos para hacer
pequefios cambios estructurales paso a paso y evaluando
rapidamente la energia de unién del nuevo compuesto. Los
cambios son mantenidos o descartados con base en la

energia de unién alterada, y las estructuras evolucionan

/33
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para implementar la energia de interaccién con el

receptor.

- GROUPBUILD ([66], que utiliza una libreria de moldes
organicos comunes y una descripcién de campo de fuerza
implica completa de interacciones no unidas entre un
ligando y receptor para construir ligandos gque tengan
estructura quimicamente razonable y tenga propiedades
estericas y electroestdticas complementarias a 1 sitio de

unién de receptor.

- RASSE [67]

Estos métodos identifican compuestos microbiocidas. Estos
compuestos pueden ser diseflados de novo, pueden ser
compuestos conocidos, ©¢ pueden estar Dbasados en
compuestos conocidos. Los compuestos pueden  ser
microbicidas y/o antivirales ellos mismos, o ellos pueden
ser prototipos que se pueden utilizar para refinamiento
farmacéutico ulterior (es decir compuestos conductores)
con el fin de mejorar la afinidad de unién u otras
caracteristicas farmacologicamente importantes (por
ejemplo bio~disponibilidad, toxicologia, metabolismo,

farmacocinética etc.).

iy
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la invencién suministra asi : (i) un compuesto
identificado utilizando estos métodos de diseno'de droga;
(ii) un compuesto identificado utilizando estos métodos
de disefio de droga, para uso como farmacéutico ; (iii) el
uso de un compuesto identificado utilizando estos métodos
de disefic de droga en la elaboracién de un microbicida
y/o un antiviral ; y (iv) un método para tratar a un
paciente con una infeccién microbicida o viral, que
comprende administrar una cantidad efectiva de un
compuesto identificado utilizando estos métodos de disefio

de droga.

Asi como son compuestos individualmente Gtiles, los
ligandos identificados en cilico por las técnicas de
disefio basadas en estructura también se pueden utilizar
para sugerir librerfas de compuestos para métodos de
seleccidn “tradicional” in vitro o in vivo.los motivos
farmacéuticos importantes en los ligandos pueden ser
identificados y semejados en las librerias de compuestos
(por ejemplo librerias combinatorias) para la seleccién

de actividad microbicida y/o antiviral.

25
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Composiciones farmacéuticas

La invencién suministra una composicién farmacéutica que
comprende (a) polipéptidos, péptidomimeticos, acidos
nucleicos y/o anticuerpos de la invencién y (b) un

portador farmacéutico.

El componente (a) es el ingrediente activo de la
composicién y este estd presente en una cantidad
terapéuticamente efectiva es decir una cantidad
suficiente para inhibir el crecimiento microbial / viral
superviviente en un paciente y preferiblemente una
cantidad suficiente para eliminar la infeccién
microbicida. La cantidad precisa efectiva para un
paciente dado dependerd de su tamaflo y salud, la
naturaleza y extensién de la infeccién, y la composicidn
0 combinacién de las composiciones seleccionadas para la
administracidén. La cantidad efectiva se puede determinar
mediante experimentacié4n de rutina y estd dentro del
juicio del medico. Para los propésitos de la presente
invencién, una dosis efectiva generalmente sera de
aproximadamente O,01. MG/KG a aproximadamente 5 mg/kg, o
aproximadamente 0.01 mg/kg a aproximadamente 50 mg/kg o

aproximadamente 0.05 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg.
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Las composiciones farmacéuticas basadas en polipéptidos,
anticuerpos y &cidos nucleicos son bien conocidos en la
técnica. Los polipéptidos pueden estar incluidos en 1la

composicién en la forma de sales y/o esteres.

El portador (b) puede ser cualquier sustancia y lo induce
en si mismo la produccién de anticuerpos dafiinos para el
paciente que recibe la composicién, y que puede ser
administrada sin toxicidad indebida. Los portadores
adecuados pueden ser macromoléculas grandes, lentamente
metabolizadas tales como proteinas, polisacdridos, acidos
poli lacticos, acidos poliglicolicos, aminoacidos
poliméricos, copolimeros de aminoacido, y particulas de
virus inactivas. Tales portadores son bien conocidos por
aquellos expertos en la técnica. Los portadores
farmacéuticamente aceptables pueden incluir 1liquidos
tales como agua, solucidén salina, glicerol y etanol. Las
sustancias auxiliares tales como los agentes humectantes
y emulsificantes, las sustancias amortiguadoras de pH, y
similares, también puede estar presentes en tales
vehiculos. Leos liposomas son portadores adecuadeos. Una
discusién completa de los portadores farmacéuticos esté

disponible en la re ref. 68.

N37
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Las infecciones virales y microbicidas afectan varias
dreas del cuerpo y asi las composiciones de la invencién
se pueden preparar en varias formas. Por ejemplo, las
composiciones se pueden preparar como inyectables bien
sea como soluciones c suspensiones liquidas. Las formas
sélidas adecuadas para suspensiones en, vehiculos
liquidos antes de 1la inyeccién también se pueden
preparar. La composicién puede ser preparada para la
administracién tépica por ejemplo en un ungllento crema o
pelvo. La composicién es preparada para administracién
oral, por ejemplo, comoc una tableta o cépsula, o una
melaza (opcionalmente saborizada). La composicién se
puede preparar para administracién pulmonar por ejemplo
como un inhalador, utilizando un polvo ¢ rociado fino. La
composicién puede ser preparada como supositorio o
pesario. La composicién puede ser preparada para
administracién nasal, oral u ocular, por ejemplo como

gotas, o como polvo [por ejemplo 69].

La composicidédn puede estar incluida en lavados de boca.

La composiciédn puede ser Liofilisada.

La composicidédn farmacéutica es preferiblemente estéril.

Es preferiblemente libre de pirégeno. Es preferiblemente
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amortiguada por ejemplo entre pH 6 y pH 8, generalmente

alrededor de pH 7.

La invenciébn también proporciona un dispositivo de
suministro que contiene una composicién farmacéutica de
la invencién. El dispositivo puede ser, por ejemplo , una

jeringa o un inhalador.

Las composiciones de la invencién pueden ser usadas en
conjunto con anti-fungosos. Conocldos. Los anti- Fungosos
adecuados incluyen, pero no estan limitados a, azoles
(por ejemplo fluconazol, itraconazol), polienos (por
ejemplo amfotericina B), flucitosina, y inhibidores de
epoxidasa esqualina (por ejemplo terbinafina) [ver
también referencias 70]. Las composiciones también se
pueden utilizar en conjunto con antivirales conocidos por
ejemplo inhibidores de proteasa HIV, 2', 3" -
Dideoxinucleosido (por ejemplo DDC, DDI), 3'=-azido-2',
3'-dideoxinucleosidos {(AZT), 3'-fluoro-2"', 3'-
dideoxinucleosidos (FLT), 2', 3'-didehidro-2", 3'-
Dideoxinucleosidos (por ejemplo D4C, D4AT) y derivados
carbociclicos de estos (por ejemplo carbovir), 2'-
fluoro-ara-2', 3'-dideoxinucleosidos, derivados de 1,3-

dioxolano (por ejemplo 2', 3'-dideoxil-3'-thiacitidina),

37
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andlogos de oxetanocina y derivados carbociclicos de
estos{por ejemplo CYCLOBUT-G) y 1los derivados 9- (2-
fosfonilmethoxiethil) adenina (PMEA) y 9- (3-FLUORO-2-
fosfonilmethoxipropil) adenina (FPMPA) 1los derivados,
tetrahidro-imidazol [4,5, 1-JK] [1, 4] - benzodiazepin-2

(1H) ona (TIBO), 1-[ (2-Hidroxiethoxi)-METHYL]-6-

(fenyltio) timina (HEPT), dipirido [3,2-b : 2', 3'-E]-
[1, 4] diazepin-6-ona (nevirapina) y Piridin-2 (1H) ona,

3TC, etc.
Los tratamiento médicos y los usos

La invencién suministra anticuerpos, anticuerpos,
polipéptidos, péptidomimeticos o acido nucleico de 1la
invencién para uso como un medicamento. La -invencién
también suministra un método para tratar a un paciente
que sufre de una infeccién microbiana y/o viral que
comprende administrar al paciente una composicién
farmacéutica de la invencién. La invencién también
suministra el uso de anticuerpos, polipéptidos,
péptidomimeticos o acidos nucleicos de la invencién en la

elaboracién de un medicamento para tratar a un paciente.
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A

El paciente es preferiblemente un humano. El humano puede
ser un adulto, o, preferiblemente un nific. El1 humano

puede ser inmunocomprometido.

Estos usos y métodos son particularmente udtiles para
tratar infecciones de: especies de Candida, tales como C.
albicans ; especies de Criptococcus, tales como C.
neoformans ; especies de Enterococcus, tales como E.
faecalis ; especies de Streptococcus, tales como S.
Neumonia, S. Mutans, S. Agalactiae y S. Piogenes
;especies de Leishmania, tal como L. major y L. infantum
; especies de Acantomeba, tal como A. castellani ;
especies de Aspergilus, tal como A. Fumigatus y A. Flavus
; especies de neumocistis, tal como P. carinii ; especies
de Micobacterium, tal como M. Tuberculosis ; especies de
Pseudomonas, tal .como P. aeruginosa ; especies de
Staphylococcus, tal como S. aureus ; especies de
Salmonella, tal como S. tifimurium ; especies de

Coccidioides tales c¢omo C. Immitis

especies de

Trichofiton tal come T. verrucosum especies de

a

Blastomices tal como B. dermatidis ; especies de
Histoplasma tal <como H. capsulatum ; especies de
Paracoccidioides tales como P. brasiliensis ;especies de

Pithium tales como P. insidiosum ; vy especies de
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Esqueriquia, tal como E. Coli. Ellos también son ttiles

para tratar infecciones de: virus de influenzas y HIV.

Los usos y métodos son particularmente tutiles para tratar

enfermedades que incluyen pero no se limitan a:

candidosis, aspergiliosis, criptococcosis,
dermatomicosis, esporotricosis y o£ras micosis
subcutaneas, blastomicosis, histoplasmosis,
coccidiomicosis, paracoccidiomicosis, neumocistosis,
ubrera, tuberculosis, micobacteriosis, infecciones

respiratorias, fiebre escarlata, neumonia, impetigo,
fiebre reumatide, sepsis, septicemia, Leismaniasis
cutdnea y Visceral, acantomebiasis Cornea, keratitis,
fibrosis cistica, fiebre tifoide, gastroenteritis vy
sindrome hemolitica-uremica, gripa y sida. La actividad
Anti-C. albicans es particularmente 1dtil para dotar

infecciones de pacientes con Sida.

La eficacia del tratamiento puede ser ensayada al
monitorear la infeccidén microbicida /viral después de la
administracién de 1la composicién farmacéutica de 1la

invencién.

s
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Las composiciones de 1la invencién seran generalmente
administradas directamente a un paciente. El1 suministro
directo puede ser logrado mediante inyeccién parenteral
(por ejemplc Subcutanea, Intraperitoneal, intravenosa,
intramuscularmente, o al espacio intersticial de wun
tejido), o por administracién rectal, oral, vaginal,
tépica, Transdermal, ocular, nasal, aural, o pulmonar. La
administracién por inyeccién o intranasal es la

preferida.

El tratamiento de dosis puede ser un esquemas de dosis

simple o un esquema de dosis miltiple.

Las composiciones farmacéuticas de la invencidn se pueden
utilizar Profildcticamente por ejemplo en una situacién
donde el contacto con microbios se espera y donde el
establecimiento de la infeccién va a ser prevenido. Por
ejemplo, la composiciébn puede ser administrada antes de

cirugia.

Expresién de Polipéptido y otras técnicas generales

La practica de la presente invencién empleara, a menos

gque se indique otra cosa, técnicas convencionales de

/Y3
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biologia molecular, microbiologia, ADN, recombinante, e
inmunolégica, que estdn dentro de la técnica. tales
técnicas son explicadas completamente en la literatura,
por ejemplo Sambrook Molecular Cloning ; A Laboratory
Manual, Second Edition (1989) ; DNA Cloning, Volumes I y
ii (D. N GLOVER ED. 1985); Oligonucleotide synthesis (M.
J. Gait ed, 198B4) ; Nucleic Acid Hybridization (B. D.
Hames & S. J. Higgins eds. 1984) ; Transcription vy
Translation (B. D. Hames & S. J. Higgins eds. 1984) ;

Animal cell culture (R.I. Freshney ed. 1986)

Immobilized Cells y Enzymes (IRL Press, 1986) ; B.
Perbal, A Practical Guide to Molecular Cloning (1984)
the methods in enzymology series (Academic Press, INC.),
especially volumes 154 & 155 ; Gene Transfer Vectors for
Mammalian Cells (J. H. Miller y M. P. Calos eds. 1987,
Cold Spring Harbor Laboratory); Mayer y Walker, eds.
(1987), Immunochemical Methods in Cell y Molecular
Biclogy (Academic Press, London); Scopes, (1987) Protein
Purification: Principles y Practice, Second Edition
(Springer-Verlag, N. Y. ), y Handbook of Experimental

immunology, volumes I-IV (Weir & Blackwell eds 1986).

Las abreviaturas estdndar para los nuclebdtidos y los

aminodcidos son Gtilizadas en estd especificacién:

¥
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Nucleotidos
A Adenina C Citosina G Guanina T Timina

U Uracilo

Coédigos de nucledtidos degenerados en adicién a los cinco

cbdigos anteriores:

N cualquiera (A/C/G/T) R puRina (G/A) Y pYrimidina (T/C)
K Keto (G/T) M aMino (A/C) S “Strong” fuerte (G/C) W
“Weak” débil (A/T) B no A (C/G/T) D no C (A/G/T) H no G

(A/C/T) Vno T (A/C/G)

Amino Acidos

A Alanina C (Cysteina D Agpartato E Glutamato F
phenilalanina G Glycina H Histidina I Isoleucina K Lysina
L Leucina M Metionina N Asparagina P Prolina Q Glutamina
R Arginina S Serina T Tirosina V Valina W Tryptophan Y

Tyrosina

La invenciédn suministra un polipéptido o &cido nucleico

que comprende o consiste de cualquiera uno de los
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aminodcidos o secuencias de nuclebétides dados en la lista

de secuencia.

Definiciones

El termino “que comprende” significa "“que incluye” asi
como también “que consiste™ por ejemplo una composicién
“que comprende” X puede consistir exclusivamente de X o

puede incluir algo adicicnal a X, tal como X+Y.

Una composicién que contiene X es "substancialmente libre
de ¥ ¥ cuando al menos 85% en peso del total de X+Y de
la composicidén es X. Preferiblemente, X comprende al
menos aproximadamente 90% en peso del total de X+Y en la
composicidn, mas éreferiblemente al menos aproximadamente

95% o aun 99% en peso.

El termino "heterologous"™ se refiere a dos componentes
biolégicos <dque no son encontrados Jjuntos en la
naturaleza. Los componentes pueden ser células
hospederas, genes, © regiones regulatorias, tales como
promotores. Aunque los componentes Heterologous no se
encuentran Jjuntos en la naturaleza, ellos pueden

funcionar juntos, come cuando un promotor heterologe a

AVE



un gene esta operablemente ligado al gene. Otro ejemplo
es cuando una secuencia de influenza es Heterologa a una
célula huésped de ratdén. Ejemplos adicionales serian dos
epitopos de las mismas o diferentes proteinas que han
sido ensambladas en una proteina simple en una

disposicién no encontrada en la naturaleza.

Un "origen de replicacién"™ es una secuencia de
pelinucleétido que inicia y regula la replicacién de
polinucleotidos, tales como un vector de expresién. El
origen de la replicacién se comporta como una unidad
auténoma de replicacidén de polinucledtido dentro de una
célula capas de replicarse bajo su propio control. Un
origen de replicacidén puede ser necesario para gque un
vector se replique en una célula huésped particular. Con
ciertos origenes de replicacién, un vector de expresién
se puede reproducir con un numero de copia alto en la
presencia de proteinas apropiadas dentro de la célula.
Los ejemplos ge origenes de las secuencias auténomamente
replicables que son efectivas en levadura; y el antigeno

T viral efectivo en células COS-7.

Una secuencia "Mutante” se define como una secuencia de

ADN, ARN o aminoadcido que difiere pero que tiene

AV
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identidad de secuencia con 1la secuencia nativa o
descrita. Dependiendo de 1la secuencia particular, el
grado de identidad de la secuencia entre la secuencia
nativa o descrita Y la secuencia mutante es
preferiblemente mayor del S50% (por ejemplc 60%, 70%, 80%,
90%, 95%, 99% o mas, calculada utilizando el algoritmo
Smith-Waterman como se describié anteriormente). Como se
utiliza aqui una "variante allelica" de una molécula de
acido nucleico, o regién para lo cual se suministra una
secuencia de Acido nucleico aqui es una molécula de 4cido
nucleico o regién, que ocurre esencialmente en el mismo
locus en el genoma de otra o segundo aislado, y que ,
debido las variaciones naturales utilizadas mediante, por
ejemplo, mutaciones o recombinaciones, tiene una
secuencia de acido nucleico similar pero no idéntica. Una
variante allelica de regién codificante tipicamente
codifica una proteina que tiene actividad similar a
aquella de la proteina que codifica el gen con el cual
este es comparada. Una variante allelica puede comprender
una alteracién en las regiones no traducidas 5' o 3'del,
gen, tal como en regiones de control regulatoria (por

ejemplo ver patente US 5,753, 235).
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Expresién de polipéptido

Las secuencias de nuclebtidos se pueden expresar en una
variedad de sistemas de expresién diferentes; por ejemplo
aquellas utilizadas en células de mamifero, baculovirus,

plantas, bacterias, y levaduras.

Generalmente, cualquier sistema o vector que es adecuado
para mantener, propagar ©0 expresar moléculas de &cido
nucleico para producir un polipéptido en el huésped
requerido se puede utilizar. La secuencia de nucleétido
apropiada puede ser insertada en un sistema de expresién
mediante cualquiera variédad de técnicas bien conocidas y
de rutina, tales como, por ejemplo, aquellas descritas en
Sambrook et al. Generalmente el gen codificante puede ser
ubicado bajo el control de un elemento de control tal
como un sitio de unién de promotor, ribosoma (para
expresiédn bacterial) y opcionalmente un operador, de tal
forma que la secuencia de ADN gque codifica el polipéptido
deseado es trascrito en el ARN en la célula puésped

transformado.

Ejemplos de sistemas de expresidn adecuados incluyen, por

ejemplo, sistemas cromosémicos, episomales y derivados de

AT
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virus, que incluyen, por ejemplo, vectores derivados de:
plasmidos de bacterias, bacteribéfagos, transposones,
episomas de levadura, elementos de insercién, elementos
de cromosoma de levadura, virus tales como baculovirus,
virus papova tales como S§V40, virus de vacuna,
adenovirus, virus de pastula de gallo, virus y retrovirus
"pseudorabies”, o combinaciones de estoa, tales como
derivados de elemento genéticos de plasmidos y
bacteriéfagos que incluyen cosmidos y fagemidos. Los
cromosomas artificiales humanos (HACs) también se pueden
emplear para suministrar grandes fragmentos de ADN que

pueden ser obtenidos y expresados en un pléasmido.

Los sistemas de expresiétn particularmente adecuados
incluyen microorganismos tales como bacterias
transformadas con bacterif6fagos recombinantes, plasmidos
0 vectores de expresién de ADN de cosmido; levaduras
transformadas con vectores de expresidén de levadura;
sistema de célula de insecto infectadas con vectores de
expresiédn de virus (por ejemplo, baculovirus); sistemas
de célula de planta transformadas con vectores de
expresién {(or ejemplo, virus del mosaico de la coliflor,
CaMV; virus de mosaico del tabaco TMV) o con vectores de

expresidn bacterial (por ejemplo, Ti o plasmidos pBR322):;
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o sistemas de célula animal. Los sistemas de traduccién
libres de célula también se pueden emplear ara producir

los polipéptidos de la invencién.

La introducciétn de moléculas de A&Acido nucleico que
codifican un polipéptido de la presente invencién en
células huésped se puede afectar mediante los métodos
descritos en muchos manuales de labeoratorio esténdar,
tales como Davis et al., Basic Methods in Molecular
Biology (1986) y Sambrook et al., (supra). Los métodos
particularmente apropiados incluyen transfeccién de
fosfato de calcio, transfeccién mediada por DEAE-
dextrano, transveccibn, microinyecciébn, transfeccidn
mediada por lipido catiénico, electroporacién,
transduccién, carga de raspadura, introduccién balistica
o infeccién (ver Sambrook et al., 1989 [supra]; “Current
Protocols in Molecular Biology”, Ausubel et al. (eds).
Greene Publisshing Association and John Wiley
Interscience, New York, 1989, 1992; Spector, Goldman &
Leinwald, 1989). En células eucaridticas, los sitemas de
expresién pueden ser transitorios, (por ejemplo,
episomal) o permanentes (integraciébn cromosomal) de

acuerdo a las necesidades del sistema.
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Para produccién de largo plazo, de alto rendimiento de un
pelipéptido recombinante, se prefiere la expresién
estable. Por ejemplo, las lineas celulares que expresan
establemente el polipéptido de interés se pueden
trasformar utilizando vectores de expresidén que pueden
contener origenes virales de replicaciones y/o elementos
de expresién endégena y un gen marcado seleccionable
sobre el mismo o sobre un vector separado. Luego de la
introduccién del vector, 1las células se les puede
permitir crecer durante 1-2 dias en un medio enriquecido
antes de ser cambiadas a un medio selectivo. El propésito
del marcador selectivo es conferirle resistencia a 1la
eleccién, y su presencia permite el crecimiento vy
recuperacién de células que expresan exitosamente las
secuencias introducidas. Los planes resistentes a las
células establemente transformadas pueden ser
proliferantes utilizando técnicas de cultivo de tejido

apropiadas al tipo de célula.

i. Sistema de mamiferos
‘Los sistemas de expresién de mamiferos son conocidos en
la técnica. Un promotor de mamifero es cualquier
secuencia de ADN capaz de unirse ala polimerasa de ARN de

mamifero e iniciar la transcripcidédn corriente abajo (3’)

SR
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de una secuencia codificante {(por ejemplo, gen
estructural) en m ARN. Un promotor tendra una regién de
iniciacién de transcripcidén, que estd usualmente ubicada
préxima al extremo 5’ de la seéuencia codificante y una
caja TATA usualmente localizada 25-30 pares base (bp)
corriente arriba del sitio de :la iniciacién de 1la
transcripecién. La caja TATA se cree que dirige la ARN
polimerasa II para iniciar la sintesis de ARN en el sitio
correcto. Un promotor de mamifero también contendra un
elemento promotor ceorriente arriba usualmente localizado
dentro los 100 a 200 bp corriente arriba de la caja TATA.
Un elemento promotor corriente arriba determina el indice
en el cual la transcripcidén se inicia y puede actuar en
cualquier orientacidédn [Sambrook et al. (1989) “Expresién
of Cloned Genes in; Mammalian Cells.” In Molecular

Cloning: A Laboratory Manual, 2nd ed]

Los genes de virales de mamifero son a menudo altamente
expresados y tiene un amplio rango de huésped; por lo
tanto las secuencias que codifican los genes virales de
mamifero proporcionan secuencias promotoras
particularmente ftiles. Ejemplos incluyen el promotor
temprano SV40, el promotor LTR de virus de tumos mamario

de ratdén, el promotor tardio principal de adenovirus (Ad

NS
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MLP), y el promotor de virus de herpes simple. Ademés,
las secuencias derivadas de genes no virales, tales como
los genes de metaloteioneina de murino, también
suministran secuencias promotoras ttiles. Las expresiones
pueden ser <constitutivas o reguladas (inducibles),
dependiendo de que el promotor pueda ser inducido con

glucorticoide en células con respuesta a hormona.

La presencia de un elemento mejorader (mejorador)
combinada con los elementos promotores descritos
anteriormente, usualmente incrementaré&n los niveles de
expresién. Un mejorador es una secuencia de ADN
regulatoria que puede estimular la transcripcién hasta de
100 veces cuando se liga a unos promotores homdélogos o
heterdlogos, son la sintesis iniciando en el sitio de
inicio de ARN normal. Los mejoradores también son activos
cuando ellos son ubicados corriente arriba o corriente
abajo del sitio de iniciacién de transcripcidén. En
cualquiera orientacién normal o tironeada, o a una
distancia de mas de 1000 nucleétidos del promotor
(Maniatis et al. (1987) Science 236:1237; Alberts et al,.
(1989) Molecular Biology of the Cell, 2nd ed.). Los
elementos mejoradores derivados de los virus pueden ser

particularmente utiles porque ellos usualmente tienen un

¥
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mds amplio rango de huésped. Los ejemplos incluyen el
mejorador de gen temprano SV40 [Dijkema et al (1985) EMBO
J. 4:76l] y los mejoradores/promotores derivados de la
repeticién del terminal largo (LTR) de el Rous Sarcoma
Virus [Gorman et al. (1982b) PNAS usa 79:6777] y de un
citomegalovirus humano [Boshart et al. (1985) Cell
41:251]. Adicionalmente, algunos mejoradores son
regulables y se vuelven activos solamente en la presencia
de un inductor, tal como una hormona o un ion metalico
[Sasscne-Corsiand Borelli (1986) Trends Genet. 2:215;

Maniatis et al. {(19B7) Science 236:1237].

Una molécula de ADN se puede expresidén intracelularmente
en células de mamifero. Una secuencia promoteora puede ser
directamente ligada ala molécula de AD en cuyo caso el
primer aminodcido en el terminal N de 1la proteina
recombinante siempre serd una metionina, que es
codificada por un codon de inicio ATG. Si se desea, el N-
terminal puede ser clivado mediante una incubacién in

vitro con bromuro cianégeno.

Alternativamente, las proteinas extraflas también se
pueden secretar de la célula en un medio de crecimiento

al crear moléculas de ADN quimérico que codifican una
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proteina de fusién comprendida de un fragmento de
secuencia lider que suministra 1la secrecién de 1la
proteina extrafla en células de mamifero. Preferiblemente,
existen sitios de procesamiento codificados entre el
fragmento lider y 1 gen extrafio que puede ser clivado
bien sea in vivo o in vitro. El fragmento de secuencia
lider usualmente codifica un péptido de seflal comprendido
de aminocdcidos hidréfobos que dirigen la secrecién de la
proteina desde la célula. El1 lider triparito de
adenovirus es un ejemplo de una secuencia lider que
suministra la secrecién de una proteina extrada en

células de mamifero.

Usualmente, la terminacién de 1la transcripcién y las
secuencias de poliadenilacién reconocidas por las células
de mamiferos son regiones regulatoria localizadas 3’ al
codon de parada de la traduccién y asi, junto con los
elementos promotores, flanquean la secuencia codificante.
El terminal 3? En el mARN maduro se forma mediante
clivage y poliadenilizacién post transcripcional
especifica [Birnstiel et al. (1985) Cell 41:349;
Proudfoot and Whitelaw (1988) ‘“Termination 3’ end
processing of eukariotic RNA. In Transcription and

splicing-(ed B.D:Hames and D.M. Glover) Proudfoot (1989)

&



54

Trends Biochem. Sci. 14:105]. Estas secuencias dirigen la
transcripciétn de un mARN .que pude ser traducido en el
polipéptido codificado por el ADN. Ejemplos de sefiales
de terminador de transcripcién/poliadenilizacién incluyen
aquellos derivados de SvV40 [Sambrook et al (1989)
“Expessions of cloned genes in cultured mammalian cells.”

In Molecular Cloning: A Laboratory Manual).

Usualmente, los componentes anteriormente descritos
comprenden un promotor, una sefial de poliadenilizacién, y
una secuencia de terminacién de transcripcién gque son
puestas en construcciones de expresiétn. Los mejoradores,
intrones son donadores de empalmo funcional y sitios
aceptadores y secuencias lider pueden timen ser incluidas
en la construccién de transcripecidén si se desea. Las
construcciones de expresién son a menudo aantenidas en un
replicon, tal como elementos extracromosomales (por
ejemplo pléasmido) capaces de mantenimiento estable en un
huésped, tal como células o bacterias de mamifero. Los
sistemas de replicacién de mamifero incluyen aquellos
derivados de virus de animales que requieren factores de
transaccién para replicarse. Por ejemplo, los plasmidos
que contiene los sitemas de replcacidnes de papopapvirus,

tales como SV40 [Gluzman (1981) Cell 23:175] (o}

ST
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poliomavirus, se replican a un nimeroc extremadamente alto
de copias en 1la presencia del antigeno de wviral
apropiado. Los ejemplos adicionales de replicones de
mamifero incluyen aquellos derivados de papilpnavirus de
bovine y wvirus de Epstein-barr. Adicionalmente, el
replicon puede tener dos sistemas de replicacién,
permitiendo asi que este sea mantenido por ejemplo, en
células de mamifero para la expresidén y en un huésped
procariético para clonacién y amplificacién. Ejemplos de
tale vectores transportadores de pMT2 [Kaufman et al.
{1989) Mol. Cell. Biol. 9:946] y pHEBO [Shimizu et al.

(1986) Mol. Cell. Biol. 6:1074].

El procedimiento de transformacién utilizado depende del
huésped a ser transformado. Los métodos par introduccién
de polinucledétidos heterblogos en células de mamiferos
son conocidos en 1la técnica e incluyen transfeccién
mediada por dextrano, precipitaciones de fosfato de
calcio, transfecciones mediadas por polibreno, fusiones
de protoplasto, electroporacibdn, encapsulacién de el o
los polinuclebétidos en 1liposcma, y micro inyeccién

directa al ADN en el nicleo.

B
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Las lineas celulares de mamifero disponibles como
huéspedes para la expresién son conocidas en al técnica e
incluyen muchas lineas celulares inmortalizadas
disponibles de la American Type Culture Collection (ATCC)
que incluye, pero no estd limitado, a ovario de Hamster
chino (CHO), HeLa, rifién de hamster bebe (BHK), rifién de
mico (COS), Cl, 27. 373, BHK,HEK 293, Células de melanoma
Bowes y de carcinoma hepatocelular humano (por ejemplo

HEp G2) y un numero de otras lineas celulares.

ii. 8Sistema Baculovirus

El. polinucledétido que codifica la proteina también se
puede insertar en un vector de expresién de insecto
adecuadeo, y es operablemente ligado a los elementos de
control dentro del vector. La construccidén del vector
emplea  técnicas que son conocidas en el arte.
Generalmente, los componentes del sistema de expresién
incluyen un vector de transferencia, usualmente un
plasmido bacterial, que contiene tanto un fragmento del
genoma de baculovirus, y un sitio de restriccién
conveniente para la insercién del gen o genes heterdlogos
a ser expresados; un baculovirus tipo silvestre con una

secuencia homéloga a 1los fragmentos especificos de

AEF
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baculovirus en el vector de transferencia (esto permite
las recombinaciones homélogas de el gen heterdlogo en el
genoma de baculovirus); y las células huésped de insecto

apropiadas y los medios de crecimiento.

Después de insertar la secuencia de ADN codifica 1la
proteina en el vector de transferencia, los genomas
virales tipo silvestre son transfectados en una célula
huésped de insecto donde él vector y el genoma viral se
les permiten recombinarse. El wvirus recombinante
empacado es expresado y las plaquetas recombinantes son
identificadas y purificadas. Los materiales y métodos
para los sistemas de expresién baculovirus/célula de
insecto son comercialmente disponibles en forma de kit
por ejemplo de 1la Invitrogen, San Diego CA (kit
“"MaxBaC”). Estas técnicas son generalmente conocidas por
aquellos expertos en el arte y se describen completamente
en Summers & Smith, Texas Agricultural Experiment Station
Bulletin No. 1555 (1987) (aqui en adelante ™“Summers

Smith) .

Antes de insertar la secuencia de ADN que codifica la
proteina en el genoma de baculovirus, los componentes

anteriormente descritos, que comprenden un promotor,
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lider (si se desea) codifican secuencias de interés vy
gecuencias de terminacién de transcripcidn, son
usualmente ensamblados en una construccidén de
transubicacién intermedia (vector de transferencia). Esta
construccién puede contener un gen simple y elementos
regulatorios operablemente ligados; genes miltiples, cada
uno con su propio conjunto de elementos regulatorios,
operablemente ligados; o genes miltiples, requlados por
el mismo conjunto de elementos regulatorios. Las
construcciones de transubicacién intermedia son a menudo
mantenidas en replicones, tales <como un elemento
extracromosomal (por ejemplo, plasmido) capaces de
mantenimiento estable en un huésped tal como una
bacteria. El replicén tendrd un sistema de replicacidn,
permitiendo asi que sea mantenido en un huésped adecuado

para clonacién y amplificacién.

Habitualmente, el vector de transferencia mas cominmente
utilizado para introducir los genes extrafios en el AcNP V
e8 pAc373. Muchos otros vectores, conocidos por aquellos
expertos en la técnica, también han sido diseflados. Estos
incluyen, por ejemplo, pVL985 (que alteran el.codon de

inicio de polihedrina de ATG o ATT, y que introducen 32

L
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pares de base de clonacién BamHI corriente abajo del ATT;

ver Luckow and Summers, Virology (1989) 17:31.

El plasmido usualmente también contiene una seflal de
poliadenilacién de polihedrina (Miller (1988) Ann.
Rev.Microbiol. 42:177) y el gen de resistencia de
ampicilina procaribética (amp) y origen de replicacién

para la selecciédn y propagacidén de E. coli.

El Dbaculovirus transfiere vectores que usualmente
contiene un promeotor de baculovirus. Un promotor de
baculovirus es cualquier secuencia de ADN capaz de unir
una ARN polimerasa de Dbaculovirus e iniciar wuna
transcripcibn corriente abajo (5’ a 3') de una secuencia
codificante (por ejemplo, gen estructural) en mARN. Un
promotor tendr& una regién de iniciacidédn de transcripcidn
que esta usualmente ubicada préxima al extremo 5’ de la
secuencia de codificacién. Esta regién de iniciacién de
transcripcién usualmente incluye un sitio de uniébn de ARN
polimerasa y un sitio de iniciacién de transcripcién. Un
vector de transferencia de baculovirus también puede
tener un segundo dominic denominadc un mejorador, que, si
estd presente, es usualmente distante al gen estructural.

La expresién puede ser requlada constitutiva.



60

Los genes estructurales, abundantemente transcritos en
momentos tardios en wun ciclo de infeccién wviral,
suministran secuencias promotoras particularmente dtiles.
Ejemplos incluyen secuencias derivadas del gen que
codifica las proteinas de poliedros virales, Friesen et
al., {1986) “The Regulation of Baculovirus Gene
Expression,” en The Molecular Biology of Baculoviruses
{(ed. Walter Doerfler); EP-127839 & EP-155476; y el gen
gue codifica la proteina pl0, Vlak et al. (1988), J. Gen

Virol. 69:765.

El ADN que codifica las secuencias de seflal adecuadas se
puede para ser derivadas de genes para proteinas de
insecto o baculovirus secretadas, tales como el gen de
polihedrina de baculovirus (Carbonell et al. (1988) Gene,
73:409) . Alternativamente, en razdén a que las seilales
para las modificaciones post transduccionales de células
de mamifero ( tales como el clivage de péptido de sefal,
el clivage proteolitico, una d fosforilacién) para ser
reconocida en las células de insecto, y las sefiales
requeridas para la secrecién y la acumulacién nuclear
también parecen ser conservadas entre las células de

invertebrados y células de vertebrados, lideres de un

3
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origen diferente a insecto, tal como aquellos derivados
de los genes que codifican interferon humano?, Maeda et
al., (1985), Nature 315:592; el péptido de liberacién de
gastrin humano, Lebacq-Verheyden et el., (1988), Molec.
Cell. Biol. 8:3129; IL-2 humano, Smith et al., (1985}
Proc. Nat’l Acad. Sci. USA, 82:8404; IL-3 ratén,
(Miyajima et al., (1987) Gene 58:273; glucocerebrosidasa
de humano, martin et al. (1988) dna, 7:99, también se

puede utilizar para suministrar la secrecién en insectos.

Un polipéptido o poli proteina recombinante se puede
expresar intracelularmente ©, sSi se expresa con las
gecuencias regqulatorias adecuadas, esta puede ser
secretada. lLa buena expresidén intracelular de proteinas
extrafas no fusicnadas usualmente requiere genes
heter6logos que idealmente tengan una secuencia lider
corta que contenga sefizales de iniciacidén de traduccién
adecuadas que preceden una sefilal de partida ATG. Si se
desea, la metionina en el n-terminal puede clivada de 1la
proteina madura mediante incubacibén in vitro.con bromuro
cianégeno. Alternativamente, las poliproteinas o
proteinas recombinantes que no son naturalmente
secretadas se pueden secretar de una célula de insecto

mediante la creacidén de moléculas de ADN quimérico que



62

codifiquen una proteina de fusién comprendida de un
fragmento de secuencia lider que suministre la secrecién
de una proteina extrafia en insectos. El fragmento de
secuencia lider usualmente codifica un péptido de seflal
comprendido de aminodcidos hidréfobos que dirigen la
translocacién de la proteina en el reticulo

endoplasmatico.

Después de la insercién de la secuencia de ADN y/o el gen
que codifica el precursor de producto de expresién de la
proteina, wun huésped de <célula de insecto es co-
transformado con el ADN heterbdlego del vector de
transferencia y el ADN geondémico del baculovirus tipo
silvestre usualmente mediante co-transfeccién. La
secuencia de terminacién del promotor y la- transcripcién
de la construccién usualmente comprenderid una seccién de
2 a 5 kb del genoma del baculovirus. Los métodos para la
introduccién de ADN heterdélogo en el sitio deseado del
virus de baculovirus son conocidos en la técnica. (Ver
Summers & Smith supra; Ju et al. (1987); Smith et al.,
Mol Cell Biol (1983) 3:2156; y Luckow and Summers
{(1989%)). Por ejemplo, la insercién puede ser en un gen
tal como el gen de polihedrina, mediante combinacién

doble cruzada homéleoga; la insercién también puede ser en

AES
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un sitio de enzima de restriccién trabajada por
ingenieria en el gen de baculovirus deseado. Miller et
al., (1989}, Bioessays 4:91. La secuencia de ADN cuando
se clona en el lugar del gen de polihedrina en el vector
de expresidén, es flanqueado tanto en 5’ como en 3’ por
secuencias especificas de polihedrina y est& ubicado
corriente abajo del promotor de polihedrina.

El vector de expresién de baculovirus recientemente
formado es subsecuentemente empacado en un baculovirus
recombinante infecciosc. La recombinacién homéloga ocurre
a baja frecuencia (entre aproximadamente 1% Y
aproximadamente 5%); asi, la mayoria del virus producido
después de co-transfeccién es aun un virus tipo
silvestre. Por lo tanto, es necesario un método para
identificar los virus recombinantes. Una ventaja del
sistema de expresién una seleccidn wvisual que permita
distinguir los virus recombinantes. La proteina
polihedrina, que es producida por el virus nativo, es
producida a muy altos niveles en los ndcleos de las
células infectadas en momentos tardios después de 1la
infeccibébn viral. Las proteinas de polihedrina acumuladas
forman cuerpos de oclusién que también contienen
particulas embebidas. Estos cuerpos de oclusién, hasta de

15 ¢{m de tamafio, son altamente retractiles, déndoles una



apariencia brillante que es facilmente wvisualizada bajo
el microscopio de luz. Las células infectadas con virus
recombinante les falta los cuerpos de oclusién. Para
distinguir los virus recombinantes de los virus tipo
silvestre, el supernadante de transfeccién es puesto en
placas sobre una monoplaca de células de insecto mediante
técnicas conocidas por aquellos expertos en el arte. A
saber, las palcas son seleccionadas bajo el microscopio
de luz para la presencia (indicativa de wvirus tipo
silvestre) o ausencia (indicativa de virus recombinante)
de cuerpos de oclusién. Current Protocols in Microbiology
Vol. 2 (Ausubel et al. Eds) at 16.8 (Supp. 10, 1990);

Summer Smith, supra; Miller et al. (1989).

Los vectores de expresién de baculovirus recombinante han
sido desarrollados para infeccidén en varias células de
insecto. Por ejemplo, los baculovirus recombinantes han
sido desarrollados para, entre otros: Aedes aegypti,
Autographa californica, Bémbix mori, Drosophila
melanogaster, Spodoptera frugiperda, y Trichoplusia ni
(WO 89/046699; Carbonell et al., (1985) J. Virol. 56:153;
Wright (1986) Nature 321:718; Smith et al., (1983) Mol.
Cell. Biol. 3:2156; y ver generalmente, Fraser, et al.

{1989) In Vitro Cell. Dev. Biol. 25:225).

IE>
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Las células y los medios de cultivo de células son
comercialmente disponibles tanto para expresién directa y
de fusiébn de polipéptidos heterélogos en un
baculovirus/sistema de expresién; la tecnologia de
cultivo de células es generalmente conocidas por aquellos
expertos en la técnica. Ver, por ejemplo, Summers & Smith

supra.

Las células de insecto modificadas pueden entonces ser
crecidas en un medio de nutrientes apropiado, que permite
el mantenimiento estable del o los pladsmidos presentes en
el huésped de insecto modificado. Donde el gen de
producto de expresién estd bajo control inducible, el
huésped puede crecer en alta densidad, y expresién
inducida. Alternativamente, donde la expresidén es
constitutiva, el producto serid continuamente expresado en
el medio y el medio de nutriente debe ser continuamente
circulado, aunque removiendo el producto de interés y
aumentando los nutrientes vaciados. El producto puede ser
purificade mediante tales técnicas como cromatografia,
por ejemplo  HPLC, y cromatografia de afinidad,
cromatografia de intercambio de iones, etcétera;

electroforesis; configuracién del gradiente de densidad;
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extraccién de solvente, o similar. Seglin sea apropiado,
el producto se puede purificar adicionalmente seglin se
requiera para remover substancialmente cualquiera
proteina de insectos que serd también secretada en el
medio o resulte de lisis de célula de insecto, con el fin
de suministrar un producto que sea al menos
substancialmente 1libre de desechos de huésped, por

ejemplo, proteinas, lipidos y polisacaridos.

Con el £fin de obtener expresiones de proteina, las
células huésped de recombinantes derivadas de los
transformantes son incubados bajo condiciones que
permitan la expresién de las secuenciad que codifica la
proteina recombinante. Estas condiciones variaran,
dependiendo de la célula huésped seleccionada. Sin
embargo, las condiciones son facilmente discernibles para
aquellos expertos en la técnica, con base en lo que es

conocido en el arte.

iii. Sistemas de Planta

Existen muchos cultivos de células de planta y sistemas

de expresién genético completos de plantas en la técnica.

Ejemplos de sistemas de expresién genética celulares de
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planta incluyen aquellos descritos en las patentes, tales
como: US 5,693,506; US 5,659,122; y US 5,608,143.
Ejemplos adicionales de expresién genética en cultivo de
célula de planta han sido descritos por Zenk,
Phytochemistry 30:3861-3863 (1991). Las descripciones de
los péptidos de sefial de'proteina de planta se pueden
encontrar ademéas de las referencias de citas
ante;iormente en Vaulcombe et al., Mecl. Gen. Genet.
209:33-40 (1987); Chandler et al., Plant Molecular
Biology 3:407-418 (1984); Rogers, J. Biol. Chem.
260:3731-3738 (1985):; Rothstein et al., Gene 55:353-356
/1987); Whittier el al., Nucleic Acids Research 15:2515-
2535 (1987); Wirsel et al.,Molecular Microbiology 3:3-14
(19689); Yu et al., Gene 122:247-253 (1992). Una
descripcién de la regulacidén de la expresidén del gen de
planta mediante 1la fitohormona, A&cido giberelico ¥y
enzimas secretadas inducidas por &cido giberelico pueden
ser encontradas en R. L. Jones y J. MacMillin,
Gibberellins: en: Advanced Plant Physiology,. Malcolm B.
Wilkins, ed., 1984 Pitman Publishing Limited, London, pp
21-52. Las referencias que describen otros genes
regquladores metabélicos: Sheen, Plant Cell, 2:1027-1038
(1990); Maas et al., Emboj. 9:3447-3452 (1990); Benkel &

Hickey, PNAS USA B4:1337-1339 (1987).
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Tipicamente, wutilizando técnicas conocidas en el arte,
una secuencia de polinucleétido deseada se inserta en un
cartucho de expresién que comprende elementos
regulatorios genéticos diseflades para operacién en
plantas. El1 cartucho de expresién es insertado en un
vector de expresidén deseado con secuencias de compariia
corriente arriba y corriente abajo del cartucho de
expresién adecuado para la expresién en un huésped
vegetal. Las secuencias de compaifila serdn de origen
plasmido o wviral vy suministra las caracteristicas
necesarias al vector para permitirla a los vectores mover
el ADN desde un huésped de clonacibén original, tal como
bacteria, al huésped de planta deseado. La construccién
del vector bacterial/planta basico suministrara
preferiblemente un amplio rango de origen de replicacién
procariético; un marcador seleccionable procariético; y
para transformaciones de Agrobacterium, secuencias T ADN
para transferencias mediadas por Agrobacterium a
cromosomas de planta. Donde el gen heterblogo no es
fédcilmente responsable para deteccién, la construccién
preferiblemente también tendra un gen marcador
seleccionable adecuado para determinar si una célula de

planta ha sido transformada. Una revisidén general de

4
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marcadores adecuados, por ejemplo, de los miembros de la
familia de pastos, se encuentra en Wilmink & Dons, 19936,

Plant Mol. Biol. Reptr, 11 (2):165-18S5.

Las secuencias adecuadas para permitir la integracién de
la secuencia heteréloga en el genoma de planta también es
recomendada. Este podria incluir secuencias de transposon
Y similares para combinacién homéloga asi como también
secuencias Ti que permitan la insercién aleatoria de un
cartucho de expresién heterdlogo en un genoma de planta.
Los marcadores seleccionables procaridéticos adecuados
incluyen resistencia hacia los antibiéticos tales como
ampicilina © tetraciclina. Otras secuencias de ADN que
codifican las funciones adicionales también pueden estar

presentes en el vector, como es conocido en la técnica.

Las moléculas de &cido nucleico en la invencién objeto
puede estar incluidas en un cartucho de expresidén para la
expresién de el o las proteinas de interés. Solamente,
abra solamente un cartucho de expresién, aunque dos o
mads son factibles. El cartucho de expresién recombinante
contendrd ademds de la proteina heteréloga que codifica
la secuencia de 1los siquientes elementos, una regién

promotora, secuencias no traducidas 5’ de planta, codon

I3
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de iniciacién dependiendo de si o no el gen estructural
viene equipado con uno, y una secuencia de terminacién de
transcripcién y traduccidén. Sitios de enzima de
restriccidén Gnica en los extremos 5’ y 3’ del cartucho

permite la facil insercién en un vector pre-existente.

Una secuencia codificante heter6loga puede ser para
cualquier proteina que se relacione con la presente
invencidén. La secuencia que codifica la proteina de
interés codificard un péptido de seflal que permite el
procesamiento y translocacién de la proteina, segiin sea
apropiado, y usualmente le faltard cualquier secuencia
que podria resultar en la unién de la proteina deseada de
la invencién a una membrana. En razén, para la mayor
parte, a que las regiones de iniciacién transcripcional
serdn un gen que se exprese y transloque durante la
germinacién, mediante el empleo de un péptido de sefial
que suministra translocacién, uno podria suministrar la
translocacidén de la proteina de interés. De estd manera,
el o las proteinas de interés seran translocados desde
las células en las cuales ellas son expresadas y pueden
ser eficientemente cosechadas. Tipicamente, la secrecién

en semillas es a través de la capa de aleurona o de

epitelio escutelar en el endosperma de la semilla. Aunque
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no se requiere que la proteina sea secretada de lés
células en las cuales la proteina es producida, esto
facilita el aislamiento y purificacién de la proteina

recombinante.
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En razén a que la Gltima expresién del producto del gen
deseado serd en una célula eucaridética es deseable
determinar si cualquier porcidén del gen clonado contiene
secuencias que serdn procesadas como intrones por la
maquinaria de esplicosoma del huésped. Si es asi, la
mutagénesis dirigida de sitio de la regién “intron” puede
ser conducida para evitar la'perdida de una porecidén del
mensaje genético como un cébdigo de intron falso, Reed and

El vector puede ser micro inyectado directamente en las
células de las plantas mediante el uso de micro pipetas
para transferir mecénicamente el ADN recombinante.
Crossway, Mol. Gen. Genet, 202:179-185, 1985. El material
genético también se puede transferir en una célula de
planta mediante el uso de polietilen glicol, Krens, et
al., Nature, 296, 72-14, 1982. Otro método de
introduccién de segmentos de Aacido nucleico es 1la
penetracién balistica de alta velocidad mediante
particulas pequeflas con &cido nucleico dentro de 1la
matriz de gldébulos pequeiflos o© particulas, o en la
superficie, Klein, et al., Nature, 327, 70-73, 1987 y
Knudsen y Muller, 1991, Planta, 185:330-336 enseflando el

bombardeo de particulas de endosperma de cebada para

/—)f_



73

crear cebada transgénica. Aun otro método de introduccién
seria la fusién de protoplastos con otras entidades o
mini células, células, lisosomas u otros cuerpos con
superficie de lipide fundible, Fraley, et al., ‘PNAS USA,

79, 1859-1863, 1982.

El vector también se puede introducir en las células de
planta mediante electroporacién. (Fromm et al., “PNAS USA
82:5824, 1985). En esa técnica, 1los protoplastos de
planta son electroporados en la presencia de plésmidos
que contienen construcciones de gen. Los impulsos
eléctricos de alta resistencias de campo permeabilizan
reversiblemente las biomembranas permitiendo la
introduccién de 1los pldsmidos. Los protoplastos de
plantas electroporadas reforman la pared celular, la

dividen, y forman callos de planta.

Todas las plantas provenientes de protoplastos se pueden
aislar y cultivar para tener plantas completamente
regeneradas que pueden ser transformadas mediante la
presente invencién de tal forma que las plantas completas
son recuperadas para contener el gen transferido. Se
conoce que préacticamente todas las plantas se pueden

regenerar de células o tejidos de cultivo, incluyendo
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perc no estando limitadas a las mayoria de especies de
cafia de azdcar, remolacha de azicar, algodén, frutas vy
otros A&rboles, legumbres y vegetales. Aigunas plantas
incluyen, por ejemplo, especies del género Fragaria,
Lotus, Medicago, Onobrychis, Trifolium, Trigonella,
Vigna, Citrus, Linux, Geranium, Nanihot, Daucus,
Arabidopsis, Brassica, Raphanus, Sinapis, Atropa,
Capsicum, Datura, Hyoscyamus, Lytcopersion, Nicotiana,
Solanum, Petunia, Digitalis, Majorana, Cichorium,
Helianthus, Lactuca, Bromas, Asparagus, Antirrhinum,
Hererocallis, Nemesia, Pelargonium, Panicum, Pennisetum,
Ranunculus, Senecio, Salpiglossis, Cucumis, Browaalia,

Glycine, Lolium, Zea, Triticum, Sorghum y Datura.

Los medios para la regeneracién varian de especies a
especies de plantas pero generalmente una suspensiédn de
protoplastos transformados que contienen copias de genes
heterdlogos se suministra primero. Los tejidos de callo
se forman y pueden ser inducidos retofics de callos y
subsecuentemente enraizados. Alternativamente, la
formacién de embriones puede ser inducida de 1la
suspensidén de protoplastos. Estos embriones germinan como
embriones naturales para formar plantas. El medio de

cultivo generalmente contiene varios amincadcidos y
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hormonas, tales como auxinas y citoquininas. También es
ventajosa agregar 4acido glutéamico y prolina al medio
especificamente para tales especies como maiz y alfalfa.
Los retofios y las raices normalmente se desarrollaran
simultineamente. La regeneracién eficiente dependerd del
medio, de genotipo y de la historia del cultivo., Si estas
tres variables son controladas, entonces la regeneracién

es completamente reproducible y repetible.

En algunos sistemas de cultivo de célula de plantas, 1la
proteina deseada de la invencién se puede extraer o
alternativamente, la proteina se puede extraer de 1la
planta completa. Cuando 1la proteina deseada de la
invencién es secretada en el medio, esta puede ser
recolectada. Alternativamente, los embriones y las
semillas medias sin embridén u otros tejidos de planta
pueden ser mecanicamente irrumpidos para liberar
cualquier proteina secretada entre las células y los
tejidos. La mezcla puede ser suspendida amortiguada para
recuperar las proteinas solubles. Los métodos de
aislamiento y purificacién de proteinas convencionales
serdn entonces utilizados para purificar la proteina
recombinante. Los parametros de tiempo, temperatura, pH,

oxigeno, y volimenes serdn ajustados a través de métodos



76

7

de rutina para optimizar la expresiédn y recuperacién de

la proteina heterdloga.
iv. Sistemas bacteriales

Las técnicas de expresién bacterial son conocidas en el
arte. Un promotor bacterial es cualquier secuencia de ADN
capaz de unir ARN polimerasa bacterial e iniciar la
transcripcién corriente abajo (3') de la secuencia de
codificacién (por ejemplo gen estructural) en mARN. Un
promotor tendrd una regién de iniciaciébn de transcripcién
que es usualmente ubicada préxima al extremo 5’ de la
secuencia de codificacién. Esta regién de iniciacién de
transcripcién usualmente incluird un sitio de unién de
ARN polimerasa y un sitio de iniciacién de transcripcién.
Un promotor bacterial también puede tener un segundo
dominio denominado un operador, que puede traslatar un
sitio de unién de ARN polimerasa adyacente en el cual
inicia la sintesis de ARN. El operador permite la
transcripcién regulada negativa (inducible), como una
proteina expresora de gen puede unir el operador y de
estd manera inhibir la transcripci6én de un gen
especifico. La expresién constitutiva puede ocurrir en la

ausencia de elementos regulatorios negativos, tales como
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el operador. Ademas, la regulacién positiva se puede
lograr mediante una secuencia de unién de proteina
activadora de gen, la cual, si esta presente es
usualmente préxima a (5‘) a la secuencia de unidén de ARN
polimerasa. Un ejemplo de una proteina activadora de gen
es la proteina activadora catabolito (CAP), que ayuda a
iniciar la transcripcién del operon lac E. coli [Raibaud
Et Al. (1984) Annu. Rev. Genet. 18: 173]. La expresién
regulada puede por lo tanto ser positiva o negativa,

mejorando de esta manera o reduciendo la transcripcién.

Las secuencias que codifican las enzimas de senda
metabdlica suministran secuencias promotoras
particularmente utiles. lLos ejemplos incluyen secuencias
promotoras derivadas de enzimas metabolizantes de azicar,
tales como galactosa, lactosa, (lac) [Chang et al. (1977)
Nature 198: 1056], y maltosa. Ejemplos adicionales
incluyen secuencias promotoras derivadas de enzimas
biosintéticas tales como 1los sistemas promotores de
triptofano (trp) [Goeddel et al. (1980) Nuc. Acids Res.
8: 4057; Yelverton et Al. (1981) Nucl. Acids Res. 9: 731;
Us patent 4, 738, 921; EP-A- 0036776 And EP-A-0121775].
El sistema promotor de g-lactamasa (bla) [Weissmann

(1981) "The cloning of interferon and other mistakes."In
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Interferon 3 (ed. 1. Gresser)], bacteriéfago lambda PL
[Shimatake et al. (1981) Nature 292: 128] y T5 [patente
US 4,689, 406] también suministra secuencias promotoras

itiles.

Ademads, los promotores sintéticos que no ocurren en la
naturaleza también funcionan como promotores bacteriales.
Por ejemplo, la secuencia de activacién de transcripcién
de un promotor bacterial o bacteridéfago se puede unir con
las secuencias de operon de otros promotores bacteriales
o bacteriéfagos, cuando un promotor hibrido sintético
[patente US 4,551, 433). Por ejemplo, el promotor tac es
un promotor trp-lac hibrido comprendido de promotor trp y
secuencias de operon lac que es reguladb por el represor
lac [Amann et e al. (1983) Gene 25: 167; de Boer et al.
(1983) PNAS USA 80: 21]. Adicionalmente, un promotor
bacterial puede incluir promotores de ocurrencia natural
de origen no bacterial que tengan la capacidad de unir a
ARN polimerasa bacterial e iniciar la transcripciébn. Un
promotor de ocurrencia natural de origen no bacterial
también se puede acoplar con la ARN polimerasa compatible
para producir altos niveles de expresién de algunos genes
en procariotes. La ARN polimerasa/sistema promotor del

bacteriéfago T7 es un ejemplo de un sistema promotor

P44
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acoplado [Studier et al. (1986) J. Mol. Biol 189%9: 113;
Tabor et al. (1985) PNAS USA 82: 1074]. Ademas, un
promotor hibrido también puede estar comprendido de un
promotor bacterigfago y una regién operadora E. coli (EP-

A-0267851).

Ademas a una secuencia promotora de funcién, un sitio de
unién de ribosoma eficiente también es 1(til para la
expresién de genes extrafios en procariotes. En E. coli el
sitio de unién de ribosoma es denominado la secuencia
Shine-Dalgarno (SD) e incluye un codon de iniciacién
(ATG) y una secuencia de 3-9 nucleétidos de longitud
localizada en los nucleétidos 3-11 corriente arriba del
codon de iniciacién [Shine et al. (1975) Nature 254: 34].
La secuencia SD se cree que promueve la unidén del mARN al
ribosoma por el pareo base entre la secuencia SD y el
extremo 3’ del rARN 165 [Steitz et al. (1979)"Genetic
signals and nucleotide sequences in messenger RNA."In
Biological Regulation and Development: Gene Expression
(ed. R. F. Goldberger)].Para expresar genes eucariéticos
y genes procariéticos con sitio de unién de ribosoma
débil (Sambrook et al. (1989)"Expression of cloned genes
in Escherichia coli." In Molecular Cloning: A Laboratory

Manual] .

/22/
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La molécula de ADN puede ser expresada intracelularmente.
Una secuencia promotora puede estar directamente 1ligada
con la molécula de ADN, en cuyo caso el primer aminoécido
en el N-terminal ser4 siempre una metionina, que es
codificada por el codon de inicio ATG. Si se desea, la
metionina en el N-terminal puede ser clivada de una
proteina mediante incubacién in vitro con bromuro
cianégeno o por incubacién in vivo o in wvitro con
peptidasa N-terminal de metionina bacterial (EPO-A-0 219

2317).

La proteina de fusién suministra una alternativa a la
expresién directa. Usualmente, una secuencia de ADN que
codifica la porcién N-terminal de una proteina bacterial
endégena o la proteina estable, es fusionada al extremo
5’ de las secuencias de codificacién heterdloga. Luego de
la expresidn, esta construccidén suministrard una fusién
de dos secuencias de aminodcidos. Por ejemplo, el gen de
la c¢élula lambda de bacteriéfago puede ser 1ligada al
terminal 5’ de un gen extrafic y expresada en bacterias.
La proteina de fusidn resultante preferiblemente retiene
un sitio para una enzima del procesamiento (factor Xa)

para activar la proteina bacteridéfaga del gen anterior

73
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ign [Nagai et al. (1984) Nature 309: 810). Las proteinas
de fusidédn también pueden ser con secuencias a partir de
los genes lacZ [Jia et al. (1987) Gene 60: 197], trpE
[Allen et al. (1987) J. Biotechnol. 5: 93; Makoff et AL.
(1989) J Gen. Microbiol 135: 1l1], And Chey [EP-A-0 324
647). La secuencia de ADN en la unién de las dos
secuencias de aminoacido puede o no codificar un sitio de
clivado. Otro ejemplo es una proteina de fusién de
ubiquitina. Tal proteina de fusién estd hecha con la
regién de ubiquitina que preferiblemente retiene un sitio
para una enzima de procesamiento {(proteasa que procesa
ubiquitina especifica) para activar la ubiquitina de la
proteina extrafla. Por medio de este método la proteina
extrafia nativa puede ser aislada [Miller et Al. (1989)

Biol/technology 7: 698].

En forma alternativa, las proteinas extrafias pueden ser
secretadas desde 1la célula creando moléculas de ADN
quiméricas que codifiquen una proteina de fusidén que
comprende un fragmentoc de secuencia de seflal de péptido
que suministre para la secrecién de la proteina extraifla
en la bacteria [Patente norteamericana 4,336, 336]. El
fragmento de secuencia de seflal usualmente codifica un

péptido de seflal que comprende aminodcidos hidrofdbicos

S
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que dirigen la secrecidtn de la proteina desde la célula.
La proteina es secretada en el medio de crecimiento
(bacteria gram—-positiva) o en el espacio periplasmico
localizado en entre el interior y el exterior de 1la
membrana de la célula (bacteria gram-negativa) .
Preferiblemente estos son sitios de procesamiento, que
pueden ser clivados sea in vivo o in vitro codificados

entre el fragmento de sefial de péptido y el gen extrafio

El ADN que codifica de manera adecuada las secuencias de
seflal puede ser derivados de los genes para los proteinas
secretadas bacterialmente tales como el gen de proteina
de la membrana externa del E. coli(ompA) ({[Masui et al.
{(1983) In: Experimental Manipulation of Gene Expression ;
Ghrayeb et al. (1984) EMBO J 3: 2437)] Y la secuencia de
seflal de fosfatasa el E. coli (Phoa) [Oka Et al. (1985)
PNAS USA 82: 7212]. Como un ejemplo adicional, 1la
secuencia de seflal del gen de la alfa-amilasa de varias
cepas de Dbacilos pueden ser usadas para secretar
proteinas heterélogas del B.subtilis [Palva et al. (1982)

PNAS USA 79: 5582; EP-A-0244042].

Usualmente, las secuencias de terminacién de la

transcripcibn reconocidas por las bacterias son regiones

s
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regulatorias localizadas en 3’al codon de tensiétn de la
traduccién, y por lo tanto con junto con el flanco
promotor de las secuencias de codificacién. Estas
secuencias dirigen la transcripcién de un mARN que puede
ser traducido en un polipéptido codificado por el ADN.
Las secuencias de terminacién de la transcripcidn
frecuentemente incluyen secuencias del ADN de hasta 50
nucleétidos capaces de formar de lazos de tallo que
ayudan a la transcripcién de terminacién. Ejemplos
incluyen las secuencias de terminacién de la
transcripcié4n derivadas de los genes con promotores
fuertes, tales como el gen trp en el E. coli lo mismo que

otros genes biosintéticos.

Usualmente, los componentes anteriormente descritos,
comprenden un promotor, secuencia de sefial (si se desea),
secuencia de interés de codificacién, y secuencia de
terminacién de transcripcidén, son puestos Jjuntos en
constructores de expresidn. Los constructores de
expresién son frecuentemente mantenidos en un replicador,
tal como un elemento Iextracromosomal (por ejemplo
plasmidos) capaz de mantenerse de manera estable en un
anfitrién tal como una bacteria. Un replicador también

puede ser un plésmido de nimerc de copias alto o bajo. Un



plasmido de nuUmero de copias alto tendrd un nmimero de
copias que varia entre aproximadamente 5 a
aproximadamente 200 y usualmente entre aproximadamente 10
a aproximadamente 150. Un anfitrién que tiene un nimero
de copias alto preferiblemente contendrd aproximadamente
10, y mas preferiblemente por lo menos aproximadamente 20
plasmidos. Cualquiera que sea un vector de nGmero de
copias alto o bajo puede se seleccionado, dependiendo de
efecto del vector y de la proteina extrafia sobre el

huésped.

De manera alternativa, los construsctores de expresién
pueden estar integrados en un genoma bacterial con un
vector de integracién. Los vectores de integracién
usuvalmente contiene por lo menos una secuencia homéloga
al cromosoma bacterial que permite al vector integrarse.
Las integraciones parecen resultar de recombinaciones
entre ADN homdélogos en el vector y el cromosoma
bacterial. Por ejemplo, los vectores de integracién
construidos con diversas cepas de bacilos se integran en
cromosomas de bacilos (EP-A-0127328). Los vectores de
integracién también pueden estar comprendidos de

secuencias de bacteri6fagos o de transposones.

SSLF
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Usualmente, los constructores de expresién de integracién
Yy extracromosomales pueden contener marcadores
seleccionables que les permitan la seleccidén de las cepas
bacteriales que han sido transformadas. Los marcadores
seleccionables pueden ser expresados en el anfitrién
bacterial y pueden incluir genes que convierten a la
bacteria en resistentes a droga tales como penicilina,
ampicilina, el cloramfenicol, la ritromicina, kanamicina
(neomicina), y tetraciclina [Davies et al. (1978) Annu.
Rev. Microbiol. 32: 469]. Los marcadores seleccionables
también pueden incluir genes biosintéticos, tales como
aquellos en los trayectos biosintéticos de la histidina,

triptofan, y leucina.

Alternativamente, algunos de los componentes
anteriormente descritos pueden ponerse juntos en vectores
de transformacién. Los ventores de transformacién
comprenden usualmente un mercado seleccionable gque es
mantenido en un replicador o desarrollador en un vector

de integracién, tal como se describié anteriormente.

Los vectores de transformacién y expresién, sean
replicadores extracromosomales o vectores de integracién,

han sido desarrollados para la transformacién en muchas
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bacterias. Por ejemplo, los vectores de expresién han
sido desarrollados para, inter alia, 1las saigquientes
bacterias: Bacillus Subtilis [Palva et al. (1982) PNAS
USA 79: 5582; EP-A-0 036 259 y EP-A-0 063 953; WO
84/04541], Escherichia Coli [Shimatake et al. (1981)
NATURE 292: 128; Amann et. al. (1985) Gene 40: 183;
Studier et al. (1986) J. Mcl. Biol. 189: 113; EP-A-0 036
776, EP-A-0 136 829 y EP-A-0 136 907], Streptococcus
Cremoris [Powell et al. (1988) Appl. Environ. Microbiol.
54: 655); Streptococcus lividans [Powell et al. (1988)
Appl Environ. Microbiol. 54: 655], Streptomyces lividans
[US Patent 4,745, 056].

Los métodos para producir ADN ex6geno en anfitriones
bacteriales son bien <conocidos en la técnica, vy
usualmente incluyen la transformacidén tratada con CaCl; u
otros agentes, tales como cationes bivalentes y DMSO. El
ADN también puede ser introducido en células bacteriales
por electroporacién. Los procedimientos de transformacién
usualmente varian con las especies bacteriales que van a
ser transformadas. Ver por ejemplo [Masson Et al. (1989)
FEMS Microbiol. Lett 60: 273; Palva eT AL. (1982) PNAS
USA 79: 5582; EP-A-0 036 259 y EP-A-0 063 953; WO

B84/04541, Bacillus], [Miller et al. (1988) PNAS USA 85:

/A’f
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856; Wang et al. (1990) J. Bacteriol. 172: 949,
Campylobacter], [Cohen et al. (1973) PNAS USA 69:2110;
Dower et al. (1988) Nucleic Acids Res. 16: 6127; Kushner
(1978) "An improved method for transformation of
Escherichia coli With Ci 1El-derived plasmids. In Genetic
Engineering: Proceedings of the International Symposium
on Genetic Engineering (eds. H. W. Boyer and $. Nicosia):
Mandel et al. (1970) J. Mol. Biol. 53: 159; Taketo (19588)
Biochim. Biophys. Acta 949: 318; Escherichia], [Chassy et
al. (1987) FEMS Microbiol Lett. 44: 173 Lactobacillus];
[Fiedler et al. (1988) Anal Biochem 170: 38,
Pseudomonas]; (Augustin et al. (1990) FEMS Microbiol
Lett. 66: 203, Staphylococcus], [Barany et al. (1980) J.
Bacteriol 144: 698; Harlander (1987) "Transformation of
Streptoceccus lactis by electroporation, in:
Streptococcal Genetics (ed. J. Ferretti and R. Curtiss
III); Perry et al. (1981) Infect. Immun. 32: 1295; Powell
et al. (1988) Appl Environ. Microbiol 54: 655; Somkuti et
al. (1987) Proc. 4th Evr. Cong. Biotechnology 1: 412,

Streptococcus].

La guia general en la expresién de E coli y su

optimizacién puede encontrarse en Baneyx (1999) Curr.

72



Opin. Biotech. 10: 411-421 y Hannig & Makrides (1998)

TIBTECH 16: 54-60.

v. Expresién de levadura

Los sistemas de expresidn de levadura son bien conocidos
para aquellos versados en la técnica. Un promotor de
levadura es cualquier secuencia de ADN capaz de ligar
polimeraza de ARN de levadura e iniciar la transcripcién
aguas abajo (3’) de una secuencia de codificacién (por
ejemplo un gen estructural) en el mARN. Un promotor
tendrd una regidén de iniciacién de transcripcidén que es
usualmente colocada préxima al terminal al extremo 5’ de
la secuencia de codificacién. Esta regién de iniciacién
de transcripcién usualmente incluye un sitio de ligado de
polimeraza de ARN (El1 “TATA Box”) y un sitio de
iniciacién de transcripcién. Un promotor de levadura
puede también tener un segundo dominio llamadeo wuna
secuencia activadora aguas arriba (UAS), que, si esta
presente, estd usualmente distante al gen estructural. La
UAS permite la expresién regqulada (inducible). La
expresién constitutiva ocurre en la ausencia de un UAS.
La expresién regulada puede ser positiva o negativa, por

lo tanto promoviendo o reduciendo la transcripcién.

SZ



89

La levadura es un organismo de fermentacién con un
trayecto metabélico activo, por lo tanto las secuencias
que codifican las encimas en el trayecto metabébélico
suministran secuencias promotoras particularmente idtiles.
Ejemplos incluyen la dehidrogenasa de alcohol (ADH) (EP-
A-0284044), la isomeraza de glucosa-6-fosfato, -3-
fosfato-dehidrogenasa de gliceraldehido (GAP o GAPDH),
hexoquinasa, fosfofructoquinasa, mutasa de 3-
fosfoglicerato, enolasa, glucoquinasa, Yy quinasa p
iurufat (PyK) (EPO-A-0329203). E1l gen PHO5 de levadura,

que codifica la fosfatasa acida, también suministra
secuencias de promotores (tiles [Myanohara et al. (1983)

PNAS USA 80:1].

Adicionalmente, los promotores sintéticos que no ocurren
en la naturaleza también funcionan como promotores de
levadura. Por ejemplo, las secuencias de UAS de un
promotor de levadura pueden estar unidas con la regidén de
activacién de 1la transcripcién de otro promotor de
levadura, creando un promotor sintético hibrido. Ejemplos
de tales promotores hibridos incluyen la secuencia

regqulatoria de ADH ligada a la regién de activacidn de

72
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transcripcién GAP (Patentes Estadounidenses Numeros
4,876,197 y 4,880,734). Otros ejemplos de promotores
hibridos incluyen promotores que consisten de 1la
secuencias regqulatorias CAD ADH2, GAL4, GALl1Q, o PHOS,
combinados <c¢con la regién de activacién al de
transcripcién del gen de la enzima glicolitical tal como
GAP o PyK (EP-A-0 164 556). Adicionalmente, un promotor
de levadura puede incluir promotores de ocurrencia
natural de origen diferente a levadura que tienen la
habilidad de deligar la polimeraza del ARN de la levadura
e iniciar la transcripcién. Ejemplos de tales promotores
incluyen, en inter alia, [Cohen et al. (1980) PNAS USA
77:1078; Henikoff et al. (1981) Nature 283:835;
Hollenberg et al. (1981) Curr. Topics Microbiol. Immunol.
96:119; Hollenbgrg et al. (1979) “The Expresién of
Bacterial Antibiotic Resistance Genes in the Yeast
Saccharomyces Cerevisiae”, en: Plasmids of Medical,
Environmental and Comercial Importante (eds K.N. Timmis y

A. Puhler):; Mercerau -~ Puigalon et al. (1980) Gene

11:163; Panthier et al. (1980) Curr. Genet. 2:109;].

Una molécula de ADN puede ser expresada intracelularmente

en la levadura. Una secuencia promotoras puede estar

A3
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enlazada directamente con la molécula de ADN, en cuyo
caso el primer aminocdcido terminal N de la proteina
recombinante siempre serd una metionina, la cual es
codificada por el codon ATG st art. Si se desea, la
metionina en el terminal N puede ser clivada a partir de
la proteina por incubacién in Vitro con bromuro de

cianogeno.

Las proteinas de fusién suministran una alternativa para
los sistemas de expresién de levadura, lo mismo que en
los sistemas de expresién de mamiferos, baculovirus, y
bacteriales. Usualmente, una secuencia de ADN que
codifica la porcidn del terminal N de una proteina de
levadura endbégena, u otra proteina estable, es fusionada
al extremo 5’ de las secuencias de codificacién
heterdlogas. Luego de la expresidédn, esta construccién
suministrar4 wuna fusién de 1las dos secuencias de
aminodcidos. Por ejemplo, el gen de dismutasa superoxido
de levadura o humano (SOD), puede ligarse al terminal 5’
de un gen extrafic y expresado en la levadura. La
secuencia de ADN en la unién de las dos secuencias de
aminodcido ‘puede o no codificar un sitio de clivacién.
Ver por ejemplo AP-A-0 196 056. Otro ejemplo es una

proteina de fusién de ubiquitina. Tal proteina de fusién

§7/%
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estd hecha con la regién de ubiquitina que retiene
preferiblemente un sitio para una enzima de procesamiento
(por ejemplo la proteasa de procesamiento especifica de
ubiquitina) para clivar la ubiquitina de la proteina
extrafta. A través de este métedo, por lo tanto, la
proteina extrafla nativa puede ser aislada (ejemplo WO

88/024066) .

Alternativamente, las proteinas extraflas pueden también
ser secretadas desde la célula en el medio de crecimiento
por medico de crear moléculas de ADN dquiméricas dque
codifican una proteina de fusién que comprende un
fragmento de secuencia lider que suministra para la
secrecién en la levadura de la proteina extrafa.
Preferiblemente, hay sitios de procesamiento que
codifican entre el fragmento lider y el gen extrafio que
puede ser clivado sea in vivo o in Vitro. El1 fragmento de
secuencia lider usualmente codifica un péptido de sefial
que comprende aminodcidos hidrofébicos que dirigen 1la

secrecién de la proteina desde la célula.

Las secuencias de sefilal adecuadas que codifican el ADN
pueden ser derivadas de genes para las proteinas de

levadura secretada, tales como el gen de invertasa (EP-A-

NS
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0 012 873; JPO. 62,096,086) y el gen de factor A (
Patente Norteamericana 4,588,684). Alternativamente, los
lideres de origen diferente a levadura, tales como un
lider de interferon, exiasten quienes también suministran

para la secrecién de levadura (EP-A- 0 060 057).

Una clase de lideres de secrecién preferida son aquellos
que emplean un fragmento del gen de factor alfa de la
levadura, el cual contiene secuencia de seflal, “pre” y una
regién “pro”. Los tipos de fragmentos de factor alfa que
pueden ser empleados incluyen el lider de factor pre-pro
alfa de longitud completa (cerca de 83 residuos aa) 1lo
mismo que lideres de factor alfa truncados (usualmente
cerca de 25 a cerca de 50 residuos de aminoacido)
(Patentes Estadounidenses 4,546,083 y 4,870,008; EP-A-0
324 274). Los 1lideres adicionales que emplean un
fragmento de lidewr de factor alfa que suministra para la
secrecién incluyen los lideres de factor alfa hibridos
hechos con una presecuenia de una primer levadura, pero
una regién pro de un segundo factor alfa de levadura (por

ejemplo ver WO 89/02463.)

Usualmente, las secuencias de terminacién de la

transcripcién reconocidas por la levadura son regiones

AHE
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regqulatorias localizadas en el 3’ al codén de
detenimiento de la traduccién, y por lo tanto junto con
el flanco promotor de la secuencia de codificacién. Estas
secuencias dirigen la transcripcién de un mARN que puede
ser traducido en el polipéptido codificado por el ADN.
Ejemplos de secuencias terminadoras de transcripcién y
otras secuencias de terminacidén reconocidas por levadura,
tales como aquellas que codifican para las enzimas
glicoliticas. Usualmente, estos componentes, comprenden
un promotor, lider {(sise desea}, secuencia de
codificacién de interés, y secuencia de terminacién de
transcripcién, son puestos juntos en constructores de
expresidn. Los constructores de expresién son
frecuentemente mantenidos en un replicador, tal como un
elemento extra cromosomal (por ejemplo plasmidos) capaz
de mantenerse estable en un anfitrién, tal como la
levadura o bacterias. EI replicador puede tener dos
sistemas de replicacién, permitiendo asi que se mantenga,
por ejemplo, en la levadura para la expresiébn y en un
anfitrién procariético para la clonacién y la
amplificacién. Ejemplo de tales vectores vehiculos de

levadura- bacterias incluyen la YEp24 [Botstein et al.

(1979) Gene 8:17-24], pCl/1 [Brake et al. (1984)PNAS USA

A7~
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81:4642-4646], y YRpl7 [Stinchcomb et al (1982) J. Mol.

Biol. 158:157]. Adicionalmente, un replicador puede ser
un plésmido de ntimeros de copias alto o bajo. Un pléasmido
de un nuimero de copias alto generalmente tendri un ntGmero
de copias dque varia entre aproximadamente 5 a
aproximadamente 200, y usualmente entre aproximadamente
10 a aproximadamente 150. Un anfitrién que contiene un
plasmido de alto nuimero de copias preferiblemente tendra
por lo menos aproximadamente 10, y mds preferiblemente
por lo menos aproximadamente 20. Sea un vector de numeros
de copias alto o bajo puede ser seleccionado, dependiendo
del efecto del vector y de la proteina extralla sobre el

anfitridén. Ver por ejemplo Brake et al., Supra.

Alternativamente, los constructores de expresidén pueden
ser integrados en el genoma de levadura con un vector de
integracién. Los vectores de integracién contienen
usualmente por lo menos una secuencia homéloga a un
cromosoma de levadura que permite al vector integrarse, y
preferiblemente contiene dos secuencias hombélogas que
flanquean en el constructor de expresioén. Las
integraciones parecen como el resultado de

recombinaciones entre ADN homélogo en el vector y el

P
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cromosoma de levadura [Orr-Weaver et al. (1983)Methods in

Enzymol. 101:228-245]. Un vector de integracién puede
estar dirigido a un locus especifico en la levadura por
medio de seleccionar la secuencia homéloga apropiada para
la inclusién en el vector. Ver Orr-Weaver et al., supra.
Unc o mas constructores de expresién pueden integrar,
posiblemente afectando los niveles de la proteina

recombinante producida [Rine et al., (1983) PNAS USA

80:6750]. Las secuencias cromosomales incluidas en el
vector pueden ocurrir sea como segmento unico en el
vector, lo que resulta en la integracién del vector
completo, o dos segmentos homblogos a segmentos
adyacentes en el cromosoma y que flanquean el constructor
de expresién en el vector, lo que puede resultar en la
integracién estable de solamente el constructor de

expresién.

Usualmente, los constructores de expresién extra
cromosomales y de integracién pueden contener marcadores
seleccionables para pérmitir la seleccién de las sepas de
levadura que han sido transformadas. Los  arcadores
seleccionables pueden incluir genes biosintéticos que

pueden ser expresados en el anfitrién de levadura, tales

el
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como los genes de resistencia ADEZ, H1S4, LEU2, TRPl ¥y
ALG7, que confieren resistencia en las células de
levadura a 1la tunicamicina y G418, respectivamente. En
adicién, un marcador seleccionable adecuado puede también
suministrar a la levadura con la habilidad para crecer en
la presencia de compuestos téxicos, tales como metales.

Por ejemplo, la presencia de CUPlL le permite a 1la
levadura crecer en la presencia de cobrediones [Butt et

al. (1987)Microbiol, Rev.51:351].

Alternativamente, algunos de los componentes descritos
anteriormente pueden ser puestos juntos en vectores de
transformacién. Tales vectores usualmente comprenden un
marcador seleccionable que es mantenido © en un
replicador o desarrollados dentro de un vector de
integracién como se describié anteriormente. Los vectores
de expresién y transformacidén, sean replicadores extra
cromosomales © vectores de integracién, han sido
desarrollados para la transformaciédn en muchas levaduras.
Por ejempleo, los vectores de expresién han sido
desarrollados para, inter alia, las siguientes levaduras:
Candida albicans [Kurtz, Et al. (1986) Mol. Cell. Biol.

6: 142], Candida Maltosa ([Kunze, Et al. (1985) J. Basic

— oo
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Microbiol. 25: 141). Hansenula Polymorfa {[Gleeson, et al.
(1986) J. Gen. Microbiol. 132: 3459; Roggenkamp et al.
(1986) Mol. Gen. Genet. 202: 302], Kluyveromyces Fragilis
[Das, et al. (1984) J. Bacteriol. 158: 1165],
Kluyveromyces Lactis [De Louvencourt et al. (1983) J.
Bacteriol. 154: 737; Van den Berg et al (1990)
Bio/Technology 8: 135], Pichia Guillerimondii [Kunze et
al. (1985) J. Basic Microbiol. 25: 141)], Pichia Pastoris
[Cregqg, et al. (1985) Mol. Ce}l. Biol. 5: 3376; las
patentes Estadounidenses numeros 4, 837, 148 y 4,929,
555], Saccharomyces Cerevisiae [Hinnen et al. (1978) PNAS
USA 75: 1929; Ito et al. (1983) J. Bacteriol. 153: i63],
Schizosaccharomyces Pombe [Beach and Nurse (1981) Nature
300: 706], y Yarrowia Lipolytica [Davidow, et al. (1985)
Curr. Genet. 10: 380471 Gaillardin, et al. (1985) Curr.

Genet. 10: 49].

Los métodos para introducir ADN exdégenc en anfitriones de
levadura son bien conocidos en la técnica, - y usualmente
incluyen o la transformacién de esferoplastos o de
células de levadura intactas tratadas con fracciones
alcali. Los procedimientos de transformaciédn usualmente
varian con las especies de levadura que van a ser

transformadas. Ver por ejemplo [Kurtz et al. (1986) Mol.
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Cell. Biol. 6: 142; Kunze et al. (1985) J. Basic
Microbiol. 25: 141; Candida]; [Gleeson et al. (1986) J.
Gen. Microbiol. 132: 3459; Roggenkamp et al. (1986) Mol.
Gen. Genet. 202: 302; Hansenula]; ([Das et al. (1984) J.
Bacteriol. 158: 1165; De Louvencourt et al. (1983) J.
Bacteriol. 154: 1165; Van Den Ver et al (1990)
Bio/Technology 8: 135; Kluyveromyces]; [Cregg et al.
(1985) Mol. Cell. Biol. 5: 3376; Kunze et al (1985) J.

Basic Microbiol. 25: 141; Las patentes Estadounidenses
numeros 4,837, 148 y 4,929, 555; P ichial; [(Hinnen et al.
(1978) PNAS USA 75; 1929; Ito Et al. (1983) J. Bacteriol.
153: 163 Sacaromices); ([Beach y Nurse (1981) Nature 300:
706; Schizosaccharomyces]; [Davidow et al. (1985) Curr.

Genet. 10: 39; Gaillardin et al. (1985) Curr. Genet. 10:

49; Yarrowia].
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 muestra las relaciones estructurales y
funcionales de la toxina asesina Piquia anémala (PaKT),

el anticuerpo monoclonal neutralizante del paKT (mAB

KT4), el receptor de la toxina asesina (KTR), vy
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anticuerpos asesinos similares a PaKT y mimotopos

asesinos derivados (KM).

La figura 2 muestra la actividad microbicida in Vitro por

el ensayo CFU de mABK10 y mABK20 en comparacién con un
mAB pareado de isotipo irrelevante (todos a 10Qpde dosis)

contra el UPl1l0S del Candida albicans.

La figura 3 muestra la actividad microbicida in vitro de

los anticuerpos H6 y H20 del scFv (100ug/ml de dosis).

La figura 4 muestra la actividad microbicida in Vitro de
los péptidos KM2 y KM3 comparada con los controles KMO e

IP 1lmg/ml de dosis).

La figura 5 muestra la actividad microbicida in Vitro del

KM4 (0,5mg/ml de dosis.

La figura 6 muestra la actividad microbicida in Vitro del

KMS (1lmg/ml de dosis.

203
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La figura 7 muestra la actividad microbicida in Vitro del

KMl (1lmg/ml de dosis.

La figura 8 muestra el espacio de la candidiasis vaginal

en ratas administrado intravaginalmente con KM.

La figura 9 muestra una curva de supervivencia Kaplan-
Meyer de ratones SCID retados con 5 LD50 de C. albicans y

tratados con KM.

La figqura 10 muestra la actividad microbicida del KM (25

y 10pg/ml de dosis) contra el C. neoformans UP25.

La figura 11 muestra la actividad microbicida del KM

(500ug/ml y 100pg/ml de dosis) contra el a38 del 5.

aureus.

La figura 12 muestra la actividad microbicida in Vitro

del KMO, KM6, Km y KM7 a 20ug/ml de dosis.

La figura 13 es una ilustracién de los rasgos dentro del

H6 scFv (ID DE SEC 2).

22K
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La figura 14 muestra el efecto del péptido KM (14A y 14B)
gsobre el crecimiento del A. castellani, comparado con el
efecto del péptido SP (14C y 14D). El crecimiento fue 37°
C (14A y 14C) o 25° C (14B y 14D). Los graficos muestran

el nimero del trofozoitos por poso.

La figura 15 muestra el efecto del péptido KM sobre la
viabilidad del las células A. castellani. El1 péptido SP

es establecido a 100%.

La figura 16 muestrea el efecto del K20 mAB sobre el
crecimiento del A, castellani, y la figura 17 muestra el
efecto del K10 mAB. Los valores son el nimero de
trofozoitos por poso. El crecimiento amebal en el medio

sclo es mostrado como cruces. Los anticuerpos fueron

usados a 12,5ug/ml (?)o 50pg/ml (2?).

La figura 18 muestra el efecto del KM (circulos) y SP
(cruces) sobre la replicacién del virus de influenza
hasta en 80pug/ml de concentracién. Los valores son

titulos de log; de HA.
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La figura 19 muestra el efecto de los péptidos KM

{circulos) y SP (cuadrados) sobre la replicacién del HIV-

1. Los péptidos fueron usados en 1lug/ml (cerrado) o

10ug/ml (abierto). Los valores son copias/ml durante 15

dias de cultivo.

BREVE DESCRIPCION DE LAS LISTAS DE SECUENCIAS

ID DE SEC |DESCRIPCION

Secuencia del nucledétido de H6 scFv

Secuencia de aminoAcido de H6 scFv

1

2

3 KMO (fragmento de la (SEQ. ID 2)

4 KM (= SEC ID 3 con Glu? Mutacién de Ala en la

posicién 1)

5-12 Variantes de barrido de Alamina de la ID DE
SEC 3)
13 Péptido revuelto en SPO
14-20 Derivados acortados de KM (9mer, S8mer,

Tmer, 6mer, 5Smer, 4mer, 3mer,de la SEC ID3

21 Secuencia del nucleétido de H20 scFv

22 Secuencia de aminodcido de H20 scfv

23 KM1 (ID DE SEC 3CON Cys? Mutacién de Ser en
la posicién 7)

24 KM2

25 KM3

26 KM4

27 KM5
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28 Péptidos IP irrelevantes

29 SP

30 Enlazador (usado para unir KMO y KM2 al KM3
dado)

31 Péptido de control

32 Derivado de KMl (=ID DE SEC 4CON Cys?
Mutacidépn de Xaa en la posicién 7)

33 ID DE SEC 32 CON Cys? Mutacién de Ser en la

posiciébn 7

34-38 Equivalentes de KMO.KM]1,KM2,KM4 Y KM5 a
partir de H20

39 Equivalente de KM a partir de H20
40-47 Variuantes de bariddo de alanita de la ID DE
SEC24
48 Km2 (ID DE SEC 24)CON Cys?mutacidén de Ser en

la posicién 7

49-57 Variantes de barrido de alanita de la ID DE

SEC27
58 Km4 (ID DE SEC 26)CON Cys?mutacién de Ser en
la posicién 7
59 ‘etiqueta E’ en el terminal C del sistema
scFv
60-65 CDRs del anticuerpo H6 (fragmentos de la ID
DE SEC2)
66-71 CDRs del anticuerpo H20 (fragmentos de la SEQ
ID22)

NB: La inclusién de una secuencia de polipéptido en el
listado de secuencias no implica ninguna configuracién D-

o L-particular en sus aminocacidos constituyentes.

20—




105

MODOS DE LLEVAR CABO LA INVENCION

Anticuerpc Fv de cadena Gnica de H6

El H6 es un Fv de cadena linica elevado contra el idiotopo
del anticuerpo monoclonal KT4. es un anticuerpo anti-
idiotipico 1levantado con el propésito de mimetizar la

actividad de la toxina acecina Pichia andémala {PaKT).

La existencia del scFv H6 ha sido previamente reportada
(E. G. ref. 13], pero un método para su fabricacidén no ha
sido previamente descrito, ni tiene su secuencia de
aminoacidos. La secuencia del H6 ha sido ahora
descrita(ID de SECs 1 y 2). Dentro de la ID de SEC 2, los
aminodcidos 107-132 (GT... IE) son un enlazador y los
aminodcidos finales 13 (GA... PR; ID de SEC 59) son el
“etiqueta E” insertado por el sistema de anticuerpo de
fagos recombinantes (Pharmacia BIOTECHT"™) usados para

crear el scFv.

Los CDRs dentro del H6 son como siguen:
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CDR aa ID de SEC CDR aa ID de BEC

H1 | 33-37 60 L1 | 153-62 63
H2 | 52-65 61 L2 |178-184 64
H3 | 98-101 62 L3 | 217-224 65

El H6 scFv tiene efectos microbicidas fuertes in vitro
contra importantes microorganismos patogénicos
incluyendo: C. albicans; C. krusei y C. glabrata
(incluyendo sepas resistentes al fluconazol);
Cryptococcus neoformans; A. Fumigatus; M. Tuberculosis;
S. aureus, Enterococcus fecalis, E. faecium, y
Streptococcus neumcniae (incluyendo cepas resistentes a
la meticilina- wvancomicina-y penicilina); S. mutans,
leishmania major, 1. infantum y Achantamoeba castellani.
Mas aan, esto muestra actividad terapéutica especifica en
un modelo in vivo en una candidiasis vaginal de rata por

la administracién intravaginal.

Anticuerpo monoclonal K20 y derivado H20 de scFv

K10 es un anticuerpo monoclonal de rata anti-idiotipico

surgido contra el KT4. Similar ale H6 scFv, este muestra
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una buena actividad microbicida in Vitro. En adicién, se
ha mostrado que es terapéutico contra el P. carinii
neumonia en ratas infectadas por administracién por
aeroscl [16], y en ratones transplantados con células T
que invaden el hueso contra la aspergilosis causada por

la instilacién nasal [14].

Los anticuerpos Anti-idiotipicos fueron surgidos en
ratones contra el K10 {(es decir anti-anti-anti-
idiotipicos con respecto al PAKT). Uno de los anticuerpos

que produjeron hibridomas resultantes fueron designado

“K20”,

El K20 fue ensayado en una unidad formador a de colonias
convencional in Vitro (CFU) para evaluar 1la 'actividad
acecina. Aproximadamente 250 células UP1l0 de C. Albicans
que germinan y son susceptibles al PAKT, suspendidas en
10 Ul de PBS, fueron agregadas a 90 pl de K20 para
obtener una concentracién final de G/ML y se encubo
durante 6 h a 37°C. Después de la incubacién con
reactivos respectivos, las células fungales fueron
dispensadas y listadas sobre la superficie de placas agar
de dextrosa Sabaugaur, que fueron por lo tanto encubadas

a 30°C y sus unidades formadoras de colonias (CFU)

=/0
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enumeradas después de 48 horas. Cada experimento fue
llevado a cabo en triplicado. Un mAb irrelevante fue

usado como un control.

Como se muestra en la figura 2, el K20 muestra una

actividad ligeramente mejor anti-candida que el K10.

El K20 fue convertido -en un anticuerpo scFv usando el
sistema de anticuerpo de fago recombinante (farmacia
biotech™). El scFv fue desiganado “H20” y su secuencia
se da como la ID de SECs 21 y 22. Los CDRs del H20 son

como siguen:

CDR aa ID de SEC CDR aa ID de SEC

H1 | 33-37 66 Ll |167-176 69
H2 | 52-66 67 L2 |192-198 70
H3 | 99-115 68 L3 | 231-238 71

El H20 fue ensayado en un ensayo CFU (Figura 3) y muestra

una actividad candidacidal comparable al H6.

Fragmentos activos del H6

=74
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Fragmentos de péptido corto de H6é fueron sintetizados,.

Con énfasis en la secuencia CDR

La sintesis de la fase sé6lida fue llevada a cabo con un

sintetizador de péptido automatico multiSynTech Syro

(Witten, Alemania) empleandoe la quimica Fmoc con

activacién HOBt y resina de amida MBHA Rink como soporte
sblido. Los péptidos fueron clivados a partir de resinas
acido

\'4 desprotegidos por tratamiento con

trifluorcacetico que contenia etanditiol, agua,

Triisobutilsilano y anisol (93/2. 5/2/1. 5/1). Después de
la precipitacidén por ether etilico los, péptidos fuercn
purificados por una columna Vidac C18

(25 cm X lcm) y

caracterizados por ‘analisis de aminoacidos Y

espectrometria de masa.

Los siguientes péptidos fueron sintetizados:

# | Nombre | ID de SEC | Rasiduos | Basado en
H6 CDR

1 KMO0 3 146-155 Ll

2 KM2 24 91-100 H3

3 KM4 26 146-160 L1

4 KM5 27 155-163 Ll

=2/
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Estos péptidos fueron ensayados en el ensayo CFU para

evaluar la actividad acecina.

Comoc un control, un péptido “revuelto” (ID de SEC 13
“SOP”) fue sintetizado en el cual los aminodcidos del KMO
fueron reorganizados para tener la composicidn general de
péptido igual pero de secuencia diferente. Esto fue usado
en el anterior ensayo en la misma concentracién que los
péptidos KM ensayados como control para el KMO y el KM4,
Para el KM2, el contrel fue la ID de SEC 28 ("IP” o
“péptido irrelevante“). Para KM5, el control fue ID de

SEC 31.

Los resultaos para el KMO fueron los siguientes

expresados como % de crecimiento en comparaciédn con el

control:
Péptido 100 ug/ml 25 ug/ml 6,25 pug/ml
Control SPO 100 100 100
KMO 5,69 £ 0,20 29,84 * 10,63 67,13 & 13,81

Los resultados con KMO, KM2, KM4 y KM5 en diversas

concentraciones son mostradas en las figuras 4 a 6.

2/3
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El KMO y KM5 son por lo tanto péptidos anti-candidales
extremadamente efectivos. El1 KM2 es también efectivo, ¥y

el KM4 es moderadamente efectivo.

Los CDRs del H6 fueron también preparados en forma
aislada (ID de SECs 60-65) y ensayados en cuanto su
actividad microbicida en el ensayo CFU con C. Albicans.
Cada péptido CDR fue ensayado en diluciones escalares
para establecer el IC50. los ensayos fueron llevados a
cabo en triplicado y el ICSO de cada péptido fue
calculado por andlisis de regresién no 1lineal de las
curvas obtenidas por graficacién del numero de CFU contra
el Log de la concentracién de péptido. Los resultados

fueron los siguientes:

Péptido ICso ID de SEC
Cadena pesada

CDR-1 2,67 X 1077 60

CDR-2 1,17 X . 1077 61

CDR-3 1,09 x 107’ 62
Cadena liviana

CDR-1 6,92 X 1077 63

CDR-2 2,34 X 107 64

CDR-3 2,00 X 1077 65

2744
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Los CDRs del anticuerpo H6 por lo tanto muestran una
actividad anti-candida significativa, con CDR-3 de la
cadena pesada (ID de SEC 62) mostrando 1la mejor

actividad.

Los fragmentos del H6 scFv son por lo tanto capaces de
actuar como microbicidas ain que ellos no se esperaria
que se mantengan en la misma conformacién toxiaria que en

el anticuerpo intacto.

Polipéptidos que comprenden mAs de un fragmanto de H6

El KMO es derivado del CDR de cadena liviana del H6 y el
KM2 es derivado del CDR de cadena pesada del H6. los dos
decapeptidos, cada uno de los cuales tiene actividad
microbicida por si mismos fueron enlazados con una
secuencia rica en glicina (ID de SEC 30) para dar el KM3

(ID de SEC 25).

En comparacién al IP en el ensayo CFU el KM3 mostré
actividad candidacidal, pero fue mAs débil que el KMO y

KM2 solos {(Figura 4).

277
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Sustitucién dentro de reemplazo de cisteina en el KMO

El residuo de cisteina en el decapéptido KMO fue
sustituido con serina para dar KM1 (ID de SEC 23), con
una visidén para oxidacién reducida y procesos de
polimerizaciébn. E1 KMl mostré actividad similar al KMO en
el ensayc CFU (Figura 7) en comparacién con el control
IP. La sustitucién de cisteina con serina por lo tantoc no
dio una alteracién aparente del efecto antibiético del
KMO, pero ofrece wuna resistencia incrementada a 1la
oxidacién y por 1lo tanto una vida promedio in wvivo

incrementada.

La ID de SEC 48 es un C? De forma de sustitucién S del
KM2. La ID de SEC 58 es un C? De la forma de sustituciédn

S del KM4.

Sustitucién dentro del barrido de alanina en el KMD

El decapéptido KMO fue analizado por barrido de alanina
[32] para poder identificar la contribuciédn funcional de

los residuos individuales en su actividad micrecbicida.

2/¢



cada wuno

reemplazado con A (excepto para el residuo 9, que ya era
A) y la actividad en el ensayo CFU in vitro fue logrado.

Los resultados fueron los suficientes

los 10

aminoacidos
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constituyentes

con valores en %

de crecimiento en comparacién con el control SPO:

fue

ID DE SEC 100pug/ml 25ug/ml 6,25ug/ml
3 5,69+ 0,20 |29,84 % 10,63 (67,13 £ 13,81
4 0 0 0
5 9,91 + 3,28 | 42,67 + 2,04 | 53,40 £ 6,99
6 9,27 + 2,45 | 19,72 £ 2,91 | 60,06 £ 5,24
7 9,18 + 4,13 | 26,56 + 4,24 | 63,24 + 4,77
8 0,10 + 0,10 | 10,12 % 2,96 | 40,42 * 16,01
9 52,89 + 3,90 | 55,52 + 3,7 | 58,14 % B,15
10 55,71 + 10,20 | 59,73 + 4,77 | 64,25 £ 6,72
11 2,60 + 0,50 | 23,12 + 3,59 | 72,95 + 7,42
12 11,90 + 0,64 | 32,90 + 0,79 | 70,33 + 9,14
13 100 100 100

El polipéptido més activo es la ID de SEC 4 ('KM'}, en la
cual el primer amincdcido E es sustituido por A. La ID de
SEC 8, en la cual C fue sustituido por A, también muestra
buena actividad en relacién tanto con el control SPQ y
con el decapéptido de partida KMO. La reduccién de CFU

para estos dos decapéptidos comparados con el control fue

2/
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significativo estadisticamente en todas las tres dosis

(p<0, 005 por el ensayo de dos cola de Student's).

Sobre la base de las secuencias KMO y KM, los péptidos
revueltos (SPO, ID de SEC 13 ; SP, ID de SEC 29) fueron
también sintetizados. Ninguno de estos dos péptidos

revueltos mostrdé actividad candidacidal in vitro.

El barrido de alanina del KM2 es mostrado en las ID de

SECs 40 a 47.

El barrido de alanina del KM5 es mostrado en la ID de

SECs 49 a 57.

Truncado en &l terminal C de KM

La ID de SEC 4 ('KM') fue reducida por eliminacién del
terminal C hacia abajo a tres residuos para establecer la
habilidad para retener su actividad candidacidal in vitro
con relacién al control SP. Las diluciones escalares
(100-0,8 nug/ml) fueron ensayadas para establecer la
concentracién fungicidal minima correspondiente a la

muerte del 100% de las células C. Albicans. El KM y sus

=74
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derivados de truncade fueron también enséyados en
diluciones escalares para establecer la concentracién de
péptido (MOL/1) correspondiente al 50% de la
concentraciédn inhibitoria (IC50). Los ensayos se llevaron
a cabo en triplicado y el IC50 de cada péptido fue
calculado por andlisis de relacién no 1inea1.de curvas
obtenidas por medio de graficar el numero de CFU contra
el logaritmo de la concentracién del péptido usando el
software GraphPad prismas 3.02. los resultados fueron

como sigue:

ID DE SEC " IC50 (mol/1)
4 5,6 x 10°°
14 5 x 107
15 2,3 x 1077
16 6 x 107
17 7,3 x 10°°
18 2,5 x 107
20 1 x 107

Hay una caida de la actividad candidacidal de cerca de
tres 6rdenes de magnitud con la eliminacién de la serina
del terminal C del KM. Sin embargo, el heptamero formado

por la eliminacién de los tres residuos en el terminal C
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muestra actividad en un orden de magnitud inferior a

aquella del KM.

Oligémeros del KM

Los experimentos sobre la estabilidad del péptido KM
acecino después de la liofilizacién fueron llevados a
cabo usando el ensayo CFU. E1 KM probé ser muy estable

en la forma liofilizada.

Después de 1la solubilizacién en condiciones de no
reduccién, la cisteina libre en el KM puede llevar a la
formacién de puentes de disulfuro para dar un dimero KM.
La actividad candidacidal del dimero fue lograda por
comparacién al péptido SP dimerizado. El1 dimero KM con
enlaces de disulfuro retuvec su actividad candidacidal.
Mas ain, est& actividad fue mantenida sin alteracidn
durante un periodo largo bajo diferentes condiciones de

almacenamiento (4°C, temperatura ambiente, 37°C).

Actividad in vivo del KM en modalo de infecciédn vaginal.

El KM fue ensayado usando un modelo experimental bien

establecido [71] de la infeccibn vaginal por C. albicans
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en ooforectomizadas tratadas con estrégeno. Las ratas
condicionadas por el estrégeno (5 animales por grupo)
fueron inoculadas intravaginalmente con 107 células del
C. Albicans sensibles al fluconazol (SA-40) o resistente
al fluconazol (AIDS 68). Ambas sepas de candida fueron
aisladas originalmente de la infeccién vaginal human, vy
mantenidas en colecciones en el departamento de biologia
y micologia medica del Instituto Superior de la Sanidad
(ISS), Roma (Italia). Diferentes dosis (10,25, 50 y 100
Hg) de KM fueron administrada intravaginalmente a 1,24 y
48 horas luego del reto y la carga del C. albicans
v;ginal fue cuantificada por enumeraciédn CFU a partir de
los fluidos vaginales tomados cada dia por un lazo
calibrado especial. Frotis vaginales fueron también
coloreados por el método PAS-van Gieson. Cualquier
beneficio del tratamiento KM fue logrado en términos de
reducciédn microscédpica del crecimiento Hispal en la
vagina. Los controles negativos fueron en ratas no
tratadas y las ratas tratadas con SP. Como un control
positivo, las ratas recibieron 50 o 100 pG/ML de

fluconazol (Pfizer) en PBS (0,1 ml) a 1,24 y 48 horas

después del reto por levadura.
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Un efecto terapéutico de respuesta a 1la dosis fue

observado en las dosis 50 y 100 pG.

En experimentos posteriores, 50 uG de KM fue wusado en
el programa de administracién de las tres <dosis
establecido para determinar la aceleracidén de la
clarificacién de CFU fungal durante un periodoc de 28
dias. Ratas (cinco por grupo) se les dio 107 células en
0,1 ml de solucidn fisioldgica en el dia 0 y fueron
muestreadas para una CFU intravaginal 1nicial. Los
tratamientos fueron administrados 1, 24 y 48 horas

después del reto.

La Figura 8 muestra los resultados de un experimento
tipico con la sepa SA-40. En cada punto del tiempo hubo
una diferencia significativa estadisticamente (p<0. 05
por el ensayo t de dos colas de Student's) en las cuentas
del CFU vaginal entre (a) ratas no tratadas o tratadas
con SP y (b) ratas tratas con KM o con fluconazol. No
hubo diferencia significativa entre las ratas no tratada
y las tratadas con SP, y no hubo diferencia significativa
entre las ratas tratadas con KM y las que se trataron con

fluconazol.
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El KM acelera significativamente las rata temprana de
planificacién (1-5 dias) de los hongos de la vagina de la
rata, también suministran una resolucién sustancial de la
infeccién (menos de 103 CFU/ML de fluido vaginal) dentro
de las tres semanas desde el reto, cuando los controles o
tratados todavia tenian entre 2 a 4 X 10 CFU/ML de
candida en el fluido vaginal. Ninguna aceleracidén de la
clarificacién fungal y ningin efecto sobre la resolucién
de la infeccién fue provisto por la administracién de SP.
El beneficio terapéutico del KM fue sustancialmente

comparable con aquel del fluconazol.

Los resultados para ambas sepas de ensayo durante 28 dias

fuercen los siguientes:

Grupo Experimental CFU (x10%)Vaginal C. albicans (i8D) en
dias
0 7 14 28

1. C. albicans SA sin| »>100 98+12 4247 38+1
tratamiento
2. C. albicans SA-40+50pg| >100 134 211 <1
fluconazol
3. C. albicans SA-40 + KM >100 12+7 141 <1
4, C. albicans AIDS 68,sin| >100 70110 55+8 1813
tratamiento
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5.

100ug fluconazol

C. albicans AIDS 68 + | >100 6416 48413 1244

6.
KM

C. albicans AIDS 68 + | >100 4015 1812 <1

En los dias 7,14 y 28, las diferencias en las cuentas de

CFU vaginal fueron significativa estadisticamente

(p<0,05, en el ensayo t de Student de dos colas) entre:

- grupo 1 y grupo 2
- grupo 1 y grupa 3
-~ grupo 4 y grupoc 6
- grupo 1 y grupo S
- grupo 1 y grupo 6

- grupo 5 y grupo 6

No hubo diferencias estadisticamente significativas

entre:

- grupe 2 y grupo 3

- grupo 4 y grupo 5

En contraste al tratamiento con 100pug de fluconazol, el

KM tuvo un efecto terapéutico también en la infeccién
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vaginal de rata causada por la sepa C. Albicans

resistente al fluccnazol.

Actividad anti-Candida in vivo del KM en modelo de

infeccién sistémica

Km fue ensayado usando un modelo de ratos sistémico
ripidamente letal bien establecido [72] de la infeccién C.
albicans., Los grupos de 8 ratones Balb/C embras (peso 18-
21 g) fueron retados con 5 LDsg (107 células de SA-40) por
via intrtavenosa. 50ug de Km fueron administrados
intraperitonelamente durante 3 dias empezando en el dia
cero (es decir una hora después del reto fungal) y en 24
y 48 horas de ahi en adelante. Los controles fueron
animales nitratados o animales tratados con el péptido SP
(misma dosificacidén y programaciédn de tratamiento que
aquellos tratados con KM). Los animales fueron entonces
vigfilados en cuanto mortalidad e innovacién de 6rganos
internos durante 60 dias. Cualquier efecto benéfrico fue
establecido en términos de prolongacién del tiempo medio
de supervivencia (en dias) y reduccién de mortalidad

total. El logro pornecroscopia mostrdé que la muerte de
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los animales fue debido al hongo, y la invasién de

6rganpos internos mostré invasién por C. albicans.

En experimentos paralelos, ratones SCID fueron usados en
lugar del ratén inmunocompetente para poder verificar si
el efecto curativo del KM requirié de la participacién de
la inmunidad adaptativa anfitrion. Estos experimentos
ugarton la misma carga fungal de reto, el programa de KM
y SP en los tratamientos, y los puntos extremos de
mortalidad causada por €. albicans segun se describid

anteriormente.

En todos 1los experimentos, el KM ejercié un efecto
terapéutico beneficiosos similar en téminros de retardo
de la mortalidad y cura de animales (60 dias). Como un
ejemplo tipico, 1la figura 9 muestra 1la curva de
supervivencia Kaplan-Meyer de ratones SCID retados con 5X
LD50 de C. albicans y tratados con 50ug de KM, gluconasol
o SP, o sin tratamiento. El1 KM fue visto que incrementd
el tiempo de supervivencia promedio de un dia comparado
con los controles no tratados a mids de 60 dias.
Adicionalmente, solamente 1/8de los animales tratados con

KM muric cuando se comparé a 8/8muertes en ratones no
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tratados o aquellos tratados con SP: En todos los casos,
la muerte fue atribuible al reto por C. albicans como se
mostré por la carga de hongos en los rifiones. La figura 9
muestra que el KM se comporté mucho mejor que el

fluconasol.

Bloqueo de la Actividad Km por Glucanea

Como se ha mostrado anteriormen-ete, el Km muestra una
actividad anti candida. Como el Km estd relacionado de
manera distante al anticuerpo KT, que interactta con
gluacanes P de superficie celular, el involucramiento
posible de los glucanes en la actividad Km fue

investigada.

El ligado del KT mAb a células de germinacién de C.
albicans fue involucrado por inmunofluoresencia (12). E1
KM inhibié completamente el ligado de KT a las células,

mientas que el SP no lo hizo.

En experimentos adicicnales, el ensayo CFU fue llevado a
cabo como se menciondé antes, usando 25ug/ml de KM o SP,

excepto en diversas concentraciones (entre 12,5ug/ml y
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pustulan (B-1,6-glucan de Calbioquem)

Los resultados son los siguienbtes:

(p-1,3-glucan,

de sigma) o

fueron incluidos.

GLUCAN Conc” (ug/ml) CFU con KM CFU con SP
Ninguno - 0 2822.00%+ 122,00
Laminarina 12,5 0 2525,33% 92,72
Lamiparina 25 1,33+0,58 2780,00+264, 21
Laminarina 50 115,33+12,58 | 2742,66+105,09
Laminarina 100 2766,66163,54 | 2740,00+282,13
Pustulan 12,5 0 2380,00% 148,04
Pustulan 25 0 2500, 00+ 52,00
Pustulan 50 0 2666,00+ 306,49
Pustulan 100 0 2824,00+ 119,82

Asi la actividad

candidacidal de

KM

fue inhibida

fuertemente y muy dependiente de dosis por la laminarina

pero no por el pustulan.

Estos datos

sugieren el decapéptido

KM candidacidal

compite por el sitio de ligado de KT-IdAb sobre las
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paredes de las células fungal y el receptor parece

contener B-1-3 glucanes,

Actividad Anti-A. Castellani

En adicién a su actividad anticédndida. El péptido KM y el
anticuerpo monoclonal K20 fueron ensayados en cuante su
actividad contra trofosoitos (forma infecciosa) de 1la
amiba de suelo eucariética libre Acanthamoeba Castellani
, una causa de encefalomielitis y queratitis que ‘puede

causar inflamacién severa ocualar y pérdida visual.

Se hizo crecer A. Castellani en medio PYG a 37° C o 25° C
en la presencia de péptidos SP o KM a 1lug/ml 1lO0pg/ml o

100pg/ml (o, como un control, sin ningdn péptido). El
efecto sobre el crecimiento durante 6 dias, en términos
de numeros de trofosoitos, es mostrado en la figura 14.
Como se ve en las figuras 14C y 14D, el péptido SP
revuelto no tiene actividad antimicrobial a 37° C o a
25°C, mientras que el KM (figuras 14A y 14B) muestran una

buena actividad antimicrobial.
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La figura 15 muestra la actividad in Vitro del KM a
190pg/ml sobre 1la viabilidad celular del A. Castellani
evaluado a 25° C en comparacién con el SP. La figura 15A
muestra una reduccién en la viabilidad celular (p<0,05)
después de 6 horas de co.incubacién. La figura 15B
muestra una reduccién similar (p<0,05) después de seis
horas de coincubacién seguido por 18 horas de incubacién

seguido en medio PYG fresco.

El efecto inhibitorio del anticuerpo monoclonal
antidiotipico K20, ensayado duranten 6 dias a 37° C de la
misma manera como sSe describié para el KM , es mostrado
en la figura 16, El efecto puede ser comparado a aquel
del K10 monoclonal de rata (Figural7)después de 6 dias de

incubacién, el nuimero de trofosoitos por poso que usa el

K20 fue inferior que cuando se uso K10 a 25ug (2700

versus 3100) y 50pg (2800 versus 3080).
Rango de Actividad del KM
El KM muestra una actividad potente anti C. Albicans y

anti - A. Castellani. El KM también se encontré que era

efectivo contra otros microorganismos que son muy
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importantes desde un punto de vista epidemiolégico, tales
como las sepas resistentes a las multidrogas de la
camdida spp. Y la Mycobacterium tuberculosis, Cryptococus
neoformans (figura 10) y Aspergillus fumigatus , pero
también contra sepas resistentes a la meticilina de
Staphylococcus aureus (figura 1l1), y sepas resistentes a

la penicilina del Streptococcus pneumoniae.

Sorprendentemente, el KM también se encontré que tenia
una actividad antiviral contra el virus de la influenza A

y el HIV-1.

Virus de la Influenza A

El efecto del Km sobre la replicacién del wvirus de
influenza fue comparado al control del péptido SP
revuelto. Como control adicional, la replicacién en medio

mantenido solo fue ensayada.

Dos diferentes sepas del virus de influenza tipo A
(Ulster/73/H7N1, avian; NWS33/H1Nl,neurovirulento humano)
han sido demostrados previamente que se replican
eficientemente en LLC-Mk2 (rifion de mono Rhesus), MDCK

(rifibn canino Madin Darby) y AGMK-37RC (Rifibn de mono
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verde africano) en cultivos celulares. Las monocapas
confluentes de las diferentes lineas celulares fuieron
infectadas con el virus {(moi= 20 pfu, mayor de lo normal
en infeccién in vivo) en PBS precalentado (pH 7,4).
Después de un periodo de 40 minutos de absorcién, el
medio de mantenimiento (MM) contenia KM o SP que fue
agregado a los cultivos celulares y el titulo de virus
fue determinado después de 24, 36, 48 o 72 horas de
infeccidén por 1la titulacién hemaglutinina (HA) en
muestras triplicadas sobre nadantes celulares, después
con centrifugacién a 2000Xg para remover los desechos

celulares.

El efecto de KM y SP scbre los titulos HA 24 horas
después de 1la infeccién de 1las células LLC-MKZ2 por
Ulster/73 se muestra en la figura 18. A 50uG/ML o por
debajo, el KM y el SP tenian pococ o ningdn efecto sobre
el crecimiento viral. A 60uG/ML, sin embargo, el péptido
KM interfiere con el crecimiento viral, con bloqueo
completo a BOuG/ML. Efectos similares fueron vistos para
otros virus, con las otras lineas celulares, y en otroes
puntos de tiempo. Asi el KM puede suprimir la replicacién

viral de una manera dependiente de dosis.,
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En un conjunto diferente de experimentos, MM fresco que
contiene KM o SP agregado a las células en el tiempo 0 y
luego sustituidos con la misma mezcla de péptido /medio
cada 12 horas a partir de las 24 horas y terminando a las
72 horas. E1 KM a 80ug/ml fue capas de bloquear
completamente la produccién viral en todos los puntos de
tiempo ensayados. Usandc SP, los titulos virales fueron

similares a aquellos obtenidos para el crecimiento en MM

solamente.

El efecto del KM sobre la replicacién del virus de
influenza fue también ensayado usando en ensayos de
emadsorpcién. E1 HA es sintetizado durante la replicacién
e insertado dentro de la membrana celular antes de la
germinacién wviral. La emadsorpcidétn de células de sangre
rojas a células infectadas se correlaciona con 1la
integridad del HA glicosilatadoe lo mismo que con su

insercién correcta dentro de la membrana celular.

Los cultivos celulares fueron insertados, tratados con 80
pg/ml sea de KM o SP, seguin se describidé anteriormente, y

los ensayos de emadsorpcién fueron llevados a cabo 48
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horas después. Una reduccién significativa del ODyoNM fue
observada en las células infectadas tratadas con KM,
demostrando una reduccidén significativa de las moléculas
HA virales sobre la membrana de plasma de aquellas
células. Ni el KM ni el SP interfieren con los receptores
especificos de virus sobre las células de sangre rojas

(RBC) .

Finalmente, el efecto de la laminarina (B-1, 3-glucan)
sobre la actividad anti influenza fue determinada. Como
se muestra anteriormente, la laminarian interfiere con la

actividad candidadisal del KM. E1 KM o el SP (80 uG/ML)

fueron mezclados con laminarina (320 uG/ML) y la mezcla
fue agregada a células infectadas en el momento 0. sin
preincubacién o después de 10 minutos de preincubacién.
Titulos HA similares fueron obtenidos depuse de 24 horas
usando KM/Laminarina y SP/laminarina, sugiriendo que la
laminaria elimina la actividad anti viral del KM. Este

efecto no fue visto con postulan,

HIV-1
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El efecto del KM sobre la replicacién de HIV-1 fue
comparada con el control del péptido SP revuelto. El1 HIV-
1 puede replicarse en células mononucleares de sangre
periferales (PBMC) en cultivos en la presencia de IL-2
exbgeno [73]. Para ensayar la actividad del KM, cultivos
de PBMC fueron obtenidos a partir de paciente en fases de
infeccién aguda en quienes la carga proviral HIV-1 era

conocida.

Los PBMCs fueron cultivados en placas de 48 pozos a
concentraciones de 10° células/ML en un medio RPMI 1640
suplementado con 10% de FCS en la presencia de 50 U/ML de
RIL-2. La mitad del medio de cultivo fue agregada en el
dia 8. Los sobre nadantes y las células fueron cosechadas
para andlisis de ARN de HIV y contenidos pro virales,
respectivamente. El RIL-2 exégeno fue agregado cada 3 a 4
dias, el péptido KM-o SP fue agregado cada 7 dias. la
expresién de HIV-1] fue determinada wusando el Kit
ramificado de ARN de HIV (b-ADN, Bayer™), mientras que la
carga proviral de HIV-1l fue determinada usando el Kit
EOACGAG de deteccién de genes HIV-1 (Zeptometrix™). Para
la determinacidén del fenotipo, las <c¢élulas fueron
analizadas por citometria de flujo después del marcado

con mAbs directamente a los antigenos de CD.
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Después del aislamiento del PBMC la mayoria del PBMC de
los cultivos de HIV eran linfocitos T, como se muestra
por la expresiones (CD4+ = 41%; CDB+ = 36%). Todos los
cultivos de PBMC primarios permanecieron viables
aparentemente durante por lo menos 20 dias. En la
presencia del IL-2 exdégeno, todos los CD3+ células T
expresaron CD25 y BLA-DR en 1la activacién de la
superficie celular como marcadores después de 7 dias de

cultivo.

Los cultivos primarios fueron establecidos de los PBMC
preservados de los pacientes en la presencia de
concentraciones 1lx y 10x del péptido (1pLG y 10uG,
regspectivamente). Como controles, el péptide SP fue usado
a8 las mismas concentraciones. Otros cultivos de control

(células no tratadas) recibieron solamente el medio.

La cinética de la produccién del ARN del HIV en puntos de
tiempos diferentes de los cultivos PBMC es mostrad en la
figura 19. 1los cultivo mostraron picos tempranos de
copias virales dentrxro de 5 a 10 dias del cultivo las

cuales entonces disminuyeron en correspondencia a la
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perdida inducida HIV-1 de las «células CD4+. La
replicacién del HIV en estos cultivos PBMC fue
considerablemente inferior en la presencia de KM (< a
44%, . promedio), tanto con concentraciones de KM que
tenian efectos similares sobre los niveles cinéticas de

la produccién del ARN del HIV.

Las células tratadas con SP mostraron los mismos niveles
y cinéticas de produccién del ARN del HIV como los

controles no tratados.

Derivados de aminodcido D del KM y KMO

El KMO y KM fueron sintetizados usando 1los mismos
residuos de aminodcidos, pero en la conformacién D en
lugar de la conformacién L (KM6 y KM7). Los péptidos
revueltos de control SPO y SP también fueron sintetizados

usando aminoécidos D.

El KM6 y KM7 cada uno mostraron actividad candidacidal
en el ensayo CFU (Figura 12). La actividad fue
ligeremente inferior que en los polipéptidos de

aminodcidos L, pero esta reduccidédn in vitro no fue tomada
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en cuenta en el incremento in vivo en la mitad de vida

que se deberia esperar.

Un polipéptido de aminodcido D con tanto Glu?, Ala y Cys?

Ser como sustituciones (ID de SEC 33) es 0til.

Toxicidad

La toxicidad del KM fue involucrada por la incubacién in
vitro con células de rifién del mico rhesus LLC-MK2. las
células fueron mantenidas en un medio esencial minimo
Eagle (MEM) suplementado con 10% de suero bovino fecal,
100 U/ML de penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina a
37°C en una atmésfera humificada que contiene 5% de CO;.
Las células fueron plateadas en triplicado en platos de 6
pozos a 4 X 10* células por pozo y cultivadas durante 24
horas. Diluciones seriales de péptidos (concentraciones
finales entre 0 y 500 pG/ML) en el medio que contenia 10%
de suero bovino fetal fueron entonces agregadas a las

células e incubados durante 24 horas a 37°C. Las células
fueron tratadas subsecuentemente con MTT (50 pg por pozo)

e incubadas durante otras 2 horas. Luego de la

solubilizacién de la tinta formazan en DMSO, la
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absorbancia de cada pozo fue medida a 550 y 620 nm. El

péptido SP también fue ensayado.

La viabilidad celular fue expresada como T/C% en donde T

representa la absorbancia media de las células tratadas y

C la absorbancia media de los controles (figura 20).

El péptido no mostré efectos toxicos, atin a 500ug/ml.

Péptidos equvalentes desde dentro de H20

Una

alineacién de las secuencias H6 y H20 se da

ensequida, con los CDRs:
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La secuencia del péptido H20 corresponden a los péptidos

H6KM, KMO,KM1,KM2,KM4 Y KM5 son:

H6 EMO KMl KM2 KM4 KM5 KM
H6 ID DE 3 23 24 26 27 4
SEC
H20 ID DE 34 35 36 37 38 39
SEC

Serd entendido que la invencién ha sido descrita como via
de ejemplo solamente y modificaciones pueden ser hechas
las cuales permanecen dentro del alcance y espiritu de la

invcencoidn.
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REIVINDICACIONES

Un polipéptido que comprende: por lo menos una
secuencia de aminodcido que es un fragmento de por
lo menos x aminodcidos de la secuencia de
aminodcido de una regidén variable de un anticuerpo
anti idiotipico que reconoce el idiotipo de un
anticuerpo especifico para la toxina asesina de la
levadura, opcionalmente con Y aminodcidos dentro
de dichos x aminodcidos sustituidos por diferentes
aminodcidos, en donde x es por lo menos 3 y Y es

por lo menos 1.

El polipéptido de 1la reivindicacién 1, que

consiste de por lo menos 3 aminoacidos.

El polipéptido de 1la reivindicacién 1 o 1la
reivindicacién 2, que consiste de a lo sumoc 90

aminoécidos.

El polipéptido de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, que consiste entre 8 y 20

aminodcidos.
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El polipéptido de 1la reivindicacidén 4, que

consiste de 10 aminodcidos.

El polipéptido de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5, en donde x es por lo menos

8.

El polipéptido de la reivindicacién 6,en donde x

es 10.

El polipéptido de wuna cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7 en donde por lo menos un
aminoacido dentro de dichos x aminodcidos es

sustituido por diferentes aminoacidos.

El polipéptido de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8, en donde el fragmento de
por lo menos x aminodcidos preferiblemente incluye
por lo menos un aminodcido de un CDR dentro del

anticuerpo.

El polipéptido de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9, que comprende aminodcidos

L y/o amino&cidos D.

23—
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El polipéptido de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 10, que comprende la
secuencia AAg-AA,-AA;-AA,-AAs-ARs—AA,—ARg-ARg-AR;y, en
donde: cada uno de los AA;.... ARAjg; es
independientemente un aminodcido D o L; AA, es E, A
o G; AA; es K, A 0o G; AAj es V, A o G; AAq es T, A
OoG; ABAses M, Ao G, ARA¢es T, Ao G ; AA; es C,
S, AoG; ARges S, Ao G ; ARg es A 0 G; y AAyp es
S, A o G; Siempre que no mas de 4 entre AA; AA;
AA3, AA4, AA;, AA6, AA7, AA8, AAY9, y AA;p sean A y
siempre que no mads de 2 entre AA; AAR2 AA3, AA4,

AAS, AAG' AAT’ MB' AAQ, Y mlo sean G-

El polipéptidoc de wuna <cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 11 que comprende la
secuencias de aminodcido ID DE SEC numeroc 3,4, 5,
6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 14, 115, 16, 17,18, 19, 20,
23,24, 25,26, 27,32, 33,34, 35,36, 37,38, 39,
40,41, 42,43, 44, 45, 46,47, 48, 49, 50,51, 52,
53, 54,55, 56,57, 58,60, 61,62, 63,64, 65,66,
67,68, 69,70 y 71,con aminodcidos constituyentes

en la configuracién D y/o L.

74
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El péptido de la reivindicacién 12, que consiste

de la ID DE SEC 3,4,23,27 O 33.

Un polipéptido que consiste de la ID DE SEC 1 o la

ID DE SEC 33, y consistente de aminodcidos D.

Un compuesto peptidomimético microbicidal que es
isostérico con rerspecto al polipéptido de una

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14.

Un anticuerpo antiidiotipico que reconoce erl
idiotipo de un anticuerpo especifico para una
toxina asesina de levadura, con la condicién de
que el anticuerpo antiidiotipico no sea el

anticuerpo monoclonal K10 de rata.

Un anticuerpo gque reconoce el idiiotipo de un

anticuerpo de la reivindicacién 16.

El anticuerpo de 1la reivindicaciébn 16 o la
reivindicacién 17, en donde el anticuerpo es un

anticuerpo Fv de cadena tnica.

ZKy
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El antiucuerpo de la reivindicacién 18, en donde

el anticuerpo es H6 o H20.

El anticuerpo de la reivindicacién 15 o 1la
reivindicacién 16, en donde el anticuerpo es un

anticuerpo monoclonal.

El anticuerpo de la reivindicacién 20, en donde el

anticuerpo es un anticuerpo humano o humanizado.

El anticuerpo de la reivindicacién 21, en donde el
anticuerpo comprende 1 o mas CDR entre H6, H20 o

K20.

El anticuerpo de una cualquiera de las
reivindicaciones 16 a 22, en donde la toxina es la

toxina asesina del P.anomala.

Un polipéptido que comprende: por lo menois una
secuencia de aminodcido que es un fragmento de por
lo menos X aminoAdcidos de 1la secuencia de
aminodcido de una regidén variable de un anticuerpo
de uno cualquiera de las reivindicaciones 16 a 23,

opcionalmente con Y aminodcidos dentro de dichos X
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aminoacidos sustituidos por diferentes
aminodcidos, en donde X es por lo menos 3 y Y es

por lo menos 1.

El &cido nucléico que codifica un péptido de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 y 24,
y/o un anticuerpo de una cualquiera de las

reivindicaciones 16 a 23.

El anticuerpo de una cualquiera de las
reivindicaciones 16 a 23, ¢ el polipéptido de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, que
tiene una actividad antimicética y/o actividad

antibidtica.

Un proceso para preparar el polipéptido de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, que
comprende la sintesis quimica de por lo menos un

enlace péptido.

El proceso de la reivindicaciénb 27, en donde el
polipéptido es sintetizado quimicamente en

completo.

=
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El proceso de la reivindicaciones 27 o la
reivindicacién 28, que comprende adicionalmente la
etapa de formular el polipéptido en una

composiciébn farmacéutica.

Una composicién farmacéutica que comprende (a)el
anticuerpo, polipéptido, péptido mimético o Aacido
nucléico de una cualquiera de las reivindicaciones

1 a 26, y (b) un vehiculo farmacéutico.

La composicién farmacéutica de la reivindicacién
30, que es estéril, libre de pirogeno y

amortiguada entre pH6 y pHS.

El anticuerpo, polipéptido, péptido mimético, o
acido nucléico de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 26, para ser usado como un

medicamento.

Un método para tratar un paciente quye sufre de
una infeccidn microbial y/o viral que comprende
administrar al paciente la composicién

farmacéutica de la reivindicacién 30.

D
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El uso de un anticuerpo, polipéptido, péptido
mimético o &cido nucléico de una cualguiera de las
reivindicaciones 1 a 26, en donde la fabricacién
de un medicamento para tratar infecciones

microbiales y/o virales.
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Anticuerpos antiidiotipicos que reconocen el idiotipo de
un anticuerpo especifico para la toxina asesina de la
levadura posee actividad microbicidal. Los fragmentos
(por ejemplo decapéptidos) de estos anticuerpos
antiidiotipicos, particularmente aquellos que comprenden
residuos CDR, también muestran actividad microbicidal,
como lo hacen los péptidos que tienen las mismas
gecuencias pero compuestos de aminodcidos D, o que
incluyen sustituciones de aminoécido. Los péptido
miméticos de estos polipéptidos microbicidales también se

suministran. La actividad antiviral es también vista.
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