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DESCRIPCION

Derivados antigenos asociados a tumores de la familia mage, y secuencias de acidos nucleicos que los codifican,
usados para la preparacion de proteinas de fusién y de composiciones para vacunacion

La presente divulgacion se refiere al uso de un derivado antigeno asociado a tumores de la familia MAGE que
comprende residuos de tioles derivatizados para la fabricacion de una vacuna para tratar de forma
inmunoterapéutica a un paciente que padece un tumor asociado a MAGE, en el que el tumor asociado a MAGE se
selecciona de cancer de mama, cancer de vejiga, cancer de pulmdn, carcinoma de pulmén de células no pequefias
(NSCLC), carcinoma de células escamosas y de cabeza, carcinoma de colon y carcinoma de eso6fago. La presente
descripcion se refiere a derivados de proteinas, que comprenden un antigeno asociado a tumores, que resultan
Utiles en terapia de vacuna contra el cancer. En particular los derivados de la divulgacion incluyen proteinas de
fusién que comprenden un antigeno codificado por la familia de genes MAGE (por ejemplo MAGE-3, MAGE-1),
unido a una pareja de fusién inmunoldgica que proporciona epitopes de auxiliares T, tales como, por ejemplo, la
forma lipidada de la proteina D de Haemophilus influenzae B; proteinas MAGE quimicamente modificadas en las
que los puentes disulfuro del antigeno estan reducidos y los tioles resultantes estan bloqueados y las proteinas
MAGE genéticamente modificadas se proporcionan con una marca de afinidad y/o genéticamente modificadas para
prevenir la formacion de puentes disulfuro. También se describen procedimientos para purificar proteinas MAGE y
para formular vacunas para tratar una gama de canceres, que incluye, pero no se limita a, melanoma, mama, vejiga,
pulmén, NSCLC, carcinoma de células escamosas y de cabeza, carcinoma de colon y carcinoma de eso6fago.

Los antigenos codificados por la familia de genes MAGE se expresan predominantemente sobre células de
melanoma (incluyendo melanoma maligno) y algunos otros canceres incluyendo NSCLC (cancer de pulmén de
células no pequefias), carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, carcinoma de células transitorias de
vejiga y carcinoma de esofago, pero no son detectables sobre tejidos normales excepto en los testiculos y placenta
(Gaugler, 1994; Weynants, 1994; Patard, 1995). MAGE-3 se expresa en el 69 % de los melanomas (Gaugler, 1994),
y también se puede detectar en el 44 % de NSCLC (Yoshimatsu 1988), en el 48 % de carcinoma de células
escamosas de cabeza y cuello, en el 34 % de carcinoma de células transitorias de vejiga, en el 57 % de carcinoma
de esofago, en el 32 % de canceres de colon y en el 24 % de canceres de mama (Van Pel, 1995); Inoue, 1995 Fujie
1997; Nishimura 1997). Los canceres que expresan proteinas MAGE se conocen como tumores asociados a Mage.

La inmunogenicidad de células de melanoma humano se ha demostrado de manera elegante en experimentos que
usan cultivos mixtos de células de melanoma y linfocitos autélogos. Estos cultivos a menudo generan linfocitos T
citotéxicos especificos (CTL) capaces de lisar exclusivamente las células de melanoma aut6logas pero ni
fibroblastos autélogos ni los linfocitos B autélogos transformados por EBV (Knuth, 1984; Anichini, 1987). Varios de
los antigenos reconocidos sobre células autélogas de melanoma por estos clones de CTL estan ahora identificados,
incluyendo los de la familia MAGE.

El primer antigeno que se podria definir a través de su reconocimiento por CTL especificos sobre células de
melanoma aut6logas se denomina MZ2-E (Van den Eynde, 1989) y esta codificado por el gen MAGE-1 (Van der
Bruggen, 1991). Los CTL dirigidos contra MZ2-E reconocen y lisan células de melanoma positivas MZ2-E de
autologos asi como de otros pacientes con tal que estas células tengan el alelo HLA.A1L.

El gen MAGE-1 pertenece a una familia de 12 genes estrechamente relacionados, MAGE 1, MAGE 2, MAGE 3,
MAGE 4, MAGE 5, MAGE 6, MAGE 7, MAGE 8, MAGE 9, MAGE 10, MAGE 11, MAGE 12, localizados en el
cromosoma X y que comparten entre si del 64 al 85 % de homologia en su secuencia codificadora (De Plaen, 1994).
Estos son algunas veces conocidos como MAGE Al, MAGE A2, MAGE A3, MAGE A4, MAGE A5, MAGE A6, MAGE
A7, MAGE A8, MAGE A9, MAGE A10, MAGE Al1l, MAGE A12 (la familia MAGE A). Otros dos grupos de proteinas
también son parte de la familia MAGE aunque relacionados de manera mas distante. Estos son el grupo MAGE B y
MAGE C. La familia MAGE B incluye MAGE B1 (también conocido como MAGE Xp1, y DAM 10), MAGE B2 (también
conocido como MAGE Xp2, y DAM 6), MAGE B3 y MAGE B4 - la familia Mage C actualmente incluye MAGE C1y
MAGE C2. En términos generales, una proteina MAGE se puede definir por contener una firma de secuencia central
localizada hacia el extremo C terminal de la proteina (por ejemplo con respecto a MAGE Al una proteina de 309
aminoacidos, la firma central corresponde a 195 - 279 aminoacidos).

El patron de consenso de la firma del ndcleo se describe asi como sigue en la que x representa cualquier
aminoacido, los residuos del caso inferior se conservan (variantes conservadoras permitidas) y los residuos del caso
superior se conservan perfectamente.

Firma de la secuencia central

LixvL(2x) I{3x)g(2x)apEExiWexl (2x)m(3-4x)Gxe (3 -
4x) gxp (2x) 11t (3x) VgexYLxYxqVPxsxP (2x) YeFLWGDrA{2x)EL (3
X} kv

Las sustituciones conservadoras son bien conocidas y generalmente se exponen como las matrices de puntuacion
por defecto en programas de ordenador de alineacién de secuencias. Estos programas incluyen PAM250 (Dayhoft
M. O. y col., (1978), “A model of evolutionary changes in proteins”, en “Atlas of Protein sequence and estructure” 5
(3) M. O. Dayhoft (ed.), 345 - 352), National Biomedical Research Foundation, Washington, y Blosum 62 (Steven
Henikoft y Jorja G. Henikoft (1992), “Amino acids sustitution matricies from protein blocks”), Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 89 (Biochemistry): 10915 - 10919.
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En términos generales, la sustitucion dentro de los siguientes grupos son sustituciones conservadoras, pero las
sustituciones entre los grupos se consideran no conservadas. Los grupos son:

i) Aspartato / asparagina / glutamato / glutamina
if) Serina / treonina

iii) lisina / arginina

iv) fenilalanina / tirosina /triptéfano

v) Leucina/isoleucina/ valina / metionina

vi) Glicina / alanina

En general y en el contexto de esta divulgacion, una proteina MAGE sera aproximadamente un 50 % idéntica en
esta region central con 195 a 279 aminoacidos de MAGE A1l.

Varios epitopes de CTL se han identificado sobre la proteina MAGE - 3. Tal epitope, MAGE-3.A1l, es una secuencia
nonapeptidica localizada entre los 168 y 176 aminoacidos de la proteina MAGE-3 que constituye un epitope
especifico para las CTL cuando se presentan en asociacion con la molécula de la clase | de MHC HLA.A1.
Recientemente se han identificado dos epitopes de CTL adicionales sobre la secuencia de péptidos de la proteina
MAGE-3 por su capacidad de montar la respuesta CTL en un cultivo mixto de células de melanoma y linfocitos
autblogos. Estos dos epitopes tienen motivos de union especifica para los alelos HLA.A2 (Van der Bruggen, 1994) y
HLA.B44 (Herman, 1996) respectivamente.

El documento W09504542 da a conocer el aislamiento y la produccién del gen MAGE — 1 completo y la
identificacion y andlisis de péptidos de MAGE inmunogénicos. Se sugiere la fusion con el péptido de auxiliares T,
opcionalmente a través de un espaciador.

La presente divulgacién proporciona derivados de la proteina MAGE. Los derivados de este tipo son adecuados para
uso en las formulaciones de vacunas terapéuticas que son adecuadas para el tratamiento de diversos de tipos de
tumores.

En una realizacion de la presente divulgacion, el derivado es una proteina de fusion que comprende un antigeno de
la familia de proteinas MAGE unido a una pareja heterdloga. Las proteinas se pueden conjugar quimicamente, pero
se expresan preferentemente como proteinas de fusiébn recombinantes que permiten la producciéon de niveles
incrementados en un sistema de expresion en comparacion con proteinas no fusionadas. De este modo la pareja de
fusion puede asistir en la proporcion de los epitopes auxiliares T (pareja de fusion inmunolégica), preferiblemente
epitopes de los auxiliares T reconocidos por seres humanos, o asistir en la expresion de la proteina (potenciador de
expresion) a rendimientos mas altos que la proteina recombinante nativa. Preferentemente la pareja de fusion sera
tanto una pareja de fusion inmunoldgica como una pareja potenciadora de expresion.

En una forma preferida de la divulgacion, la pareja de fusion inmunoldgica se deriva de la proteina D, una proteina
de superficie de la bacteria gram-negativa, Haemophilus influenza B (documento W091/18926). Preferentemente, el
derivado de la proteina D comprende aproximadamente el primer 1/3 de la proteina, en particular, aproximadamente
los 100-110 primeros aminoacidos N terminales. Preferiblemente, el derivado de la proteina D esta lipidado.
Preferentemente los 109 primeros residuos de la pareja de fusién de la lipoproteina D se incluye en el extremo N
para proporcionar el antigeno candidato de vacuna con epitopes de células T exdgenos adicionales e incrementar el
nivel de expresion en E. coli (actuando asi como un potenciador de expresién). La cola lipidica asegura la
presentacién optima del antigeno a las células presentadoras de antigeno.

Otras parejas de fusion incluyen la proteina no estructural de virus de la gripe, NS1 (hemaglutinina). Normalmente se
usan los 81 aminoacidos N terminales, aunque se pueden usar diferentes fragmentos con tal que incluyan epitopes
de auxiliares T.

En otra realizacién la pareja de fusién inmunoldgica es la proteina conocida como LYTA. Preferiblemente se usa la
porcion terminal C de la molécula. LYTA se deriva de Streptococcus pneumoniae que sintetiza una N-acetil-L-
alanina amidasa, amidasa LYTA, (codificada por el gen IytA {Gene, 43 (1986) pagina 265 - 272} una autolisina que
degrada especificamente ciertos enlaces en la estructura central de peptidoglicano. El dominio C - terminal de la
proteina LYTA es responsable de la afinidad a la colina o algunos andlogos de colina tal como DEAE. Esta
propiedad se ha explotado para el desarrollo de plasmidos que expresan C-LYTA en E. coli Utiles para la expresion
de proteinas de fusién. Se ha descrito la purificacion de las proteinas hibridas que contienen el fragmento C-LYTA
en su extremo amino {Biotechnology: 10, (1992) pagina 795 - 798}. Como se usa en esta memoria descriptiva una
realizacién preferida usa la porcion repetida de la molécula Lyta encontrada en el extremo C terminal que comienza
en el residuo 178. Una forma particularmente preferida incorpora los residuos 188 - 305.

Las parejas de fusién inmunoldgicas indicadas anteriormente también son ventajosas para ayudar en la expresion.
En particular, tales fusiones se expresan con rendimientos mayores que las proteinas MAGE recombinantes nativas.

Los presentes inventores han demostrado que tales construcciones en un escenario clinico son capaces de tratar
melanomas. En un caso, se elimino la metastasis de un paciente con melanoma de fase IV después de dos dosis de
proteina lipo D 1/3 MAGE 3 His no adyuvantada.

Por consiguiente, la presente divulgacion en la realizacion proporciona proteinas de fusién que comprenden un
antigeno asociado a tumores derivado de la familia MAGE unidos a una pareja de fusion inmunolégica.
Preferentemente, la pareja de fusion inmunolégica es proteina D o un fragmento de la misma, mas preferentemente
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lipoproteina D. Las proteinas MAGE son preferentemente MAGE Al o MAGE A3. La parte de lipoproteina D
comprende preferentemente el primer 1/3 de la lipoproteina D.

Las proteinas de la presente divulgacion se expresan preferentemente en E. coli. En una realizacion preferida las
proteinas se expresan con una marca de afinidad, tal como por ejemplo, una cola histidina que comprende entre 5y
9 y preferentemente seis residuos histidina. Estos son ventajosos ayudando a la purificacion.

La presente divulgacion también proporciona un acido nucleico que codifica las proteinas de la presente divulgacion.
Tales secuencias se pueden insertar en un vector de expresioén adecuado y usar para vacunacion de ADN / ARN o
expresar en un huésped adecuado. Los vectores microbianos que expresan el acido nucleico se pueden usar como
vacunas. Tales vectores incluyen por ejemplo, poxvirus, adenovirus, alfavirus, listeria y monarfago.

Una secuencia de ADN que codifica las proteinas de la presente divulgacion se pueden sintetizar usando técnicas
de sintesis de ADN convencionales, tales como mediante ligamiento enzimatico como describen D. M. Roberts y col,
en Biochemistry 1985, 24, 5090 - 5098, mediante sintesis quimica, mediante polimerizacién enzimatica in vitro, o
mediante tecnologia PCR que usa por ejemplo una polimerasa estable al calor, o mediante una combinacién de
estas técnicas.

La polimerizacion enzimatica de ADN se puede llevar a cabo in vitro usando una ADN polimerasa tal como ADN
polimerasa | (fragmento Klenow) en un tampoén apropiado que contiene los trifosfatos de nucleésidos dATP, dCTP,
dGTP y dTTP como se requiere a una temperatura de 10 ° a 37 °C, generalmente en un volumen de 50 yl o0 menos.
El ligamiento enzimatico de los fragmentos de ADN se puede llevar cabo usando una ADN ligasa tal como ADN
ligasa de T4 en un tamp6n apropiado tal como Tris 0,05 M (pH 7,4), MgCl, 0,01 M, ditiotreitol 0,01 M, espermidina 1
mM, ATP 1 mM y 0,1 mg/ml de albumina sérica bovina, a una temperatura de 4 °C a ambiente, generalmente en un
volumen de 50 ml o menos. La sintesis quimica del polimero o fragmentos de ADN se puede llevar a cabo mediante
quimica convencional de fosfotriéster, fosfito o fosforamidita, usando técnicas de fase soélida tal como las descritas
en ‘Chemical and Enzymatic Synthesis of Gene Fragments - A Laboratory Manual’ (ed. H. G. Gassen y A. Lang),
Verlag Chemie, Weinheim (1982), o en otras publicaciones cientificas, por ejemplo M. J. Gait, H. W. D. Matthes, M.
Singh, B. S. Sproat, y R. C. Titmas, Nucleic Acids Research, 1982, 10, 6243; B. S. Sproat, y W. Bannwarth,
Tetrahedron Letters, 1983, 24, 5771; M. D. Matteucci y M. H. Caruthers, Tetrahedron Letters, 1980, 21, 719; M. D.
Matteucci y M. H. Caruthers, Journal of the American Chemical Society, 1981, 103, 3185; S. P. Adams et al., Journal
of the American Chemical Society, 1983, 105, 661; N. D. Sinha, J. Biernat, J. McMannus, y H. Koester, Nucleic Acids
Research, 1984, 12, 4539; y H. W. D. Mattes y col., EMBO Journal, 1984, 3, 801.

El procedimiento de la divulgacion se puede realizar mediante técnicas recombinantes convencionales tal como
describen Maniatis y col., Molecular Cloning - A Laboratory Manual; Cold Spring Harbor, 1982 - 1989.

En particular, el procedimiento puede comprender las etapas de:

i) preparar un vector de expresion replicable o de integracién capaz, en una célula huésped, de expresar un
polimero de ADN que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica la proteina o un derivado
inmunogénico de la misma;

ii) transformar una célula huésped con dicho vector;

iii) cultivar dicha célula huésped transformada en condiciones que permiten la expresién de dicho polimero de
ADN para producir dicha proteina; y

iv) recuperar dicha proteina.

El término ‘transformacion’ se usa en esta memoria descriptiva para referirse a la introduccion de ADN extrafio en
una célula huésped. Esto se puede lograr por ejemplo mediante transformacion, transfeccion o infeccién con un
plasmido apropiado o vector viral que usa, por ejemplo, técnicas convencionales como se describe en Genetic
Engineering: Eds. S. M. Kingsman y A. J. Kingsman; Blackwell Scientific Publications; Oxford, Inglaterra, 1988. El
término ‘transformado’ o ‘transformante’ se aplicard de aqui en adelante a la célula huésped resultante que contiene
y expresa el gen extrafio de interés.

Los vectores de expresidn son novedosos y también forman parte de la divulgacion.

Los vectores de expresion replicables se pueden preparar de acuerdo con la divulgacion, mediante escision de un
vector compatible con la célula huésped para proporcionar un segmento de ADN lineal que tiene un replicon intacto,
y combinando dicho segmento lineal con una o mas moléculas de ADN que, junto con dicho segmento lineal
codifican el producto deseado, tal como el polimero de ADN que codifica la proteina de la divulgacion, o derivado de
la misma, en condiciones ligantes.

De este modo, el polimero de ADN se puede preformar o formar durante la construccion del vector, segun se desee.

La eleccion del vector lo determinara en parte la célula huésped, que puede ser procaridtica o eucariética pero son
preferiblemente E. coli o células CHO. Los vectores adecuados incluyen plasmidos, bacteriéfagos, cosmidos y virus
recombinantes.

La preparacion del vector de expresion replicable se puede llevar a cabo de manera convencional con enzimas
apropiadas para restriccion, polimerizacion y ligamiento del ADN, mediante procedimientos descritos en por ejemplo,
Maniatis y col., citado anteriormente.
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La célula huésped recombinante se prepara, de acuerdo con la divulgacién, transformando una célula huésped con
un vector de expresion replicable de la divulgacion en condiciones de transformacion. Las condiciones adecuadas de
transformacion son convencionales y se describen, por ejemplo, en Maniatis et al., citado anteriormente, o “DNA
Cloning” Vol. Il, D. M. Glover ed., IRL Press Ltd, 1985.

La eleccion de las condiciones de transformacién la determina la célula huésped. De esta manera, un huésped
bacteriano tal como E. coli se puede tratar con una solucién de CacCl, (Coheny col., Proc. Nat. Acad. Sci., 1973, 69,
2110) o con una solucién que comprende una mezcla de RbC1, MnCl,, acetato de potasio y glicerol, y después con
acido 3-[N-morfolino]-propano-sulfonico, RbC1 y glicerol. Las células de mamifero en cultivo se pueden transformar
mediante coprecipitacion con calcio del ADN del vector en las células. La divulgacién también se extiende a una
célula huésped transformada con un vector de expresion replicable de la divulgacion.

El cultivo de la célula huésped transformada en condiciones que permiten la expresion del polimero de ADN se lleva
a cabo de manera convencional, como se describe, por ejemplo, en Maniatis y col. y en “DNA Cloning” citado
anteriormente. De esta manera, preferiblemente la célula se suministra con nutriente y se cultiva a una temperatura
por debajo de 50 °C.

El producto se recupera mediante procedimientos convencionales de acuerdo con la célula huésped y de acuerdo
con la localizacion del producto de expresion (intracelular o secretado en el medio de cultivo o en el periplasma de la
célula). De este modo, cuando la célula huésped es bacteriana, tal como E. coli, se puede, por ejemplo, lisar fisica,
quimica o enzimaticamente y el producto proteico se aisla del lisado resultante. Cuando la célula huésped es un
mamifero, el producto generalmente se puede aislar del medio nutriente o de los extractos libres de células. Las
técnicas de aislamiento de proteinas convencionales incluyen precipitacion selectiva, cromatografia de adsorcion, y
cromatografia de afinidad que incluye una columna de afinidad de anticuerpos monoclonales.

Las proteinas de la presente divulgacién se proporcionan o bien solubles en una forma liquida o en una forma
liofilizada.

En general se espera que cada dosis humana comprendera 1 a 1000 ug de proteina, y preferentemente 30 - 300 ug.

La presente divulgacion también proporciona una composicion farmacéutica que comprende una proteina de la
presente divulgacion en un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Una composicion de vacuna preferida comprende al menos lipoproteina D - MAGE-3. Tal vacuna puede contener
opcionalmente uno 0 mas de otros antigenos asociados a tumores. Por ejemplo otros miembros que pertenecen a
las familias MAGE y GAGE. Otros antigenos asociados a tumores adecuados incluyen MAGE - 1 y GAGE - 1 o
proteinas de tirosinasa.

La preparacion de vacunas generalmente se describe en Vaccine Design (“The subunit and adjuvant approach” (eds.
Powell M. F. & Newman M. J.). (1995) Plenum Press Nueva York). La encapsulacién dentro de liposomas la describe
Fullerton, patente de Estados Unidos n° 4.235.877.

Las proteinas de la presente divulgacion se adyuvantan preferentemente en la formulacion de vacuna de la
divulgacion. Los adyuvantes adecuados incluyen una sal de aluminio tal como gel de hidréxido de aluminio (alumbre)
o fosfato de aluminio, pero también puede ser una sal de calcio, hierro o cinc, o puede ser una suspension insoluble
de tirosina acilada, o azucares acilados, polisacaridos o polifosfacenos derivados cati6nicamente o aniénicamente.
Otros adyuvantes conocidos incluyen oligonucleétidos que contienen CpG. Los oligonuclettidos se caracterizan
porque el dinucledtido CpG esta sin metilar. Tales oligonucleétidos se conocen bien y se describen, por ejemplo, en
el documento WO 96/02555.

En la formulacién de las divulgaciones se prefiere que la composicion de adyuvantes induzca una respuesta inmune
preferentemente del tipo TH1. Los sistemas de adyuvantes adecuados incluyen, por ejemplo, una combinacion de
monofosforil lipido A, preferentemente 3-des-O-acilado monofosforil lipido A (3D-MPL) junto con una sal de aluminio.
Los oligonucleétidos CpG también inducen preferentemente una respuesta TH1.

Un sistema potenciado implica la combinacion de un monofosforil lipido A y un derivado de saponina particularmente
la combinacion de QS21 y 3D- MPL como se describe en el documento WO 94/00153, o una composicion menos
reactogénica en la que QS21 se inactiva con colesterol como se describe en el documento WO 96/33739.

Una formulacién adyuvante particularmente potente que implica QS21 3D-MPL y tocoferol en una emulsion de aceite
en agua se describe en el documento WO 95/17210 y es una formulacion preferida.

Por consiguiente, en una realizacion de la presente divulgacion se proporciona una vacuna que comprende una
proteina de la presente divulgacion, mas preferentemente una lipoproteina D (o derivado de la misma) - MAGE-3
adyuvantada con un monofosforil lipido A o derivado del mismo.

Preferentemente, la vacuna adicionalmente comprende una saponina, mas preferentemente QS21.

Preferentemente, la formulacion adicional comprende una emulsion de aceite en agua y tocoferol. La presente
divulgacion también proporciona un procedimiento para producir una formulacion de vacuna que comprende mezcla
de una proteina de la presente divulgacién junto con un excipiente farmacéuticamente aceptable, tal como 3D-MPL.

En un aspecto de la divulgacién se proporciona un procedimiento para purificar una proteina MAGE producida de
manera recombinante. El procedimiento comprende la solubilizacién de la proteina, por ejemplo en un agente
caotrépico fuerte (tal como por ejemplo, urea, clorhidrato de guanidinio), o en un detergente de ion bipolar, por
ejemplo, (Empigen BB -n-dodecil-N,N-dimetilglicina), que reduce los enlaces intra e intermoleculares disulfuro de la
proteina, bloqueando los tioles resultantes para evitar el reacoplamiento oxidante, y someter la proteina a una 0 mas
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etapas cromatograficas.

Preferiblemente, el agente bloqueante es un agente alquilante. Tales agentes bloqueantes incluyen pero no se
limitan a haloacidos alfa o haloamidas alfa. Por ejemplo acido yodoacético y yodoacetamida que da como resultado
la carboximetilaciéon o carboxiamidacion (carbamidometilacién) de la proteina. Otros agentes bloqueantes se pueden
usar y se describen en la bibliografia (véase, por ejemplo, The Proteins Vol Il Eds H neurath, RL Hill y C - L Boeder,
Academic Press 1976, o Chemical Reagents for Protein modification Vol | eds. RL Lundblad y CM Noyes, CRC
Press 1985). Los ejemplos tipicos de tales otros agentes bloqueantes incluyen N-etiimaleimida, fosfato de
cloroacetilo, O-metilisourea y acrilonitrilo. El uso del agente bloqueante es ventajoso ya que previene la agregacion
del producto, y asegura la estabilidad de la purificacion cadena abajo.

En una realizacién de la divulgacion, los agentes bloqueantes se seleccionan para que induzcan un derivado
covalente e irreversible estable (por ejemplo haloacidos alfa o haloamidas alfa). Sin embargo, se pueden seleccionar
otros agentes bloqueantes de manera que después de la purificacion el agente bloqueante se pueda retirar para
liberar la proteina no derivada.

Las proteinas MAGE que tienen residuos tiol libres derivados son nuevas y forman un aspecto de la divulgacion. En
particular, los derivados carboxiamidados o carboximetilados son una realizacién preferida de la divulgacién.

En una realizacion preferida de la divulgacion las proteinas de la presente divulgacién se proporciona con una marca
de afinidad, tal como CLYTA o una cola de polihistidina. En tales casos, la proteina después de la etapa de bloqueo
se somete preferiblemente a cromatografia de afinidad. Para las proteinas con una cola de polihistidina, se puede
realizar cromatografia de afinidad por ion metélico inmovilizado (IMAC). El ion metalico, puede ser cualquier ion
metdlico por ejemplo, cinc, niquel, hierro, magnesio o cobre, pero es preferentemente cinc o niquel.
Preferentemente, el tampén IMAC contiene un detergente de ion bipolar tal como Empigen BB (de aqui en adelante
en Otlesta rfnerlnoria descriptiva Empigen) ya que esto da como resultado niveles inferiores de endotoxina en el
producto final.

Si la proteina se produce con una parte Clyta, la proteina se puede purificar explotando su afinidad para colina o
anéalogos de colina tal como DEAE, En una realizacion de la divulgacion las proteinas se proporcionan con una cola
de polihistidina y una parte Clyta. Estas se pueden purificar en un programa sencillo de purificaciéon cromatografico
de afinidad de dos etapas.

La divulgacién se describird adicionalmente por referencia a los siguientes ejemplos:

Ejemplo I:

Preparacion de la cepa de E. coli recombinante gue expresa la proteina de fusién lipoproteina D-MAGE-3-His
(LPD 1/3-MAGE-3-His o LpD MAGE-3-His)

1. Elsistema de expresion de E. coli:

Para la produccion de Lipoproteina D, el ADN que codifica la proteina D se ha clonado en el vector de expresion
pMG 81. Este plasmido usa sefales del ADN del fago lambda para dirigir la transcripcién y traduccién de genes
extrafios insertados. El vector contiene el promotor de PL lambda PL, operador OL y dos sitios de uso (NutL y NutR)
para liberar los efectos de polaridad transcripcional cuando se proporciona la proteina N (Gross et al., 1985 Mol. &
Cell. Biol. 5:1015). Los vectores que contienen el promotor PL, se introducen en un huésped lisogénico de E. coli
para estabilizar el ADN de plasmido. Las cepas huésped lisogénicas contienen ADN de fago lambda defectuoso de
replicacion integrado en el genoma (Shatzman y col., 1983; en Experimental Manipulation of Gene Expression.
Inouya (ed) p. 1 - 14. Academic Press N. Y.) El ADN del fago lambda dirige la sintesis de la proteina represora cl que
se une al represor OL del vector y previene la unién de ARN polimerasa al promotor PL y por lo tanto la transcripcion
del gen insertado. El gen cl de la cepa de expresién AR58 contiene una mutacién sensible a temperatura de manera
que la transcripcion dirigida por PL se puede regular por deslazamiento de temperatura, es decir, un incremento en
la temperatura de cultivo inactiva el represor y se inicia la sintesis de la proteina extrafia. Este sistema de expresion
permite la sintesis controlada de proteinas extrafias especialmente de aquellas que pueden ser toxicas a la célula
(Shimataka & Rosenberg, 1981. Nature 292: 128).

2. Lacepade E. coli AR58:

La cepa de E. coli lisogénica AR58 usada para la produccion de la proteina LPD-MAGE-3-His es un derivado de la
cepa de K12 de E. coli de NIH N99 patrén (F-su- galk2, LacZ-thr-). Contiene un fago lambda lisogénico defectuoso
(galE::TN10, 1 Kil-cI857 DH1). El fenotipo Kil previene el corte de la sintesis macromolecular del huésped. La
mutacién cl857 confiere una lesion sensible a la temperatura al represor cl. La supresion DH1 retira el operdn
derecho del fago lambda y los loci bio, uvr3, y chlA de huéspedes. La cepa AR58 se generé mediante transduccion
de N99 con una disoluciébn madre de fago lambda P desarrollada previamente sobre un derivado SA500
(galE::TN10, 1 Kil-c-1857 DH1). La introduccién del lisogen defectuoso en N99 se seleccion6 con tetraciclina en
virtud de la presencia de un transposén TN10 que codifica resistencia a tetraciclina en el gen adyacente galE. N99 y
SA500 son cepas de E. coli K12 derivadas del laboratorio del Dr. Martin Rosenberg en el Instituto Nacional de Salud.

3. Construccion del vector disefiado para expresar la proteina recombinante LPD-MAGE-3-His:

La base fundamental era expresar MAGE 3 como una proteina de fusion que usa el tercio N-terminal de la proteina
D lipidada como una pareja de fusion conectada en el extremo N de MAGE-3 y una secuencia de varios residuos de
histidina (cola His) colocada en el extremo C.

La proteina D es una lipoproteina (una proteina de union a la inmunoglobulina D de 42 kDa expuesta sobre la
superficie de la bacteria Gram - negativa Haemophilus influenzae). La proteina se sintetiza como un precursor con
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una secuencia sefial de residuo de 18 aminoécidos, que contiene una secuencia de consenso para la lipoproteina
bacteriana (documento WO 91/18926).

Cuando la secuencia sefial de una lipoproteina se procesa durante la secrecién, la Cys (en la posicion 19 en la
molécula precursora) llega a ser el residuo amino terminal y se modifica de manera simultanea mediante unién
covalente de acidos grasos tanto unidos por éster como unidos por amida.

Los acidos grasos unidos al residuo cisteina amino terminal funcionan entonces como un anclaje de membrana.

El plasmido que expresa la proteina de fusion se disefié para expresar una proteina precursora que contiene la
secuencia sefial de 18 aminoacidos y los primeros 109 residuos de la proteina D procesada, dos aminoacidos no
relacionados (Met y Asp), residuos de aminoacidos 2 a 314 de MAGE-3, dos residuos Gly que funcionan como una
region bisagra para exponer los siete residuos His posteriores.

La cepa recombinante produce de esta manera la proteina de fusién con cola His lipidada procesada de 432
residuos de aminoéacidos (véase la figura 1), con la secuencia de aminoacidos descrita en ID N.° 1 y la secuencia
codificadora se describe en ID N° 2.

4. Estrategia de clonacién para la generacion de la proteina de fusién LPD-MAGE-3-His (vector pRIT14477):

Se usaron un plasmido de ADNc (del Dr Thierry Boon del Instituto Ludwig) que contiene la secuencia codificadora
para el gen MAGE-3 (Gaugler B y col., 1994), y el vector PRIT 14586, que contiene la porcion N-terminal de la
secuencia codificadora de Lipo-D-1/3 (preparada como se esquematiza en la figura 2). La estrategia de clonacion
incluia las siguientes etapas (figura 3).

a) - Amplificacion de PCR de las secuencias presentadas en el plasmido MAGE 3 del ADNc usando el
oligonucleétido de sentido: 5’ gc gcc atg gat ctg gaa cag cgt agt cag cac tgc aag cct, y el oligonucle6tido de
sentido opuesto: 5’ gcg tct aga tta atg gtg atg gtg atg gtg atg acc gcc ctc ttc ccc ctc tct caa); esta amplificacion
conduce a las modificaciones siguientes en el extremo N: cambio de los cinco primeros codones al uso del codén
de E. coli, reemplazo del codén Pro mediante un codén de Asp en la posicion 1, instalaciéon de un sitio Ncol en la
extremidad 5’ y finalmente la adicion de dos codones 2 Gly y el codén de 7 His seguido de un sitio Xbal en el
extremo C.

b) - Clonacion en el vector de clonacién de TA de invitrogen del fragmento amplificado anteriormente y
preparacion del vector intermedio pRIT14647.

c) - Escision del fragmento Ncol Xbal del plasmido pRIT14647 y clonacion en el vector pRIT14586.
d) - Transformacion de la cepa huésped ARSS.

e) Seleccion y caracterizacion de los transformantes de la cepa de E. coli que contienen el plasmido pRIT
14477, que expresa la proteina de fusion LPD-MAGE-3-His.

Ejemplo II:
Preparacion del antigeno LPD1/3 - MAGE - 3 His

1. Crecimiento e induccién de la cepa bacteriana - Expresion de LPD1/3 - MAGE- 3 - His:

Células de AR58 transformadas con plasmido pRIT14477 se cultivaron en matraces de 2 litros, conteniendo cada
uno 400 ml de medio LY12 suplementado con extracto de levadura (6,4 g/l) y sulfato de kanamicina (50 mg/l).
Después de la incubacion sobre una mesa en agitacion a 30 °C durante 8 +/ - 1 h, se retir6 una pequefia muestra de
cada matraz para examen microscopico. El contenido de los dos matraces se reunié proporcionando el indculo para
el fermentador de 20 litros.

El inéculo (aproximadamente 800 ml) se afiadié a un fermentador preesterilizado de 20 litros (volumen total) que
contenia 7 litros de medio, suplementado con 50 mg/l de sulfato de kanamicina. El pH se ajust6 y se mantuvo a 6,8
mediante la adicion periddica de NH4OH (25 % v/v), y la temperatura se ajusto y se mantuvo a 30 °C. La velocidad
de aireacion se ajustd y se mantuvo a 12 litros de aire/minuto y la tension de OX|geno disuelto se mantuvo al 50 %
de saturacion mediante control por retroalimentacion de la velocidad de agitacién. La sobrepresién en el fermentador
se mantuvo a 500 g/cm (0,5 bares (50 kPa)).

El cultivo por lotes se llevé a cabo mediante la adicion controlada de una solucién nutriente de carbono. La solucion
nutriente se afiadid a una velocidad inicial de 0,04 ml/min, y se |ncremento de manera exponencial durante las
primeras 42 horas para mantener una velocidad de crecimiento de 0,1h*

Después de 42 horas, la temperatura en el fermentador se incrementé rapidamente hasta 39 °C, y la velocidad de
alimentacién se mantuvo constante a 0,005 ml/g DCW/min durante la fase de induccién durante 22 - 23 horas
adicionales, tiempo durante el que la expresion intracelular de LPD-MAGE-3-His alcanz6é un maximo nivel.

Se tomaron alicuotas (15 ml) de caldo a intervalos regulares a lo largo de las fases de crecimiento / induccion y al
final de la fermentacion para seguir la cinética de crecimiento microbiano y expresion del producto intracelular y
ademas, proporcionando muestras para ensayos de identificacién / pureza microbiana.

Al final de la fermentacion, la densidad 6ptica del cultivo estaba entre 80 y 120 (correspondiente a una concentracion
de células de entre 48 y 72 g de DCWIL) y el volumen de liquido total era aproximadamente 12 litros. El cultivo se
enfrid6 rapidamente hasta entre 6 y 10 °C, y las células de ECK32 se separaron del caldo de cultivo mediante
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centrifugacién a 5000 x g a 4 °C durante 30 minutos. Las células concentradas de ECK32 se almacenaron
rapidamente en bolsas de plastico y se congelaron inmediatamente a -80 °C.

2. Extraccién de la proteina:

Las células concentradas congeladas de ECK32 se descongelaron hasta 4 °C antes de que se volvieran a
suspender en tampon de rompimiento de células hasta una densidad oOptica final de 60 (que corresponde a una
concentracion de células de aproximadamente 36 g de DCW/L).

Las células se rompieron mediante dos pases mediante un homogeneizador de alta presién (1000 bares (100000
kPa)). La suspension de células rotas se centrifugd (x 10000 g a 4 °C durante 30 minutos) y la fraccién sedimentada
se lavé dos veces con Triton x 100 (1 % p/v) + EDTA (1 mM), seguido de un lavado con solucion salina tamponada
con fosfato (PBS) + Tween 20 (0,1 % v/v) y finalmente un lavado con PBS. Entre cada fase de lavado, la suspensién
se centrifugd a x 10000 g durante 30 minutos a 4 °C, el sobrenadante se desechd y se retuvo la fraccién
sedimentada.

Ejemplo Ill :

Caracterizacion de la proteina de fusién Lipo D - MAGE 3

1. Purificacion:
LPD-MAGE-3-His se purificé del homogeneizado celular usando una secuencia de etapas descritas mas adelante:
a) Solubilizacién de la fraccién sedimentada lavada del rompimiento celular,

b) Reduccién quimica de los enlaces disulfuro intra- e inter - proteina seguido de bloqueo de los grupos tiol para
prevenir el reacoplamiento oxidante,

c) Microfiltracion de la mezcla de reaccion para la retirada de particulas y reduccién de endotoxinas,

d) Captura y purificacion primaria de LPD-MAGE-3-His mediante explotacién de la interaccion de afinidad entre
la cola de polihistidina y Sepharose quelante cargada con cinc,

e) Retirada de las proteinas contaminantes mediante cromatografia de intercambio aniénico.
La LPD-MAGE 3-His purificada se sometio a varias fases de refinamiento:

f) Intercambio de tamp6n / retirada de urea mediante cromatografia de exclusion de tamafio usando Superdex
75

g) Filtracion en-proceso,

h) Intercambio de tampdn / desalacion mediante cromatografia de exclusiéon por tamafio usando Sephadex G25.
Cada una de estas etapas se describe con mas detalle mas adelante:
1.1) - Solubilizacion del sedimento de homogeneizado de células.

La fraccion sedimentada de la fase de lavado final (como se ha descrito anteriormente) se volvié a solubilizar
durante toda una noche en 800 ml de una solucion de clorhidrato de guanidina (6 M) y fosfato sodico (0,1 M, pH 7,0)
a4°C.

1.2) - Reduccién y carboximetilacion

El material solubilizado (una suspension de color amarillo claro, turbio) se purgdé con argén para depurar cualquier
oxigeno restante, y se anadié una solucién madre de 2-mercaptoetanol (14 M) para proporcionar una concentracion
final de 4,3 M (que corresponde a 0,44 ml de 2-mercaptoetanol por ml de solucion).

La solucién resultante se dividié y se transfirid en dos matraces de vidrio que se calentaron ambos hasta 95 °C en un
bafio de agua. Después de 15 minutos a 95 °C, se retiraron los matraces del bafio de agua y se dejo enfriar,
después el contenido se reunié en un recipiente cubierto con una hoja delgada (5 I), se coloco en hielo, y se afiadié
yodoacetamida sélida con mezcla vigorosa proporcionando una concentracion final de 6 M (que corresponde a 1,11
g de yodo acetamida por ml de solucién). La mezcla se mantuvo en hielo en la oscuridad durante 1 hora para
asegurar la completa solubilizacion de la yodo acetamida, antes de neutralizarse (manteniendo agitacion vigorosa y
control continuado de pH) mediante la adicién de aproximadamente 1 | de hidroxido sédico (5 M) proporcionando un
pH final de 7,5 - 7,8.

La mezcla resultante se mantuvo en hielo en la oscuridad durante 30 minutos adicionales, después de lo cual el pH
se volvid a ajustar hasta pH de 7,5 - 7,8.

1.3) - Microfiltracién
La mezcla se microfiltré6 en una unidad de flujo tangencial Amicon Proflux M12 equipada con un cartucho de fibra

hueca Minikros (ref. N° M22M-600-01N; 5600 cm® de area, 0,2 um). El permeado se retuvo para posterior
purificacién cromatografica.
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1.4) - Cromatografia por metales quelados (Zn +2) (IMAC)

La cromatografia por metales quelados se realiz6 con Sepharose quelante FF (Pharmacia Biotechnology N° de
catalogo 17-0575-01) envasado en una columna BPG 100/500 (Pharmacia Biotechnology N° de catalogo 18-1103-
01). Las dimensiones del lecho envasado eran: diametro 10 cm; area de la seccion transversal 79 cm °; altura del
lecho 19 cm; volumen de envase 1500 ml. La columna vacia se sanitizé con hidroxido de sodio (0,5 M), después se
lavo con agua purificada.

El soporte (distribuido en etanol al 20 % v/v) se lavd con agua purificada (8 litros) sobre un embudo Buchner (a
vacio) y se carg6 con cinc pasando al menos 15 litros de una solucién de ZnCl, (0,1 M). El exceso de cinc se retird
lavando el soporte con 10 litros de agua purificada, hasta que el pH del liquido de salida alcanz6 el pH de la solucién
de ZnCl; (pH 5,0). Después el soporte se equilibré con 4 litros de una solucién que contenia clorhidrato de guanidina
(6 M) y fosfato sodico (0,1 M, pH 7,0).

El permeado de la microfiltraciéon, que contenia LPD-MAGE-3 His, se mezcl6 con el soporte (unién de lote), antes de
cargar y envasar la columna de BPG con la solucién que contenia clorhidrato de guanidina (6 M) y fosfato sédico
(0,1 M, pH 7,0).

Las fases siguientes de cromatografia por metal quelado se llevaron a cabo a un caudal de eluyente de 60 mil/min.
La columna se lavé, primero con la solucién que contenia clorohidrato de guanidina (6 M) y fosfato sédico (0,1 M, pH
7,0), después con la solucion que contenia urea (6 M) y fosfato sodico (0,1 M, pH 7,0), hasta que el eluyente de la
columna alcanzé absorbancia cero a DO 25 nm (linea base).

La fraccion de proteina semipura de LPD-MAGE-3-His se eluy6 con 2 volimenes de columna de una soluciéon que
contenia urea (6 M), fosfato sddico (0,1 M, pH 7,0) e imidazol (0,5 M). La conductancia de esta fracciéon era
aproximadamente 16 mS/cm.

1.5) Cromatografia de intercambio aniénico

Antes de continuar con la cromatografia de intercambio anidnico, la conductancia de la fraccion de proteina
semipura de LPD-MAGE-3-His se redujo hasta aproximadamente 4 mS/cm mediante dilucién con una solucién que
contiene urea (6 M) y Tris-HCI (20 mM, pH 8,0).

La cromatografia de intercambio aniénico se realiz6 usando Q-Sepharose FF (Pharmacia Biotechnology, n° de
catalogo 17-0510-01) envasada en una columna BPG 200/500 (Pharmacia Biotechnology, n° de catalogo 18-1103-
11). Las dimensiones del lecho envasado eran: diametro 10 cm; area de la seccion transversal 314 cm®; altura del
lecho 9 cm; volumen de envase 2.900 ml.

La columna se envasé (con etanol al 20 % v/v) y se lavé con 9 litros de agua purificada a un caudal de eluyente de
70 ml/min. La columna envasada se sanitizé con 3 litros de hidréxido de sodio (0,5 M), se lavé con 30 litros de agua
purificada, después se equilibré con 6 litros de una solucion que contenia urea (6 M) y Tris - HCI (20 mM, pH 8,0). La
LPD-MAGE-3-His diluida, semipurificada se cargd en la columna y después se lavo con 9 litros de una solucién que
contenia urea (6 M), Tris - HCI (20 mM, pH 8,0), EDTA (1 mM) y Tween (0,1 %), hasta que la absorbancia (280 nm)
del eluyente caia hasta cero.

Se realiz6 una etapa de lavado adicional con 6 litros de una solucién que contenia urea (6 M) y Tris - HCI (20 mM,
pH 8,0).

La LPD-MAGE-3-His purificada se eluyé de la columna con una solucién que contenia urea (6 M), Tris - HCI (20 mM,
pH 8,0) y NaCl (0,25 M).

1.6) - Cromatografia por exclusion de tamafio

La retirada de urea de la LPD-MAGE-3-His purificada y el intercambio de tampo6n se lograron ambos mediante
cromatografia por exclusion de tamafio. Esto se realizé usando Superdex 75 (Pharmacia Biotechnology n° de
catdlogo 17-1044-01) envasada en una columna XK 50/100 (Pharmacia Biotechnology n° de catalogo 18-8753-01)
Las dimensiones del lecho envasado eran: diametro 5 cm; area de la seccioén transversal 19,6 cm®; altura del lecho
90 cm; volumen envasado 1.800 ml.

La columna se envasé en etanol (20 %) y se lavé con 5 litros de agua purificada a un caudal de eluyente de 20
ml/min. La columna se sanitizdé con 2 litros de hidroxido sédico (0,5 M), se lavd con 5 litros de agua purificada,
después se equilibré con 5 litros de solucién salina tamponada con fosfato que contenia Tween 80 (0,1 % v/v).

La fraccion de LPD-MAGE-3-His purificada (maximo 500 ml / desarrollo de desalado) se cargd en una columna a un
caudal de eluyente de 20 ml/min. La LPD-MAGE-3-His purificada desalada se eluy6 de la columna con 3 litros de
PBS que contenia Tween 80 (0,1 % v/v).

La fraccién que contenia LPD-MAGE-3-His se eluyé hasta el volumen de vaciado de la columna.

1.7) - Filtracién en proceso

La LPD-MAGE-3-His a granel de la cromatografia de exclusién por tamafio se filtr6 a través de una membrana de
0,22 ym en una campana de flujo laminar (clase 10.000). El volumen filtrado se congel6 hasta -80 °C y se almacen6
hasta la etapa de desalacion.

1.8) - Cromatografia de desalacion
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Ya que la osmolalidad del volumen final debe ser menor que 400 mOsM, se requeria una etapa de intercambio de
tampon adicional para reducir la concentracidon de sal. Esto se realiz6 mediante una etapa de cromatografia de
desalacion usando Sephadex G25 (Pharmacia Biotechnology n° de catalogo 17-0033-02) envasada en una columna
BPG 100/950 (Pharmacia Biotechnology n° de catalogo 18-1103-03). Las dimensiones del lecho envasado eran:
diametro 10 cm; area de la seccion transversal 78,6 cm®; altura del lecho 85 cm; volumen envasado 6.500 ml.

El Sephadex G25 se hidratd con 7 litros de agua purificada y se dejé hinchar durante toda una noche a 4 °C. El gel
se envas0 después en la columna con agua pura a una caudal de eluyente de 100 mi/min.

La columna se sanitiz6 con 6 litros de hidréxido sédico (0,5 M), después se equilibré con 10 litros de una solucion
que contenia fosfato sédico (10 mM, pH 6,8), NaCl (20 mM) y Tween 80 (0,1 % v/v).

La fraccion de LPD-MAGE-3-His purificada (maximo 1500 ml/desarrollo de desalacion) se cargé en la columna a un
caudal de eluyente de 100 ml/min. La fraccion de LPD-MAGE-3-His purificada desalada eluida hasta el volumen de
vaciado de la columna, se filtr6 de manera estéril a través de una membrana de 0,22 ym y se almacen6 a -80 °C.

La proteina a granel final se descongel6 hasta +4 °C antes de que se tomaran alicuotas en viales y se secaron por
congelacion en un excipiente de lactosa (3,2 %).

2. Analisis en geles de SDS - poliacrilamida tefiidos con Coomassie

El antigeno de LPD-MAGE-3-His purificado se analizd6 mediante SDS - PAGE sobre un gel de poliacrilamida al 12,5
% en condiciones reductoras.

La carga de proteina era 50 ug para la tincién de azul Coomassie y 5 ug para la tincién por nitrato de plata. Se
analizaron el lote clinico 96K19 y el lote piloto 96J22. Se visualiz6 una banda principal correspondiente a un peso
molecular de 60kDa. También se observaron dos bandas adicionales menores de aproximadamente 45 kDa y 35
kDa.

3. Andlisis de transferencia de Western:

Los péptidos revelados mediante analisis de SDS - PAGE de la proteina LPD-MAGE-3-His se identificaron mediante
transferencia de Western usando anticuerpos monoclonales de raton. Estos anticuerpos se desarrollaron en la casa
usando una preparacion purificada de la proteina MAGE-3-His (esta proteina no contiene la parte LPD de la LPD-
MAGE-3-His).

Se han seleccionado dos preparaciones de anticuerpos monoclonales (Mab 22 y Mab 54) en base a la conveniencia
para andlisis por transferencia de Western y se usaron en el ensayo de identidad para la liberacién del lote. La figura
4 muestra los patrones de banda obtenidos para los lotes 96K19 y 96J22 después de la tincion con Mabs 32 y 54.
Se resolvieron seiscientos (600) ng de la proteina sobre un SDS - PAGE al 12,5 %, se transfirieron a una membrana
de ny!gn, se hicieron reaccionar con Mabs 32 y 54 (60 pg/ml) y se revelaron con anticuerpos anti - ratén acoplados a
peroxidasa.

Los péptidos de 60 kDa y 30 kDa detectados mediante SDS - PAGE se revelaron mediante ambos Mabs.
Ejemplo IV:

1. Preparacion de vacunas usando proteina LPD-MAGE-3-His:

La vacuna usada en estos experimentos se produce a partir de un ADN recombinante, que codifica una lipoproteina
D 1/3-MAGE-3-His, expresada en E. coli a partir de la cepa AR58, o bien adyuvantada o no. Como un adyuvante, la
formulaciéon comprende una mezcla de 3 des-O-acilado monofosforil lipido A (3D-MPL) y QS21 en una emulsion
aceite / agua. El sistema adyuvante SBAS2 se ha descrito previamente en el documento WO 95/17210.

3D-MPL: es un inmunoestimulante derivado del lipopolisacarido (LPS) de la bacteria Gram negativa Salmonella
minnesota. MPL se ha desacilado y carece de un grupo fosfato del resto del lipido A. El tratamiento quimico reduce
notablemente la toxicidad mientras que preserva las propiedades inmunoestimulantes (Ribi, 1986). La
inmunoquimica Ribi produce y suministra MPL a SB-Biologicals.

Los experimentos realizados en Smith Kline Beecham Biologicals han mostrado que 3D-MPL combinada con
diversos vehiculos potencia fuertemente tanto el tipo humoral como el tipo TH1 de la inmunidad celular.

QS21: es una molécula de saponina natural extraida de la corteza del arbol de Sur América Quillaja saponaria
Molina. Una técnica de purificacién desarrollada para separar las saponinas individuales a partir de los extractos
brutos de la corteza, permitié el aislamiento de la saponina particular. QS21, que es un glicésido de triterpeno que
demuestra actividad adyuvante mas fuerte y menor toxicidad cuando se compara con el componente precursor.
QS21 se ha mostrado que activa las CTL restringida de clase | MHC a varias subunidades Ags, asi como que
estimula la proliferacion linfocitica especifica de Ag (Kensil, 1992). Aquila (formalmente Cambridge Biotech
Corporation) produce y suministra QS21 a SB-Biologicals.

Los experimentos realizados en SmithKline Beecham Biologicals han demostrado un claro efecto sinérgico de las
combinaciones de MPL y QS21 en la induccion de respuestas inmunes celulares tanto humorales como de tipo TH1.

La emulsién de aceite / agua se compone de una fase organica hecha de 2 aceites (un tocoferol y un escualeno), y
una fase acuosa de PBS que contiene Tween 80 como emulsionante. La emulsién comprendia el 5 % de escualeno,
el 5 % de tocoferol, el 0,4 % de Tween 80 y tenia un tamafio medio de particula de 180 nm y se conoce como SB62
(véase el documento WO 95/17210).
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Los experimentos realizados en SmithKline Beecham Biologicals han probado que la adjuncién de esta emulsién ac /
ag a 3D-MPL/QS21 (SBAS2) incrementa adicionalmente las propiedades inmunoestimulantes de esta Ultima contra
diversas subunidades de antigenos.

2. Preparacion de la emulsién SB62 (2 veces concentradas):

Se disuelve Tween 80 en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) proporcionando una solucién al 2 % en la
PBS. Para proporcionar 100 ml de la emulsion concentrada dos veces 5 g de DL alfa tocoferol y 5 ml de escualeno
se agitaron en un aparato vortex para mezclar completamente. Se afiaden 90 ml de solucion PBS/Tween y se
mezcla concienzudamente. La emulsién resultante se pasa después a través de una jeringa y finalmente se
microfluidifica usando una maquina de microfluidificacion M110S. Las gotas de aceite resultante tienen un tamafio
de aproximadamente 180 nm.

3. Preparacion de formulacién de aceite en agua Lipoprot. D1/3 - MAGE-3-His 0S21/3D MPL (SBAS2):

El adyuvante se formula en forma de una combinacion de MPL y QS21, en una emulsion aceite / agua. Esta
preparacion se distribuye en viales de 0,7 ml a mezclar con el antigeno liofilizado (viales que contienen entre 30 y
300 ug de antigeno).

La composicion del diluyente de adyuvante para la vacuna liofilizada es como sigue:

Ingredientes: Cantidad (por dosis):
Adyuvantes
Emulsion SB62: 250 pl
-Escualeno 10,7 mg
- DL a-tocoferol 11,9 mg
- Tween 80 4,8 mg
Monofosforil lipido A 100 ug
Qs21 100 ug
Conservante
Tiomersal 25 ug
Tampoén
Agua para inyeccion c.s.ajust 0,5 ml
- Fosfato sodico dibasico 575 ug
- Fosfato potasico monobasico 100 ug
- Cloruro potésico 100 ug
- Cloruro sodico 4,0 mg

La vacuna final se obtiene después de reconstitucion de la preparacion de LPD-MAGE-3-His liofilizada con el
adyuvante o con PBS solo.

Los controles de adyuvantes sin antigeno se prepararon reemplazando la proteina por PBS.

4. Antigeno de vacuna: proteina de fusion liproproteina D1/3 - MAGE-3His

La lipoproteina D es una lipoproteina expuesta sobre la superficie de la bacteria Gram - negativa Haemophilus
influenzae.

La inclusion de los primeros 109 residuos de la proteina D procesada como pareja de fusién se incorpora para
proporcionar el antigeno de vacuna con epitopes de células T. Ademas del resto LPD, la proteina contiene dos
aminoéacidos no relacionados (Met y Asp), restos de aminoacidos 2 a 314 de Mage-3, dos residuos Gly que
funcionan como region bisagra para exponer los siete residuos His posteriores.

Ejemplo V:

1. Inmunogenicidad de LPD-MAGE-3-His en ratones y monos:

Con el fin de ensayar la antigenicidad e inmunogenicidad de la proteina MAGE-3 humana, la vacuna candidata se
inyecto en 2 cepas diferentes de ratones (C57BL/6 y Balb/C), variando en sus antecedentes genéticos y alelos MHC.
Para ambas cepas de ratones, los motivos de péptido MHC clase - | y MHC clase - Il se predijeron teéricamente para
la parte MAGE de la proteina de fusién LPD-MAGE-3-His.

a) - Protocolo de inmunizacién:

5 ratones de cada raza se inyectaron dos veces a intervalos de dos semanas en la almohadilla de la pata con 5 ug
11
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de LPD-MAGE-3-His, formulada o no en SBAS2 a 1/10 de la concentracién usada en las situaciones humanas.
b) - Ensayo de proliferacion:

Los linfocitos se prepararon aplastando el hazo o los ganglios linfaticos popliteos de los ratones, 2 semanas después
de la dltima inyeccion. Se colocaron 2 x 10° células por triplicado en placas de 96 pocillos y las células se volvieron a
estimular in vitro durante 72 horas con diferentes concentraciones (1 - 0,1 ug/ml) de His-Mage 3 como tal o
revestidas en microperlas de latex.

Se observo un incremento de la actividad linfoproliferativa especifica de MAGE-3 tanto con células de bazo (figuras
5y 7) como con células de ganglios linfaticos (véanse las figuras 6 y 8) a partir de ratones o bien C57BL/6 o Balb/C
inyectados con la proteina LPD-MAGE-3-His, cuando se compara con la respuesta linfoproliferativa de ratones que
recibian la formulacién SBAS-2 sola o PBS.

Ademas, una respuesta proliferativa mayor se obtuvo con linfocitos de ratones inmunizados con LPD-MAGE-3-His
en el adyuvante SBAS2 (véanse las figuras 6 y 8).

¢) - Conclusioén:

LPD-MAGE-3-His es inmunogénica en ratones, y esta inmunogenicidad se puede incrementar mediante el uso de la
formulacion de adyuvante SBAS2.

2. Respuesta de anticuerpos:

a) - Protocolo de inmunizacién:

Ratones C57BL/6 o Balb/C se inmunizaron mediante 2 inyecciones dentro de la almohadilla de la pata a intervalos
de dos semanas con o bien PBS, o0 SBAS2, 0 5 ug de LPD-MAGE-3-His, 0 5 ug de LPD-MAGE-3-His + SBAS2.

Se usaron tres y cinco animales en los grupos de control y en los grupos ensayados respectivamente.
b) - ELISA indirecto:

Dos semanas después de la segunda inyeccion, se tomaron sueros individuales y se sometieron a un ELISA
indirecto.

2 uyg/ml de His MAGE 3 purificada se us6é como antigeno revestido. Después de la saturaciéon durante 1 hora a 37
°C, en PBS + suero de ternera recién nacida al 1 %, los sueros se diluyeron en serie (partiendo a 1/1000) en el
tampon de saturacion y se incubaron durante toda una noche a 4 °C, o 90 minutos a 37 °C. Después de lavar en
PBS/Tween 20,0,1 %, se usaron antisueros de IgG total anti raton de cabra biotinilado (1/1000) o IgG1, 1gG2a,
IgG2b de anti - ratén de cabra (1/5000) como anticuerpos secundarios. Después de 90 minutos la incubacién a 37
°C. Se afiadi6 estreptavidina acoplada a peroxidasa, y se usé TMB (peréxido de tetra-metil-bencidina) como
sustrato. Después de 10 minutos, la reaccion se bloqued mediante la adicién de H,SO4 0,5 M, y se determiné la D.
O.

c) - Resultados:

La figura 9 compara entre los diferentes grupos de ratones (N = 5/grupo), la titulacion media del punto medio relativo
de los sueros, que consiste en la dilucién media necesaria para alcanzar el punto medio de las curvas.

Estos resultados muestran que en ambas cepas de ratones ensayadas, se observo una respuesta débil de Ab
después de 2 inyecciones de LPD-MAGE-3-His sola, pero se generaron concentraciones mayores de Ab anti-MAGE
3 cuando se inyecta LPD-MAGE-3-His en presencia de SBAS2. De esta manera, solamente dos inyecciones de
LkF)’D-MAéSE-?)-His + SBAS2, a intervalos de 2 semanas, son suficientes para generar la respuesta alta de Ab
observada.

La mejor respuesta de Ab observada en los ratones Balb/c cuando se compara con la respuesta obtenida en los
ratones C57BL/6 se puede explicar mediante diferencias en haplotipos o en antecedentes entre estas 2 razas,
incluso aunque la valoracion de Ab en ratones C57BL/6 es también mayor después de inyecciones de LPD-MAGE-
3-His + SBAS2 que después de inyecciones con LPD-MAGE-3-His sola.

Las respuestas de anti-MAGE-3 especifica de las subclases de Ig después de vacunaciones en los diferentes
grupos de ratones se puede observar en las figuras 10 y 11, que proporcionan una comparacion de la dilucion media
del punto medio del suero.

Ni IgA, ni IgM se detectaron en ninguna de las muestras de suero incluso de los ratones vacunados con LPD-MAGE-
3-His en el adyuvante SBAS2.

Por el contrario, el nivel de 1gG total era ligeramente mayor en los sueros de ratones vacunados con LPD-MAGE-3-
His sola, y aumentaba significativamente en el suero d animales inyectados con LPD-MAGE-3-His en SBAS2.

El andlisis de las concentraciones diferentes de subclases IgG muestran que se indujo respuesta de Ab mixta en los
ratones, ya que los niveles de todas las subclases de IgG ensayadas (IgG1, IgG2a, IgG2b) eran mayores en ratones
vacunados con Ag adyuvantada que en ratones inyectados con la Ag o el adyuvante solo.

La naturaleza de esta respuesta de Ab mixta con LipoD-MAGE-3 en presencia de SBAS2 parece sin embargo
depender de la cepa de ratén, ya que IgGl e IgG2b se encontraron predominantemente en el suero de ratones
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Balb/c y C57BL/6 respectivamente.
3. Inmunogenicidad de Lipoproteina D 1/3 MAGE-3-His + adyuvante SBAS2 en monos Rhesus:

Se seleccionaron tres grupos de cinco animales Rhesus (Macaca mulatta). RTS,S y gp 120 se usaron como control
positivo.

Grupos:
Grupo 1 pata derecha: RTS,S/SBAS2
pata izquierda: GP120/SBAS2

Grupo 2 pata derecha: RTS,S/SB26T
pata izquierda: GP120/SB26T

Grupo 3 pata derecha: LipoD 1/3 Mage 3 His/SBAS2

Los animales recibieron vacuna el dia 0 y se reinmunizaron los dias 28, y 84 y se extrajo sangre para determinar su
respuesta de anticuerpo para tanto MAGE 3 como el componente de la proteina D. Las vacunas se administraron
por via intramuscular como una inyeccién de bolo (0,5 ml) en la parte posterior de la pata derecha.

Se tomaron pequefias muestras de sangre cada 14 dias. Se recogieron muestras de sangre no heparinizada de 3 ml
de la vena femoral, se dejaron coagular durante al menos 1 hora y se centrifugaron a temperatura ambiente durante
10 minutos a 2500 rpm.

Se retird suero, se congelé a -20 °C y se envio para determinacion de los niveles de anticuerpo mediante Elisa
especifico.

Se revistieron placas de 96 pocillos (maxisorb Nunc) o bien con 5 ug de His Mage 3 o Proteina D durante toda una
noche a 4 °C. Después de 1 hora de saturacion a 37 °C con PBS NCS 1 %, se afiadieron diluciones en serie del
suero de conejo durante 1 h 30 min. a 37 °C (partiendo de 1/10), después de 3 lavados en PBS Tween, se afiadio
suero biotinilado anti conejo (Amerham ref RPN 1004 lote 88) (1/5000). Las placas de lavaron y se afiadié
estreptavidina acoplada a peroxidasa (1/5000) durante 30 minutos a 37 °C. Después de lavar, se afiadieron 50 ul de
TMB (BioRad) durante 7 minutos y se detuvo la reaccién con H>SO4 0,2 M, se midié la DO a 450 nm. Las diluciones
de punto medio se calcularon mediante SoftmaxPro.

Respuesta de anticuerpos:

Se tomaron muestras pequefias de sangre cada 14 dias para seguir la cinética de la respuesta de anticuerpos a
Mage 3 mediante ELISA. Los resultados indican que después de una inyeccién de LPD1/3 Mage 3 His + SBAS2, la
valoracion de Ig total especifica de Mage 3 era baja, se observé un estimulo claro en 3 de los 5 animales después
de una segunda y tercera inyeccién de LipoD1/3 Mage 3 + adyuvante en los mismos monos. Los respondedores
pobres permanecian negativos después de 3 inyecciones. 28 dias después de Il o después de lll, las valoraciones
de anticuerpos han retornado a los niveles basales. La subclase de estos anticuerpos se determind como IgG
predominantemente y no IgM. El cambio a IgG sugiere que se ha desencadenado una respuesta de auxiliar T. La
respuesta de anticuerpo especifica de la proteina D, aunque mas débil, es exactamente paralela a la respuesta de
anticuerpo Mage 3.

Ejemplo VI:
1. LPD - MAGE 1 His

Se prepar6 LPD - MAGE 1 His de una manera analoga. Las secuencias de aminoacidos y ADN se muestran en las
SECUENCIAS ID numeros 3 y 4. La proteina resultante se purific6 de una manera andloga a la proteina LPD-
MAGE-3-His. En resumen, el cultivo celular se homogeneizé y se traté con guanidina HCI 4 M y beta mercaptoetanol
0,5 M en presencia de detergente Empigen al 0,5 %. El producto se filtré y se trat6 el permeado con yodo acetamida
0,6 M. Las fracciones carboxiamidadas se sometieron a cromatografia IMAC (quelato de cinc - sepharose FF).
Primero la columna se equilibré y se lavé con una solucién que contenia guanidina 4 M, HCI y fosfato sodico (20
mM, pH 7,5) y Empigen al 0,5 %, después la columna se lavd con una solucién que contenia urea 4 M en fosfato
sédico (20 mM, pH 7,5) 0,5 % de tampdon Empigen. La proteina se eluyé en el mismo tampon, pero con
concentracion creciente de Imidazol (20 mM, 400 mM y 500 mM).

El eluato se diluy6 con urea 4 M. La columna de Q-sepharose se equilibré y se lavé con urea 4 M en tamp6n fosfato
20 mM (pH 7,5) en presencia de Empigen al 0,5 %. Se realiz6 un segundo lavado en el mismo tampén, pero
desprovisto de detergente. La proteina se eluyd en el mismo tampén pero con Imidazol creciente (150 mM, 400 mM,
1 M). El eluato se ultra filtro.

Ejemplo VII:

Construccion del plasmido de expresion pRIT14426 y transformacion de la cepa huésped ARS58 para
producir NS1 - MAGE - 3 His:
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Disefio de proteina:
El disefio de la proteina de fusion NS1, -MAGE-3-His a expresar en E. coli se describe en la figura 12.
La estructura primaria de la proteina resultante tiene la secuencia expuesta en ID N° 5.

La secuencia codificadora (ID N° 6) correspondiente al disefio de proteina anterior se colocé bajo el control del
promotor ApL en un plasmido de expresion de E. coli.

La estrategia de clonacion para la generacion de la proteina de fusion NS 1-MAGE-3-His:

El material de partida era un plasmido de ADNc recibido del Dr Tierry Boon del Instituto Ludwig, que contiene la
secuencia codificadora para el gen MAGE-3 y el vector PMG81, que contiene los 81 aa de la region codificadora de
NS; (proteina no estructural) de Influenza.

La estrategia de clonacion esquematizada en la figura 13 incluia las siguientes etapas:

a) amplificacion de PCR de las secuencias presentadas en el plasmido MAGE-3 del ADNc usando el
oligonucleétido de sentido: 5’ gc gcc atg gat ctg gaa cag cgt agt cag cac tgc aag cct, y el oligonucleétido de
sentido opuesto: 5’ gcg tct aga tta atg gtg atg gtg atg gtg atg acc gcc ctc ttc ccc ctc tct caa.

Esta amplificacion conduce a las siguientes modificaciones en el extremo N: cambiando los cinco primeros
codones al uso del codén de E. coli, reemplazo del codon Pro por un codén Asp en la posicion 1, la instalacion
de un sitio Ncol en el extremo 5’ y finalmente la adicién de los 2 codones Gly y el codén 7 His seguido de un sitio
Xbal en el extremo C.

b) Clonacién en el vector de clonacién TA de invitrogen del fragmento amplificado anterior y preparacién del
vector intermedio pRIT14647

c) Escision del fragmento Ncol Xbal del plasmido pRIT14647 y clonacion en el vector pRIT PMG81
d) transformacion de la cepa huésped AR58

e) seleccion y caracterizacion de los transformantes de la cepa de E. coli que contienen el plasmido pRIT14426
(véase la figura 14) que expresa la proteina de fusion NS1-MAGE-3-His

Caracterizacion del recombinante NS 1-MAGE-3-His (pRIT14426):

Se cultivaron bacterias sobre el medio LB suplementado con 50 pg/ml de kanamicina a 30 °C. Cuando el cultivo
habia alcanzado la DO = 0,3 (a 620 nm), la induccién por calor se logré elevando la temperatura hasta 42 °C.

Después de 4 horas de induccion, se recogieron las células, se volvieron a suspender en PBS y se lisaron (mediante
disgregacion) presionando tres veces en la prensa francesa. Después de centrifugacion (60 minutos a 100.000 g), el
sobrenadante sedimentado y el extracto total se analizaron mediante SDS - PAGE. Las proteinas se visualizaron en
geles teflidos con Coomassie B1 donde las proteinas de fusion representaban aproximadamente el 1 % de las
proteinas totales de E. coli. La proteina recombinante aparecia en una sola banda con un peso molecular aparente
de 44,|9 K.I La proteina de fusion se identific6 mediante analisis de transferencia de Western usando anti - NS1
monoclonal.

Ejemplo VIII
La purificacion de NS1-MAGE 3-His (E. coli) para inmunizacion de conejo / raton.
Esquema de purificacion:
Se uso el siguiente esquema de purificacién para purificar el antigeno:
Lisis de células + centrifugacion
}
Solubilizacién de antigeno + centrifugacion
!
Ni® + -NTA agarosa
!
Concentracion
!
Célula prep.
!

Precipitacion de TCA y solubilizacion en PBS
14
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a. Lisis

Se lisaron células bacterianas (23 g) en 203 ml de un tampén de PO, pH 7 50 mM mediante Rannie
(homogeneizador) y el lisado se centrifugé en un rotor JA 20 a 15.000 rpm durante 30 minutos.

Se desechd el sobrenadante.
b. Solubilizacion de antigeno
1/3 del sedimento se volvié a solubilizar en O/N a 4 °C en 34 ml de PO4 100 mM GuHCI 6 M pH 7. Después de la
centrifugacion en un rotor JA 20 a 15.000 rpm durante 30 minutos, el sedimento se deseché y el sobrenadante se
purificé adicionalmente mediante IMAC.
c. Cromatografia de afinidad: Ni% + - NTA agarosa (Qiagen)
Volumen de columna: 15 ml (16 mm x 7,5 cm)
Tampon de envasado: PO40,1 M - GUHCI 6 M pH 7
Tampén de muestra: idem
Tampon de lavado: PO40,1 M - GUHCI 6 M pH 7
PO40,1 M -urea6 M pH 7
Elucién: gradiente de imidazol (0 — 250 mM) en tampon PO4 0,1 M pH 7 suplementado con urea 6 M.
Caudal: 2 ml/min
a. Concentracion:
Fracciones positivas de antigeno del eluato IMAC (160 ml) se reunieron y se concentraron hasta 5 ml en una celda
agitada por Amicon sobre una membrana Filtron (tipo Omega corte 10.000). La pureza a esta fase es
aproximadamente del 70 % como se estima por SDS-PAGE.
b. Electroforesis preparativa (prep. Cell Biorad)
2,4 ml de la muestra concentrada se someti6 a ebullicién en 0,8 ml de tampon de muestra reductora y se cargé en
un gel de acrilamida al 10 %. El antigeno se eluy6 en un tampén Tris - glicina pH 8,3 suplementado con SDS al 4 %
y se reunieron fracciones positivas de Ns; - MAGE 3 His.

a. Precipitacion de TCA:

El antigeno se precipité por TCA y después de la centrifugacién en un rotor JA 20 a 15.000 rpm durante 20 minutos,
el sobrenadante se desechd. El sedimento se volvié a solubilizar en tampén PBS pH 7,4.

La proteina es soluble en PBS después de que la congelacion / descongelaciéon no muestra ninguna degradacion

cuando se almacena durante 3 horas a 37 °C y tiene un peso molecular aparente de aproximadamente 50.000
Daltons como se determina por SDS (12,5 % de PAGE).

Ejemplo IX:

Preparacion de la cepa de E. coli que expresa una proteina de fusion CLYTA - MAGE - 1 - cola Hi S
1. Construccion del plasmido de expresién pRIT14613 y transformacién de la cepa huésped AR58:
Disefio de proteina:

El disefio de la proteina de fusién Clyta-Mage-1-His a expresar en E. coli se describe en la figura 15.

La estructura primaria de la proteina resultante tiene la secuencia expuesta en la secuencia ID N° 7.

La secuencia codificadora (véase la SECUENCIA ID N° 8) correspondiente al disefio de proteina anterior de colocé
bajo el control del promotor A pL en un plasmido de expresion de E. coli.

Clonacion:

El material de partida era el vector PCUZ1 que contiene los 117 codones C terminales de la regién codificadora de
LytA de Streptococcus pneumoniae y el vector pRIT14518 , en el que previamente se habia subclonado el ADNc del
gen MAGE-1 de un plasmido recibido del Dr Thierry Boon del instituto Ludwig.

La estrategia de clonacion para la expresién de la proteina CLYTA-Mage-1-His (véase el esquema de la figura 16)
incluia las siguientes etapas:

2. Preparacion del médulo de la secuencia codificadora CLYTA-Mage-1-His:

a) La primera etapa era una amplificacion de PCR, destinada a flanquear las secuencias de CLYTA con los
sitios de restriccion Ndel-Aflll. La amplificacién de PCR se realizé usando el plasmido PCUZ1 como molde y
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como cebadores el oligonuclettido de sentido: 5’ tta aac cac acc tta agg agg ata taa cat atg aaa ggg gga att gta
cat tca gac, y el oligonucledtido de sentido opuesto: 5° GCC AGA CAT GTC CAATTC TGG CCT GTC TGC CAG.
Esto conduce a la amplificacion de una secuencia de CLYTA de 378 nucle6tidos.

b) La segunda etapa era la uniéon de las secuencias de CLYTA a las secuencias MAGE-1-His, para generar la
secuencia codificadora para la proteina de fusion. Esta etapa incluia la escisiéon de un fragmento Ndel-AflllI Clyta
e insercion en el vector pRIT14518 abierto previamente mediante las enzimas de restriccion Ndel y Ncol (Ncol y
Afllll compatible) y dio lugar al plasmido pRIT14613.

¢) Transformacion de la cepa huésped AR58

d) Seleccién y caracterizacion del transformante de E. coli (resistente a KAN) que contiene el plasmido
pRIT14613. (Véase la figura 16).

1. Caracterizacion de la proteina recombinante CLYTA- MAGE-1-His (pRIT14613):

Las bacterias se cultivaron en un medio LB suplementado con 50 pg/ml de kanamicina a 30 °C. Cuando el cultivo
habia alcanzado una DO = 0,3 (a 620 nm), la induccién por calor se logré elevando la temperatura a 38 °C.

Después de 4 horas de induccion, las células se recogieron, se volvieron a suspender en PBS y se lisaron (mediante
disgregacion) por un disparo. Después de la centrifugacién, el sobrenadante sedimentado y extracto total se
analizaron mediante SDS - PAGE. Las proteinas se visualizaron en geles tefiidos por Coomassie B1, cuando la
proteina de fusion representaba aproximadamente el 1 % de las proteinas totales de E. coli. La proteina
recombinante aparecia en una sola banda con un peso molecular aparente de aproximadamente 49 kD. La proteina
de fusion se identific6 mediante andlisis de transferencia de Western usando anticuerpos policlonales anti-Mage-1.

Reconstitucion de la unidad de expresion compuesta por el promotor A pL largo (til para la induccién con
acido nalidixico) y la secuencia codificadora CLYTA-Mage-1 pRIT146614):

Un fragmento de restriccion EcoRI-NCO; que contiene el promotor PL largo y una parte de las secuencias CLYTA se
preparo a partir del plasmido pRIT DVAG y se insertd entre los sitios ECORI-NCO; del plasmido pRIT14613.

Se obtuvo el plasmido recombinante pRIT14614.

El plasmido recombinante pRIT14614 (véase la figura 17) que codifica la proteina de fusién CLYTA-Mage-1-His se
uso para transformar AR120 de E. coli. Se selecciond y se caracterizé una cepa candidata resistente a Kan.

Caracterizacién de la proteina recombinante:

Se cultivaron bacterias en medio Lb suplementado con 50 mg/ml de kanamicina a 30 °C. Cuando el cultivo habia
alcanzado una DO = 400 (a 620 nm) se afiadié acido nalidixico hasta una concentracion final de 60 mg/ml.

Después de 4 horas de induccion, se recogieron las células, se volvieron a suspender en PBS y se lisaron mediante
disgregacion (tipo de “un disparo” de CLS de disgregacion). Después de la centrifugacion, el sobrenadante
sedimentado y el extracto total se analizaron mediante SDS - PAGE. Las proteinas se visualizaron en geles tefiidos
por azul Comassie, cuando la proteina de fusién representaba aproximadamente el 1 % de las proteinas totales de
E. coli. La proteina de fusién se identific6 mediante andlisis de transferencia de Western usando anticuerpos
policlonales anti - Mage-1 de conejo. La proteina recombinante aparecia como una sola banda con un peso
molecular aparente de aproximadamente 49 kD.

Ejemplo X:
CLYTA - MAGE-3-HIS

A: Antigeno recombinante de rechazo de tumores: una proteina de fusién CLYTA-Mage-3-His cuando la pareja de
fusion de C-lyt A condujo a la expresion de una proteina soluble, actia como marca de afinidad y proporciona un
auxiliar T util.
Preparacion de la cepa de E. coli que expresa una proteina de fusion CLYTA - MAGE-3-cola His
Construccion del plasmido de expresion pRIT14646 y transformacién de la cepa huésped AR 120:
Disefio de proteina:
El disefio de la proteina de fusién Clyta-Mage-3-His a expresar en E. coli se describe en la figura 18.

La estructura primaria de la proteina resultante tiene la secuencia descrita en la SECUENCIA ID n°® 9 y la
secuencia codificadora en la secuencia ID N° 10.

La secuencia codificadora correspondiente al disefio de proteina anterior se colocé bajo el control del promotor A
pL en un plasmido de expresion de E. coli.

Clonacion:

El material de partida era el vector PCUZ1 que contiene los 117 codones C terminales de la region que codifica LytA
de Streptoccocus pneumoniae, descrita en Gene 43, (1986) p. 265 - 272 y el vector pRIT14426 , en el que los
inventores han subclonado previamente el ADNc del gen de MAGE-3 a partir de un plasmido recibido del Dr Tierry
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Boon del Instituto Ludwig.

La estrategia de clonacién para la expresion de la proteina CLYTA- MAGE-3-His (véase el esquema en figura 19)
incluia las siguientes etapas

1 - Preparacién del médulo de la secuencia codificadora CLYTA- MAGE-3-His

1.1 La primera etapa era una amplificacion de PCR, destinada a flanquear las secuencias CLYTA con los sitios
de restriccion Aflll y Afllll. La amplificaciéon de PCR se realizé6 usando el plasmido PCUZ1 como molde y como
cebadores el oligonucleétido de sentido: 5’ tta aac cac acc tta agg agg ata taa cat atg aaa ggg gga att gta cat tca
gac, y el oligonucleétido de sentido opuesto: 5' ccc aca tgt cca gac tgc tgg cca att ctg gec tgt ctg cca gtg. Esto
conduce a la amplificacion de una secuencia CLYTA de 427 nucleétidos de longitud. El fragmento amplificado
anteriormente se cloné en el vector de clonacion TA de Invitrogen para conseguir el vector intermedio
pRIT14661.

1.2 La segunda etapa era la union de las secuencias CLYTA a las secuencias MAGE-3-His, para generar la
secuencia codificadora para la proteina de fusion. Esta etapa incluye la escision de un fragmento Afl 1I-Afl-lI
Clyta e insercion en el vector pRIT14426 abierto previamente mediante las enzimas de restriccion Afl 1l y Ncol
(Ncol y Aflll compatible) y dio lugar al plasmido pRIT14662.

2. Reconstitucion de la unidad de expresion compuesta por el promotor A pL largo (util para induccioén por
acido nalidixico) y la secuencia codificadora CLYTA-Mage-3:

Un fragmento de restriccion Bglll - Xbal que contenia el promotor pL corto y las secuencias codificadoras CLYTA-
Mage-3-His se prepar6 a partir del plasmido pRIT14662, y se inserto entre los sitios Bglll - Xbal del plasmido TCM67
(un derivado de pBR322 que contiene la resistencia a ampicilina, y el promotor A pL largo, descrito en la solicitud
internacional PCT/EP92/01827). Se obtuvo el plasmido pRIT14607.

El plasmido pRIT14607 recombinante que codifica la proteina de fusiéon Clyta-Mage-3-His se usé para transformar
AR 120 de E. coli (Mott et al., 1985, Proc. Natl. Acad. Sci, 82: 88). Una cepa candidata resistente a ampicilina se
selecciond y caracterizo.

3. Preparacion del plasmido pRIT 14646:
Finalmente se construy6 un plasmido similar a pRIT 14607 pero que tenia la seleccion de kanamicina (pRIT 14646)
Caracterizacién de la proteina recombinante:

Se cultivaron las bacterias sobre un medio LB suplementado con 50 mg/ml de kanamicina a 30 °C. Cuando el cultivo
habia alcanzado una DO = 400 (a 600 nm) se afiadi6é acido nalidixico hasta una concentracion final de 60 ?g/ml.

Después de 4 horas de induccion, se recogieron las células, se volvieron a suspender en PBS y se lisaron mediante
disgregacion (tipo de “un disparo” de CLS de disgregacion). Después de la centrifugacion, el sobrenadante
sedimentado y el extracto total se analizaron mediante SDS - PAGE. Las proteinas se visualizaron en geles tefiidos
con azul Coomassie, cuando la proteina de fusion representaba aproximadamente el 1 % de las proteinas totales de
E. coli. La proteina de fusién se identific6 mediante andlisis de transferencia de Western usando anticuerpos
policlonales anti-Mage-3 de conejo. La proteina recombinante aparecia como una sola banda con un peso molecular
aparente de aproximadamente 58 kD.

Ejemplo XI:
Purificacion de la proteina recombinante CLYTA-Mage-3 His:

Las bacterias recombinantes AR120 (pRIT 14646) se cultivaron en un fermentador de 20 litros en condiciones de
alimentacién por lote a 30 °C. La expresion de la proteina recombinante se indujo afiadiendo acido nalidixico a una
concentracion final de 60 ? g/ml. Las células se recogieron al final de la fermentacion y se lisaron a 60 DO/600
mediante dos pases a través de un disgregador de prensa francesa (20.000 psi (137895 kPa)). Las células lisadas
se centrifugaron 20 minutos a 15000 g a 4 °C. El sobrenadante que contiene la proteina recombinante se cargé en
resina de intercambio de DEAE Sepharose CL6B (Pharmacia) preequilibrada en NaCl 0,3 M, Tris HCI 20 mM pH 7,6
tampon A. Después de un lavado de columna con tampon A, la proteina de fusion se eluyé mediante el 2 % de
colina en (Tampdén A). Se reunieron las fracciones de antigeno positivas como revel6 el analisis de transferencia de
Western usando un anticuerpo anti Mage-3. El antigeno eluido con DEAE se llevé hasta el 0,5 % de Empigen BB (un
detergente bipolar) y a NaCl 0,5 M antes de cargar en una columna de cromatografia de afinidad de iones metdlicos
preequilibrada en el 0,5 % de Empigen BB, NaCl 0,5 M, tampén fosfato 50 mM pH 7,6 (tampén B).

La columna de IMAC se lavé con tampdn B hasta que la absorbancia a 280 nm alcanzé la linea base. Un segundo
lavado en tampdn B sin Empigen BB (tampdn C) con el fin de eliminar el detergente se ejecut6 antes de la elucion
del antigeno mediante un gradiente de imidazol imidazol 0 - 250 mM en tampén C.

Se reunieron las fracciones de imidazol 0,090 - 0,250 M, se concentraron en una membrana Filtron omega de 10
kDa antes de la didlisis frente a tampon PBS.

Conclusién

Los inventores han demostrado que la proteina de fusion LPD-MAGE3-His es inmunogénica en ratones, y que esta
inmunogenicidad (la respuesta proliferativa y respuesta de anticuerpo) se puede incrementar adicionalmente
mediante el uso del adyuvante descrito anteriormente. La purificacién se puede potenciar derivando los tioles que
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forman enlaces disulfuro.

Los inventores han demostrado que una mejor respuesta de anticuerpo se desencadend mediante la vacunacion
con LPD-MAGE-3-His en presencia del adyuvante. El isotipo predominante encontrado en el suero de C57BL/6 que
es 1gG2b sugiere que se alcanz6 una respuesta inmune de tipo TH1.

En el escenario clinico humano, un paciente tratado con LPD-MAGES3-His en una formulacion no adyuvantada
quedo libre de melanoma.
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LISTADO DE SECUENCIAS
(1) INFORMACION GENERAL
(i) SOLICITANTE: SmithKline Beecam Biologicals
(i) TITULO DE LA INVENCION: Vacuna
(iii) N\UMERO DE SECUENCIAS: 10
(iv) DIRECCION DE CORRESPONDENCIA:
(A) DESTINATARIO: SmithKline Beecham

(B) CALLE: 2 New Horizons Court, Great West Road, B

(C) CIUDAD: Middx
(D) ESTADO:
(E) PAIS: Reino Unido
(F) cODIGO: TW8 9EP
(v) FORMA LEGIBLE DE ORDENADOR
(A) TIPO DE MEDIO: disquete
(B) ORDENADOR: IBM Compatible
(C) SISTEMA OPERATIVO: DOS

(D) SOFTWARE: FastSEQ para Windows version 2.0

(vi) DATOS DE SOLICITUD ACTUAL
(A) NUMERO DE SOLICITUD:
(B) FECHA DE PRESENTACION:
(C) CLASIFICACION:
(vii) DATOS DE SOLICITUD ANTERIOR:
(A) NUMERO DE SOLICITUD:
(B) FECHA DE PRESENTACION:
(viii) INFROMACION DEL ABOGADO / AGENTE:
(A) NOMBRE: Dalton, Marcus J
(B) NUMERO DE REGISTRO:

(C) NUMERO DE REFERENCIA / EXPEDIENTE: B45126

(ix) INFORMACION DE TELECOMUNICACION:
(A) TELEFONO: 0181 9756348
(B) TELEFAX: 0181 9756177
(C) TELEX:

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 1:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA
(A) LONGITUD: 452 aminoé&cidos
(B) TIPO: aminoéacido
(C) TIPO DE HEBRA: individual
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(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: proteina

367 998 T3

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N° 1

Met Asp Pro Lys Thr Leu Ala Leu

1 S _

Ala Gly Cys Ser Ser His Ser Ser
20

Ser Asp Lys Ile Ile Ile Ala His

Leu
10
Met

Ser Leu Ala Ala Gly Val Leu
15
Ala Asn Thr Gln Met Lys
30

Ala Ser Gly Tyr Leu Pro

Asn
25
Afa_ ‘:l“r'

21



5

Glu
Tyr
65

Ile
Pro
Leu
Asp
Ala
145
Glu
Leu
Gln
Gln
Phe
225
Ala
Val
Phe
Phe
Phe
305
Gln
Ala
Ser
Pro
Tyr
385
Gly
Met

Glu

His

His
50

Leu
His
His
Lys
Leu
130
Arg
Glu
Gly
Gly
Ser
210
Pro
Giu
Thr
Phe
Gly
290
Ala
Ile
Arg
Val
Lys
370
Arg
Pro
Val

Trp

His
450

35
Thr

Glu

Glu
Ala
195
Tyr
Asp
Leu
Lys
Pro
275
Ile
Thr
Met
Glu
Leu
355
Lys
Gln
Arg
Lys
Val

435
His

Leu
Gln
His
His
100
Ile
Gln
Glu
Glu
Val
180
Ser
Glu
Leu
Val
Ala
260
Val
Glu
Cys
Pro
Gly
340
Glu
Leu
Val
Ala
Ile

420
Leu

Glu
Asp
Phe
85

Arg
Gln
Arg
Ala
Ala
165
Pro
Ser
Asp
Glu
His
245
Giu
Ile
Leu
Leu
Lyvs
325
Asp
Val
Leu
Pro
Leu
405

Ser

Arg

Ser
Leu

Leu

Ala
Ala
Leu
Ser
Ser
230
Phe
Met
Phe
Met
Gly
310
Ala
Cys
Phe
Thr
Gly
390
Val
Gly

Glu

Lys
55

Ala
Asp
Asp
Leun
Gln
135
Gly
Ser
Ala
Pro
Ser
215
Glu
Leu
Leu
Ser
Glu
295
Leu
Gly
Ala
Glu
Gln
375
Ser
Glu
Gly

Gly

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 2:
() CARACTERISTICAS DE SECUENCIA
(A) LONGITUD: 1353 pares de bases

(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE HEBRA: individual

ES 2367998 T3

40
Ala

Met
Gly
Gly
Glu
120
His
Leu
Ser
Glu
Thr
200
Asn
Phe
Leu
Gly
Lys
280
Val
Ser
Leu
Pro
Gly
60
His
Asp
Thr

Pro

Glu
440

Leu
Thr
Leu
Arg
105
Met
Cys

Val

Ser
185
Thr
Gln
Gln
Leu
Ser
265
Ala
Asp
Tyr
Leu
Glu
345
Arg
Phe
Pro
Ser
His

425
Glu

Ala
Lys
Thr
a0

Tyr
Thr
Lys
Gly
Ser

170
Pro

Met

Glu
Ala
Lys
250
Val
Ser
Pro
Asp
Ile
330
Glu
Glu
Val
Ala
Tyr
4110
Ile

Thr

22

Phe
Asp
75

Asp

Tyr

Pro
Ala
155
Thr
Asp
Asn
Glu
Ala
235
Tyr
Val
Ser
Ile
Gly
315
Iie
Lys
Asp
Gln
Cys
395
Val

Ser

Ser

Ala
60

Gly
val
Val
Asn
Glu
140
Gln
Leu
Pro
Tyr
Glu
220
Leu
Arg
Gly
Ser
Gly
300
Leu
Val
Ile
Ser
Glu
380
Tyr
Lys
Tyr

Gly

45
Gln

Arg
Ala
Ile
Phe
125
Glu
Ala
Val
Pro

ro
205
Gly
Ser
Ala
Asn
Leu
285
His
Leu
Leu
Trp
Ile
365
Asn
Glu
Val

Pro

Gly
445

Gln
Leu
Lys
Asp
110
Glu
Gly
Pro
Glu
Gln
130
Leu
Pro
Arg
Arg
Trp
270
Gln
Leu
Gly
Ala
Glu
350
Leu
Tyr
Phe
Leu
Pro

430
His

Ala
Val
Lys
a5

Phe
Thr
Leu
Ala
Val
175
Ser
Trp
Ser
Lys
Glu
255
Gln

Leu

Tyr

Asp
Ile
335
Glu
Gly
Leu
Leu
His
415

Leu

His

Asp
Val
80

Phe
Thr
Met
Glu
Thr
160
Thr
Pro
Ser
Thr
Val
240
Pro
Tyr
Val
Ile
Asn
320
Ile
Leu
Asp
Glu
Trp
400
His
His

His
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(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
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(x1) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA :

ATGGATCCAA
AGCCATTCAT
CGTGGTGCTA
CAACAGGCTG
ATTCACGATC
CGTARAGATG
ATGACAGRAA
GAAGGCCTTG
GAGGAGCAGG
CCTGCTGCCG
ACCATGAACT
GGGCCARGCA
GCCGAATTGS
GAAATGCTGG
GCTTCCAGTT
CACTTGTACA
CAGATCATGC
GACTGTGCCC
AGGGARGACA
ARCTACCTGG
GGTCCAAGGG
AGTGGAGGAC
GAGGGCGGTC

AARCTTTAGC
CRAATATGGC
GCGGTTATTT
ATTATTTAGA
ACTTTTTAGA
GCCGTTACTA
ACTTTGAARC
AGGCCCGAGG
AGGCTGCCTC
AGTCACCAGA
ACCCTCTICTG
CCTTCCCTGA
TTCATTTITCT
GGAGTGTCGT
CCTTGCRGCT
TCTTTGCCAC
CCAAGGCAGG
CTGAGGAGAA
GTATCTTIGGG
AGTACCGGCA
CCCTCGTTGA
CTCACATTTC
ATCACCATCA

CCTTTCTTTA
GARTACCCAA
ACCAGAGCAT
GCAAGATTTA
TGGCTTGACT
TGTCATCGAC
CATGGATCTG
AGAGGCCCTG
CTCCTCTTCT
TCCTCCCCAG
GAGCCAATCC
CCTGGAGTCC
GCTCCTCAAG
CGGRRATTGG
GGTCTTTGGC
CTGCCTGGGC
CCTCCTGATA
AATCTGGGAG
GGATCCCAAG
GGTCCCCGGT
AACCAGCTAT
CTACCCACCC
CCATCACCAT

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 3:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA

(A) LONGITUD: 1341 pares de bases

(B) TIPO: &cido nucleico

(C) TIPO DE HEBRA: individual
(D)TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

SEQ ID NO:2:

TTAGCAGCTG
ATGAAATCAG
ACGTTAGAAT
GCAATGACTA
GATGTTGCGA
TTTACCTTAA
GAACAGCGTA
GGCCTGGTGG
ACTCTAGTTG
AGTCCTCAGG
TATGAGGACT
GAGTTCCAAG
TATCGAGCCA
CAGTATTTCT
ATCGAGCTGA
CTCTCCTACG
ATCGTCCTGG
GAGCTGAGTG
AAGCTGCTCA
AGTGATCCTG
GTGAAAGTCC
CTGCATGAGT
TAA

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID N° 3:

23

GCGTACTAGC
ACAAARATCAT
CTARAGCACT
AGGATGGTCG
AARARTTCCC
AAGARAATTCA
GTCAGCACTG
GTGCGCAGGC
AAGTCACCCT
GAGCCTCCAG
CCAGCAACCA
CAGCACTCAG
GGGAGCCGGT
TTCCTGTGAT
TGGAAGTGGA
ATGGCCTGCT
CCATAATCGC
TGTTAGAGGT
CCCAACATTT
CATGTTATGA
TGCACCATAT
GGGTTTTGAG

AGGTTGTAGC
TATTGCTCAC
TGCGTTTGCA
TTTAGTGGTT

ACATCGTCAT

AAGTTTAGAA
CAAGCCTGAR
TCCTGCTACT
GGGGGAGGTG
CCTCCCCACT
AGAAGAGGAG
TAGGAAGGTG
CACAAAGGCA
CTTCAGCAAA
CCCCATCGGC
GGGTGACAAT
AAGAGAGGGC
GTTTGAGGGG
CGTGCAGGAA
ATTCCTGTGG
GGTARAAGATC
AGAGGGGGAA

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
260

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1353



ATGGATCCARA
AGCCATTCAT
CGTGGTGCTA
CAACAGGCTG
ATTCACGATC
CGTAAAGATG
ATGACAGAAA
GAGGAAGCCC
TCCTCCTCCT
GATCCTCCCC
CAGAGGCAARC
ATCCTGGAGT
CTGCTCCTCA
ATCAAAAATT
CTGGTCTTTG
ACCTGCCTAG
GGCTTCCTGA
GARATCTGGG
GGGGAGCCCA
CAGGTGCCGG
GAAACCAGCT
TTCTTCCCAT
CACCATCACC

AARCTTTAGC
CARATATGGC
GCGGTTATTT
ATTATTTAGA
ACTTTTTAGA
GCCGTTACTA
ACTTTGARRC
TTGAGGCCCA
CTCCTCTGGT
AGAGTCCTCA
CCAGTGAGGG
CCTTGTTCCG
AATATCGAGC
ACAARGCACTG
GCATTGACGT
GTCTCTCCTA
TAATTGTCCT
BGGAGCTGAG
GGAAGCTGCT
ACAGTGATCC
ATGTGAAAGT
CCCTGCGTCGA
ATCACCATTA

ES 2367998 T3

CCTTICTTTA
GAATACCCAA
ACCAGAGCAT
GCAAGATTTA
TGGCTTGACT
TGTCATCGAC
CATGGGCTCT
ACAAGAGGCC
CCTGGGCACC
GGGAGCCTCC
TTCCAGCAGC
AGCAGTAATC
CAGGGAGCCA
TTTTCCTGAG
GAAGGAAGCA
TGATGGCCTG
GGTCATGATT
TGTGATGGAG
CACCCAAGAT
CGCACGCTAT
CCTTGAGTAT
AGCAGCTTTG
A

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 4:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA
(A) LONGITUD: 466 aminoacidos

(B) TIPO: aminoéacido

(C) TIPO DE HEBRA: individual
(D)TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina

TTAGCAGCTG
ATGARAATCAG
ACGTTAGAAT
GCAATGACTA
GATGTTGCGA
TTTACCTTAA
CTGGAACAGC
CTGGGCCTGG
CTGGAGGAGG
GCCTTTCCCA
CGTGAAGAGG
ACTAAGAAGG
GTCACAAAGG
ATCTTCGGCR
GACCCCACCG
CTGGGTGATA
GCRATGGAGG
GTGTATGATG
TTGGTGCAGG
GAGTTCCTGT
GTGATCARAGS
AGAGAGGAGG

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID N° 4:

24

GCGTACTAGC
ACARMAATCAT
CTAAAGCACT
AGGATGGTCG
AAARATTCCC
AAGAAATTCA
GTAGTCTGCA
TGTGTGTGCA
TGCCCACTGC
CTACCATCAA
AGGGGCCAAG
TGGCTGATTT
CAGAAATGCT
AAGCCTCTGA
GCCACTCCTA
ATCAGATCAT
GCGGCCATGC
GGAGGGAGCA
AAAAGTACCT
GGGGTCCAAG
TCAGTGCAAG
AAGAGGGAGT

AGGTTGTAGC
TATTGCTCAC
TGCGTTTGCA
TTTAGTGGTT
ACATCGTCAT
AAGTTTAGAA
CTGCAAGCCT
GGCTGCCACC
TGGGTCAACA
CTTCACTCGA
CACCTCTTGT
GGTTGGTTTT
GGAGAGTGTC
GTCCTTGCAG
TGTCCTTGTC
GCCCARGACA
TCCTGAGGAG
CAGTGCCTAT
GGAGTACCGG
GGCCCTCGCT
AGTTCGCTTT
CGGCGGTCAT

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1341
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" Met Asp Pro Lys Thr Leu Ala Leu Ser Leu Leu Ala Ala Gly Val Leu

Ala Gly Cys Ser Ser His Ser Ser Asn Met Ala Asn Thr Gln Met Lys
20 25 30
Ser Asp Lys Ile Ile Ile Ala His Arg Gly Ala Ser Gly Tyr Leu Pro
35 40 45
Glu His Thr Leu Glu Ser Lys Ala Leu Ala Phe Ala Gln Gin Ala Asp
50 55 60
Tyr Leu Glu Gln Asp Leu Ala Met Thr Lys Asp Gly Arg Leu Val Val
65 70 15 80
Tle His Asp His Phe Leu Asp Gly Leu Thr Asp Val Ala Lys Lys Phe
85 90 95
Pro His Arg His Arg Lys Asp Gly Arg Tyr Tyr Val Ile Asp Phe Thr
100 105 : 110
Leu Lys Glu Ile Gln Ser Leu Glu Met Thr Glu Asn Phe Glu Thr Met
115 120 125
Gly Ser Leu Glu Gln Arg Ser Leu His Cys Lys Pro Glu Glu Ala Leu
130 135 140
Glu Ala Gln Gln Glu Ala Leu Gly Leu Val Cys Val Gln Ala Ala Thr
145 150 155 160
Ser Ser Ser Ser Pro Leu Val Leu Gly Thr Leu Glu Gilu Val Pro Thr
165 176 175
Ala Gly Ser Thr Asp Pro Pro Gin Ser Pro Gln Gly Ala Ser Ala Phe
130 185 150
Pro Thr Thr Ile Asn Phe Thr Arg Gin Arg Gln Pro Ser Glu Gly Ser
135 200 203
Ser Ser Arg Glu Glu Glu Gly Prec Ser Thr Ser Cys Ile Leu Glu Ser
210 215 220
Leu Phe Arg Ala Val Ile Thr Lys Lys Val Ala Asp Leu Val Gly Phe
225 230 235 240
Leu Leu Leu Lys Tyr Arg Ala Arg Glu Pro Val Thr Lys Ala Glu Met
245 250 255
Leu Glu Ser Val Ile Lys Asn Tyr Lys His Cys Phe Pro Glu Ile Phe
260 265 279
Gly Lys Ala Ser Glu Ser Leu Gln Leu Val Phe Gly Ile Asp Val Lys
275 280 285
Glu Ala Asp Pro Thr Gly His Ser Tyr Val Leu Val Thr Cys Leu Gly
290 295 300
Leu Ser Tyr Asp Gly Leu Leu Gly Asp Asn Gln Ile Met Pro Lys Thr
305 310 315 320
Gly Phe Leu Ile Ile Val Leu Val Met Ile Ala Met Glu Gly Gly His
325 330 335
Ala Pro Glu Glu Glu Ile Trp Glu Glu Leu Ser Val Met Glu Val Tyr
340 345 350
Asp Gly Arg Glu His Ser Ala Tyr Gly Glu Pro Arg Lys Leu Leu Thr
355 350 365
Gln Asp Leu Val Gln Glu Lys Tyr Leu Glu Tyr Arg Gln Val Pro Asp
370 375 380
Ser Asp Pro Ala Arg Tyr Glu Phe Leu Trp Gly Pro Arg Ala Leu Ala
385 390 395 400
Glu Thr Ser Tyr Val Lys Val Leu Glu Tyr val Ile Lys Val Ser Ala
405 410 415
Arg Val Arg Phe Phe Phe Pro Ser Leu Arg Glu Ala Ala Leu Arg Glu
420 425 430

Glu Glu Glu Gly Val Gly Gly His His His His His His His
435 440 445

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 5:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA
25



(A) LONGITUD: 404 aminoécidos

(B) TIPO: aminoacido

(C) TIPO DE HEBRA: individual

(D)TOPOLOGIA: lineal

5 (i) TIPO DE MOLECULA: proteina

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA

Met
1

-

His
Leu
Thr
val
65

Met
Glu
Thr
Thr
Pro
145
Ser
Thr
Val
Pro
Tyr
225
val
Ile
Asn
Ile
Leu
305
Asp
Glu
Trp
His

His

Asp Pro Asn Thr

Val
Asp
Leu
50

Glu
Asp
Ala
Glu
Leu
130
Glin
Gln
Phe
Ala
val
210
Phe
Phe
Phe
Gln
Ala
230
Ser
Pro
Tyr
Gly
Met

3710
Glu

Arg
Arg
35

Gly
Arg
Leu
Arg
Glu
115
Gly
Gly
Ser
Pro
Glu
195
Thr
Phe
Gly
Ala
Ile
275
Arg
val
Lys
Arqg
Pro
355
Val

Trp

)
Lys Arg
20
Leu Arg

Leu Asp
Ile Leu

Glu Gln
85
Gly Glu
100
Gin Glu

Glu Val
Ala Ser

Tyr Glu
165
Asp Leu
180
Leu Val

Lys Ala
Pro Val
Ile Glu
245
Thr Cys
260
Met Pro
Glu Gly
Leu Glu
Lys Leu
325
Gln Vval
340
Arg Ala
Lys Ile

Val Leu

Val Ser
Val Ala
Arg Asp

Ile Glu
55

Lys Glu

70

Arg Ser

Ala Leu
Ala Ala

Pro Ala
135

Ser Leu

150

Asp Ser

Glu Ser
His Phe

Glu Met
215

Ile Phe

230

Leu Met

Leu Gly
Lys Ala
Asp Cys
295
Val Phe
310
Leu Thr
Pro Gly
Leu Val
Ser Gly

375
Arg Glu

ES 2367998 T3

Ser
Asp

o

Gln
40

Thr
Glu
Gln
Gly
Ser
120
Ala
Pro
Ser
Glu
Leu
200
Leu
Ser
Glu
Leu
Gly
280
Ala
Glu
Gln
Ser
Glu

360
Gly

Phe
Gln
25

Lys
Ala
Ser
His
Leu
105
Ser
Glu
Thr
Asn
Phe
185
Leu
Gly
Lys
Val
Ser
265
Leu
Pro
Gly
His
Asp
345
Thr

Pro

Glu

:SEQ ID N° 5:

Gln
10

Glu
Ser
Thr
Asp
Cys
90

Val
Ser
Ser
Thr
Gln
170
Gln
Leu
Ser
Ala
Asp
250
Tyr
Leu
Glu
Arg
Phe
330
Pro
Ser
His

Glu

26

Val
Leu
Leu
Arg
Glua
15

Lys
Gly
Ser
Pro
Met
155
Giu
Ala
Lys
Val
Ser
235
Pro
Asp
Ile
Glu
Glu
315
Val
Ala
Tyr

Ile

Gly

Asp
Gly
Arg
ala
60

Ala
Pro
Ala
Thr
Asp
140
Asn
Glu
Ala
Tyr
Val
220
Ser
Ile
Gly
Ile
Lys
300
Asp
Gln
Cys
Val
Ser

380
Giy

Cys
Asp
Gly
Gly
Leu
Glu
Gln
Leu
125
Pro
Tyr
Glu
Leu
Arg
205
Gly
Ser
Gly
Leu
Val
285
Ile
Ser
Glu
Tyr
Lys
365
Tyr

His

Phe

Ala

Ala
110
Val
Pro
Pro
Gly
Ser
190
Ala
Asn
Leu
His
Leu
270
Leu
Trp
Ile
Asn
Glu
350
Val

Pro

His

Leu
15

Pro
Gly
Gln
Met
Gly
95

Pro
Glu
Gln
Leu
Pro
175
Arg
Arg
Trp
Gln
Leu
255
Gly
Ala
Glu
Leu
Tyr
335
Phe
Leu

Pro

His

Trp
Phe
Ser
Ile
Thr
Leun
Ala
Val
Ser
Trp
160
Ser
Lys
Glu
Gln
Leu
240
Tyr
Asp
Ile
Glu
Gly
320
Leun
Len
His
Leu

His



10

15

20

385

His His His

ES 2367998 T3

390

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 6:
() CARACTERISTICAS DE SECUENCIA
(A) LONGITUD: 1212 pares de bases

(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE HEBRA: individual
(D)TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID N° 6:

ATGGARTCCAA
CGAGTTGCAG
AAATCCCTAA
GGAAAGCAGA
ATGGATCTGG
GAGGCCCTGG
TCCTCTTCTA
CCTCCCCAGA
AGCCAATCCT
CTGGAGTCCG
CTCCTCAAGT
GGRAATTGGC
GTCTTTGGCA
TGCCTGGGCC
CTCCTGATAA
ATCTGGGAGG
GATCCCAAGA
GTCCCCGGCA
ACCAGCTATG
TACCCACCCC
CATCACCATT

ACACTGTGTC
ACCRAGAACT
GAGGAAGGGG
TAGTGGAGCG
AACAGCGTAG
GCCTGGTGGG
CTCTAGTTGA
GTCCTCAGGG
ATGAGGACTC
AGTTCCAAGC
ATCGAGCCAG
AGTATTTCTT
TCGAGCTGAT
TCTCCTACGA
TCGTCCTGGC
AGCTGAGTGT
AGCTGCTCAC
GTGATCCTGC
TGAAAGTCCT
TGCATGAGTG
AR

AAGCTTTCAG
AGGTGATGCC
CAGCACTCTT
GATTCTGRAA
TCAGCACTGC
TGCGCAGGCT
AGTCACCCTG
AGCCTCCAGC
CAGCAACCAN
AGCACTCAGT
GGAGCCGGTC
TCCTGTGATC
GGARRGTGGAC
TGGCCTGCTG
CATAATCGCA
GTTAGAGGTG
CCAACATTTC
ATGTTATGAA
GCACCATATG
GGTTTTGAGA

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 7:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA
(A) LONGITUD: 445 aminoéacidos

(B) TIPO: aminoéacido

(C) TIPO DE HEBRA: individual
(D)TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina

GTAGATTGCT
CCATTCCTTIG
GGTCTGGACA
GAAGAATCCG
AAGCCTGAAG
CCTGCTACTG
GGGGAGGTGC
CTCCCCACTA
GAAGAGGAGG
AGGAAGGTGG
ACALAGGCAG
TTCAGCAAAG
CCCATCGGCC
GGTGACAATC
AGAGAGGGCG
TTTGAGGGGA
GTGCAGGAAA
TTCCTGTGGG
GTAAAGATCA
GAGGGGGAAG

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID N° 7:

27

395

TTCTTTGGCA
ATCGGCTTCG
TCGAGACAGC
ATGAGGCACT
AAGGCCTTGA
AGGAGCAGGA
CTGCTGCCGA
CCATGAACTA
GGCCAAGCAC
CCGAATTGGT
AAATGCTGGG
CTTCCAGTTC
ACTTGTACAT
AGATCATGCC
ACTGTGCCCC
GGGAAGACAG
ACTACCTGGA
GTCCAAGGGC
GTGGAGGACC
AGGGCGGTCA

TGTCCGCAAA
CCGAGATCAG
CACACGTGCT
TAAMATGACC
GGCCCGAGGA
GGCTGCCTCC
GTCACCAGAT
CCCTCTCTGG
CTTCCCTGAC
TCATTTTCTG
GAGTGTCGTC
CTTGCAGCTG
CTTTGCCACC
CARAGGCAGGC
TGAGGAGABLA
TATCTTGGGG
GTACCGGCAG
CCTCGTTGAA
TCACATTTCC
TCACCATCAC

400

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960

1020
1080
1140
1200
1212



5

Met
Phe
Met
Phe
Lys
65

Lys

Val

Leu
Ser
Ala
145
Ser
Gly
Thr
Ser
Phe
225
Leu
Glu
Lys
Ala
Ser
3058
Phe
Pro
Gly
Asp
Asp
i8S
Thr
val

Glu

Lys
Glu
Leu
Asp
50

Trp
Tyr

Ser

Lys
Leu
130
Gln
Ser
Ser
Thr
Arg
210
Arg
Leu
Ser
Ala
Asp
290
Tyr
Leu
Glu
Arg
Leu
370
Pro
Ser

Arg

Glu

Gly
Lys
Ala
35

Asn
Tyr
Lys

Asn

Pro
115
Glu
Gln
Ser
Thr
Ile
195
Glu
Ala
Lys
Val
Ser
2715
Pro
Asp
Ile
Glu
Glu
355
Val
Ala
Tyr
Phe

Gly
435

Gly

Ile

20

Asp

Ser

Ile
Asn
Arg

Gly

Tyr Phe

Asp Thr

Ala

85
Phe

100

Asp
Gln

Gla

Asp
180
Asn
Glu
Val
Tyr
Iie
260
Glu
Thr
Gly
Ile
Glu
340
His
Gln
Arg
Val
Phe

420
Yal

Val
Gly
Trp
Glu
Asn
70

Trp

Ile

ES 2367998 T3

His
Thr
Arg
Met
55

Glu
Tyr

Gln

Ser
Trp
Lys
40

Ala

Glu

Ser

Gly Thr Leu Ala

Arg Ser

Ala

Leu
150

Leu Val

165
Pro

Phe Thr

Pre

Glu Gly

Leun
135
Gly
Leu
Gln
Arg

Pro

215

Ile Thr

245

Lys Asn

Ser
Gly
Leu
Val

325
Ile

Leu

Leu
310
Leu

Trp

230
Arg Ala

His

Ser Ala

Glu
Tyr
Lys
405
Phe

Gly

Lys
Glu
380
Val

Pro

Gly

Lys
Arg
Tyr
Gln
Ser
295
Gly
Val
Glu
Tyr
Tyr
375
Phe
Leu

Ser

His

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 8:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA
(A) LONGITUD: 1338 pares de bases

120
His

Leu
Gly
Ser
Gln
200
Ser
Lys
Glu
Lys
Leu
280
Tyr
Asp
Met
Glu
Gly
360
Leu
Leu
Glu

Leu

His
440

AsD
Tyr
25

His
Thr
Gly

Lau

Aila
135

Asp
Cys
Val
Thr
Pro
185
Arg
Thr
vVal
Pro
His
265
val
val
Asn
Ile
Leu
345
Glu
Glu
Trp
Tyr
Arg

425
His

Gly
10

Moare
Thr
Gly
Ala

Asp
80

Asp ¢

Arg
Lys
Cys
Leu
170
Gln
Gln
Ser
Ala
Val
250
Cys
Phe
Leu
Gln
Ala
330
Ser
Pro
Tyr
Gly
Val
410
Glu

His

28

Ser

Phe

Thr
fhe
Gly
Val
Ile
315
Met
Val
Axg
Arg
Pro
385
Ile
Ala

His

Tyr
Asp
Gly

Lys

60

Lys
Lvs

Thr

Glu
Glu
140
Gln
Glu
Ala
Ser
Ile
220
Leu
Lys
Pro
Ils
Thr
300
Met
Glu
Met
Lys
Gln
380
Arg
Lys
Ala

His

Pro Lys

Ser Ser

30

Asn Trp

45

Lys Ile

Thr

Glu

Gly Trp

Leu
125
Glu
Ala
Val
Ser
Glu
205
Leu
val
Ala
Glu
Asp
285
Cys
Pro
Gly
Glu
Leu
365
Val
Ala
Val

Leu

His
445

110

Asp
Ala
Ala
Pro
Ala
190
Gly
Glu
Gly
Glu
Ile
270
Val
Leu
Lys
Gly
Val
350
Leu
Pro
Leu

Ser

Arg
430

Gly

Gly

Asp Lys

15

Gly Tyr

Tyr Trp

Ala Asp

95

Trp Val

80

Ala Met

Tyr Tyr

Met
Leu
Thr
Thr
175
Phe
Ser
Ser
Phe
Met
255
Phe
Lys
Gly
Thr
His
338
Tyr
Thr
Asp
Ala
Rla

415
Glu

Gly

Glu

Ser
Leu
Leu
240
Leu
Gly
Glu
Leu
Gly
320
Ala
Asp
Gln
Ser
Glu
400
Arg

Glu



5

10

15

20

(B) TIPO: acido nucleico

ES 2367998 T3

(C) TIPO DE HEBRA: individual

(D)TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID N° 8:

ATGABAGGGG GAATTGTACA
AATGGCACTT GGTACTACTT
CACACAGACG GCAACTGGTA
AAAATCGCTG ATAAGTGGTA
AAGTACAAGG ACACTTGGTA
TTTATCCAGT CAGCGGACGG
GACAGGCCAG AATTGGACAT
GAAGCCCTTG AGGCCCARCA
TCCTCCTCTC CTCTGGTCCT

CCTCCCCAGA GTCCTCAGGG
AGGCAACCCA GTGAGGGTTC
CTGGAGTCCT TGTTCCGAGC
CTCCTCRAAT ATCGAGCCAG
ARARATTACA AGCACTGTTT
GTCTTTGGCA TTGACGTIGAA
TGCCTAGGTC TCTCCTATGA
TTCCTGATAA TTGTCCTGGT
ATCTGGGAGG AGCTGAGTGT
GAGCCCAGGA AGCTGCTCAC
GTGCCGGACA GTGATCCCGC
ACCAGCTATG TGAAAGTCCT
TTCCCATCCC TGCGTGAAGC
CATCACCATC ACCATTAR

TTCAGACGGC
TGACAGTTCA
CTGGTTCGAC
CTATTTCARAC
CTACTTAGAC
AACAGGCTGG
GGGCTCTCTG
AGAGGCCCTG
GGGCACCCTG

AGCCTCCGCC
CAGCAGCCGT
AGTAATCACT
GGAGCCAGTC
TCCTGAGATC
GGAAGCAGAC
TGGCCTGCTG
CATGATTGCA
GATGGAGGTG
CCAAGATTTG
ACGCTATGAG
TGAGTATGTG
AGCTTTGAGA

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 9:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA

(A) LONGITUD: 454 aminoécidos

(B) TIPO: aminoacido

(C) TIPO DE HEBRA: individual

(D)TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina

TCTTATCCAA
GGCTATATGC
AACTCAGGCG
GAAGAAGGTG
GCTAAAGARAG
TACTACCTCA
GAACAGCGTA
GGCCTGGTGT
GAGGAGGTGC

TTTCCCACTA
GAAGAGGAGG
AAGRAGGTGG
ACARAGGCAG
TTCGGCAARG
CCCACCGGCC
GGTGATAATC
ATGGAGGGCG
TATGATGGGA
GTGCAGGARA
TTCCTGTGGG
ATCAAGGTCA
GAGGAGGAAG

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID N° 9:

29

AAGACAAGTT
TTGCAGRCCG
BARATGGCTAC
CCATGAAGAC
GCGCCATGGT
AACCAGACGG
GTCTGCACTG
GTGTGCAGGC
CCACTGCTGG

CCATCAACTT
GGCCAAGCAC
CTGATTTGGT
ARATGCTGGA
CCTCTGAGTC
ACTCCTATGT
AGATCATGCC
GCCATGCTCC
GGGAGCACAG
AGTACCTGGA
GTCCARGGGC
GTGCAAGAGT
AGGGAGTCGG

TGAGARAATC
CTGGAGGRAG
AGGCTGGAAG
AGGCTGGGTC
ATCARAATGCC
AACACTGGCA
CAAGCCTGAG
TGCCACCTCC
GTCARCAGAT

CACTCGACAG
CTCTTGTATC
TGGTTTTICTG
GAGTGTCATC
CTTGCAGCTG
CCTTGTCACC
CAAGACAGGC
TGAGGAGGAR
TGCCTATGGE
GTACCGGCAG
CCTCGCTGAA
TCGCTTTTTC
CGGTCATCAC

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600
660
120
780
840
%00
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1338



Met
Phe
Met
Phe
Lys
65

Lys
Val
Leu
Leu
Gly
145
Pro
Glu
Gln
Leu
Pro
225
Arg
Arg
Trp

Gln

Leu
305
Gly
Ala
Glu
Leu
Tyr
385
Phe
Leu

Pro

His

Lys
Glu
Leu

Asp

Ser
Trp
210
Ser
Lys
Glu
Gln

Leu

290
Tyr

Asp
Ile
Glu
Gly
370
Leu
Leu
His
Leu

His
450

Gly
Lys
Ala
Asn

Tyr

Asn
Pro
115
Met
Glu
Thr
Thr
Pro
195
Ser
Thr
Val
Pro
Tyr

275
Val

Ile
Asn
Ile
Len

355
AsD

Glu
Trp
His
His
435
His

Gly
ITle
20

Asp
Ser
Tyr
Asp
Ala
100
Asp
Asp
Ala
Glu
Leu
180
Gln
Gln
Phe
Ala
Val
260
Phe

Phe

Phe
Gln
Ala
3490
Ser
Pro
Tyr
Gly
Met
420
Glu

His

Ile
Asn
Arg
Gly
Phe
Thr
85

Phe
Gly
Leu
Arg
Glu
165
Gly
Gly
Ser
Pro
Glu
245
Thr
Phe

Gly

Ala
Ile
325
Arg
val
Lys
Arg
Pro
405
Val
Trp

His

Val
Gly
Trp
Glu
Asn
70

Trp
Ile
Thr
Glu
Gly
150
Gln
Glu
Ala
Tyr
Asp
230
Leu
Lys

Pro

Ile

Thr
310
Mec
Glu
Leu

Lys

Gln
390
rg

Val

ES 2367998 T3

His
Thr
Arg
Met
Glu
Tyr
Gln
Leu
Gln
135
Glu
Glu
val
Ser
Glu
215
Leu
Val
Ala
Val

Glu

295
Cys

ero
Gly
Glu
Leu
375
Val
Ala
Ile

Leu

Ser
Trp
Lys
40

Ala
Glu
Tyr
Ser
Ala
120
Arg
Ala
Ala
Pro
Ser
200
Asp
Glu
His
Glu
Ile

280
Leu

Leu
Lys
Asp
Val
360
Leu
Pro
Leu

Ser

Arg
440

Asp
Tyr
25

His
Thr
Gly
Leu
Ala
1035
Asp
Ser
Leu
Ala
Ala
185
Leu
Ser
Ser
Phe
Met
265
Phe

Met

Gly

Ala

425
Glu

Gly
i0

Tyr
Thr
Gly
Ala
Asp
Asp
Arg
Gln
Gly
Ser

i70
Ala

Ser
Glu
Leu
250
Leu

Ser

Glu

Leu

Gly

Ser
Phe
Asp
Trp
Met
75

aAla
Gly
Pro
His
Leu
155
Ser
Glu
Thr
Asn
Phe
235
Leu
Gly
Lys

Val

Ser

Tyr
Asp
Gly
Lys
60

Lys
Lys
Thr
Glu
Cvs
140
Val
Ser
Ser
Thr
Gln
220
Gln
Leu
Ser

Ala

Asp

Pro
Ser
Asn
45

Lys
Thr
Glu
Gly
Leu
125
Lys
Gly

Ser

Met
205
Glu
Ala
Lys
Val
Ser

285
Pro

300

315

30

Ala
Glu
Gin
Ser
Glu
410
Gly

Gly

30

Pro

Asp

Leu

Gly

His

Tyr
Leu
Glu
Arg

Phe

Asp
Ile
Glu

Glu

Lys
Ser
30

Trp
Ile
Gly
Gly
Trp
110
Ala
Pro
Ala
Thr
Asp
190
Asn
Glu
Ala
Tyr
Val
270

Ser

ile

Gly
Ile

Lys

Asp
15

Gly
Tyr
Ala
Trp
Ala
95

Tyr
Ser
Glu
Gln
Leu
175
Pro
Tyr
Glu
Leu
Arg
255
Gly

Ser

Gly

Lys
Tyr
Trp
Asp
Val
Met
Tyr
Met
Glu
Ala
160
val
Pro
Pro
Gly
Ser
240
Ala
Asn

Leu

His

Leu Leun

320

Val Leu

335

350

365

380

395

Thr

Pro

Glu

Pro

Ser

His

Glu

val
Ala
Tyr
Ile

Gly

Asp
Gln
Cys
val

Ser

Ile Trp
Ser Ile
Glu Asn

Tyr Glu

400

Lys Val

415

430

445

Gly

Tyr Pro

His His
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(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N° 10:

(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA

(A) LONGITUD: 1362 pares de bases

(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE HEBRA: individual

(D)TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID N° 10:

ATGAAAGGGG
AATGGCACTT
CACACAGACG
AAAMATCGCTG
AAGTACAAGG
TTTATCCAGT
GACAGGCCAG
AAGCCTGRAG
CCTGCTACTG
GGGGAGGTGC
CTCCCCACTA
GAAGAGGAGG
AGGAAGGTGG
ACARAGGCAG
TTCAGCAAAG
CCCATCGGCC
GGTGACAATC
ARAGAGGGCG
TTTGAGGGGA
GTGCAGGAAA
TTCCTGTGGG
GTARAGATCA
GAGGGGGAAG

GAATTGTACA
GGTACTACTT
GCBACTGGTA
ATAAGTGGTA
ACACTTGGTA
CAGCGGACGG
AATTGGCCAG
AAGGCCTTGA
AGGAGCAGGA
CTGCTGCCGA
CCATGAACTA
GGCCAAGCAC
CCAAGTTGGT
AAATGCTGGG
CTTCCGATTC
ACGTGTACAT
AGATCATGCC
ACTGTGCCCC
GGGAAGACAG
ACTACCTGGA
GTCCAAGGGC
GTGGAGGACC
AGGGCGGTCA

TTCAGACGGC
TGACAGTTCA
CTGGTTCGAC
CTATTTCAAC
CTACTTAGAC
RACAGGCTGG
CATGCTGGAC
GGCCCGAGGA
GGCTGCCTCC
GTCACCAGAT
CCCTCTCTGG
CTTCCCTGAC
TCATTTTCTG
GAGTGTCGTC
CTTGCAGCTG
CTTTGCCACC
CAAGACAGGC
TGAGGAGAAR
TATCTTCGGG
GTACCGGCAG
CCTCATTGAR
TCGCATTTCC

TCTTATCCAA
GGCTATATGC
BAACTCAGGCG
GAAGAAGGTG
GCTAAAGAAG
TACTACCTCA
ATGGATCTGG
GAGGCCCTGG
TCCTCTTCTA
CCTCCCCAGA
AGCCRATCCT
CTGGAGTCTG
CTCCTCAAGT
GGAARATTGGC
GTCTTTGGCA
TGCCTGGGCC
TTCCTGATAA
ATCTGGGAGG
GATCCCAAGH
GTCCCCGGCA
ACCAGCTATG
TACCCACTCC

AAGACAAGTT
TTGCAGACCG
AAATGGCTRC
CCATGAAGAC
GCGCCATGGT
AACCAGACGG
AACAGCGTAG
GCCTGGTGGG
CTCTAGTTGA
GTCCTCAGGG
ATGAGGACTC
AGTTCCAAGC
ATCGAGCCAG
AGTACTTCTT
TCGAGCTGAT
TCTCCTACGA
TCATCCTGGC
AGCTGAGTGT
AGCTGCTCAC
GTGATCCTGC
TGAAAGTCCT
TGCATGAGTG

TCACCATCAC CATCACCATT AA
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TGAGRAAATC
CTGGAGGAAG
AGGCTGGAAG
AGGCTGGGTC
ATCRAATGCC
AACACTGGCA
TCAGCACTGC
TGCGCAGGCT
AGTCACCCTG
AGCCTCCAGC
CAGCARCCAAR
AGCACTCAGT
GGAGCCGGTC
TCCTGTGATC
GGAAGTGGAC
TGGCCTGCTG
CATAATCGCA
GTTAGAGGTG
CCAATATTTC
ATGCTATGAG
GCACCATATG
GGCTTTGAGA
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un derivado de antigeno asociado a tumores de la familia MAGE que comprende residuos de tioles
derivados para la fabricacién de una vacuna para tratar de forma inmunoterapéutica a un paciente que padece un
tumor asociado a MAGE, en el que el tumor asociado a MAGE se selecciona de cancer de mama, cancer de vejiga,
cancer de pulmon, carcinoma de pulmén de células no pequeiias (NSCLC), carcinoma de células escamosas y de
cabeza, carcinoma de colon y carcinoma de eséfago.

2. Uso como se reivindica en la reivindicacion 1 en el que los tioles libres derivatizados estan carboxiamidados o
carboximetilados.

3. Uso como se reivindica en las reivindicaciones 1 y 2, en el que el antigeno comprende una pareja de fusién
seleccionada de proteina D o un derivado de la proteina D que comprende aproximadamente el primer 1/3 de
proteina D.

4. Uso como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en el que el antigeno comprende una marca
de afinidad.

5. Uso como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 en el que la proteina D o el dicho fragmento
de la misma esta lipidada.

6. Uso como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en el que la proteina MAGE se selecciona del
grupo:

MAGE Al, MAGE A2, MAGE A3, MAGE A4, MAGE A5, MAGE A6, MAGE A7, MAGE A8, MAGE A9, MAGE A10,
MAGE Al1l1, MAGE A12, MAGE B1, MAGE B2, MAGE B3, MAGE B4, MAGE C1 y MAGE C2.

7. Uso de cualquier reivindicacion precedente, en el que la vacuna comprende adicionalmente un adyuvante y/o
citoquina o quimioquina inmunoestimuladora.

8. Uso de la reivindicacion 7, en el que la proteina se presenta en un vehiculo de emulsién de aceite en agua o agua
en aceite.

9. Uso de la reivindicacion 7 u 8 en el que el adyuvante comprende 3D-MPL, QS21 o un oligonucleétido CpG.

10. Uso de cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9 que comprende adicionalmente uno o mas otros antigenos.
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Figura 1: LPD-MAGE-3-His
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FIGURA 2: Construccién del vector de expresion pRIT 14586

Sitios de clonacion multiple

BamH | Ncol BurP | Bol ) Sgct Spat Hiss Xbal

Bam R Rl
pRIT 14585

127 aa LpD

pRIT 14586

34



ES 2367998 T3

FIGURA 3: Construccion del plasmido pRIT 14477 que expresa la proteina de fusion Prot. D 1/3-MAGE-3-cola His

fragmento PCR
ector TA Mool  gen Mage 3 942 bp Xba i
vector L]
INITROGEN codones T ctormeny
Neo |
Mage 3 - His
PRIT 14647 9
Ampl R Xbail
Nda ) fragmento de restriccion
BbeP |
bat
Gl |
pRIT 14586 T Neof  genMeged seanp  Xpaf

codones 7 caem ris
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FIGURA 4: Andlisis de transferencia de Western de la proteina LPD-MAGE-3-His
Anticuerpos monoclonales anti-MAGE-3 MAb 32 y Mab 54

Mab32 Mab354

o
ES
o

1,4, ¥y 7 :peso molecular

2 :lote 96K 19 revelado con Mab 32
3 lote 96122 revelado con Mab 32
4 :lote 96K 19 revelado con  Mab 54
5 :lee 06722 revelado con Mab 54
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Figura 5
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INMUNOGENICIDAD DE MAGE 3 EN RATONES (C57BL6)

Linfoproliferacion en células del bazo.

72 horas de estimulacién con 0,1 pyg/ml de His Mage 3 sobre pperlas

Grupos de ratones

Incorporacion de timidina 3H:

linea base (CPM): 0,1 yg/ml de pperlas
4

S1 Lipo D Mage3 His no formulada 128

S2  LipoD Mage3 His + SBAS2 679
S3  SBAS2 805
S4  medio 1242

indice de estimulacién

=2 53 4

Grupo de ratones
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FIGURA 6:
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INMUNOGENICIDAD DE MAGE 3 EN RATONES (C57BL6)

Linfoproliferacion en células de los nédulos linfaticos.

72 horas de estimulacién con 1 pg/ml de His Mage 3 sobre pperlas

Grupos de ratones

Incorporacioén de timidina 3H:

linea base (CPM): 1 yg/ml de yperlas
477

LN1 Lipo D Mage3 His no formulada

LN2  LipoD Mage His + SBAS2 1025
LN3  SBAS2 251
LN4  medio 110

indice de estimulacién

LNt LN2

Grupo de ratones
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FIGURA 7:
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INMUNOGENICIDAD DE MAGE 3 EN RATONES (BalbC)

Linfoproliferacion en células del bazo.

72 horas de estimulacién con 0,1 pg/ml de

His Mage 3 (A)

His Mage 3 revestida sobre pperlas (B)

Grupos de ratones

Incorporacion de timidina 3H: cpm
ninguna 0,1 pg/ml de pperlas

S1  Lipo D Mage3 His no formulada 1002 1329
S2 LipoD Mage3 His + SBAS2 1738 4997
S3  SBAS2 1685 3393
S4 medio 1535 1129
A

indice de estimulacién i

Grupo de ratones

indice de estimulacién i

82

54
Grupo de ratones '
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FIGURA 8:

ES 2367998 T3

INMUNOGENICIDAD DE MAGE 3 EN RATONES (BalbC)

Linfoproliferacion en células de los nodulos linfaticos popliteos.

72 horas de estimulacién con 1 uyg/ml de His Mage 3 (A)

His Mage 3 revestida sobre uperlas (B)

Grupos de ratones Incorporacion de timidina 3H: cpm
ninguna 1 pg/ml de pperlas
LN1 Lipo D Mage3 His no formulada 309 386
LN2  LipoD Mage3 His + SBAS2 438 410
LN3  SBAS2 522 637
LN4  medio 318 399
A

indice de estimulacién

LN1

N2 LN3 L4
Grupo de ratones

indice de estimulacion

LN1

LN2 LN3 LN4
Grupo de ratones
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Anticuerpos anti-Mage3 en el suero de ratones inmunizados con LipoD Mage3 His en SBAS2 o no

Ratones BALB C

s

e

g OFes

£ MSBAS2

= OLA0 59

by OMg3+SBAS2 |

=

E

a

Ratones C578LJ6
jaPas
WSBAS2
!

gwramgy |
!OMga-58452!

. 8 8

Dilucion en el punto medio {1/{0)
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Respuestas de anticuerpos especificos de subclase en ratones BalbC

Tet. IgG

PBS 0
SBAS2 733
LPD Mg3 His 6182
LPD Mgl H /SBAS2 . . 44321

9G1  IgG2a  IgG2b

0 0 0

n9 3’8 "
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257884 31325 12160

igA IigM|

[ 3% = 3 = 3 = ]
Q000

Total igG
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m58AS2
Qliped Mg3
OMg3+SBAS2

8PES
W3S3AS2
QOLipoD Mg3
OMg3+-58A52

BPBS
BSBAS2
OLipaD Mg2
OMg1+SAAS2

|aPes

il 5BAS2
1QLipal Mgl
'OMga-5BAS2!
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Respuestas de anticuerpos especificos de subclase en ratones C57BL/6

[ Tatal IgG 961 I1gG2a  igGab Iga igM
PES aar 405 718
g
seas2 ar 137 a zz.g z'u Ei':
LPD MglHis 5471 1343 a3z 4540 125 5
|LPD MaaH/sEAS2 11489 2477 20M0 8118 55 45
Tatal GG
apas
WE3AS2
SLPO MgIH
rE%S 2A52
igG1t
& #AEF
WFAER
DaREm
OaRE™
2 aREF!
AR

IB-HEFH
WIREF ]
QeREFR F
!ﬂ ®RAEF: 1

i
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Figura 12
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Figura 13 Construccion de plasmido pRIT14426

Vector pTZ18R + DNAC Mage3
(de LUDWIG lustitut - Th. BOON

N

Neal  genMaped BB XBEI
I —

fragmento PCR

codones ZEy 7 el Ha

/
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Mee |

Maga 1

cola His
Ampl R Wha |

fragmento de restriccidn

Wen !  genldaged B4lbp K |
[—————__ |

codomes Iy 7 oo v

dgf il

Lok
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H!'I
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Xha i
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Figura 14: Mapa de plasmido de pRIT14426

EcoRl (1 bp)

Ndel (632 bp)
ATG (634 bp)
BamH|! (636bp)

Kan

BamHl (1593 bp)
EcoRIl (1681 bp)
Ndel (1739 bp)
Xbal (1846 bp)

PRIT14426
6481 bp cola His

46



ES 2367998 T3

CLYTA

1 125

ASP-Met-Gly

MAGE-1

308

Gly-Gly-

His (7)

a7




ES 2367998 T3

Figura 16: construccion del plasmido pRIT 14613.

rm

P gal

Ampi R 1

Kan R

pRIT 14518 Mage 1

.cola His
Xha &

Amplificacion PCR

Metel § Mea |
Pra ]
Kan R ~~Hea i
Hil# I A B
Maga 1
T8N CHyt-4 373 8p a9
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~—Mha |

pL corto
Kan R

pRIT 14613
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Figura 17 construccién de pRIT

14614

w-n

amplificacion PCR
e
L L) 1]
Nl AR ):“ ,
gen GiytA IT5 bp H_n_{:lola Hi=

pL corto
PRIT 14513

Mea [ - EcoR [ vector.
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Figura 18

CLYTA

Ala-Ser-Met-Leu-Asp
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HIS (7)

50




ES 2367998 T3

Figura 19
Figura 19: construccion del plasmido pRIT 14646

1. Preparackin del médule
de secuensla codicadora ngl P gat
CLYTA-Mage-3 His

amplifcacién PCR

BRIT 14861 ey

- LR

II. Reconstitucidn de la unidad
de expresidn compuesta por 1
el promotor karge plL y ka kan % %
secuencia codificadora % L pl
CLYTA -Mage -3

gl 0/3ka
fragmento grancde

fragmente grande
Ecolk I

lll. Preparacian del
plismido pRIT 14646

EcaR 1 .
fragmenta PEGLUEN0
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