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DESCRIPCION
Nuevos antagonistas de quimioquinas CXC
CAMPO DE LA INVENCION

La invencion se refiere a nuevos antagonistas de quimioquinas CXC, particularmente antagonistas de CXCL8 y
quimioquinas CXC relacionadas, y a sus usos, particularmente como compuestos anti-inflamatorios o inmuno-
moduladores y en el tratamiento o prevencién de enfermedades relacionadas con las quimioquinas CXC.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las quimioquinas son proteinas pequefias, secretadas, pro-inflamatorias, que median la migracién direccional de los
leucocitos desde la sangre hasta el sitio de la lesidon. Dependiendo de la posicion de las cisteinas conservadas que
caracterizan a esta familia de proteinas, la familia de las quimioquinas puede dividirse estructuralmente en
quimioquinas C, CC, CXC y CX3;C que se unen a una serie de receptores de membrana (Baggiolini M et al., 1997).
Estos receptores de membrana, todos receptores heptahelicoidales acoplados a proteina G, permiten a las
quimioquinas ejercer su actividad bioldgica en las células diana, que pueden presentar combinaciones especificas
de receptores segun su estado y/o tipo. Los efectos fisioldgicos de las quimioquinas resultan de un sistema complejo
e integrado de interacciones concurrentes: los receptores tienen frecuentemente especificidad superpuesta de
ligando, de manera que un unico receptor puede unirse a diferentes quimioquinas. Una uUnica quimioquina también
puede unirse a diferentes receptores.

Los estudios sobre las relaciones estructura-actividad indican que las quimioquinas tienen dos sitios principales de
interaccion con sus receptores, la regiéon amino terminal flexible y el bucle conformacionalmente rigido que esta
después de la segunda Cisteina. Se piensa que las quimioquinas se acoplan a los receptores mediante la regién de
bucle y se cree que este contacto facilita la union de la regiéon amino terminal que resulta en la activacion del
receptor.

Habitualmente, las quimioquinas se producen en el sitio de la lesidon y causan la migracién y activacion de los
leucocitos, jugando un papel fundamental en los procesos inflamatorios, inmunes, homeostéaticos, hematopoyéticos y
angiogénicos. Asi, estas moléculas se consideran buenos candidatos diana para la intervencion terapéutica en
enfermedades asociadas con dichos procesos. La inhibicién de las quimioquinas, o de sus receptores, puede reducir
la maduracion, reclutamiento y activacion de los leucocitos, asi como otros procesos patoldgicos relacionados con la
angiogénesis o la arteriosclerosis (Baggiolini M, 2001).

Ademas de quimioquinas, anticuerpos y péptidos mutantes inhibidores y de pequefias moléculas inhibidoras que
bloquean los receptores, la busqueda de antagonistas eficaces de las quimioquinas se ha extendido también a una
serie de virus y otros organismos que, cuando entran en contacto con huéspedes humanos o mamiferos, muestran
actividades inmunomoduladoras potentes que afectan al huésped.

El mimetismo viral de las citoquinas, quimioquinas y sus receptores puede indicar estrategias de inmunomodulacion
para desarrollar productos terapéuticos. Recientemente, se han revisado los factores inmunomoduladores
expresados por los artropodos hematofagos (tales como mosquitos, fleb6tomos y garrapatas) (Gillespie, RD et al,
2001).

En particular, las gldndulas salivares de las garrapatas producen una mezcla compleja de moléculas bioactivas que
tienen, en particular, actividades anti-inflamatorias, anti-hemostaticas y anti-inmunes. Estas incluyen proteinas
bioactivas que controlan la histamina, se unen a inmunoglobulinas o inhiben la cascada alternativa del complemento
u otras proteasas.

A pesar de la gran cantidad de bibliografia, sélo unos pocos articulos listan secuencias de ADNc identificadas por
secuenciacion aleatoria y cribados diferenciales de bibliotecas generadas a partir de varios tejidos y/o especies de
garrapata. Sin embargo, la gran mayoria de estas secuencias no se han caracterizado bioquimicamente o
funcionalmente, y se introducen muchas anotaciones sélo tomando como base la similitud de secuencia con
proteinas conocidas implicadas en funciones celulares basicas, tales como las caracterizadas previamente en las
glandulas salivares de las garrapatas para actividades enzimaticas o para inducir respuesta de anticuerpos. En
particular, no hay ninguna indicacién de proteinas de garrapata que actuen como proteinas de unién a la
quimioquinas CXC y que funcionen como antagonistas de las quimioquinas CXC.

RESUMEN DE LA INVENCION

De manera sorprendente, se ha encontrado que la saliva de Rhipicephalus sanguineus (garrapata de perros)
contiene una nueva proteina denominada Evasina-3, que se une a las quimioquinas CXC e inhibe su actividad. La
Evasina-3 se cloné a partir de una biblioteca de ADNc de Rhipicephalus sanguineus y se expreso en células de
mamifero y de E. coli. Esta proteina, asi como derivados, fragmentos o miméticos de ésta, pueden usarse
terapéuticamente, por ejemplo, como antagonistas de las quimioquinas CXC en organismos mamiferos, o como
dianas para la vacunacion y para el control de garrapatas y de patégenos transmitidos por garrapatas.
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Un primer aspecto de la invencion se refiere asi a un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de la
Evasina-3 o de un analogo de ésta. Los polipéptidos preferidos de esta invencion se unen a una quimioquina CXC e
inhiben su actividad biolégica. Un ejemplo especifico de dicho polipéptido es Evasina-3.

Un segundo aspecto de la invencién se refiere a moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido como se
ha definido anteriormente. Dichos acidos nucleicos también incluyen oligonucleétidos asilados de ellos y vectores
que contiene dichas moléculas, en particular vectores de expresion.

Un tercer aspecto de esta invencion se basa en anticuerpos que se unen selectivamente a los polipéptidos como se
han definido anteriormente.

Un cuarto aspecto de esta invencion se refiere a células huésped que expresan un polipéptido como se ha definido
anteriormente.

Un quinto aspecto de esta invencién es un proceso para preparar un polipéptido como se ha definido anteriormente,
usando tipicamente tecnologias recombinantes.

Un sexto aspecto de la invencién es una composicion farmacéutica (incluyendo una vacuna o inmunogénica) que
comprende un polipéptido como se ha definido anteriormente y un transportador o vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

Un séptimo aspecto de la invencion se refiere al uso de un polipéptido como se ha definido anteriormente como un
medicamento, en particular para la preparacion de un medicamento para regular una respuesta inmune o
inflamatoria en un mamifero.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la descripcion detallada siguiente.
DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: Secuencia de nucleétidos de la secuencia de ADNc de Evasina-3 con traduccion del marco de lectura
abierto (ORF). La secuencia sefial (residuos 1-26), predicha por el algoritmo SIGNALP, esta subrayada. El sitio de
poliadenilacién predicho esta incluido en una caja. Los residuos de Cisteina presentes en la proteina madura estan
resaltados. Los sitios predichos de glicosilacion asociada a N estan en negrita.

Figura 2: Secuencia de nucleétidos y traduccion del ADNc de Evasina-3 compatible Gateway que contiene sitios attB
flanqueantes 5' y 3' generados por dos ciclos sucesivos de PCR. Las flechas indican la posicion y sentido de los
cebadores de PCR relevantes (las secuencias de los cebadores estan listadas en la Tabla Ill). Los codones de inicio
y de parada estan en negrita. La secuencia sefial predicha esta subrayada.

Figura 3: (A) Mapa del vector de entrada Gateway pDONR221_Evasina-3-6HIS. (B) Mapa del vector de expresion
Gateway pDEST8 Evasina-3-6HIS para expresion en células TN5 (insecto). (C) Mapa del vector de expresion
Gateway pEAK12d_evasina3-6HIS para expresién en células de rindn embrionario humano HEK293/células EBNA.
(D) Mapa del vector de expresion pEXPIl-evasina3-6HIS para expresion en células HEK293/EBNA.

Figura 4: Autorradiografia del gel de SDS-PAGE que muestra el complejo formado por el entrecruzamiento de
quimioquina CXC CXCL8 (IL-8) marcada con '?| con sobrenadantes de células HEK293 transfectadas con Evasina-
3 recombinante, usando el agente de entrecruzamiento BS3. Carril 1, la proteina viral de unién a quimioquina CC
(p35) se entrecruza con '2%|_eotaxina como control positivo; Carril 2, la proteina viral de unién a quimioquina CC
(p35) se incuba con 25 _eotaxina en ausencia de BS3; Carril 3, sobrenadante del cultivo de células HEK293 del
conjunto 69.19 incubado con '®I-CXCL8/IL-8 y BS3.

Figura 5: Autorradiografia del gel de SDS-PAGE que muestra la competicion para la formacion del complejo de
CXCLB8/IL-8 no marcada y CXCL1/Gro-a. con '?°|-CXCL8/IL-8. Las proteinas no marcadas se afiadieron a la
quimioquina CXC marcada radiactivamente (125I-CXCL8/IL-8) en presencia del agente de entrecruzamiento (BS3).
Los estandares de peso molecular (M) (en Kd) se indican en el lado izquierdo del qel. Carril 1, sobrenadante del
cultivo de células HEK293 que expresan Evasina-3 recombinante entrecruzada con %|.CXCL8/IL-8; Carriles 2-11,
sobrenadante de células HEK293 que expresan Evasina-3 recombinante entrecruzada con '25_.CXCL8/IL-8 en
presencia de 1 ug de CCL3/MIP-1a (Carril 1), CXCL8/IL-8 (Carril 3), CXCL1/Gro-a. (Carril 4), CXCL4/PF4 (Carril 5),
CXCL7/NAP-2 (Carril 6), CXCL9/Mig (Carril 7), CXCL10/IP-10 (Carril 8), CXCL11/I-TAC (Carril 9), CXCL12/SDF-1a
(Carril 10) o CXCL13/BCA-1 (Carril 11), no marcadas.

Figura 6: Gel de SDS-poliacrilamida 10% (SDS-PAGE) tefiido con azul de Coomassie que muestra Evasina-3-HIS
purificada de células HEK293 usando cromatografia de afinidad con Ni®*. Carril 1, Marcadores de geso molecular;
Carril 2, grupo de Evasina-3-6His recombinante después de elucion de la columna de afinidad con Ni“*.

Figura 7: Autorradiografia del 2%el de SDS-PAGE que muestra los complejos formados por el entrecruzamiento de
quimioquinas marcadas con '®| con Evasina-3-6His recombinante purificada. Carril 1, 40 ng de proteina viral de
unién a quimioquina CC (p35) entrecruzada con MCP-1 (control positivo), Carriles 2-11, 10 ng de Evasina-3-6His
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entrecruzada con Gro-a/CXCL1 (Carril 2); eotaxina/CCL11 (Carril 3); RANTES/CCLS5 (Carril 4); TARC/CCL17 (Carril
5); MCP-1/CCL2 (Carril 6); IL-8/CXCL8 (Carril 7); IP-10/CXCL10 (Carril 8), CTACK/CCL27 (Carril 9), IL-2 (Carril 10);
IL-1a (Carril 11). Los complejos Evasina-3-6HIS se indican con flechas.

Figura 8: Alineamiento del ADNc de Evasina-3 que contiene los sitios de restriccion 5' Ndel y 3' Xhol generados por
PCR. Las flechas indican la posicién y sentido de los cebadores de PCR relevantes (resumidos en la Tabla IV). Los
codones de inicio estan en negrita y los codones de parada en italica.

Figura 9: Mapa del vector pET30a-Evasina-3 usado para expresion en Escherichia coli.

Figura 10: Gel de SDS-PAGE tefiido con azul de Coomassie que muestra la Evasina-3 purificada de E. coli. Los
estandares de peso molecular se indican a la izquierda (MRg).

Figura 11: Autorradiografia del %;el de SDS-PAGE que muestra los complejos formados por el entrecruzamiento de
quimioquina CXC marcada con '2°| CXCL8/IL-8 con Evasina-3-6His recombinante expresada en HEK293 o Evasina-
3 expresada en E. coli. Los estandares de peso molecular (Kd) se indican a la izquierda (Mg). Los complejos y la
CXCLS8/IL-8 yodada se indican con flechas.

Figura 12: A) Inhibicion de la union de 125

293. El valor Clsp es 1 nM.

I-IL-8 a CXCR1 por Evasina-3-6His recombinante purificada de células HEK

B) Inhibicion de la unién de "%

nM.

I-IL-8 a CXCR1 por Evasina-3 recombinante producida en E. coli. El valor Clsy es 20

Figura 13: Efecto inhibidor de Evasina-3-6His en la quimiotaxis inducida por IL-8 (A) y Gro-alfa (B) de neutrdfilos
humanos. Las unidades arbitrarias en el eje de las Y son proporcionales al numero de células que han migrado. Los
valores Clsp son 16 nM para IL-8 y 20 nM para Gro-alfa.

Figura 14: Analisis SPR de la union de quimioquinas CXC a A) Evasina-3-6His o B) Evasina-3 inmovilizada en un
chip CM4. CXCLS8/IL-8 (negro), Gro-alfa/CXCL1 (gris), CXCL1/KC murina (linea de puntos) y CXCL2/MIP-2 murina
(gris claro) mostraron una union positiva mientras que las otras quimioquinas ensayadas: CCL5/RANTES,
CX3CL1/Fractalquina, CCL11/eotaxina, CCL3/MIP-1-alfa, CCL4/MIP-13, CCL18/PARC, CCL2/MCP-1 'y
CXCL12/SDF-1-alfa fueron negativas.

Figura 15: Andlisis cinético SPR de la unidon de las quimioquinas CXC a Evasina-3-6His. Un experimento de
titulacién tipico se muestra para las quimioquinas A) CXCLS8/IL-8, B) Gro-alfa/CXCL1, C) CXCL1/KC murina y D)
CXCL2/MIP-2 murina. Las curvas experimentales se ajustaron globalmente usando un modelo de ajuste de
Langmuir para determinar los parametros cinéticos mostrados en la Tabla 2.

Figura 16: Andlisis cinético SPR de la unién a Evasina-3 de A) CXCLS8/IL-8, B) Gro-alfa/CXCL1, C) CXCL1/KC
murina y D) CXCL2/MIP-2 murina. Las curvas experimentales se ajustaron globalmente usando un modelo de ajuste
de Langmuir para determinar los parametros cinéticos mostrados en la Tabla 2.

Figura 17: Inhibicidon del reclutamiento de neutréfilos. La Evasina-1 se administré en la articulacion de la rodilla de
ratones 45 minutos antes de la administracion de KC.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona nuevas composiciones y métodos para regular la actividad quimioquina. Mas
particularmente, la presente invencion describe una nueva proteina que tiene propiedades de unién a quimioquinas
CXC, que puede usarse para inhibir la accion quimioquina. Los ejemplos muestran que esta proteina, obtenida de la
saliva de garrapatas, puede expresarse y purificarse en forma recombinante y que se une eficazmente a las
quimioquinas CXC e inhibira asi su accién, por ejemplo, la respuesta quimiotactica especifica de las células
inducidas por una quimioquina CXC.

Un primer aspecto de la invencion se basa asi en un polipéptido Evasina-3, es decir, cualquier polipéptido que
comprenda la secuencia de aminoacidos de Evasina-3 o un analogo de ésta. Los polipéptidos preferidos de esta
invencion se unen a la quimioquina CXC, en particular CXCL8 (también referida como IL-8) e inhiben la actividad de
dicha quimioquina. Los polipéptidos particulares de esta invencion se seleccionan del grupo que consiste en:

a) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos de Evasina-3 (SEQ ID NO: 5);

b) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos de Evasina-3 madura (SEQ ID NO: 6) o de Met-
Evasina-3 madura (SEQ ID NO: 26);

c) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos de Evasina-3-HIS (SEQ ID NO: 17); y

d) una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos de Evasina-3-HIS madura (SEQ ID NO: 18).
También se describen los polipéptidos siguientes:
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e) una proteina codificada por una molécula de acido nucleico capaz de hibridar con una secuencia de acido
nucleico que codifica una proteina de a), b), ¢) o d) bajo condiciones astringentes, codificando dicha molécula de
acido nucleico una proteina que se une a una quimioquina CXC e inhibe la actividad de dicha quimioquina;

f) una proteina al menos aproximadamente 70% idéntica en la secuencia de aminoacidos a una proteina de a), b), c)
o d) y que se une a una quimioquina CXC e inhibe la actividad de dicha quimioquina;

g) una proteina que comprende un fragmento de una proteina de a), b), c), d), e) o f), reteniendo este fragmento la
capacidad de unirse a una quimioquina CXC e inhibir la actividad de dicha quimioquina; y

h) una proteina que comprende un fragmento de una proteina de a), b), c), d), e) o f), teniendo este fragmento una
actividad inmuno-moduladora.

En una realizacion preferida, la proteina se selecciona del grupo que consiste en:
a) una proteina que consiste en la secuencia de aminoacidos de Evasina-3 (SEQ ID NO: 5);

b) una proteina que consiste en la secuencia de aminoacidos de Evasina-3 madura (SEQ ID NO: 6) o de Met-
Evasina-3 madura (SEQ ID NO: 26);

c) una proteina que consiste en la secuencia de aminoacidos de Evasina-3-HIS (SEQ ID NO: 17); y

d) una proteina que consiste en la secuencia de aminoacidos de Evasina-3-HIS madura (SEQ ID NO: 18). También
se describen los polipéptidos siguientes:

e) una proteina que comprende un fragmento de una proteina de a), b), c) o d), uniendo este fragmento una
quimioquina CXC e inhibiendo la actividad de dicha quimioquina; y

f) una proteina que comprende un fragmento de una proteina de a), b), c) o d), teniendo este fragmento una
actividad inmunomoduladora.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un mutante activo de una proteina como se ha definido anteriormente, en
el que en dicho mutante uno o mas residuos de aminoacidos se han sustituido y en el que dicho mutante se une a
una quimioquina CXC e inhibe la actividad de dicha quimioquina.

Los polipéptidos de la invencion pueden estar en la forma madura, que resulta de una o mas modificaciones
posteriores a la traduccion (glicosilacion, fosforilacion, modificacion con endo/exopeptidasas para eliminar el péptido
sefal, por ejemplo) o de la adicion en marco de secuencia que codifica secuencias heterélogas (tales como
etiquetas o dominios que mejoran la deteccion y/o la purificacion). Por ejemplo, la Evasina-3 puede expresarse como
una proteina recombinante etiquetada con histidina en la forma completa (SEQ ID NO: 17) y madura (SEQ ID NO:
18), tanto en una linea celular de mamiferos como de insectos.

Los polipéptidos de esta invencién o sus acidos nucleicos correspondientes pueden estar en forma aislada (por
ejemplo, no en su entorno natural), incluyendo polipéptidos y acidos nucleicos recombinantes o sintéticos.

Los ejemplos muestran que los polipéptidos Evasina-3 se unen a quimioquinas CXC, en particular CXCL8 (también
denominada IL-8) y también a CXCL1 (también denominada Gro-a) pero no a quimioquinas CC tales como CCL2,
CCL5, CCL11 o CCL17 y pueden usarse para inhibir (por ejemplo, reducir) su actividad. Esta caracterizacion se
realizé6 usando una serie de ensayos bioquimicos, incluyendo el uso de quimioquinas CXC radiactivas. Como se
demuestra en los ejemplos, los polipéptidos Evasina-3 se unen a quimioquinas CXC, en particular CXCL8/IL-8.
Dicha actividad confiere a los polipéptidos Evasina-3 de esta invencion un amplio rango de utilidad terapéutica, como
se discute mas adelante.

En el contexto de la presente descripciéon, un fragmento de un polipéptido designa cualquier fragmento que
comprende al menos 5, 6, 7, 8, 9 6 10 residuos de aminoacidos consecutivos de dicha secuencia polipeptidica. Los
fragmentos particulares de esta descripcion comprenden 15, 20, 25 o mas residuos de aminoacidos de una proteina
Evasina-3 como se describe en esta memoria. Los fragmentos preferidos retienen al menos una actividad biolégica
de una proteina de longitud completa, por ejemplo, una actividad inmunogénica o una actividad inmunomoduladora.

A este respecto, en el contexto de la presente descripcién, una "actividad inmunomoduladora” designa cualquier
actividad detectada in vitro o in vivo que afecta la respuesta inmune de una manera positiva o negativa. Los
ejemplos de dichas actividades son actividades inmunizantes, actividades inmunosupresoras, actividades anti-
inflamatorias, actividades pro/anti-apoptéticas o actividades anti-tumorales.

Alternativamente, el fragmento puede identificarse si proporciona actividad inmunizante cuando se administra a un
mamifero. Estos fragmentos deben tener propiedades antigénicas, inmunogénicas apropiadas para incitar una
respuesta inmune cuando se necesita (por ejemplo, frente a garrapatas u organismos patégenos transmitidos por
garrapatas). La bibliografia proporciona muchos ejemplos de como dichas secuencias funcionales pueden
identificarse como antigenos para vacuna candidatos y eventualmente administrarse con adyuvantes y/o
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entrecruzados con un vehiculo. (Mulenga A et al. 2000; WO 01/80881; WO 03/030931; WO 01/87270). Un antigeno
o grupo de antigenos especificos identificados en Evasina-3 pueden usarse para prevenir o reducir la infecciéon o
enfermedad por ectoparasitos en un animal, de manera que la inmunidad del animal frente al ectoparasito se
refuerza por el pulso natural del animal con el ectoparasito (WO 95/22603). Finalmente, el fragmento también puede
usarse para incitar anticuerpos dirigidos frente a la proteina entera para aplicaciones de cribado o diagndsticas.

Las propiedades de Evasina-3 definidas anteriormente y ejemplificadas en la presente memoria usando variantes
recombinantes de esta secuencia, pueden mantenerse, o incluso potenciarse, en los mutantes activos. Esta
categoria de moléculas incluye analogos naturales o sintéticos de dicha secuencia, en los que uno o mas residuos
de aminoacidos se han afadido, delecionado o sustituido, siempre que muestren la misma actividad bioldgica
caracterizada en la presente invencidén a niveles comparables o mayores, como se determina por los medios
descritos en los Ejemplos mas adelante.

En particular, el término "activo" significa que dichos compuestos alternativos deben mantener, o incluso potenciar,
la unién a quimioquinas CXC y las propiedades inmumoduladoras de la Evasina-3.

Las moléculas mutantes activas pueden generarse por técnicas de mutagénesis dirigida a sitio, tecnologias
combinatorias al nivel de secuencia de ADN codificadora (tal como transposicion de secuencias de ADN,
exposicion/seleccion en fagos) o por estudios de disefio por ordenador, o cualquier otra técnica conocida adecuada
para esto, que proporcione un conjunto finito de péptidos o polipéptidos mutados o acortados sustancialmente
correspondientes. Estas moléculas alternativas pueden obtenerse y ensayarse rutinariamente por un experto en la
técnica usando las ensefianzas presentadas en la técnica anterior y en los Ejemplos mas adelante.

Segun la presente invencion, los cambios preferidos en estos mutantes activos se conocen comunmente como
sustituciones "conservativas" o "seguras" e implican residuos no basicos. Las sustituciones de aminoacidos
conservativas son aquellas con aminoacidos que tienen propiedades quimicas suficientemente similares, con el fin
de mantener la estructura y la funcién bioldgica de la molécula. Esta claro que también pueden hacerse inserciones
y deleciones de aminoécidos en las secuencias definidas anteriormente sin alterar su funcion, particularmente si las
inserciones o deleciones sélo implican unos pocos aminoacidos, por ejemplo, menos de diez, y preferiblemente
menos de tres y no eliminan o desplazan aminoacidos que son criticos para la conformacién funcional de una
proteina o un péptido.

La bibliografia proporciona muchos modelos en los que la seleccidon de sustituciones de aminoacidos conservativas
puede realizarse tomando como base estudios estadisticos y fisico-quimicos sobre la secuencia y/o la estructura de
la proteina natural (Rogov S| y Neksarov AN, 2001). Los experimentos de disefio de proteinas han mostrado que el
uso de subconjuntos especificos de aminoacidos puede producir proteinas que se pueden plegar y activas, lo que
ayuda en la clasificacion de sustituciones de aminoacidos "sin6nimas" que pueden acomodarse mas facilmente en la
estructura de la proteina y que pueden usarse para detectar homologos y paralogos de la Evasina-3 funcionales y
estructurales (Murphy LR et al., 2000). Los grupos de aminoacidos sinénimos y los grupos sinébnimos mas preferidos
para las sustituciones son los definidos en la Tabla I.

Sin embargo, en el contexto de la secuencia de la Evasina-3, pueden tener una importancia particular residuos
especificos. Por ejemplo, la Evasina-3 no es significativamente homaéloga a ninguna proteina conocida pero contiene
un numero par de residuos de cisteina en la proteina madura, en particular en la posicién correspondiente a 22, 26,
33, 37, 39 y 50 de la Evasina-3 madura. Ademas, la Evasina-3 contiene sitios de glicosilaciéon potenciales en la
posicion correspondiente a la Asparagina 25 y 56 en la Evasina-3 madura. Estos residuos pueden ser importantes
para el plegamiento y/o actividad correctas y deben conservarse preferiblemente en las posiciones correspondientes
de estos polipéptidos alternativos. Alternativamente, las cisteinas o los sitios de glicosilacion delecionados o
sustituidos pueden reestablecerse en una posicién diferente de la proteina.

Alternativamente, los mutantes activos de la Evasina-3 pueden resultar de alteraciones de la secuencia que reducen
la inmunogenicidad de dicha proteina de unién a quimioquinas CXC cuando se administra a un mamifero. La
bibliografia proporciona muchos ejemplos de estas alteraciones de secuencia que pueden disefiarse e introducirse
en este ambito o para otras optimizaciones funcionales que permiten una administracién segura y eficaz de una
proteina terapéutica, especialmente cuando es una proteina no humana, no de mamiferos o no natural (Schellekens
H, 2002). Los ejemplos de estrategias técnicas para conseguir estas moléculas son evolucién dirigida (Vasserot AP
et al., 2003), disefio racional (Marshall SA et al., 2003), bioinformatica (Gendel M, 2002), la identificacion y la
neutralizacion de epitopos CD4+ de células T (WO 03/104263; WO 03/006047; WO 02/98454; WO 98/52976; WO
01/40281), fusion con otras secuencias de proteina (WO 02/79415; WO 94/11028) o conjugacién con otros
compuestos (WO 96/40792).

Las secuencias obtenidas de Evasina-3 activas pueden ser analogos u ortélogos naturales de la Evasina-3 que
pueden aislarse, en particular, de otras especies de garrapata, en particular aquellas que pertenecen a la familia
Ixodidae, y mas en particular a la subfamilia Rhipicephalinae, a la que pertenece Rhipicephalus sanguineus, asi
como a otras subfamilias como [Ixodinae (incluyendo Ixodes scapularis e Ixodes ricinus) o Amblyomminae
(incluyendo Amblyomma variegatum y Amblyomma americanum). Alternativamente, los ortdlogos pueden
identificarse en mamiferos, tales como el ser humano y el raton.
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Esta disponible una informacion limitada sobre el genoma vy el transcriptoma de los artropodos hematoéfagos y esta
asociada mayoritariamente con secuencias ribosomales y mitocondriales, que se estudiaron para determinar las
relaciones filogenéticas tomando como base su conservacion (Murrell A et al., 2001). Los datos genémicos de la
garrapata estan disponibles sélo en formatos parciales y preliminares (Ullmann AJ et al., 2002) pero los analisis
adicionales de los genes de garrapata que codifican proteinas de union a quimioquinas CXC pueden realizarse
usando ADN gendmico que puede extraerse de garrapatas ixodid aplicando métodos y condiciones especificas (Hill
CA y Gutierrez JA 2003), en particular para detectar cualquier polimorfismo significativo en las proteinas de la
glandula salivar, como ya se ha demostrado (Wang H et al., 1999). Las secuencias gendmicas y proteicas de estos
organismos son importantes para entender su fisiologia y biologia, proporcionando por lo tanto informacién util para
entender el papel de las proteinas de la invencién en las relaciones huésped, parasito y patdgenos transmitidos por
el parasito (Valenzuela JG, 2002b).

La caracterizacion bioquimica y fisiolégica de las actividades de union de quimioquinas CXC descritas para
proteinas homodlogas a la Evasina-3 en la presente invencion pueden realizarse aplicando cualquiera de las
tecnologias recientemente mejoradas para el estudio de garrapatas y patéogenos transmitidos por garrapatas, tales
como electroforesis en gel bidimensional (Madden RD et al., 2004) o interferencia de ARN (Aljamali MN et al., 2003).
Ademas, pueden realizarse estudios adicionales para mapear el sitio de reconocimiento de la quimioquina CXC en
estas proteinas y los mecanismos del antagonismo de las quimioquinas CXC (Seet BT et al., 2001; Beck CG et al.,
2001; Burns JM et al., 2002; Webb LM et al., 2004) o para identificar modificaciones posteriores a la traduccion
relevantes (Alarcon-Chaidez FJ et al., 2003).

Otro aspecto de la invencion son proteinas de fusion que comprenden un polipéptido Evasina-3 como se ha definido
anteriormente unido de manera operativa con un dominio heterélogo, por ejemplo, una o mas secuencias de
aminoacidos que pueden elegirse entre las siguientes: un dominio extracelular de un proteina unida a membrana,
regiones constantes de inmunoglobulina (regién Fc), dominios de multimerizacion, sefiales de exportacion y
secuencias etiqueta (tal como las que ayudan en la purificacion por afinidad; etiqueta HA, etiqueta de histidina, GST,
péptidos FLAAG o MBP).

En el contexto de una proteina de fusion, la expresién "unido de manera operativa" indica que el polipéptido Evasina-
3 y las secuencias de aminoacidos adicionales estan asociadas mediante unidon o uniones peptidicas bien
directamente o mediante residuos espaciadores (por ejemplo, un conector). De esta manera, la proteina de fusion
puede producirse de manera recombinante, por expresion directa en una célula huésped de una molécula de acido
nucleico que codifica la misma, como se discutird mas adelante. También, si se necesita, las secuencias de
aminoacidos adicionales incluidas en la proteina de fusidon pueden eliminarse, bien al final del proceso de
produccién/purificaciéon o in vivo, por ejemplo mediante una endo/exopeptidasa apropiada, como se discutira mas
adelante. El resto heterdlogo puede unirse de manera operativa bien a la parte N o C terminal del polipéptido
Evasina-3.

El disefio de restos y/o conectores, asi como métodos y estrategias para la construccion, purificacion, deteccion,
maduracion y uso de las proteinas de fusion se discuten ampliamente en la bibliografia (Nilsson J et al., 1997;
"Applications of chimeric genes and hybrid proteins" Methods Enzymol. Vol. 326-328; Academic Press, 2000). En
general, se pretende que las secuencias heterdlogas proporcionen propiedades adicionales sin perjudicar la
actividad terapéutica de la proteina original (unién a quimioquinas CXC, por ejemplo) de una manera significativa.
Los ejemplos de dichas propiedades adicionales son un procedimiento mas sencillo de purificaciéon, una vida media
mayor en los fluidos corporales, un resto de union adicional, la maduracién mediante una digestion endoproteolitica,
la estabilidad durante la produccién recombinante o localizacién extracelular. Esta Ultima caracteristica tiene una
importancia particular para definir un grupo especifico de proteinas de fusiéon o quiméricas incluido en la definicion
anterior ya que permite que estos polipéptidos se localicen en el espacio donde se facilita el aislamiento y
purificacion de estos polipéptidos y donde las quimioquinas CXC son activas normalmente.

La eleccidon de una o mas de estas secuencias para fusionarse con un polipéptido Evasina-3 depende del uso y/o
protocolo de purificacidon especifico de dicha proteina como proteina recombinante. Por ejemplo, la actividad de la
Evasina-3 se ensay6 en los ejemplos mediante una proteina de fusion que incluye una secuencia de etiqueta de
histidina que facilita tanto la deteccién como la purificacion de la Evasina-3. Estas secuencias pueden elegirse entre
los tres grupos basicos siguientes de secuencias heterdlogas.

Un primer grupo de dichas secuencias consiste en secuencias que ayudan en la secrecion y la purificacion de la
proteina usando tecnologias de ADN recombinante, tales como un péptido sefial y sefiales de exportacion (Rapoport
TA et al., 1996) o secuencias etiqueta que ayudan en la purificacion por afinidad (Etiqueta HA, etiqueta de histidina,
GST, FLAG o MBP).

Un segundo grupo de secuencias heterélogas esta representado por aquellas que permiten una mejor estabilidad y
bioactividad de las proteinas.

Un ejemplo tipico de una estrategia que permite una vida media prolongada de una proteina es la fusiéon con
albumina de suero humano o con péptidos y otras secuencias modificadas (por ejemplo, por miristoilacion) que
permiten la unién a albumina de suero humano circulante (Chuang VT et al., 2002; Graslund T et al., 1997; WO
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01/77137). Alternativamente, la secuencia adicional puede ayudar en el direccionamiento a una localizaciéon
especifica, tal como en el cerebro (WO 03/32913).

Otra manera de mejorar la estabilidad de una proteina recombinante cuando se administra a un sujeto es generar
multimeros de la proteina por dominios de fusion aislados de otras proteinas que permiten la formacién de dimeros,
trimeros, etc. Los ejemplos de secuencias de proteinas que permiten la multimerizacién de los polipéptidos de la
invencién son dominios aislados de proteinas tales como hCG (WO 97/30161), colageno X (WO 04/33486), C4BP
(WO 04/20639), proteinas Erb (WO 98/02540) o péptidos superenrrolados (WO 01/00814).

Un ejemplo muy conocido de dichas proteinas de fusion esta representado por la regién constante/Fc de las
proteinas inmunoglobulinas humanas, que permite la dimerizacion comun de las inmunoglobulinas humanas. En la
bibliografia se describen diferentes estrategias para generar proteinas de fusidn que comprenden una proteina
terapéutica y un fragmento de inmunoglobulina (WO 91/08298 WO 96/08570; WO 93/22332; WO 04/085478; WO
01/03737, WO 02/66514). Por ejemplo, la secuencia de acido nucleico que codifica la Evasina-3 madura puede
clonarse en un vector de expresién fusionada con una secuencia de acido nucleico que codifica la secuencia sefal
original de la Evasina-3 (u otra secuencia sefial/de exportacion apropiada) en su extremo 5' y la secuencia de acido
nucleico que codifica la region constante da la cadena pesada lambda de la inmunoglobulina IgG1 humana (NCBI
No. Reg. CAA75302; segmento 246-477) en su extremo 3'. El vector resultante puede usarse para transformar una
linea celular huésped CHO o HEK293 y pueden seleccionarse los clones que expresan de manera estable y
secretan la proteina de fusidon recombinante que tiene Evasina-3 en su N terminal y la secuencia de IgG1 en el C
terminal. Este clén puede usarse para aumentar de escala la producciéon y para purificar la proteina de fusién
recombinante del medio de cultivo. Alternativamente, la posicion del acido nucleico que codifica la regidon constante
de la cadena pesada lambda de la inmunoglobulina IgG1 humana y la Evasina-3 pueden invertirse y la proteina
resultante puede expresarse y secretarse usando aun la secuencia sefial original de la Evasina-3, o cualquier otra
secuencia sefal/de exportacion apropiada. Usando esta tecnologia también puede ser posible generar
heterodimeros si dos construcciones diferentes que expresan una proteina de fusion Evasina-3-Fc y la otra una
proteina de fusién basada en Fc diferente (por ejemplo otro antagonista de quimioquinas CXC) se co-expresan en la
misma célula huésped (WO 00/18932).

Un grupo adicional de secuencia heterélogas esta representado por aquellas que afaden una actividad funcional
adicional que puede actuar sinérgicamente o amplificar las mostradas por Evasina-3. Estas secuencias, que se
espera que estén aisladas de un dominio extracelular de una proteina unida a membrana (tal como un receptor de
quimioquina CXC) o que estén presentes en una proteina secretada, pueden ser activas como un antagonista de
quimioquinas CXC y, en general, deberian tener una actividad inmunomoduladora.

Como se ha mencionado anteriormente, la secuencia adicional incluida en las proteinas de fusion puede eliminarse,
por ejemplo, al final del proceso de produccion o purificacion, o in vivo, si se necesita, por ejemplo, mediante una
endo/exopeptidasa apropiada. Por ejemplo, la secuencia conectora incluida en la proteina recombinante puede
presentar un sitio de reconocimiento para una endopeptidasa (tal como una caspasa) que puede usarse para
separar enzimaticamente la proteina deseada de la secuencia heteréloga bien in vivo o in vitro. Alternativamente, si
la secuencia proteica que se quiere expresar no contiene una metionina de inicio (por ejemplo, si la secuencia
codifica solo la secuencia madura de la proteina, sin el péptido sefial), una proteina de la invencion puede
expresarse correctamente en una célula huésped con una Metionina de inicio. Este aminoacido adicional puede
mantenerse en la proteina recombinante resultante o eliminarse mediante una exopeptidasa, tal como Metionina
Aminopeptidasa, segun los métodos descritos en la bibliografia (Van Valkenburgh HA y Kahn RA, 2002; Ben-Bassat
A, 1991).

Pueden obtenerse variantes y analogos adicionales de los polipéptidos descritos en la presente memoria en la forma
de miméticos de péptidos (también denominados peptidomiméticos), en los que la naturaleza del péptido o
polipéptido se ha modificado quimicamente a nivel de las cadenas laterales de los aminoacidos, de la quiralidad de
los aminoacidos y/o del nucleo peptidico. Se pretende que estas alteraciones proporcionen antagonistas con
caracteristicas mejoradas de purificacion, potencia y/o farmacocinética. Por ejemplo, cuando la susceptibilidad del
péptido a escision por peptidasas después de la inyeccion al sujeto es un problema, la sustituciéon de un enlace
peptidico particularmente sensible por un mimético peptidico no escindible puede proporcionar un péptido mas
estable y asi mas util como un terapéutico. De manera similar, la sustitucion de un residuo de L-aminoacido es una
manera estandar de hacer que el péptido sea menos sensible a proteolisis y finalmente mas similar a compuestos
organicos distintos de los péptidos. También son utiles los grupos bloqueantes amino terminales tales como t-
butoxicarbonilo, acetilo, teilo, succinilo, metoxisuccinilo, suberilo, adipilo, azelailo, dansilo, benciloxicarbonilo,
fluorenilmetoxicarbonilo, metoxiazelailo, metoxiadipilo, metoxisuberilo y 2,4-dinitrofenilo. En la técnica se conocen
muchas modificaciones mas que proporcionan potencia incrementada, actividad prolongada, facilidad de purificacion
y/o vida media incrementada (WO 02/10195, Villain M et al., 2001). Una alternativa preferida, los grupos "sinénimos"
para derivados de aminoacidos incluidos en los miméticos peptidicos son aquellos definidos en la Tabla Il. Por
"derivado de aminoacido" se pretende un aminoacido o entidad quimica semejante a aminoacido distinta de uno de
los 20 aminoacidos naturales codificados genéticamente. En particular, el derivado de aminoacido puede contener
restos alquilo sustituidos o no sustituidos que pueden ser lineales, ramificados o ciclicos y pueden incluir uno o mas
heteroatomos. Los derivados de aminoacidos pueden prepararse de novo u obtenerse a partir de fuentes
comerciales (Calbiochem-Novabiochem AG, Suiza; Bachem, EEUU). Las técnicas para la sintesis y el desarrollo de
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miméticos peptidicos, asi como miméticos no peptidicos, son muy conocidas en la técnica (Hruby VJ y Balse PM,
2000; Golebiowski A et al., 2001). En la bibliografia también se describen varias metodologias para incorporar
aminoacidos no naturales en proteinas, usando sistemas de traduccién tanto in vitro como in vivo, para sondar y/o
mejorar la estructura y funcion de las proteinas (Dougherty DA, 2000).

Como se discutira mas adelante, los polipéptidos de la invencién pueden prepararse por cualquier procedimiento
conocido en la técnica, incluyendo tecnologias recombinantes y tecnologias de sintesis quimica.

En un aspecto adicional, la invencion se basa en una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido como
se ha definido anteriormente, es decir, un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de la Evasina-3 o
de un analogo de ésta. Las moléculas de acido nucleico particulares de esta invencién se seleccionan del grupo que
consiste en:

a) una molécula de acido nucleico que codifica una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos de
Evasina-3 (SEQ ID NO: 5);

b) una molécula de acido nucleico que codifica una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos de
Evasina-3 madura (SEQ ID NO: 6) o de Met-Evasina-3 madura (SEQ ID NO: 26);

c) una molécula de acido nucleico que codifica una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos de
Evasina-3-HIS (SEQ ID NO: 17); y

d) una molécula de acido nucleico que codifica una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos de
Evasina-3-HIS madura (SEQ ID NO: 18). También se describen las moléculas de acido nucleico siguientes:

e) una molécula de acido nucleico capaz de hibridar con una molécula de acido nucleico de a), b), c) o d) bajo
condiciones astringentes, y que codifica una proteina que se une a una quimioquina CXC;

f) una molécula de acido nucleico que codifica una proteina al menos aproximadamente 70% idéntica en la
secuencia de aminoacidos a una proteina de a), b), c) o d) y que se une a una quimioquina CXC;

g) una molécula de acido nucleico que codifica una proteina que comprende un fragmento de una proteina
codificada por una molécula de acido nucleico de a), b), c), d), e) o f), uniéndose este fragmento a una quimioquina
CXC;y

h) una variante degenerada de una molécula de acido nucleico de a), b), c), d), e), f) o g).
En particular, la molécula de acido nucleico codifica una proteina seleccionada del grupo que consiste en:
a) una proteina que consiste en la secuencia de aminoacidos de Evasina-3 (SEQ ID NO: 5);

b) una proteina que consiste en la secuencia de aminoacidos de Evasina-3 madura (SEQ ID NO: 6) o de Met-
Evasina-3 madura (SEQ ID NO: 26);

¢) una proteina que consiste en la secuencia de aminoacidos de Evasina-3-HIS (SEQ ID NO: 17); y

d) una proteina que consiste en la secuencia de aminoacidos de Evasina-3-HIS madura (SEQ ID NO: 18). También
se describen las moléculas de acido nucleico que codifican:

e) una proteina que comprende un fragmento de una proteina de a), b), ¢) o d), uniendo este fragmento una
quimioquina CXC;

f) una proteina que comprende un fragmento de una proteina de a), b), c) o d), teniendo este fragmento una
actividad inmunomoduladora;

g) un mutante activo de una proteina de a), b), c) o d), en este mutante se han afiadido, delecionado o sustituido uno
0 mas residuos de aminoacidos y uniendo dicho mutante una quimioquina CXC; y

h) una proteina de fusién, comprendiendo dicha proteina de fusién una proteina de a), b), ¢), d), e), f) o g) unida de
manera operativa a una 0 mas secuencias de aminoacido elegidas entre las siguientes: un dominio extracelular de
una proteina unida a membrana, una regién constante de inmunoglobulina, un dominio de multimerizacién, un
péptido sefal, una sefal de exportacién y una secuencia etiqueta.

En el contexto de la presente descripcién, una "variante degenerada" designa todas las secuencias de acido
nucleico que, gracias a la degeneracion del codigo genético, codifican la misma secuencia de aminoacidos que un
acido nucleico de referencia.

Ademas, el término "molécula de acido nucleico" engloba todos los tipos diferentes de acidos nucleicos, incluyendo
sin limitacién acidos desoxirribonucleicos (por ejemplo, ADN, ADNc, ADNg, ADN sintético, etc.), acidos ribonucleicos
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(por ejemplo, ARN, ARNm, etc.) y acidos nucleicos peptidicos (PNA). En una realizacion preferida, la molécula de
acido nucleico es una molécula de ADN, tal como una molécula de ADN bicatenaria, tipicamente un ADNCc.

Si los aspectos principales estan dirigidos al ADN y las secuencias proteicas de Evasina-3 descritas en los ejemplos,
las realizaciones especificas incluyen una serie de secuencias relacionadas con Evasina-3, tal como secuencias de
ADN o ARN capaces de hibridar bajo condiciones moderadamente astringentes (disolucion de pre-lavado de 5 X
SSC, 0,5% SDS, 1,0 mM EDTA (pH 8,0) y condiciones de hibridacion de 50°C, 5X SSC, toda la noche) con las
secuencias de ADN que codifican Evasina-3 y que codifican una proteina de unién a quimioguinas CXC.

Por ejemplo, la invencién proporciona la secuencia del ADNc de Rhipicephalus sanguineus que expresa Evasina-3
(SEQ ID NO: 3), el Marco de Lectura Abierto asociado (ORF; SEQ ID NO: 4), una secuencia de ADNc modificada
que permite la expresion de Evasina-3 como una proteina recombinante fusionada con una etiqueta de histidina en
células huésped de mamifero o insecto (SEQ ID NO: 15).

En otras realizaciones preferidas de la presente descripcién, las secuencias de Evasina-3 son moléculas de ADN
que codifican proteinas que son al menos 70%, preferiblemente 80% y, lo mas preferiblemente, 90% idénticas en la
secuencia de aminoacidos a Evasina-3. Este valor puede calcularse con cualquiera de los programas
especializados, tal como FASTA (Pearson WR, 2000) y, para secuencias de fragmento o parciales, se calcula en la
parte de la Evasina-3 que esta presente en el fragmento.

Otra realizacion preferida de la presente descripcion es un oligonucledtido que comprende un fragmento de, o que
hibrida especificamente con, una region de la secuencia de una molécula de acido nucleico como se ha definido
anteriormente. Dichos oligonucleétidos tienen tipicamente una longitud entre 5 y 100 nucleétidos y pueden
seleccionarse, por ejemplo, del grupo que consiste en oligonucledtidos con una longitud de al menos
aproximadamente 20 nucleétidos, oligonucleétidos con una longitud de al menos aproximadamente 30 nucleétidos, y
oligonucledtidos con una longitud de al menos aproximadamente 50 nucleétidos. Estos oligonucledtidos pueden
usarse para detectar (por PCR o transferencia Southern, por ejemplo) las secuencias no/codificadoras en transcritos
que codifican Evasina-3 y secuencias relacionadas en una muestra o para generar y subclonar variantes
recombinantes de Evasina-3, como se muestra en el ejemplo para el extremo 3' de los cebadores usados para
subclonar y modificar la secuencia codificadora de Evasina-3 como una variante etiquetada con histidina
(evasina3PCR directo e inverso; SEQ ID NO: 7 y 8).

En un aspecto adicional, las moléculas de acido nucleico definidas anteriormente pueden estar comprendidas en un
vector de clonacion o de expresién. A este respecto, una realizacion particular de esta invencion se basa en un
vector de expresion que comprende un promotor asociado de manera operativa con una molécula de acido nucleico
como se ha definido anteriormente, en particular un promotor especifico de tejido, constitutivo o promotor regulado
(por ejemplo, inducible). El vector puede comprender cualquier elemento regulador adicional, tal como un
terminador, amplificador, origen de replicacion, marcador de seleccién, etc. El vector puede ser un plasmido,
fagémido, césmido, vector viral, fago, cromosoma artificial y semejante.

En una realizacion particular, este vector puede comprender:
a) un ADN de la invencion; y
b) un casete de expresion;

en el que dicho ADN (a) estd asociado de manera operativa con un promotor especifico de tejido, un promotor
constitutivo o inducible incluido en la secuencia (b).

Opcionalmente, si el acido nucleico codificador (es decir, la secuencia (a)) no contiene un codon para una metionina
de inicio (por ejemplo, si esta secuencia codifica sélo la secuencia madura de la proteina, sin el péptido sefal), el
vector o casete de expresion también puede contener una secuencia ATG que se clona en el 5' de dicha secuencia
de manera que pueda expresarse correctamente con una Metionina de inicio. Este aminoacido adicional puede
mantenerse en la proteina recombinante resultante o eliminarse mediante una enzima, tal como Metionina
Aminopeptidasa, segin los métodos descritos en la bibliografia (Van Valkenburgh HA y Kahn RA, 2002; Ben-Bassat
A, 1991).

Este vector puede permitir la expresion de las proteinas de la invencion no sélo en la condicion de cultivo de tejido
sino también in vivo, por razones experimentales o terapéuticas. Por ejemplo, las células que sobreexpresan la
proteina de la invencion pueden transferirse (por ejemplo, encapsuladas) en un modelo animal para comprobar los
efectos fisioldégicos de la administracion constante de la proteina y eventualmente antes de aplicar las células a los
seres humanos. Alternativamente, el vector puede usarse para la transferencia génica mediada por retrovirus, o
cualquier otra tecnologia que permita la introduccién y expresion de un vector o de la secuencia de ADN codificadora
aislada en animales bajo el control de un promotor enddgeno. Esta estrategia permite la generacion de animales no
humanos transgénicos en los que las proteinas de la invencién se expresan constitutivamente o de una manera
regulada (por ejemplo, en tejidos especificos y/o después de la induccién con compuestos especificos). Se han
aplicado estrategias similares a otras proteinas de unién a quimioquinas no de mamiferos, mostrando varios efectos
en el desarrollo y patolégicos (Jensen KK et al., 2003; Pyo R et al., 2004; Bursill CA et al., 2004).
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Otro aspecto de la invencién son células huésped transformadas o transfectadas con un vector de clonacién o
expresion indicado anteriormente. Estos vectores pueden usarse en un proceso de preparacion de los polipéptidos
de la invencion. A este respecto, un aspecto de la invencién es un método para preparar un polipéptido Evasina-3
como se ha definido anteriormente, que comprende cultivar células recombinantes como se han definido
anteriormente bajo condiciones que permitan o estimulen la expresidén y recuperacion del polipéptido Evasina-3.
Cuando el vector expresa el polipéptido como una proteina secretada en el espacio extracelular, la proteina puede
recogerse y purificarse mas facilmente de las células cultivadas a la vista de un procesamiento adicional.

Muchos libros y revisiones proporcionan ensefianzas de cémo clonar y producir proteinas recombinantes usando
vectores y células huésped Procariotas y Eucariotas, tales como algunos titulos en la serie "A Practical Approach"
publicado por Oxford University Press ("DNA Cloning 2: Expression Systems", 1995; "DNA Cloning 4: Mammalian
Systems", 1996; "Protein Expression”, 1999; "Protein Purification Techniques", 2001). En particular, los ejemplos
muestran como, una vez que la secuencia de ADN que codifica Evasina-3 se ha identificado por cribado de la
biblioteca de ADNc de Rhipicephalus sanguineus, el ORF puede adaptarse, modificarse e insertarse en vectores de
expresion para obtener la proteina recombinante correspondiente.

En general, los vectores pueden ser vectores de integracion episomales o no/homoélogos, que pueden introducirse
en las células huésped apropiadas por cualquier medio adecuado (transformacién, transfeccion, conjugacion, fusiéon
de protoplasto, electroporacion, precipitacion con fosfato de calcio, microinyeccién directa, etc.) para transformarlas.
Los factores importantes para seleccionar un vector plasmidico, viral o retroviral particular incluyen: la facilidad con la
que las células receptoras que contienen el vector pueden reconocerse y seleccionarse de aquellas células
receptoras que no contienen el vector; el nUmero de copias del vector que se desea en un huésped particular; y si es
deseable poder "lanzar" el vector entre las células huésped de diferentes especies. Los vectores deberian permitir la
expresion de las proteinas aisladas de la invencioén, o de las proteinas de fusién que las comprenden en la célula
huésped procariota o Eucariota bajo el control de secuencias reguladoras del inicio/terminacién de la transcripcion
apropiadas, que se eligen para ser constitutivamente activas o inducibles en dicha célula. Una linea celular
sustancialmente enriquecida en dichas células puede aislarse para proporcionar una linea celular estable (como se
muestra en el ejemplo con las lineas celulares HEK293 y TN5).

Para las células huésped eucariotas (por ejemplo, células de levadura, insecto o mamifero), pueden emplearse
diferentes secuencias reguladoras de la transcripcion y la traduccion, dependiendo de la naturaleza del huésped.
Pueden obtenerse de fuentes virales, tal como adenovirus, virus del papiloma bovino, virus de Simios o semejantes,
en los que las sefiales reguladoras estan asociadas con un gen particular que tiene un alto nivel de expresion. Los
ejemplos son el promotor TK del virus del Herpes, el promotor temprano de SV40, el promotor del gen gal4 de
levaduras, etc. Las sefiales reguladoras del inicio de la transcripcion pueden seleccionarse para permitir la represion
y activacion, de manera que puede modularse la expresion de los genes. Las células, que se han transformado de
manera estable con el ADN introducido, pueden seleccionarse introduciendo también uno o mas marcadores, que
permitan la seleccion de las células huésped que contienen el vector de expresion. EI marcador también puede
proporcionar fototrofia a un huésped auxotrdpico, resistencia a biocidas, por ejemplo, antibidticos, o metales
pesados tal como cobre, o semejantes. El gen del marcador seleccionable puede estar unido directamente a las
secuencias génicas de ADN que se van a expresar o introducirse en la misma célula por co-transfecciéon. También
pueden necesitarse elementos adicionales para la sintesis éptima de las proteinas de la invencion.

Las células huésped para la produccidon recombinante pueden ser células procariotas o eucariotas. Las células
procariotas particularmente adecuadas incluyen bacterias (tal como Bacillus subtilis o E. coli) transformadas con un
vector de expresion de ADN de bacteriéfago, plasmido o césmido recombinante. Se prefieren las células huésped
eucariotas, por ejemplo, células de mamifero, tales como células humanas, de mono, de ratén y de ovario de
hamster chino (CHO), porque proporcionan modificaciones posteriores a la traduccion a las moléculas proteicas,
incluyendo el plegamiento correcto o la glicosilacion en los sitios correctos. Las células huésped eucariotas
alternativas son células de levadura transformadas con vectores de expresién de levaduras. Las células de levadura
también pueden realizar modificaciones en los péptidos posteriores a la traduccion incluyendo glicosilacion. Existen
varias estrategias de ADN recombinante que utilizan secuencias promotoras fuertes y plasmidos con alto numero de
copias que pueden utilizarse para la produccion de las proteinas deseadas en la levadura. La levadura reconoce
secuencias lider en productos génicos de mamifero clonados y secreta péptidos que presentan secuencias lider (es
decir, pre-péptidos).

Para la produccién a largo plazo, con alto rendimiento de un polipéptido recombinante, se prefiere la expresion
estable. Por ejemplo, lineas celulares, que expresan de manera estable el polipéptido de interés, pueden
transformarse usando vectores de expresion que pueden contener origenes de replicacion virales y/o elementos de
expresion enddgenos y un gen de marcador seleccionable en el mismo vector o en otro vector. Después de la
introduccion del vector, las células pueden crecerse durante 1-2 dias en un medio enriquecido antes de cambiarlas a
medio selectivo. El propdsito del marcador seleccionable es conferir resistencia a la seleccion y su presencia permite
el crecimiento y recuperacion de las células que expresan de manera exitosa las secuencias introducidas. Los
clones resistentes de las células transformadas de manera estable pueden proliferar usando técnicas de cultivo de
tejido apropiadas para el tipo de célula, Una linea celular sustancialmente enriquecida en dichas células puede
aislarse para proporcionar una linea celular estable.
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Un método particularmente preferido de produccion de alto rendimiento de un polipéptido recombinante de la
presente invencidon es mediante el uso de la amplificacion con dihidrofolato reductasa (DHFR) en células CHO
deficientes en DHFR, mediante el uso de niveles sucesivamente crecientes de metotrexato como se describe en US
4.889.803. El polipéptido obtenido puede estar en una forma glicosilada.

Las lineas celulares de mamiferos disponibles como huéspedes para la expresién se conocen en la técnica e
incluyen muchas lineas celulares inmortalizadas disponibles en la American Type Culture Collection (ATCC)
incluyendo, pero sin limitarse a, células de ovario de hamster chino (CHO), Hela, de rifién de cria de hamster (BHK),
de rifndn de mono (COS), C127, 3T3, HEK 293, melanoma de Bowes y carcinoma hepatocelular humano (por
ejemplo, Hep G2) y varias lineas celulares mas. En el sistema de baculovirus, los materiales para los sistemas de
expresion en células de insecto con baculovirus estan disponibles comercialmente en forma de kit, entre otros, en
Invitrogen.

Alternativamente, los polipéptidos descritos en la presente memoria pueden prepararse por sintesis artificial. A este
respecto, los ejemplos de tecnologias de sintesis quimica son sintesis en fase sdlida y sintesis en fase liquida.
Como una sintesis en fase sdlida, por ejemplo, el aminoacido correspondiente al extremo carboxi del péptido que se
quiere sintetizar se une a un soporte que es insoluble en disolventes organicos y por la repeticion alternativa de
reacciones, una en la que los aminoacidos con sus grupos amino y grupos funcionales de la cadena lateral
protegidos con grupos protectores apropiados se condensan uno por uno con orden desde el extremo carboxi al
extremo amino y uno en el que los aminoacidos unidos a la resina o el grupo protector de los grupos amino de los
péptidos se liberan, la cadena peptidica se extiende asi de esta manera. Los métodos de sintesis en fase solida se
clasifican generalmente por el método tBoc y el método Fmoc, dependiendo del tipo de grupo protector usado. Los
grupos protectores usados tipicamente incluyen tBoc (t-butoxicarbonilo), Cl-Z (2-clorobenciloxicarbonilo), Br-Z (2-
bromobenciloxicarbonilo), BzL (bencilo), Fmoc (9-fluorenilmetoxicarbonilo), Mbh (4,4'-dimetoxidibenzhidrilo), Mtr (4-
metoxi-2,3,6-trimetilbencenosulfonilo), Trt (tritilo), Tos (tosilo), Z (benciloxicarbonilo) y Cl2-Bzl (2,6-diclorobencilo)
para los grupos amino; NO2 (nitro) y Pmc (2,2,5,7,8-pentametilcromano-6-sulfonilo) para los grupos guanidino); y tBu
(t-butilo) para los grupos hidroxilo). Después de la sintesis del polipéptido deseado, éste se somete a la reaccion de
desproteccion y escision del soporte sdlido. Dicha reaccion de escision del péptido puede realizarse con fluoruro de
hidrégeno o acido trifluorometanosulfonico para el método Boc y con TFA para el método Fmoc. Las proteinas
totalmente sintéticas con un tamafo comparable al de Evasina-3 se describen en la bibliografia (Brown A et al.,
1996).

Los polipéptidos descritos en la presente memoria pueden producirse, formularse, administrarse o usarse
genéricamente en otras formas alternativas que pueden preferirse segin el método deseado de uso y/o de
produccién. La proteina de la invencion puede modificarse posteriormente a la traduccion, por ejemplo, por
glicosilacion como se muestra en los ejemplos.

En general, la proteina descrita en la presente memoria puede proporcionarse en la forma de fracciones,
precursores, sales, derivados, conjugados o complejos activos.

Como se ha indicado anteriormente, el término "activo" o "biolégicamente activo" significa que dichos compuestos
alternativos deben mantener, o incluso potenciar, la unidon a quimioguinas CXC vy/o las propiedades
inmunomoduladoras de Evasina-3.

El término "fraccion" se refiere a cualquier fragmento de la cadena polipeptidica del compuesto en si mismo, solo o
en combinacién con moléculas relacionadas o residuos unidos a éste, por ejemplo residuos de azucares o fosfatos.
Dichas moléculas también pueden resultar de otras modificaciones que normalmente no alteran la secuencia
primaria, por ejemplo, derivatizacion quimica in vitro de péptidos (acetilacion o carboxilacién) y aquellas hechas
modificando la proteina después de la traduccién, tales como por fosforilacion (introduccién de residuos fosfotirosina,
fosfoserina o fosfotreonina) o por glicosilacion (exponiendo el péptido a enzimas que afectan la glicosilacion, por
ejemplo, enzimas de glicosilacion o desglicosilacion de mamiferos) durante su sintesis y/o en etapas adicionales de
procesamiento. En particular, la Evasina-3 se ha caracterizado en la saliva de las garrapatas y en ambas formas
recombinantes descritas en la presente memoria como mas o menos fuertemente glicosilada. Esta modificacion
puede realizarse in vitro, usando la enzima de modificacion apropiada o in vitro, eligiendo las células huéspedes
apropiadas para la produccién recombinante.

Los "precursores" son compuestos que pueden convertirse en los compuestos de la presente invencion por
procesamiento metabdlico y enzimatico antes o después de la administracion en las células o en el cuerpo.

El término "sales" en la presente memoria se refiere tanto a las sales de los grupos carboxilo como a las sales de
adicion a acido de los grupos amino de los péptidos, polipéptidos, o andlogos de éstos, de la presente invencién. Las
sales de un grupo carboxilo pueden formarse por medios conocidos en la técnica e incluyen sales inorganicas, por
ejemplo, sales de sodio, calcio, amonio, férricas o de cinc, y semejantes, y sales con bases organicas como las
formadas, por ejemplo, con aminas tales como trietanolamina, arginina o lisina, piperidina, procaina y semejantes.
Las sales de adicidon a éacido incluyen, por ejemplo, sales con acidos minerales tales como, por ejemplo, acido
clorhidrico o acido sulfurico y sales con acidos organicos tales como, por ejemplo, acido acético o acido oxalico.
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Cualquiera de dichas sales debe tener una actividad sustancialmente similar a los péptidos y polipéptidos de la
invencién o sus analogos.

El término "derivados" tal y como se usa en la presente memoria se refiere a derivados que pueden prepararse a
partir de los grupos funcionales presentes en las cadenas laterales de los restos de aminoacidos o en los grupos
amino o carboxi terminales segun métodos conocidos. Dichos derivados incluyen por ejemplo ésteres o amidas
alifaticas de los grupos carboxilo y derivados N-acilo de los grupos amino libres o derivados O-acilo de los grupos
hidroxilo libres y se forman con grupos acilo como por ejemplo grupos alcanoilo o aroilo.

Las proteinas descritas en la presente memoria pueden estar en la forma de un conjugado o complejo activo con
una molécula elegida entre marcadores radiactivos, biotina, marcadores fluorescentes, agentes citotoxicos y agentes
de administraciéon de farmacos. Los conjugados o complejos Utiles pueden generarse usando moléculas y métodos
conocidos en la técnica, por varias razones, por ejemplo, para permitir la deteccién de la interaccion con
quimioquinas CXC u otras proteinas (marcadores radiactivos o fluorescentes, biotina), eficacia terapéutica (agentes
citotoxicos) o mejorar los agentes en términos de eficacia de la administracion de farmacos, tal como polietilen glicol
y otros polimeros naturales o sintéticos (Harris JM y Chess RB, 2003; Greenwald RB et al., 2003; Pillai O y
Panchagnula R, 2001). A este respecto, la presente descripcion contempla polipéptidos y proteinas modificados
quimicamente como se describe en la presente memoria, en los que el polipéptido o la proteina estan unidos con un
polimero. Tipicamente, el polimero es soluble en agua de manera que el conjugado no precipita en un entorno
acuoso, tal como un entorno fisioldgico. Un ejemplo de un polimero adecuado es uno que se ha modificado para
tener un unico grupo reactivo, tal como un éster activo para acilacion, o un aldehido para alquilacién. De esta
manera, puede controlarse el grado de polimerizacién. Un ejemplo de un aldehido reactivo es polietilen glicol
propionaldehido, o mono-alcoxi (C1-C10), o derivados ariloxi de éstos (véase, por ejemplo, Patente U.S. No.
5.252.714). El polimero puede estar ramificado o no ramificado. Ademas, una mezcla de polimeros puede usarse
para producir los conjugados. Los conjugados usados para terapia pueden comprender restos de polimeros solubles
en agua farmacéuticamente aceptables. Los polimeros solubles en agua adecuados incluyen polietilen glicol (PEG),
monometoxi-PEG, mono-alcoxi (C1-C10)-PEG, ariloxi-PEG, poli-(N-vinil pirrolidona) PEG, tresil monometoxi PEG,
PEG propionaldehido, bis-succinimidil carbonato PEG, homopolimeros de propilen glicol, un co-polimero
polipropilendxido/éxido de etileno, polioles polioxietilados (por ejemplo, glicerol), polivinil alcohol, dextrano, celulosa
u otros polimeros basados en carbohidratos. Los PEG adecuados pueden tener un peso molecular de
aproximadamente 600 a aproximadamente 60.000, incluyendo, por ejemplo, 5.000, 12.000, 20.000 y 25.000. Un
conjugado también puede comprender una mezcla de dichos polimeros solubles en agua. Como una ilustracion, el
polipéptido o variante de Evasina-3 de la presente invencion puede modificarse con PEG, un proceso conocido
como "PEGilacion". La PEGilacion puede realizarse por cualquiera de las reacciones de PEGilacion conocidas en la
técnica (véase, por ejemplo, EP 0 154 316). Por ejemplo, la PEGilacion puede realizarse por una reaccion de
acilacion o por una reaccion de alquilacion con una molécula de polietilen glicol reactiva. En una estrategia
alternativa, los conjugados se forman condensando PEG activado, en el que un grupo hidroxi o amino terminal de
PEG se ha reemplazado por un conector activado (véase, por ejemplo, Patente U.S. No. 5.382.657). El PEG puede
ser lineal o ramificado. Estabiliza la proteina, puede incrementar la vida media y mejorar la bioactividad.

Estos compuestos derivados de Evasina-3 pueden producirse seglin una modificacion dirigida a sitio de un residuo
apropiado, en una posicion interna o terminal. Los residuos pueden usarse para la union, siempre que tengan una
cadena lateral susceptible de unir el polimero (es decir, la cadena lateral de un aminoacido que presente un grupo
funcional, por ejemplo, lisina, acido aspartico, acido glutamico, cisteina, histidina, etc.). Alternativamente, un residuo
en estos sitios puede reemplazarse por un aminoacido diferente que tenga una cadena lateral susceptible de unir el
polimero.

Por ejemplo, puede afiadirse una Cisteina adicional que permita la PEGilacion directa en el extremo N o C terminal
de la secuencia de la proteina madura por tecnologias de ADN recombinante o enzimaticamente. Alternativamente,
la Cisteina puede incluirse en la proteina por la sustitucion de un residuo, por ejemplo correspondiente a un sitio de
glicosilacion.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a anticuerpos que se unen selectivamente a las proteinas de la
invencion.

El término "anticuerpo” tal y como se usa en la presente memoria engloba anticuerpos monoclonales y policlonales,
anticuerpos quiméricos, humanizados, completamente humanos, biespecificos o multiespecificos asi como
fragmento de éstos tales como anticuerpos de cadena unica (scFv) o anticuerpos con un unico dominio, como se
explica adicionalmente mas adelante.

En el contexto de esta invencion, el término unién "selectiva" indica que los anticuerpos se unen preferentemente al
polipéptido o epitopo diana, es decir, con una mayor afinidad que cualquier unién a cualquier otro antigeno o
epitopo. En otras palabras, la unién al polipéptido diana puede discriminarse de otra unidon no especifica a otros
antigenos. Se prefiere que los antlcuerpos segun la presente invencion Presenten una afinidad de unién (Ka) frente a
los polipéptido o epitopo diana de 10 M 0 mayor, preferiblemente 10 Mo mayor, mas preferiblemente 108 M" o
mayor y lo mas preferiblemente 10° M™ o mayor. La afinidad de la unién de un anticuerpo puede determinarla
facilmente un experto en la técnica, por ejemplo, por analisis de Scatchard (Scatchard G., 1949).
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Los anticuerpos de esta invencion pueden ser anticuerpos monoclonales o policlonales, o fragmentos o derivados de
éstos que tienen sustancialmente la misma especificidad de antigeno.

Los métodos para preparar anticuerpos policlonales a partir de varias especies, incluyendo roedores, primates y
caballos, se han descrito por ejemplo en Vaitukaitis et al (1971). Los anticuerpos policlonales pueden producirse en
un mamifero, por ejemplo, por una o mas inyecciones de un agente inmunizante y, si se desea, un adyuvante.
Tipicamente, el agente inmunizante y/o adyuvante se inyectara en el mamifero por multiples inyecciones
subcutaneas o intraperitoneales. El agente inmunizante puede incluir el polipéptido de SEQ ID NO: 5, 6, 17, 18 o una
variante como se ha descrito anteriormente en la presente memoria o una proteina de fusion de éste. Puede ser util
conjugar el agente inmunizante con una proteina que se sabe que es inmunogénica en el mamifero que se esta
inmunizando. Los ejemplos de dichas proteinas inmunogénicas incluyen, pero no estan limitados a, hemocianina de
lapa, albumina de suero, tiroglobulina bovina e inhibidor de tripsina de la soja. Los ejemplos de adyuvantes que
pueden emplearse incluyen adyuvante completo de Freund y adyuvante MPL-TDM (monofosforil Lipido A,
dicorinomicolato de trealosa sintético). Pueden realizarse inyecciones reiteradas. Las muestras de sangre se
recogen y se separan las inmunoglobulinas o el suero.

Los anticuerpos pueden ser, alternativamente, anticuerpos monoclonales. El término "anticuerpo monoclonal" tal y
como se usa en la presente memoria se refiere a un anticuerpo obtenido a partir de una poblaciéon de anticuerpos
sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que comprenden la poblaciéon son idénticos
excepto por posibles mutaciones naturales que pueden estar presentes en cantidades menores. Los anticuerpos
monoclonales son altamente especificos, estando dirigidos frente a un Unico sitio antigénico. ElI modificador
"monoclonal” indica el caracter del anticuerpo como que se ha obtenido a partir de una poblacién sustancialmente
homogénea de anticuerpos y no debe interpretarse como que requiere la produccién del anticuerpo por ningun
método particular.

Los métodos para producir anticuerpos monoclonales pueden encontrarse, por ejemplo, en Kohler et al (Nature 256
(1975) 495), incorporado en la presente memoria por referencia.

En un método de hibridoma, un ratdén, hamster u otro animal huésped apropiado, se inmuniza tipicamente con un
agente inmunizante (el agente inmunizante incluira tipicamente el polipéptido de SEQ ID NO: 5, 6, 17, 18 0 una
variante como se ha descrito anteriormente en la presente memoria o una proteina de fusiéon de éste o un vector de
expresion que contiene la secuencia codificadora de dicha proteina) para obtener linfocitos que producen o son
capaces de producir anticuerpos que se uniran especificamente al agente inmunizante. Alternativamente, los
linfocitos pueden inmunizarse in vitro. Generalmente, se usan linfocitos de sangre periférica ("PBL") si se desean
células de origen humano o se usan células del bazo o de nddulo linfatico si se desean fuentes de mamifero no
humano. Los linfocitos se fusionan con una linea celular inmortalizada usando un agente de fusion adecuado, tal
como polietilen glicol, para formar una célula de hibridoma (Goding 1986). Las lineas celulares inmortalizadas son
habitualmente células de mamifero transformadas, particularmente lineas celulares de mieloma de origen de roedor,
bovino y humano. Habitualmente, se emplean lineas celulares de mieloma de rata o de ratén. Las células de
hibridoma pueden cultivarse en un medio de cultivo adecuado que contiene preferiblemente una o mas sustancias
que inhiben el crecimiento o supervivencia de las células no fusionadas, inmortalizadas. Por ejemplo, si las células
parentales carecen de la enzima hipoxantina guanina fosforibosil transferasa (HGPRT o HPRT), el medio de cultivo
para los hibridomas incluira tipicamente hipoxantina, aminopterina y timidina ("medio HAT"), sustancias que evitan el
crecimiento de células deficientes en HGPRT. Las lineas celulares inmortalizadas preferidas son aquellas que se
fusionan eficazmente, soportan un nivel alto y estable de expresion del anticuerpo por las células seleccionadas que
producen anticuerpo y son sensibles a un medio tal como medio HAT. Las lineas celulares inmortalizadas mas
preferidas son lineas de mieloma murino, que pueden obtenerse, por ejemplo, del Salk Institute Cell Distribution
Center, San Diego, California y de la American Type Culture Collection, Manassas, Virginia. Las lineas celulares de
mieloma humano y de heteromieloma ratén-humano también se han descrito para la produccién de anticuerpos
monoclonales humanos.

El medio de cultivo en el que se cultivan las células de hibridoma puede ensayarse para la presencia de anticuerpos
monoclonales dirigidos frente al péptido inmunizante. Preferiblemente, la especificidad de uniéon de los anticuerpos
monoclonales producidos por las células de hibridoma se determina por inmunoprecipitacion o por un ensayo de
union in vitro, tal como radioinmunoensayo (RIA) o ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA). Dichas
técnicas y ensayos son conocidos en la técnica.

Después de que se han identificado las células de hibridoma deseadas, los clones pueden subclonarse por
procedimientos de diluciéon limitada y crecerse por métodos estandar (Goding, supra). Los medios de cultivo
apropiados para este proposito incluyen, por ejemplo, Medio de Eagle Modificado por Dulbecco y medio RPMI-1640.
Alternativamente, las células de hibridoma pueden crecerse in vivo como ascites en un mamifero.

Los anticuerpos monoclonales secretados por los subclones pueden aislarse o purificarse del medio de cultivo o del
fluido de ascites por procedimientos de purificacion convencionales de inmunoglobulinas tal como, por ejemplo,
proteina A-Sefarosa, cromatografia en hidroxiapatito, electroforesis en gel, dialisis o cromatografia de afinidad.
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Los anticuerpos monoclonales también pueden prepararse por métodos de ADN recombinante, tales como los
descritos en la Patente U.S. No. 4.816.567. EI ADN que codifica los anticuerpos monoclonales de la invencién puede
aislarse y secuenciarse facilmente usando procedimientos convencionales (por ejemplo, usando sondas
oligonucleotidicas que son capaces de unirse especificamente a los genes que codifican las cadenas pesada y
ligera de los anticuerpos murinos). Una vez aislado, el ADN puede ponerse en vectores de expresion, que se
transfectan en células huésped tales como células de simio COS, células de ovario de hamster chino (CHO) o
células de mieloma que no producen de otra manera la proteina inmunoglobulina, para obtener la sintesis de los
anticuerpos monoclonales en las células huésped recombinantes.

Los "anticuerpos monoclonales" también pueden aislarse de bibliotecas de anticuerpo fago usando las técnicas
descritas en Clackson et al., 1991 y Marks et al, 1991.

Los anticuerpos pueden ser anticuerpos monovalentes. Los métodos para preparar anticuerpos monovalentes son
muy conocidos en la técnica. Por ejemplo, un método implica la expresion recombinante de la cadena ligera y la
cadena pesada modificada de inmunoglobulina. La cadena pesada esta truncada generalmente en cualquier punto
en la region Fc de manera que se evita el entrecruzamiento de la cadena pesada. Alternativamente, los residuos de
cisteina relevantes se sustituyen con otro residuo de aminoacido o se delecionan de manera que se evita el
entrecruzamiento.

Los métodos in vitro también son adecuados para preparar anticuerpos monovalentes. La digestion de los
anticuerpos para producir fragmentos de éstos, particularmente, fragmentos Fab, puede conseguirse usando
técnicas rutinarias conocidas en la técnica.

Los anticuerpos también pueden producirse por seleccidon de bibliotecas combinatorias de inmunoglobulinas, como
se describe por ejemplo en Ward et al (1989).

Los anticuerpos de la invencién pueden comprender ademas anticuerpos humanizados o anticuerpos humanos. Las
formas humanizadas de los anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos) son inmunoglobulinas quiméricas,
cadenas de inmunoglobulinas o fragmentos de éstas (tales como Fv, Fab, Fab', F(ab")2 u otras subsecuencias de
union a antigeno de los anticuerpos) que contienen una secuencia minima obtenida de inmunoglobulina no humana.
Los anticuerpos humanizados incluyen inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en el que los residuos de
una region determinante de la complementariedad (CDR) del receptor se reemplazan por residuos de una CDR de
especie no humana (anticuerpo donante) tal como ratdon, rata o conejo que tiene la especificidad, afinidad y
capacidad deseadas. En algunos casos, los residuos marco de Fv de la inmunoglobulina humana se reemplazan por
los residuos no humanos correspondientes.

Los métodos para humanizar anticuerpos no humanos son muy conocidos en la técnica. La humanizacion puede
realizarse esencialmente segun el método de Winter et al (Jones et al., Nature, 321:522-525 (1986)), sustituyendo
las CDR de roedores o secuencias CDR por las secuencias correspondientes de un anticuerpo humano. De acuerdo
con esto, dichos anticuerpos "humanizados" son anticuerpos quiméricos (Patente U.S. No. 4.816.567), en los que
sustancialmente menos de un dominio variable humano intacto se ha sustituido por la secuencia correspondiente de
una especie no humana.

Los anticuerpos humanos también pueden producirse usando varias técnicas conocidas en la técnica, incluyendo
bibliotecas de exposicién en fago (Hoogenboom y Winter, (1991). De manera similar, los anticuerpos humanos
pueden hacerse introduciendo el loci de inmunoglubulina humana en animales transgénicos, por ejemplo, ratones en
los que los genes de inmunoglobulina enddgenos se han inactivado parcialmente o completamente. Después del
pulso, se observa la produccidon de anticuerpos humanos, que se parece mucho a lo observado en los seres
humanos en todos los aspectos, incluyendo la redisposicion, ensamblaje génico y el repertorio de anticuerpos. Esta
estrategia se describe, por ejemplo, en las Patentes U.S. Nos. 5.545.807; 5.545.806; 5.569.825; 5.625.126;
5.633.425; 5.661.016.

La descripcién también se refiere a inmunoconjugados que comprenden un anticuerpo conjugado con restos
heterélogos, tales como agentes citotoxicos, etiquetas, farmacos u otros agentes terapéuticos, unidos
covalentemente o no, bien directamente o mediante el uso de agentes de acoplamiento o conectores. El agente
citotoxico incluye agente quimioterapéutico, toxina (por ejemplo, una toxina enzimaticamente activa de origen
bacteriano, fungico, de plantas o de animales, o fragmentos de ésta) o un is6topo radiactivo (es decir, un
radioconjugado).

Las toxinas enzimaticamente activas y fragmentos de éstas que pueden usarse incluyen cadena A de difteria,
fragmentos activos no de unién de la toxina de la difteria, cadena A de la exotoxina (de Pseudomonas aeruginosa),
cadena A de ricina, cadena A de abrina, cadena A de modecina, alfa-sarcina, proteinas de Aleutites fordii, proteinas
de diantina, proteinas de Phytolaca americana (PAPI, PAPII y PAP-S), inhibidor de momordica charantia, curcina,
crotina, inhibidor de sapaonaria officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina, enomicina, y los
tricotecenos. Estan disponibles varios radionuclidos para la produccion de anticuerpos radioconjugados. Los
ejemplos incluyen 2'?Bi, ™", *'In, Py y "**Re.
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El anticuerpo puede conjugarse con un "receptor" (tal como estreptavidina) para la utilizacion en el
predireccionamiento tumoral en el que el conjugado anticuerpo-receptor se administra al paciente, seguido de la
eliminacion del conjugado no unido de la circulacion usando un agente de aclaramiento y después la administracion
de un "ligando" (por ejemplo, avidina) que esta conjugado con un agente citotdxico (por ejemplo, un radionucledétido).

Ademas, los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de la presente descripcion pueden PEGilarse usando métodos
de la técnica y descritos en la presente memoria. Los anticuerpos descritos en la presente memoria también pueden
formularse como inmunoliposomas. Los liposomas con tiempo de circulacién incrementado se describen en la
Patente U.S. No. 5.013.556.

La descripcion también se refiere a "fragmentos de anticuerpo" que comprenden una parte de un anticuerpo intacto,
preferiblemente la regién de union al antigeno o variable del anticuerpo intacto. Los ejemplos de fragmentos de
anticuerpo incluyen fragmentos Fab, Fab', F(ab')2 y Fv, fragmentos bivalentes; anticuerpos lineales; moléculas de
anticuerpo de cadena Uunica; fragmentos monovalentes; fragmentos bivalentes, fragmentos monovalentes
camelizados; anticuerpos con un Unico dominio y anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de
anticuerpo.

"Fv" es el minimo fragmento de anticuerpo que contiene un sitio completo de reconocimiento del antigeno y union.
Esta region consiste en un dimero de un dominio variable de cadena pesada y uno de cadena ligera en asociacion
firme no covalente. Es en esta configuracion cuando las tres CDR de cada dominio variable interactuan para definir
un sitio de unién a antigeno en la superficie del dimero VH-VL. Colectivamente, las seis CDR confieren especificidad
de unién a antigeno al anticuerpo. Sin embargo, incluso un Unico dominio variable (o la mitad de un Fv que
comprende sélo las tres CDR especificas para un antigeno) tiene la capacidad de reconocer y unirse al antigeno.

El fragmento Fab también contiene el dominio constante de la cadena ligera y el primer dominio constante (CH1) de
la cadena pesada. Los fragmentos Fab se diferencian de los fragmentos Fab' por la adicién de unos pocos residuos
en el extremo carboxi del dominio CH1 de la cadena pesada incluyendo una o mas cisteinas de la region bisagra del
anticuerpo. Fab'-SH es la designacion en la presente memoria para Fab' en el que el o los residuos de cisteina de
los dominios constantes presentan un grupo tiol libre. Los fragmentos de anticuerpo F(ab')2 se produjeron
originalmente como pares de fragmentos Fab' que tienen cisteinas bisagra entre ellos. También se conocen otros
acoplamientos quimicos de fragmentos de anticuerpo. Las "cadenas ligeras" de los anticuerpos (inmunoglobulinas)
de cualquier especie de vertebrados pueden asignarse a uno de los dos tipos claramente distintos, denominados
kappa y lambda, tomando como base las secuencias de aminoacidos de sus dominios constantes.

Las "moléculas de anticuerpo de cadena unica" son fragmentos de un anticuerpo que comprenden los dominios VH
y VL de dicho anticuerpo, en el que estos dominios estan presentes en una uUnica cadena polipeptidica.
Preferiblemente, el polipéptido Fv comprende ademas un conector polipeptidico entre los dominios VH y VL que
permite que la molécula de anticuerpo de cadena unica forme la estructura deseada par la unién al antigeno.

El término "fragmentos divalentes" se refiere a pequefios fragmentos de anticuerpo con dos sitios de unién al
antigeno, dichos fragmentos comprenden un dominio variable de cadena pesada (VH) conectado a un dominio
variable de cadena ligera (VL) en la misma cadena polipeptidica (VH-VL). Usando un conector que es demasiado
corto para permitir el emparejamiento entre los dos dominios en la misma cadena, se fuerza a los dominios a
emparejarse con los dominios complementarios de otra cadena y crear dos sitios de uniéon al antigeno. Los
fragmentos divalentes se describen mas completamente, por ejemplo, en EP 404.097; WO 93/11161.

El término "fragmento monovalente" tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a una molécula de unién al
antigeno con un dominio variable de cadena pesada y ningun dominio variable de cadena ligera. Un fragmento
monovalente puede unirse a un antigeno en ausencia de cadenas ligeras y tipicamente tiene tres regiones CDR
designadas CDRH1, CDRH2 y CDRH3. Un fragmento monovalente IgG de cadena pesada tiene dos moléculas de
union a antigeno de cadena pesada conectadas por un puente disulfuro. EI dominio variable de la cadena pesada
comprende una o mas regiones CDR, preferiblemente una region CDRH3.

Un "anticuerpo camelizado" se refiere a un fragmento monovalente o parte de unién a antigeno de éste obtenido de
una fuente animal de la familia de los camélidos, incluyendo animales con pies con dos dedos y plantas coriaceas.
Los animales de la familia de los camélidos incluyen camellos, llamas y alpacas. Se ha indicado que los camellos
(Camelus dromedarius y Camelus bactrianus) carecen frecuentemente de los dominios variables de la cadena ligera
cuando se analiza material semejante a IgG de su suero, lo que sugiere que puede obtenerse una especificidad y
afinidad de anticuerpo suficiente de los dominios VH (tres bucles CDR) solo.

También se incluyen en la descripcidn anticuerpos con un Unico dominio. Los anticuerpos con un Unico dominio,
también denominados anticuerpos d con un unico dominio o dAb, son las unidades de unién funcionales mas
pequefias de los anticuerpos, correspondiendo a las regiones variables de las cadenas pesadas (VH) o ligeras (VL)
de los anticuerpos humanos. Los anticuerpos con un unico dominio tienen un peso molecular de aproximadamente
13 kDa o menos de un décimo el tamafio de un anticuerpo completo. A diferencia de los anticuerpos
convencionales, los anticuerpos con un unico dominio se expresan bien en sistemas de células bacterianas, de
levadura y de mamifero. Ademas, muchos anticuerpos con un unico dominio son altamente estables y retienen la
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actividad incluso cuando se someten a condiciones duras, tales como liofilizacion o desnaturalizacion por calor lo
que les hace susceptibles para un amplio rango de condiciones de formulacion farmacéutica y procesos de
fabricacion.

Las proteinas de la invencidon pueden proporcionarse en formas mas o menos purificadas. Los ejemplos muestran
cémo clonar los acidos nucleicos necesarios para expresar Evasina-3 recombinante, cémo purificar Evasina-3
recombinante o natural usando la afinidad para quimioquinas CXC y tecnologias cromatograficas y como seleccionar
las células que expresan apropiadamente esta proteina mediante ensayos para detectar las actividades de unién a
quimioquinas CXC, en particular las actividades de unién a CXCLS.

En particular, la purificacion de los antagonistas naturales, sintéticos o recombinantes de la invencion puede
realizarse por uno cualquiera de los métodos conocidos para este proposito, es decir, cualquier procedimiento
convencional que implica extraccién, precipitacion, cromatografia, electroforesis o semejantes. Un procedimiento de
purificacion adicional que puede usarse preferentemente para purificar la proteina de la invencion es cromatografia
de afinidad usando anticuerpos monoclonales o grupos de afinidad, que se unen a la proteina diana y que se
producen e inmovilizan en una matriz de gel contenida en una columna. Las preparaciones impuras que contienen
las proteinas se pasan a través de la columna. La proteina se unird a la columna por heparina o por el anticuerpo
especifico mientras que las impurezas pasaran a través de ella. Después de lavar, la proteina se eluye del gen por
un cambio del pH o de la fuerza idnica. Alternativamente, puede usarse HPLC (Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion). La elucion puede realizarse usando un disolvente basado en agua-acetonitrilo empleado comunmente
para la purificacion de proteinas. Las preparaciones purificadas de las proteinas de la invencion, tal y como se usa
en la presente memoria, se refiere a las preparaciones que son al menos 1% (en peso seco) y preferiblemente al
menos 5% de dichas proteinas.

Otro aspecto de la presente invencidén es una composicién farmacéutica que comprende un polipéptido Evasina-3
como se ha definido anteriormente (en la forma de proteinas y sus formas alternativas descritas anteriormente) como
ingrediente activo y un diluyente o vehiculo adecuado.

Otro aspecto de la presente descripcidon es una composicion farmacéutica que comprende una molécula de acido
nucleico que codifica un polipéptido Evasina-3 como se ha definido anteriormente o un vector o célula huésped
recombinante correspondiente y un diluyente o vehiculo adecuado.

Un aspecto adicional de esta invencidon se refiere al uso de un polipéptido Evasina-3 como se ha definido
anteriormente para la fabricaciéon de un medicamento ara usarse en la regulacién de una respuesta inmune en un
sujeto.

Estas composiciones pueden usarse como medicamentos, en particular, para regular una respuesta inmune o
inflamatoria en un mamifero y, mas particularmente, como compuestos anti-inflamatorios.

En general, dada la implicacién de las quimioquinas CXC en muchos trastornos humanos y veterinarios, las
proteinas de unién a quimioquinas CXC de la invencién pueden usarse como antagonistas de las quimioquinas CXC
para el tratamiento o prevencién de trastornos relacionados con quimioquinas CXC en animales. Una lista no
exhaustiva de trastornos relacionados con quimioquinas CXC incluye: enfermedades inflamatorias, enfermedades
autoinmunes, enfermedades inmunes, infecciones, enfermedades alérgicas, enfermedades cardiovasculares,
enfermedades metabdlicas, enfermedades gastrointestinales, enfermedades neuroldgicas, sepsia, enfermedades
relacionadas con el rechazo de trasplantes o enfermedades fibréticas. Los ejemplos no limitativos de estas
enfermedades son los siguientes: artritis, artritis reumatoide (AR), artritis psoriatica, psoriasis, artritis reumatoide,
restenosis, sepsia, osteoartritis, lupus eritematoso sistémico (SLE), esclerosis sistémica, escleroderma, polimiositis,
glomerulonefritis, fibrosis, enfermedades alérgicas o de hipersensibilidad, dermatitis, asma, enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (COPD), enfermedad inflamatoria del intestino (IBD), enfermedad de Crohn, fibromas, colitis
ulcerosa, esclerosis multiple, choque séptico, infeccién viral, cancer, endometriosis, trasplante, enfermedad de injerto
frente a huésped (GVHD), lesién por reperfusion cardiaca y renal y aterosclerosis.

En particular, las proteinas de uniéon a quimioquinas CXC de la invencion pueden usarse para el tratamiento o
prevencién de la psoriasis.

Las proteinas de la invencién pueden usarse como ingredientes activos en la fabricacion de composiciones
farmacéuticas para regular una respuesta inmune o inflamatoria en un mamifero, por ejemplo de composiciones anti-
inflamatorias. Alternativamente, las proteinas de la invencion pueden usarse como ingredientes activos en la
fabricacién de composiciones farmacéuticas para la vacunacion de un mamifero frente a parasitos, virus o bacterias.
El proceso para la preparacién de dichas composiciones farmacéuticas comprende combinar la Evasina-3 junto con
un diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Una composiciéon farmacéutica que contiene una proteina de la invencidon como ingrediente activo puede usarse
para unir una quimioquina CXC in vivo, bloqueando la unién de una quimioquina CXC a un receptor de la superficie
celular correspondiente y consecuentemente produciendo un efecto potencialmente terapéutico, tal como un efecto
anti-inflamatorio. Una composicion farmacéutica que contiene una proteina de la invenciéon como ingrediente activo,
también puede usarse para unir analogos de quimioquinas CXC presentes en virus, bacterias o parasitos para
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bloquear la entrada de dichos virus, bacterias o parasitos en las células. Las composiciones indicadas anteriormente
pueden comprender ademas una sustancia inmunosupresora o anti-inflamatoria adicional.

Las composiciones farmacéuticas pueden contener, en combinacién con las proteinas de la invencién como
ingrediente activo, diluyentes, vehiculos adecuados farmacéuticamente aceptables, vehiculos y aditivos
biolégicamente compatibles que son adecuados para la administracion a un animal (por ejemplo, disolucion salina
fisiolégica) y eventualmente puede comprender auxiliares (como excipientes, estabilizantes o adyuvantes) que
facilitan el procesamiento de los compuestos activos en preparaciones que pueden usarse farmacéuticamente. Las
composiciones farmacéuticas pueden formularse de cualquier manera aceptable para cumplir con las necesidades
del modo de administracion. Por ejemplo, el uso de biomateriales y otros polimeros para la administracion de
farmacos, asi como las diferentes técnicas y modelos para validar un modo especifico de administracion, se
describen en la bibliografia (Luo B y Prestwich GD, 2001; Cleland JL et al., 2001).

"Farmacéuticamente aceptable" se pretende que englobe cualquier vehiculo, que no interfiere con la eficacia de la
actividad bioldgica del ingrediente activo y que no es téxico para el huésped al que se administra. Por ejemplo, para
la administracion parenteral, los ingredientes activos anteriores pueden formularse en forma de dosificacion unitaria
para inyeccion en vehiculos tales como disolucion salina, disolucion de dextrosa, albumina de suero y disolucion de
Ringer. Los vehiculos también pueden seleccionarse de almidén, celulosa, talco, glucosa, lactosa, sacarosa,
gelatina, malta, arroz, harina, tiza, gel de silice, estearato de magnesio, estearato de sodio, monoestearato de
glicerol, cloruro de sodio, leche en polvo desnatada, glicerol, propilen glicol, agua, etanol, y los distintos aceites,
incluyendo los de origen petrolifero, animal, vegetal o sintético (aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite mineral,
aceite de sésamo).

Puede usarse cualquier modo de administracion aceptado y determinado por los expertos en la técnica para
establecer los niveles en sangre deseados de los ingredientes activos. Por ejemplo, la administracion puede ser por
varias rutas parenterales tales como ruta subcutanea, intravenosa, intradérmica, intramuscular, intraperitoneal,
intranasal, transdérmica, rectal, oral o bucal. Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion también
pueden administrarse en formas de dosificacion de liberacion sostenida o controlada, incluyendo inyecciones de
liberacion lenta, bombas osmoéticas, y semejantes, para la administracion prolongada del polipéptido a una velocidad
predeterminada, preferiblemente en formas de dosificacién unitarias adecuadas para la administraciéon Unica de
dosificaciones precisas.

La administracion parenteral puede ser por inyecciéon de bolo o por perfusién gradual en el tiempo. Las
preparaciones para administracién parenteral incluyen disoluciones estériles acuosas o no acuosas, suspensiones y
emulsiones, que pueden contener agentes auxiliares o excipientes conocidos en la técnica, y pueden prepararse
segun métodos rutinarios. Ademas, puede administrarse la suspension de los compuestos activos como
suspensiones apropiadas de inyeccion aceitosa. Los disolventes o vehiculos lipofilicos adecuados incluyen aceites
grasos, por ejemplo, aceite de sésamo o ésteres de acidos grasos sintéticos, por ejemplo, aceite de sésamo o
ésteres de acidos grasos sintéticos, por ejemplo, oleato de etilo o triglicéridos. Las suspensiones de inyeccion
acuosas que pueden contener sustancias que incrementan la viscosidad de la suspension incluyen, por ejemplo,
carboximetil celulosa soédica, sorbitol, y/o dextrano. Opcionalmente, la suspensiéon también puede contener
estabilizantes. Las composiciones farmacéuticas incluyen disoluciones adecuadas para la administracion por
inyeccion y contienen de aproximadamente 0,01 a 99,99 por ciento, preferiblemente de aproximadamente 20 a 75
por ciento de compuesto activo junto con el excipiente.

Se entiende que la dosificacion administrada dependera de la edad, sexo, salud y peso del receptor, tipo de
tratamiento concurrente, si existe, frecuencia del tratamiento y de la naturaleza del efecto deseado. La dosificacion
se personalizara al sujeto individual, como entiende y puede determinar el experto en la técnica. La dosis total
requerida para cada tratamiento puede administrarse por multiples dosis 0 en una Unica dosis. La composicion
farmacéutica de la presente invencion puede administrarse sola o conjuntamente con otros terapéuticos dirigidos a
la afeccion o dirigidos a otros sintomas de la afeccién. Habitualmente una dosificacion diaria del ingrediente activo
esta comprendida entre 0,01 a 100 miligramos por kilogramo de peso corporal por dia. Ordinariamente, 1 a 40
miligramos por kilogramo por dia proporcionados en dosis divididas o en forma de liberacion sostenida es eficaz para
obtener los resultados deseados. Las segundas o posteriores administraciones pueden realizarse a una dosificacion,
que es la misma, menor que 0 mayor que la dosis inicial o previa administrada al individuo.

Otro aspecto de la descripcion es el uso de una proteina codificada por un ADN de la invencién como un
medicamento, en particular en la preparacion de una composicion para regular una respuesta inmune o inflamatoria
en un mamifero.

Aspectos adicionales de la descripcion son métodos para inmunizar un animal frente a un ectoparasito que se
alimenta de sangre o para regular una respuesta inmune o inflamatoria en un animal que lo necesite, que
comprende administrar a dicho animal una proteina de la invencién durante un tiempo y bajo condiciones suficientes
para regular dicha respuesta inmune.

Otro aspecto de la descripcion es un método para tratar o prevenir enfermedades relacionadas con quimioquinas
CXC que comprenden la administracion de una cantidad eficaz de los compuestos de la presente invencion.
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Una "cantidad eficaz" se refiere a una cantidad de los ingredientes activos que es suficiente para afectar el curso y la
gravedad de la enfermedad, dando lugar a la reduccién o remision de dicha patologia. La cantidad eficaz dependera
de la ruta de administracion y de la condicion del paciente.

La expresion "enfermedades relacionadas con las quimioquinas CXC" indica cualquier enfermedad debida a una
produccién excesiva o incontrolada de quimioquinas CXC, que da lugar a una infiltracion masiva de
monocitos/macrofagos/neutrofilos/células T y en la que la administracién de Evasina-3 puede proporcionar un efecto
beneficioso. Una lista no exhaustiva de dichas enfermedades cronicas, agudas o heredadas se ha proporcionado
anteriormente.

Las aplicaciones terapéuticas de los antagonistas de las quimioquinas CXC de la invenciéon y de los reactivos
relacionados puede evaluarse (en términos de seguridad, farmacocinética y eficacia) mediante ensayos in vivo o in
vitro usando células, tejidos y modelos de mamifero (Coleman R et al., 2001; Li A, 2001; Methods Mol. Biol. vol. 138,
"Chemokines Protocols", editado por Proudfoot A et al., Humana Press Inc., 2000; Methods Enzymol. vol. 287 y 288,
Academic Press, 1997). Una lista no limitativa de los ensayos incluye: movilizacion de calcio, desgranulacion,
regulacion al alza de citoquinas pro-inflamatorias, regulacién al alza de proteasas, inhibicion del reclutamiento celular
in vitro e in vivo.

Aspectos adicionales de la descripciéon son kits de ensayo que contiene cualquiera de los compuestos descritos en
asociacion con las proteinas de unién a quimioquinas CXC de la invencion. Por ejemplo, un kit para detectar una
quimiogquina CXC o un analogo, una proteina de unién a quimioquinas CXC o un receptor, la interaccion de
quimioquinas CXC y una proteina de unién a quimioquinas CXC o antagonistas o agonistas de dicha interaccion,
comprendiendo un reactivo de deteccién y al menos un compuesto seleccionado del grupo que consiste en:

a) Una molécula de acido nucleico (por ejemplo, un ADN);

b) Un oligonucledtido;

¢) Una proteina; y

d) Un anticuerpo;

obtenido de la proteina de union a quimioquinas CXC de la invencion.

Estos kits pueden usarse en métodos aplicables in vitro o in vivo en los que una muestra se pone en contacto con
uno de estos compuestos, que puede estar marcado o inmovilizado en un soporte sélido.

La presente invencién se ha descrito con referencia a las realizaciones especificas, pero el contenido de la
descripcion comprende todas las modificaciones y sustituciones, que puede realizar un experto en la técnica sin
extenderse mas alla del significado y propésito de las reivindicaciones.

La invencion se describira ahora mediante los Ejemplos siguientes, que no debe considerarse que limitan de
ninguna forma la presente invencion. Los Ejemplos se referiran a las Figuras especificadas aqui mas adelante.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Cribado de la biblioteca de ADNc de Rhipicephalus sanguineus para Actividades de Unién a
Quimioquinas CXC y Clonacién de Evasina-3

Materiales y métodos

b. Construccién de la biblioteca de ADNc de Rhipicephalus sanguineus y del plasmido control que expresa vCCl

Se recogieron glandulas salivares de 100 garrapatas adultas (Rhipicephalus sanguineus) y se almacenaron
inmediatamente en disolucién helada RNAIlater™ (Ambion) hasta su uso posterior. El ARN total se extrajo usando el
método TRIzol™ (Invitrogen) segun las instrucciones del fabricante. La biblioteca de ADNc se construyé en el vector
fagémido ATriplEX2 usando el kit de construccion de bibliotecas de ADNc SMART (Clontech). Los ADNc se
fraccionaron por tamafio con una columna ChromaSpin 400 (Clontech) segun las instrucciones del fabricante antes
de la ligacion en el vector. El tamafio de los insertos de ADNc clonados en la biblioteca varié de aproximadamente
0,6 kb a 1,5 kb y la frecuencia de los insertos fue aproximadamente 80%.

Los insertos de ADNc de la biblioteca de ADNc de la glandula salivar de Rhipicephalus sanguineus en pTriplEX2 se
escindio con la enzima de restriccion Sfil y se subcloné en el vector de expresion de células de mamiferos pEXP-lib
(Clontech). El vector pEXP-Lib contiene un casete de expresion que comprende el promotor/amplificador inmediato
temprano principal de citomegalovirus (CMV) humano seguido de un sitio de clonacién multiple; un sitio de entrada
de ribosomas interno (IRES) del virus de la encefalomiocarditis (ECMV); un gen que codifica resistencia a
puromicina (puromicin-N-acetil-transferasa); y la sefial de poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovina. El
sitio de clonacion mudltiple contiene dos sitios distintos Sfi | (Sfi IA y Sfi IB, que se diferencian en sus secuencias
interpalindrémicas), que permite la subclonacion direccional de los insertos de ADNc del vector pTriplEX2 en pEXPII.
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La proteina control vCCI (NCBI No. Reg. CAC05575; SEQ ID NO: 1) se expreso por clonacion del ADNc que codifica
la proteina (NCBI No. Reg. AJ277111; SEQ ID NO: 2) en pEXP-lib como se ha descrito anteriormente para generar
pEXP-lib vCCI.

c. Cribado de la biblioteca usando sobrenadantes de células HEK293

Se mantuvieron células de rifidn embrionario humano 293 (células HEK293; ATCC No. Cat. CRC-1573) en DMEM-
F12 Nut Mix, 10% suero de ternera fetal inactivado con calor, 2 mM L-Glutamina, 100 unidades/ml de disolucion de
penicilina-estreptomicina.

Los plasmidos pEXP-lib que expresan la biblioteca de ADNc de Rhipicephalus sanguineus se agruparon en grupos
que se transfectaron en células HEK293 usando un kit de transfeccion GenePorter2 (Gene Therapy Systems) segun
el protocolo del fabricante. El plasmido pEXP-lib que expresa la proteina control vCClI se transfecté en HEK293 de la
misma manera.

El medio de cultivo de las células HEK293 transfectadas se recogié de las células crecidas en medio completo
después de tres dias de cultivo. EI medio condicionado se centrifugd para eliminar los restos celulares y el
sobrenadante se us6 en un ensayo de entrecruzamiento.

Para los ensayos de entrecruzamiento, las muestras de medio condicionado se transfirieron a una placa de 96
pocillos (Costar). Se afiadié una quimioquina CC radiomarcada (125I-CXCL8/IL-8) a una concentracién final de 0,23
nM a 50 pul de cada muestra de sobrenadante y se incubé con agitacion durante 1 hora a temperatura ambiente. Se
transfirid una alicuota de 25 ul de cada pocillo a un nuevo pocillo que contenia 5 ul de 25 mM BS3 (reactivo de
entrecruzamiento) y se incubé mas durante 1 hora con agitacion. Después de este tiempo, se afiadieron 5 pl de 10X
tampon de muestra (125 mM Tris base, pH 6,8, que contenia 10% SDS, 5 mM EDTA, 20% glicerol, 0,2% p/p de azul
de bromofenol, 1 M DTT) a cada pocillo para parar la reacciéon de entrecruzamiento. Las muestras se hirvieron
durante 5 minutos y se sometieron a electroforesis en un gel de Bis-Tris SDS-poliacrilamida 10% (Invitrogen
NuPAGE, no. de catalogo NP0301BOX). Después de la electroforesis, el gel se sell6 en envoltura Saran™ y se
expuso a una pantalla de almacenamiento de phosphoimager tipo K (Biorad) durante 3 a 16 horas. Las pantallas de
imagen se escanearon a una resolucion de 100 um usando un phosphoimager Biorad Personal FX.

Resultados

Se ha mostrado que la saliva de la garrapata Rhipicephalus sanguineus contiene actividades inmunomoduladoras,
tales como supresion de la produccion de IgG y de citoquinas (Matsumoto K et al., 2003) o la proliferaciéon de las
células T (Ferreira BR y Silva JS, 1998) pero no actividades dirigidas especificamente a quimioquinas CC o CXC.
Sin embargo, la actividad de unién a quimioquinas se ha detectado en la saliva de otras especies de garrapata
(Hajnicka et al., 2005).

Con el fin de detectar una actividad de unién a quimioquinas CXC en Rhipicephalus sanguineus a nivel de secuencia
de ADN/proteina se generd una biblioteca de ADNc de las glandulas salivares de Rhipicephalus sanguineus. Los
grupos de los ADNc de esta biblioteca se usaron para transfectar células de mamifero (HEK293).

En este sistema, los ADNc que codifican proteinas secretadas se expresan por las células HEK293 y se secretan en
el medio de cultivo. Los sobrenadantes;meden ensayarse directamente, en un ensayo de entrecruzamiento usando
una quimioquina CXC radiomarcada (12 [-CXCLS8/IL-8). La adicién del reactivo de entrecruzamiento a la quimioquina
CXC radiomarcada/ proteina de unién a quimioquina CXC estabiliza el complejo proteico por unién de las dos
moléculas covalentemente. ElI complejo resultante puede identificarse por electroforesis en gel de SDS-
poliacrilamida (SDS-PAGE) y posterior autorradiografia como un desplazamiento de la banda del peso molecular de
la quimioquina nativa al peso molecular del complejo. Este método de entrecruzamiento es altamente sensible ya
que pueden detectarse cantidades de nanogramo de proteina.

Como control positivo, el medio condicionado de las células HEK transfectadas con vCCl se ensayd en paralelo.
Como control negativo, se us6 el medio condicionado de células HEK293 transfectadas en falso. Los grupos de
ADNCc que proporcionaron una sefial positiva en el ensayo de entrecruzamiento se sometieron a ciclos sucesivos de
cribado y deconvolucién hasta que pudo identificarse un unico ADNc transfectado como responsable de la actividad
de unién a quimioquinas CXC. El ADNc resultante se denominé Evasina-3 (Fig. 1).

El ADNc que codifica Evasina-3 (SEQ ID NO: 3) contiene un Marco de Lectura Abierto (ORF; SEQ ID NO: 4) que
codifica una proteina de 92 aminoacidos (SEQ ID NO: 5). Se predice que la secuencia de la proteina contiene una
secuencia de péptido sefal (residuos 1-26), que cuando se escinde genera una proteina madura de 66 aminoacidos
(SEQ ID NO: 6). La Evasina-3 no tiene una homologia significativa con ninguna proteina conocida.

Las caracteristicas adicionales de la Evasina-3 son 2 sitios potenciales de glicosilacion (en Asparagina 51 y 82,
segun la numeracion de la proteina completa) y una serie de Cisteinas que pueden emparejarse para formar
puentes disulfuro (residuos 48, 52, 59, 63, 65 y 76, segun la numeracién de al proteina completa).
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Ejemplo 2: Purificacion y caracterizacion de la Evasina-3 expresada en sobrenadante del cultivo de células
HEK293 EBNA como una proteina recombinante etiquetada con 6His

Materiales y métodos

a. Suclonacion del ADNc de Evasina-3 en los vectores de expresion pDEST8 y pEAK12d usando el proceso de
clonacién Gateway ™

La primera etapa del proceso de clonacion Gateway implica una reaccion de PCR de dos etapas (PCR1 y PCR2)
que genera el ORF de la Evasina-3 flanqueado en el extremo 5' por un sitio de recombinacion attB1 y secuencia
Kozak y flanqueado en el extremo 3' por una secuencia que codifica una etiqueta de 6 Histidinas (6His) en marco, un
codon de parada y el sitio de recombinacion attB2 (ADNc compatible con Gateway; Fig. 2). La reaccién de PCR 1
(en un volumen final de 50 pl) contiene: 2 ul (50 ng) de pEXP-Lib-Evasina-3, 3 pul dNTP (5 mM), 5 ul de 10X tampdn
de polimerasa Pfx, 1 ul MgSQO4 (50 mM), 1,5 ul de cada cebador especifico de gen (10 uM) (evasina3 PCR1F (SEQ
ID NO: 7) y evasina3 PCR1R; SEQ ID NO: 8) y 0,5 ul de ADN pollmerasa Platinum Pfx (Invitrogen). La 12 reaccion
de PCR se realiz6 usando una etapa inicial de desnaturalizacion de 95°C durante 2 minutos, seguida de 10 ciclos de
94°C durante 30 s; 48°C durante 30 s y 68°C durante 1 min 30 s; y un ciclo de espera de 4°C Los productos de la
amplificacion se purificaron directamente usando el Kit de Purificacion de PCR QIlAquick (QIAGEN). El producto de
PCR se eluyo6 en 50 ul de tampon EB (10 mM Tris-HCI, pH 8,5) segun las instrucciones del fabricante.

La segunda reaccién de PCR (en un volumen final de 50 pl) contenia 10 ul de producto de PCR1 purificado, 3 pl
dNTP (5 mM), 10 pl de 10X tampdn de polimerasa Pfx, 1 ul de MgSO4 (50 mM), 1,5 ul de cada cebador de
conversion Gateway (10 uM) (evasina3 PCR2F, SEQ ID NO: 9) y evasina3 PCR2 R; SEQ ID NO 10) y 0,5 ul de
ADN polimerasa Pfx Platinum. Las cond|0|ones para la segunda reacciéon de PCR fueron: 95°C durante 1 min; 4
ciclos de 94°C durante 15 segundos, 50°C durante 30 segundos y 68°C durante 2 min; 20 ciclos de 94°C durante 15
segundos, 55°C durante 30 segundos y 68 °C durante 1 min; y un ciclo de espera a 4 °C. Los productos de PCR
resultantes se visualizaron en un gel de agarosa 1,5% en 1 X tampdn TAE (Invitrogen) y se purificd una banda que
migraba a la masa molecular predicha (430 pb) del gel usando el Kit de Extraccion del Gel QlAquick (QIAGEN) y se
eluyo en 50 ul Tampon EB segun las instrucciones del fabricante.

La segunda etapa del proceso de clonacion Gateway implica la subclonaciéon del producto de PCR modificado
Gateway en el vector de entrada Gateway pDONR221. Cinco pl del producto PCR2 purificado se incubaron con 1,5
ul del vector pDONR221 (0,1 ug/ul), 2 pl de tampédn BP y 1,5 ul de mezcla de enzimas clonasa BP (Invitrogen) en un
volumen final de 10 pul a temperatura ambiente durante 1 hora. La reaccién se pard por adicion de 1 pl de proteinasa
K (2 pg/ul) y se incubd a 37°C durante 10 min mas. Una alicuota de esta reaccion (1 ul) se usé para transformar
células E. coli DH10B por electroporacion como sigue: una alicuota de 20 ul de células DH10B electrocompetentes
(Invitrogen) se descongeld en hielo y se afadio 1 ul de la mezcla de reaccién BP. La mezcla se transfirié a una
cubeta de electroporacion helada de 0,1 cm y las células se electroporaron usando un Gen-Pulser™ de BioRad
segun el protocolo del fabricante. Se afiadié medio SOC (1 ml) que se habia precalentado a temperatura ambiente
inmediatamente después de la electroporacion. La mezcla se transfirié a un tubo con tapa a presion de 15 ml y se
incubo, con agitacion (220 rpm) durante 1 hora a 37°C. Las alicuotas de la mezcla de transformacion (10 ply 100 pl)
se sembraron en placas en placas de caldo L (LB) que contenian kanamicina (40 ug/ml) y se incubaron toda la
noche a 37°C.

Se preparé ADN de plasmido mini-prep a partir de cultivos de 5 ml de 4 de las colonias resistentes a kanamicina
resultantes usando el sistema roboético Qiaprep Turbo 9600 (Qiagen). EI ADN plasmidico (200-500 ng) se sometid a
secuenciacion de ADN con los cebadores 21M13 y M13Rev usando el sistema BigDyeTerminator (Applied
Biosystems no. de cat. 4336919) segun las instrucciones del fabricante. Las reacciones de secuenciacion se
purificaron usando placas de lavado Montage SEQ 96 (Millipore no. de cat. LSKS09624) y se analizaron en un
secuenciador de ADN 3700 de Applied Biosystems.

El eluato de plasmido (1,5 ul o aproximadamente 100 ng) de uno de los clones, que contenia la secuencia correcta
(PDONR221_Evasina-3-HIS, Fig. 3A) se usd en reacciones de recombinacién que contenian 1,5 pl del vector
pDEST8 o del vector pEAK12d (0,1 png/ul), 2 ul de tampédn LR y 1,5 pl de clonasa LR (Invitrogen) en un volumen final
de 10 pl. Las mezclas se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora. Las reacciones se pararon por adicion
de Proteinasa K (2 pg) y se incubaron a 37°C durante 10 minutos mas. Una alicuota de cada reaccién (1 pl) se uso6
para transformar células de E. coli DH10B por electroporacion como sigue: una alicuota de 20 pl de células DH10B
electrocompetentes (Invitrogen) se descongeld en hielo y se afiadié 1 ul de la mezcla de reaccion LR. La mezcla se
transfirid a una cubeta de electroporacion helada de 0,1 cm y las células se electroporaron usando un Gen-Pulser™
de BioRad segun el protocolo recomendado por el fabricante. Se afiadi®¢ medio SOC (1 ml) que se habia
precalentado a temperatura ambiente inmediatamente después de la electroporacion. La mezcla se transfirié a un
tubo con tapa a presion de 15 ml y se incubd, con agitacion (220 rpm) durante 1 hora a 37°C. Las alicuotas de la
mezcla de transformacion (10 ul y 100 ul) se sembraron en placas en placas de caldo L (LB) que contenian
ampicilina (100 ug/ml) y se incubaron toda la noche a 37°C.
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Se preparé ADN de plasmido mini-prep a partir de cultivos de 5 ml inoculados con 6 de las colonias resistentes a
ampicilina resultantes subclonadas en cada vector usando un Robot 8000 Qiaprep Bio (Qiagen). EI ADN plasmidico
(200-500 ng) en el vector pEAK12d se sometié a secuenciacion de ADN con los cebadores pEAK12F (SEQ ID NO:
11) y pEAK12R (SEQ ID NO: 12). De manera similar, el ADN plasmidico (200-500 ng) en el vector pDEST8 se
sometié a secuenciacion de ADN con los cebadores pDEST8F (SEQ ID NO: 13) y pDEST8R (SEQ ID NO: 14) como
se ha descrito anteriormente.

El ADN plasmidico maxi-prep se preparé a partir de un cultivo de 500 ml de los clones con la secuencia verificada
(PEAK12d_Evasina-3-HIS y pDEST8_Evasina-3-HIS) (Fig 3C y 3B, respectivamente) usando el Kit Qiagen Plasmido
MEGA (QIAGEN) segun las instrucciones del fabricante. El ADN plasmidico se resuspendio a una concentracion de
1 ug/ul en agua esteéril (6 10 mM Tris-HCI pH 8,5) y se almacend a -20°C.

Las secuencias de los cebadores usados en las diferentes etapas de sub/clonacion se resumen en la Tabla Ill.

b. Insercién de una etiqueta 6His en el C terminal de la secuencia ORF del plasmido pEXPIlI-evasina3 usando el Kit
de Mutagénesis Dirigida a Sitio QuikChange Il (Stratagene)

La primera etapa del proceso de mutagénesis dirigida a sitio implica una reaccién de PCR que genera un plasmido
mutado con el ORF de Evasina-3 flanqueado en el extremo 3' por una secuencia que codifica una etiqueta de 6
Histidinas (6His) en marco. La reaccién de PCR (en un volumen final de 50 pl) contiene: 1 pl (50 ng) de plasmido
pEXP-Lib-Evasina-3, 1 ul de mezcla de dNTP, 5 ul de 10X tampén de reaccion, 2 ul de cada cebador especifico de
gen (62,5 uM) (evasina3-6HisF y evasina3-6HisR; SEQ ID NO: 19 y 20) y 1 ul de ADN polimerasa Pfu Ultra HF
segun las instrucciones del fabricante. La reaccién de PCR se realizé usando una etapa de desnaturalizacion inicial
de 95°C durante 30 s, seg;uido de 18 ciclos de 95°C durante 30 S; 55°C durante 1 minuto y 68°C durante 5 min 30 S;
y un ciclo de espera de 4°C.

La segunda etapa del proceso de mutagénesis dirigida a sitio implica el tratamiento del producto de PCR con la
endonucleasa Dpn1, especifica para ADN metilado y hemimetilado, para digerir el ADN plasmidico metilado parental
y para seleccionar ADN recién sintetizado que contiene mutacion. El producto de PCR se incubé con 1 ul de enzima
de restriccién Dpn1 (10U/ul) a 37°C durante 1 hora, segun las instrucciones del fabricante.

Una alicuota de la reaccion de digestion de restriccién con Dpn1 (1 pl) se us6 para transformar células de E. coli XL-
1 blue por choque con calor como sigue: un alicuota de 50 ul de células XL-1blue competentes (Stratagene) se
descongel6 en hielo y se afiadié 1 ul de la mezcla de reaccién Dpn 1. La mezcla se incubd en hielo durante 30 min y
las células se sometieron a choque con calor a 42°C durante 45 s. Después las células se transfirieron a un bafio de
hielo durante 2 min. Se afiadié medio NZY (0,5 ml) que se habia precalentado hasta 42°C. La mezcla se transfirio a
un a un tubo con tapa a presiéon de 15 ml y se incubd, con agitacion (220 rpm) durante 1 hora a 37°C. Las alicuotas
de la mezcla de transformacién (250 nul) se sembraron en placas en placas de caldo L (LB) que contenian ampicilina
(100 ug/ml) y se incubaron toda la noche a 37°C.

Se prepard6 ADN de plasmido mini-prep a partir de cultivos de 5 ml de 4 de las colonias resultantes usando un
sistema robdtico Qiaprep Turbo 9600 (Qiagen). EI ADN plasmidico (200-500 ng) se sometid a secuenciacion de
ADN con un cebador T7 (SEQ ID NO: 16) usando el sistema BigDyeTerminator (Applied Biosystems no. de cat.
4336919) segun las instrucciones del fabricante. Las reacciones de secuenciacion se purificaron usando placas de
lavado Montage SEQ 96 (Millipore no. de cat. LSKS09624) y se analizaron en un secuenciador de ADN 3700 de
Applied Biosystems.

El ADN plasmidico maxi-prep se prepard a partir de un cultivo de 500 ml del clén con la secuencia verificada
(pEXPII_Evasina-3-HIS) (Fig. 3D) usando el Kit Qiagen Plasmido MEGA (QIAGEN) segun las instrucciones del
fabricante. El ADN plasmidico se resuspendi6 a una concentracién de 1 ug/ul en agua estéril (6 10 mM Tris-HCI pH
8,5) y se almaceno a -20°C.

Las secuencias de los cebadores usados en las diferentes etapas de sub/clonacion se resumen en la Tabla 1.
c. Purificacién de Evasina-3-HIS recombinante expresada en células HEK293

450 ml 6 250 ml del sobrenadante del cultivo celular de células HEK293-EBNA se recogié 6 dias después de la
transfeccion con pEAK12d-Evasina-3-HIS o con pEXPIlIEvasina-3-HIS y se diluyé con 2 volimenes de 50 mM
tampodn de fosfato de sodio pH 7,5 que contiene 0,6 M NaCl y 8,7% (vol/vol) de glicerol. La muestra se filtré a través
de un filtro de membrana de 0,22 um, se cargd a 20 ml/min a 4°C en una columna de afinidad de quelatos de metal
PORUS 20 MC de 4 ml (PerSeptive Biosystem) cargada con iones Ni** con una disolucién de 100 mM Ni(11)SO4
(Fluka, ref 72280) usando un sistema Vision Workstation (PerSeptive Biosystem). ElI material unido no
especificamente se elimind lavando la columna a 20 ml/min con 28 volumenes de columna (CV) de 50 mM tampdn
de fosfato de sodio pH 7,5 que contenia 0,6 M NaCl, 8,7% glicerol (No. de Catalogo: 49781; Fluka) y 20 mM imidazol
(Fluka, ref 56749). La columna se eluyé en fracciones de 2,7 ml con 5,5 CV de 50 mM tampén de fosfato de sodio
pH 7,5 que contenia 0,6 M NaCl, 8,7% glicerol y 400 mM imidazol (No. de Catalogo: 56749; Fluka) a 2,0 ml/min. El
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pico de proteina eluido se desald por cromatografia de exclusiéon por tamafo usando una columna Sefadex G-25 de
20 ml (Pharmacia) eluida en fracciones de 2,7 ml con 1 CV de PBS que contenia 20% de glicerol.

Las fracciones que contenian Evasina-3-HIS se juntaron y se dializaron frente a 5 litros de 50 mM bicarbonato de
amonio pH 8,0 durante 16 h y se liofilizaron usando un liofilizador movil 12EL (Virtis) y se resuspendieron en 100 pl
de agua estéril. El grupo concentrado se sometié a cromatografia de exclusién por tamafio como segunda etapa de
purificacion. En una columna SX200 10/300 GL (volumen de lecho de 25 ml; No. de catalogo: 17-5175-01;
Amersham Biosciences) que se equilibré en primer lugar en 50 mM bicarbonato de amonio, se inyectaron 200 pl de
la Evasina-3-HIS diluida con 1 volumen de 50 mM bicarbonato de amonio. La proteina se eluyd en fracciones de 0,5
ml cada una a 2,5 ml/min. Las fracciones que contenian la proteina Evasina-3-HIS se juntaron, se liofilizaron, se
alicuotaron y se almacenaron a -80°C.

d. Analisis de transferencia Western, SDS-PAGE, entrecruzamiento y cromatografia de exclusién por tamafo de
Evasina-3-HIS recombinante

Para los analisis por transferencia Western los eluatos de la columna se diluyeron 1:3 con 3x ampdn de muestra
(Azul de bromofenol con 125 mM Tris-HCI pH 6,8 que contenia 20% Glicerol, 10% SDS, 5 mM EDTA y 100 mM
DTT) y se hirvieron a 95°C durante 5 minutos. Las muestras y un estandar de peso molecular etiquetado con HIS
(No. de Catalogo: LC5606; Invitrogen) se sometieron a electroforesis en un gel Bis-Tris 10% que se corrié en tampén
MES a 200 V durante 35 min. Las proteinas sometidas a electroforesis se electro-transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa de 0,45 um (No. de Catalogo: LC2001; Invitrogen) en tampo6n de transferencia (39 mM glicina, 48 mM
Tris base y 20% metanol, pH 8,3) durante 1 hora a temperatura ambiente, usando una corriente constante de 290
mA. La membrana se bloqueé incubando en 20 ml de disolucién de bloqueo (0,1% Tween 20, 5% leche en polvo en
PBS) durante 1 hora a temperatura ambiente en una plataforma giratoria. La membrana se incub6 en 15 ml de la
disolucion que contenia el anticuerpo primario anti-etiqueta de histidina (diluido 1:1.000 en 0,1% Tween 20, 2,5%
leche en polvo en PBS) durante 2 horas a temperatura ambiente con agitacién. Los anticuerpos primarios usados
fueron His-sonda H-15 (sc-803; Santa Cruz Biotechnology) o His-sonda G-18 (sc-804; Santa Cruz Biotechnology). La
membrana se lavo con tampdn de lavado (0,1% Tween 20 en PBS) y se lavé con 3 cambios de tampdn de lavado
(10 minutos cada uno). La membrana se incubd en anticuerpo secundario conjugado con HRP (diluido 1:3.000 en
PBS con 0,1% Tween 20, 2,5% leche en polvo) durante 2 horas a temperatura ambiente con agitacion. La
membrana se lavd de nuevo como se ha descrito previamente. Finalmente, la membrana se secé y la tincion del
anticuerpo se visualizé usando el kit de Deteccion de Reactivos de Transferencia Western ECL™ (no. de Catalogo:
RPN2106; Amersham Pharmacia), segun las instrucciones del fabricante.

Para el analisis por SDS-PAGE, los eluatos de la columna se diluyeron 1:1 con 2x tampon de muestra (Invitrogen)
que contenia 100 mM DTT y se hirvieron durante 5 minutos. Las muestras y un estandar de peso molecular
(Benchmark Protein Ladder; Invitrogen) se sometieron a electroforesis en un gel Bis-Tris 10% que se corrié en
tampon MES a 200 V durante 35 min. Las proteinas sometidas a electroforesis se tifieron usando Simply Blue
SafeStain (Invitrogen) segun las instrucciones del fabricante: el gel se lavo tres veces con agua destilada durante 5
min, se tiflo durante 1 hora a temperatura ambiente y se lavd con agua durante 1 hora.

Para los experimentos de entrecruzamiento, las células HEK293 se transfectaron con pEAK12d-Evasina-3-6His.
Después de 6 dias, 50 pl del sobrenadante del cultivo se transfirieron a una placa de 96 pocillos (Costar). Se afiadié
bien una ?°I-quimioquina-CC (**°I-CCL5/RANTES, '®|-CCL11/eotaxina, CCL2/'®I-MCP-1, '®-CCL17/TARC o '®I-
CCL27/CTACK) una '®l-quimioquina-CXC ('®I-CXCL8/IL-8, '*°|-CXCL1/Gro-alfa o '®I-CXCL19/IP-10) o una
citoquina (**°I-IL-1 0 "®I-IL-2) a una concentracion final de 0,23 nM y se incub6 con agitacion durante 1 hora a
temperatura ambiente. Una alicuota de 25 ul de cada pocillo se transfirié a un nuevo pocillo que contenia 5 pl de 25
mM BS3 (reactivo de entrecruzamiento) y se incubé mas durante 1 hora con agitacion y la reaccion se par6 por la
adicion de 5 ul de 10X tampdn de muestra (125 mM Tris base, pH 6,8, que contenia 10% SDS, 5 mM EDTA, 20%
glicerol, 0,2% p/p azul de bromofenol, 1 M DTT). Las muestras se hirvieron durante 5 minutos y se sometieron a
electroforesis en un gel de poliacrilamida Bis-Tris SDS 10% (Invitrogen NuPAGE, no. de catalogo NP0301BOX),
Después de la electroforesis el gel se selld en envoltura Saran™ y se expuso a una pantalla de almacenamiento de
phosphoimager de tipo K (Biorad) durante 3 a 16 horas. Las pantallas de imagen se escanearon a una resolucion de
100 um usando un phosphoimager Personal FX de Biorad.

Para el ensayo de comfeticién, se uso el mismo protocolo que para el experimento de entrecruzamiento descrito
anteriormente usando °I-CXCL8/IL-8 con la adicion de un exceso de 500 veces de CXCL8/IL-8 o CXCL1/Gro-alfa
sin marcar.

La cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) se realiz6 con Evasina-3-6His recombinante y CXCL8/IL-8
suspendida a 1 mg/ml en PBS. Se mezclaron 100 pg (100 pl) de Evasina-3-6His en una proporcién 1:1 con 100 ug
(100 pl) de CXCLS/IL-8 y se incubd durante 1 h a temperatura ambiente para permitir la formaciéon del complejo:
Evasina-3-6His-CXCL8/IL-8. Después, se aplicaron 200 pg (200 pl) de CXCL8/IL-8, 200 ug (200 ul) de Evasina-3-
6His recombinante 6 200 pg (200 ul) del complejo a una columna Superdex 75 10/300 GL (volumen 23,56 ml,
Invitrogen) previamente equilibrada en 1xPBS sobre 1,5 CV. la columna se calibré previamente con azul de dextrano
(2.000 kDa), tiroglobulina (669 kDa), ferritina (440 kDa), BSA (67 kDa), ovoalbumina (43 kDa), ribonucleasa A (13,7
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kDa) y citocromo C (13,6 kDa). La columna se eluyd sobre 1,5 CV con 1xPBS y las fracciones correspondientes al
pico se analizaron por SDS-PAGE con tincion de plata. Para el analisis por SDS-PAGE, las muestras se diluyeron
3:1 con 4x tampon de muestra (Invitrogen) que contenia 100 mM DTT y se hirvieron durante 5 minutos. Las
muestras y un estandar de peso molecular (Benchmark Protein Ladder; Invitrogen) se sometieron a electroforesis en
un gel Bis-Tris 10% que se corrié en tampon MES a 200 V durante 35 min. Las proteinas sometidas a electroforesis
se tifieron usando el kit SiverQuest (Invitrogen) segun las instrucciones del fabricante. El gel se fij6 con una
disolucion de 40% etanol y 10% acido acético, se lavé con una disolucion de 30% etanol, se sensibilizé con una
disolucion de 30% etanol y 10% de sensibilizador, se lavé dos veces con agua y se tifid con una disolucion de 1% de
tincion, se lavé con agua, se revelé con una disolucién de 10% de revelador y se paré con la adicion de 10% de
parada.

Resultados

Con el fin de producir evasina 3 recombinante, el ORF se subcloné con o sin una secuencia de etiqueta 6HIS en el
extremo 3' del ORF en el vector de expresion de células de mamifero pEAK12d o el vector de expresion en células
de insecto (pDEST12.2) usando el sistema de clonacién Gateway. Ademas, la construccion original
pEXP_lib_evasina_3 se muté por mutagénesis dirigida a sitio para introducir una secuencia de etiqueta 6HIS en el
extremo 3' del ORF para la expresién en células HEK293. La Evasina-3-HIS recombinante se purificé de
sobrenadantes de células HEK293 EBNA transfectadas con pEAK12d-Evasina-3-6His o sobrenadantes de células
HEK293 EBNA transfectadas con pEXPII-Evasina-3-6His usando cromatografia de afinidad con Ni2* seguido de
cromatografia de exclusién por tamafo. La tincidon con azul de Coomassie de un gel de SDS-PAGE en el que se
habia cargado la proteina purificada sugiere que la Evasina-3-6HIS se expresé y purific6 como una mezcla de
diferentes formas modificadas después de la traduccién, posiblemente por glicosilacion como se muestra para otra
proteina de garrapata expresada en células de insecto (Alarcon-Chaidez FJ et al., 2003), De hecho, la proteina
aparece como una banda difusa, con un peso molecular medio de aproximadamente 20-30 Kd para la proteina
recombinante expresada en HEK293 (Fig. 4).

La presencia de la Evasina-3-6HIS recombinante durante las diferentes etapas de purificacion de HEK293 se siguio
por transferencia Western con anti-etiqueta histidina como anticuerpos primarios. El N terminal de la secuencia
purificada, madura se ha secuenciado, confirmando que la secuencia LVSTIESRTS forma el extremo N terminal del
80% de la proteina madura con glicosilacion en los residuos S y T y que la secuencia VSTIESRTSA forma el
extremo N terminal del 20% de la proteina madura sin la presencia de glicosilacion.

La actividad de unién a quimioquinas CXC de la Evasina-3-6HIS purificada se comparé con la actividad observada
usando el control positivo (la proteina de unioén a quimioquinas CC viral vCCl) usando el ensayo de entrecruzamiento
usado inicialmente para caracterizar la actividad en la saliva de garrapata de Rhipicephalus sanguineus.

En el analisis por SDS-PAGE, la quimioquina CXC libre CXCL8/IL-8 marcada con '%| migra como una banda de 8
kDa (Fig. 4, Carril 2). Cuando se afiade el agente de entrecruzamiento, una parte de la radiactividad se retiene en un
complejo proteico que tiene un peso molecular de 28-40 kDa, en la muestra que contiene Evasina-3 recombinante
(Fig. 4, Carril 3). La banda correspondiente al complejo formado entre la proteina vCC1 y 125|.CCL2/MCP-1 usado
como control para el experimento de entrecruzamiento migra aproximadamente a 45 kDa (Fig. 4, Carril 1). Dado que
el peso molecular del polipéptido Evasina-3 maduro (66 aminoacidos) es 7.005 Da, la proteina recombinante parece
ser activa cuando se expresa en células huésped eucariotas cuando se modifica después de la traduccion. Estas
modificaciones pueden ser responsables de hasta 20-30 kDa (como sugiere también la tincion con azul de
Coomassie en la Fig. 6) y son debidas probablemente a glicosilacion alternativa.

La selectividad de la Evasina-3 recombinante se ensayd en primer lugar en un ensayo de competicidon para
entrecruzamiento con '?°I-CXCLB8/IL-8. Tanto CXCL8/IL-8 como CXCL1/Gro-alfa sin marcar causaron la desapariciéon
del complejo radiomarcado (Fig, 5, indicado con flechas), confirmando de esta manera la unién de Evasina-3
recombinante a CXCL1/Gro-alfa. Ninguna de las demas quimioquinas ensayadas causé la desaparicion del complejo
radiomarcado (Fig. 5).

La selectividad se ensay6 adicionalmente usando Evasina-1 recombinante purificada en un ensayo de
entrecruzamiento usando diferentes 125I-quimioquinas-CC, quimioquinas CXC vy citoquinas (Fig. 7). Como para el
entrecruzamiento descrito anteriormente, una banda entre 28-40 kDa (indicada con una flecha) correspondiente al
complejo es visible cuando se afiade 2% cXCL8/IL-8 (Fig. 7, carril 7). Una banda con una intensidad menor
(indicada con una flecha que migra) en el mismo tamafio también es visible cuando se entrecruza con 125
CXCL1/Gro-alfa, lo que indica que la Evasina-3 recombinante también es capaz de formar un complejo con esta
quimioquina CXC (Fig. 7, carril 2). En el caso de otras 125I-protel’nas ensayadas, no es visible la formacién de ningun
complejo en el gel. De nuevo, vCC1 incubado con '2%|_MCP-1 se us6 como control positivo (Fig. 7, carril 1, indicado
con una flecha).

Por lo tanto, puede concluirse que la Evasina-3 es una nueva proteina que tiene propiedades de union a
quimioquinas CXC, inhibiendo de esta manera la accion de la quimioquinas.
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Ejemplo 3: Purificacion y validacién de la Evasina-3 expresada en Escherichia coli.

Materiales y métodos

a. Subclonacién del ADNc de Evasina-3 en el vector de expresion pET30a.

La primera etapa del proceso de clonaciéon implica una reaccion de PCR, que genera el ORF de la Evasina-3 menos
el péptido sefial, y flanqueado en el extremo 5' por una metionina de inicio y un sitio de restriccion Ndel y flanqueado
en el extremo 3' por dos codones de parada (TAA TAA) y el sitio de restriccion Xhol (Fig. 8). La reaccién de PCR (en
un volumen final de 50 pl) contiene: 1 pl (100 ng) de plasmido pEXP-Lib-Evasina-3, 3,0 pul dNTP (5 mM), 10 ul de
10X tampon de polimerasa Pfx, 1 pl MgSO4 (50 mM), 1,5 ul de cada cebador especifico de gen (10 uM) (5'Ndel-
eva3_ecoli SEQ ID NO: 21; 3'Xhol-eva3_ecoli SEQ ID NO: 22) (tabla IV), y 0,5 ul ADN pollmerasa Platinum Pfx
(Invitrogen). La reaccion de PCR se realiz6 usando una etapa inicial de desnaturalizacion de 95°C durante 4
minutos, seguida de 30 ciclos de 95°C durante 30 s; 55°C durante 30 s y 68°C durante 1 min; y un ciclo de espera de
4°C. El producto de PCR resultante se visualizé en un gel de agarosa 1,5% en tampén 1 X TAE (Invitrogen) y la
banda que migraba a la masa molecular predicha (321 pb) se purificé del gel usando el Sistema de Purificacion de
ADN Preps PCR Wizard (Promega) y se eluy6 en 50 ul de agua estéril segun las instrucciones del fabricante.

La segunda etapa del proceso de clonacion implica la digestion del producto de PCR modificado usando las enzimas
de restriccion Ndel y Xhol seguido de ligacion en el vector pET30a. Cinco pl del producto de PCR purificado se
incubaron con 1,0 ul de Ndel (50.000 u/ml, BioLabs), 1 ul de Xhol (50.000 u/ml, BioLabs), 6 ul de 100x tampdn
NED2 (BioLabs) y 0,6 ul de 100x BSA (BioLabs) en un volumen final de 60 pl a 37°C durante 16 horas. La mezcla de
reaccion se visualizd en un gel de agarosa 1,5% que se corrio en tampon 1 x TAE (Invitrogen) y la banda que
migraba a la masa molecular predicha (320 pb) se purificé del gel usando el Sistema de Purificacion de ADN Preps
PCR Wizard (Promega) y se eluyé en 50 ul de agua estéril segun las instrucciones del fabricante. El inserto
purificado se ligd en el vector pET30a que se habia desfosforilado previamente y digerido con las enzimas de
restriccion Ndel y Xhol como sigue: 15 ul de producto purificado de la digestidon se incubaron con 3 ul del vector
pET30a (150 ng), 1 ul de ligasa T4 (400.000 u/ml, BioLabs) y 2,2 ul tampén T4 10x (BioLabs) en un volumen final de
22 ul a temperatura ambiente durante 4 horas.

Una alicuota de esta reaccion (1 pl) se usé para transformar células de E. coli DH10B por electroporaciéon como
sigue: una alicuota de 25 pl de células DH10B electrocompetentes (Invitrogen) se descongel6 en hielo y se afadio 1
ul de la mezcla de reaccion BP. La mezcla se transfirié a una cubeta de electroporacién helada de 0,1 cm y las
células se electroporaron usando un Gen-Pulser™ de BioRad segun el protocolo recomendado por el fabricante. Se
afadio medio SOC (0,5 ml) que se habia precalentado a temperatura ambiente inmediatamente después de la
electroporacion. La mezcla se transfirié a un tubo con tapa a presion de 15 ml y se incubd, con agitacion (220 rpm)
durante 1 hora a 37°C. Las alicuotas de la mezcla de transformacion (10 ul y 50 pl) se sembraron en placas en
placas de caldo L (LB) que contenian kanamicina (40 ug/ml) y se incubaron toda la noche a 37°C.

Se preparé6 ADN de plasmido mini-prep a partir de cultivos de 5 ml de 6 de las colonias resultantes usando un
sistema robotico Qiaprep Turbo 9600 (Qiagen). EI ADN plasmidico (150-200 ng) se sometié a secuenciacién de ADN
con los cebadores T7 (SEQ ID NO: 23) y pRSET-R (SEQ ID NO: 24) (tabla V) usando el sistema BigDyeTerminator
(Applied Biosystems no. de cat. 4336919) segun las instrucciones del fabricante. Las reacciones de secuenciacion
se purificaron usando placas de lavado Montage SEQ 96 (Millipore no. de cat. LSKS09624) y se analizaron en un
secuenciador 3700 de Applied Biosystems.

El ADN plasmidico (1 ul 6 100 ng) de uno de los clones, que contenia la secuencia correcta (pET30a-Evasina-3) se
uso6 para transformar células de E. coli BL21D3 por choque con calor como sigue: una alicuota de 20 pl de células
BL21DE3 (Novagen) se descongeld en hielo en un tubo eppendorf de 1,5 ml, se afiadid 1 ul del plasmido y la mezcla
se incub6é 5 min en hielo. Las células se sometieron a choque con calor 30 seg en un bafio de agua a 42 °c y se
pusieron en hielo durante 2 min. Después de la adicién de 80 pul de medio SOC a temperatura ambiente, las células
se incubaron a 37°C durante 1 hora con agitacion y alicuotas de la mezcla de transformacion (20 pl y 80 pl) se
sembraron en placas en placas de caldo L (LB) que contenian kanamicina (40 pg/ml) y se incubaron toda la noche a
37°C. Una colonia resistente a kanamicina se eligié para la expresion de Evasina-3. La verificacion de la expresion
de la proteina en la cepa de E.coli transformada se ensayé inoculando una unica colonia resistente a kanamicina en
un matraz erlenmeyer que contenia 50 ml de caldo de Luria-Bertani (LB), 40 ug/ml kanamicina. Cuando el cultivo
alcanzé una D.O. de 0,6 unidades, se afiadieron 0,5 mM IPTG (Isopropil-B-D-tiogalactésido) y se incubd durante 3 h
mas. El clon que proporcioné el mejor nivel de expresion después de la inducciéon con IPTG se uso para generar un
cultivo de 100 ml que se inoculd en primer lugar en un fermentador de 5 L con medio a pH 7 que contenia glicerol
como la fuente de carbono, sulfato de amonio como la fuente de nitrégeno, extracto de levadura, fosfato, sales,
oligoelementos, antiespumante y 40 ug/l de kanamicina y se fermenté a 37°C. Se mantuvo el CO;, al 30% con una
velocidad de flujo de aire constante de 2,5 I/min y velocidad de flujo de O, que vari6 entre 0-5 L/min y una velocidad
de agitacion de 1.000-2.000 rpm. La expresion de la proteina se indujo a una DO de 20-30 con 1 mM IPTG. Las
células se recogieron 3 h después de la induccién a una DO de 30-40. El peso hiumedo de las células obtenido fue
200-300 g correspondiente a un peso seco de células de 10-20 g/L.
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b. Purificacion de Evasina-3 recombinante expresada en E. coli.

El sedimento de células de E. coli (250 g) se recogié 3 horas después de la induccién con IPTG de una fermentacion
de 5 L. El sedimento se suspension en 1,25 L de tampdn de ruptura de células (50 mM Trs-HCI pH 8,5, que contenia
2 mM MgCl,, mezcla completa de inhibidores de proteasa sin EDTA (1 pastilla/50 ml de tampdn, Roche) y 20 mg/I de
ADNasa). Las células se rompieron mediante un paso a través de una Prensa de French (Sistema de Disrupcion
Celular Constante) a 1,7 kPa y la disolucion se centrifugé durante 2 horas a 27.500 x g (13.000 rpm).

El pH de la fraccién citosdlica soluble se ajusté a pH 4,5 usando acido acético y se centrifugd a 100.000 x g (35.000
rpm) durante 1 hora. Después de filtrar a través de un filtro de membrana de 0,22 um, la proteina en el sobrenadante
se cuantificd usando un ensayo colorimétrico con Reactivo de Ensayo de Proteinas Plus Coomassie (PIERCE)
usando albumina como un estandar y un lector de microplacas VERSAmax (Molecular Devices) para obtener la DO
a 780 nm. El sobrenadante se cargé a 3,5 mi/min a 4°C en una columna de intercambio catiénico de Fractogel SO3”
(Amersham) equilibrada previamente en 50 mM CH3;COONa pH 4,5 usando un sistema purificador Akta (Amersham
Bioscience). El material unido no especificamente se eliminé lavando la columna a 5 ml/min con 5 voliumenes de
columna (CV) en 50 mM CH3;COONa pH 4,5. La proteina se eluy6 en fracciones de 5 ml usando un gradiente lineal
de 0-0.7 M NaCl en el mismo tampo6n con 17,5 volimenes de columna (CV).

Las fracciones que contienen Evasina-3 se juntaron y se concentraron 10 veces usando dispositivos de filtro de
centrifuga con un punto de corte de 3,5 kDa (Amicon, Millipore). El grupo concentrado se sometié a cromatografia de
exclusioén por tamafio como la segunda etapa de la purificacion. 2 ml de la disolucidon concentrada de Evasina-3 se
cargaron en una columna SX75 16/60 (volumen de lecho de 120 ml; Amersham Biosciences), equilibrada
previamente en PBS (Disolucién Salina Tamponada con Fosfato). La proteina se eluyé en fracciones de 2 ml a 2
ml/min. Las fracciones que contenian Evasina-3 se juntaron, se alicuotaron y se almacenaron a -80°C.

d. Analisis por SDS-PAGE y entrecruzamiento de la Evasina-3 recombinante

Los eluatos de la columna se diluyeron 1:1 con 2x tampon de muestra (Invitrogen) que contenian 100 mM DTT y se
hirvieron durante 5 minutos. Las muestras y un estdndar de peso molecular (Benchmark Protein Ladder; Invitrogen)
se sometieron a electroforesis en un gel Bis-Tris 10% que se corrié en tampén MES a 200 V durante 35 min. Las
proteinas sometidas a electroforesis se tifieron usando Simply Blue SafeStain (Invitrogen) segun las instrucciones
del fabricante: el gel se lavo tres veces con agua destilada durante 5 min, se tifio durante 1 hora a temperatura
ambiente y se lavd con agua durante 1 hora.

Resultados

El ORF que codifica la Evasina-3 se subcloné en un vector de expresién que permite un alto nivel de produccion en
Escherichia coli.

El plasmido que contiene el ADNc de longitud completa de Evasina-3 (pEXP-Lib_Evasina-3) se usé como molde de
PCR para generar un ORF de Evasina-3 que consiste en la secuencia codificadora de la proteina madura de la
Evasina-3 (después de la eliminacion de la secuencia predicha del péptido sefial) pero que retiene una metionina de
inicio en el extremo N terminal. EI ORF para Met-Evasina-3 (SEQ ID NO: 25) codifica una secuencia de 67
aminoacidos (SEQ ID NO: 26). El vector pET30a-Evasina-3 se proporciona en la Fig. 9.

La Evasina-3 recombinante se purificé de E. coli. La presencia de Evasina-3 recombinante durante las diferentes
etapas de la purificacidn se siguié por SDS-PAGE usando geles tefiidos con SimplyBlue SafeStain. La Evasina-3
migré con una masa molecular de 7 kDa como se confirmé por tincion de Coomassie después de SDS-PAGE (Fig.
10).

En el andlisis por SDS-PAGE, la quimioquina CXC CXCL8/IL-8 marcada con 129) migra como una banda de 8 kDa.
Cuando se afade el agente de entrecruzamiento BS3, una parte de la radiactividad se detecta en un complejo
proteico que migra a 14 kDa, que se debe a un complejo formado entre la Evasina-3 recombinante e IL-8 (Fig. 11).

Como las proteinas recombinantes producidas en E. coli generalmente no estan glicosiladas, es probable que la
glicosilacion posterior a la traduccién de Evasina-3 no sea necesaria para la unién a IL-8.

El andlisis de la proteina recombinante por espectrometria de masas por MALDI-TOF identific6 un amasa de
7.131,42 Da, que corresponde a la masa predicha de la proteina recombinante incluyendo la metionina de inicio. La
actividad no parece verse afectada por la presencia de la metionina de inicio.
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Ejemplo 4: Caracterizacion de la actividad inhibidora de Evasina-3-6His y Evasina-3 recombinante sobre
quimioquinas CXC

Materiales y métodos

Ensayo de unién al receptor.

Se us6 un ensayo de union a receptor competitivo en equilibrio para determinar las propiedades inhibidoras de
Evasina-3 en la interaccién quimioquina/receptor de quimioquina. Los experimentos de unién se realizaron usando
células CHO (células de Ovario de Hamsster Chino) que expresan de manera estable el receptor de IL-8 humano
CXCR1 (CHO/CXCR1). Las células se mantuvieron en medio D-MEM F12 (Medio de Eagle Modificado por
Dulbecco, Invitrogen no. de catalogo: 41965039) suplementado con 10% FCS (Suero de Ternera Fetal; TerraCell,
no. de catalogo: CS-C08-1000-A), 2 mM L-glutamina (Invitrogen no. de catalogo: 25030-024), 0,6 mg/ml Geneticina
(Invitrogen no. de catalogo: 11811-031) y 1% penicilina-estreptomicina ((Invitrogen no. de catalogo: 15140-148). Las
células se recogieron por centrifugacion durante 5 minutos a 230 x g, y se resuspendieron a una densidad celular de
4 x 10° células/ml en tampon 50 mM Tris/HCI pH 7,5 que contenia 1 mM CaCl;, 5 mM MgCl, y 0,5% BSA. La
Evasina-3-6His o Evasina-3 recombinante purificada de células HEK 293 o E. coli, respectivamente, se suspendié a
0,01 mg/ml en el mismo medio y se prepararon once diluciones seriada de 4 veces en un sistema de filtracion de 96
pocillos MultiScreen HTS (Millipore). Las células CHO/CXCR1 (1x105 células), 0,1 nM [125I]-IL8 (Amersham no. de
catalogo: IM249) y 25 ul de las diluciones seriadas de Evasina-3-6His o Evasina-3 recombinante se pusieron en
cada pocillo de la placa en un volumen final de 100 pl para conseguir un intervalo de concentracién final de la
proteina recombinante de 350 uM a 0,08 pM. La mezcla se incubd 4 h a temperatura ambiente con agitacién. Las
células se lavaron tres veces con tampén 50 mM Tris/HCI pH 7,5 que contenia 1 mM CaCl,, 5 mM MgCl,, 0,5% BSA
y 2 M NaCl. Se afiadié liquido de centelleo (50 pl) (Perkin EImer) a cada pocillo y la radiactividad se midié usando un
contador de centelleo 3 (Wallac). Véanse los Resultados y la Fig. 12.

b. Quimiotaxis inducida por quimioquinas CXC

Los experimentos de quimiotaxis se realizaron en neutrdfilos purificados de sangre humana obtenida del Hospital de
la Universidad de Génova. Los neutrdfilos humanos expresan de forma natural CXCR1 y CXCR2. Los neutrdfilos
humanos se purificaron en el dia del experimento como sigue: sangre de una capa leuco-plaquetaria humana se
diluyd 2x con PBS estéril y se pusieron 50 ml en un tubo conico de polipropileno. Se afadié dextrano 500
(Amersham Bioscience no. de catalogo: 17-0320-02) a la sangre (3 ml/20 ml de sangre) y se dej6 que las células
sanguineas rojas sedimentaran durante 1 h a temperatura ambiente. El sobrenadante se decanté en un tubo fresco
y se centrifugd durante 5 min a 230 x g. El sedimento celular se suspendié en 10 ml de medio RPMI 1640
(Invitrogen, no. de catalogo: 31870-025) suplementado con 2% FCS. Se pusieron cuidadosamente capas de Ficoll-
Plaque (10 ml) en la disolucion de células y se centrifugd a 345 x g a 4°C durante 30 min (sin freno). El sedimento
celular se lavé una vez con medio RPMI y se destruyeron todas las células sanguineas rojas por choque hipotonico
por la adicion de 10 ml de 0,2% NaCl durante 20 segundos. La isotonicidad se restaurd rapidamente por la adicion
de 10 ml de disolucién 1,6% NaCl. La suspension se centrifugd durante 5 minutos a 230 x g, el sobrenadante se
desech6 cuidadosamente y el sedimento celular se lavé dos veces con medio. Los neutrdfilos purificados se
suspendieron a una concentracion de 2 x 10° células/ml en medio de quimiotaxis (medio RPMI 1640 sin indicador
rojo de fenol (Invitrogen no. de catalogo: 32404-014), suplementado con 2% FCS).

La Evasina-3-6His se suspendi6é a 1,25 x 1072 mg/ml en medio de quimiotaxis y se prepararon once diluciones
seriadas de 3 veces usando medio que contenia 1 nM CXCL8/IL-8 o CXCL1/Gro-alfa. Se afiadieron alicuotas (32 pl)
de la disolucién de quimioquina diluida de manera seriada o de la disoluciéon de quimioquina-Evasina-3-6His en
triplicado a los compartimentos inferiores de una camara de quimiotaxis y se puso cuidadosamente una unidad de
filtro con un tamafo de poro de 8 um (Neuroprobe ChemoTx System, no. de catalogo: 101-8) en la parte superior del
compartimento inferior. La suspension celular de neutrdfilos (20 pl) se anadié al compartimento superior de la
camara de quimiotaxis (unidad del filiro) y el ensamblaje se incub6 durante 2 horas a 37°C en un incubador
humidificado con 5% COs.

Después de 2 h, se quitdé cuidadosamente la tapa de la camara de quimiotaxis y se desechd. Se puso una placa con
embudo de 96 pocillos (Neuroprobe ChemoTx System, no. de catalogo: FP1) al revés en la parte superior del
compartimento inferior de la camara de quimiotaxis. Se puso una placa de matriz negra (Vitaris no. de catalogo:
3915) al revés en la parte superior de la placa con embudo y se dio la vuelta al ensamblaje camara de
quimiotaxis/placa con embudo/ placa de matriz negra. El medio en el compartimento inferior de la camara de
quimiotaxis se transfirié a la placa de matriz negra por centrifugacion durante 2 minutos a 700 x g. La placa de matriz
negra que contenia las células que habian migrado se sell6 y se almacendé congelada durante 2 horas a -80°C. El
numero de células que habia migrado al compartimento inferior de la camara de quimiotaxis se determind
indirectamente usando el kit del ensayo de proliferacion celular CyQUANT (Molecular Probes no. de catalogo:
C7026) como sigue: la placa negra se descongeld y las células se resuspendieron inmediatamente y completamente
en 200 pl de tampodn de lisis celular que contenia el agente de tincion proporcionado en el kit, segun las
instrucciones del fabricante. La fluorescencia se midié en un lector de placas Wallac Victor usando longitudes de
onda de excitacion/emision de 480 nm/520 nm. Véanse los Resultados y la Fig. 13.
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c. Analisis de unién por resonancia de plasmon superficial (SPR)

La Resonancia de Plasmon Superficial (SPR) se us6 para medir directamente la afinidad y la cinética de la unién de
quimioquina CXC por Evasina-3-6His o Evasina-3. La Evasina-3-6His o Evasina-3 se suspendieron a 20 ug/ml en
tampon 10 mM acetato de sodio pH 4,5 o pH 4 (Biacore) respectivamente y se inmovilizaron directamente en un chip
CM4 (Biacore) por una quimica de acoplamiento de amina estandar con el kit de acoplamiento de Amina Biacore
(Biacore) para alcanzar un nivel de 200-300 unidades de respuesta (RU) usando un sistema Biacore3000. Se
prepard una célula blanco como un control con el acoplamiento quimico sin proteina afiadida. Los experimentos se
realizaron a 25°C y 30 pl/min usando tampén de corrida HBS-P (0,01 M HEPES pH 7,4, 0,15 M NaCl y 0,005%
tensioactivo P20) (Biacore). Para todos los experimentos de unién, las quimioquinas se suspendieron a 0,5 ug/ml en
tampon de corrida y se filtraron a través de un filiro de 0,22 um. El tiempo de inyeccion fue 3 min seguido de un
tiempo de disociacion de 2,5 min después de la inyeccion. El chip se regeneré usando tampén 50 mM Glicina, pH 2
durante 30 s. Para cada experimento, las quimioquinas se inyectaron en ftriplicado en orden aleatorio. Para los
experimentos de cinética, se prepararon 6 diluciones de CXCL1/Gro-alfa, CXCL8/IL-8, CXCL1/KC murina y
CXCL2/MIP-2 murina de 0,1 pg/ml a 6 ng/ml en tampdn de corrida, se filtraron a través de un filtro de 0,22 uym y se
inyectaron sobre las células de flujo experimentales y blanco. El tiempo de inyeccién fue 3 min seguido de un tiempo
de disociacion de 15 min y el chip se regener6 usando tampén 50 mM Glicina, pH 2 durante 30 s. De nuevo, cada
dilucién de quimioquina se inyecto en triplicado en un orden aleatorio.

Para el analisis, los sensogramas de la célula blanco, ademas de los sensogramas obtenidos con el tampdn de
corrida solo, se restaron de la union para eliminar el ruido del sistema. Para la cinética, los valores de asociacion (ka)
y de disociacién (kq) se determinaron simultaneamente por el ajuste global de los sensogramas para un intervalo
entero de concentraciones de quimioquina segun el modelo de ajuste de langmiur. Las constantes de disociacién en
equilibrio aparentes (kq) se determinaron a partir de los valores cinéticos medios con la ecuacion: Kq¢= Ka/ka. Véanse
los Resultados y las Figuras 14, 15y 16.

d Inhibicion del reclutamiento de neutrdfilos mediado por quimioquinas in vivo

Se proporcioné a ratones Evasina-3 a dosis que variaban de 0,01 a 100 pg/raton o vehiculo (disolucion salina) por
via subcutanea (s.c.) 45 minutos antes de la administracion de 30 ng de KC (CXCL1 murina) en la articulacion de la
rodilla derecha de ratones C57BI6. Después de 4 horas, los ratones se sacrificaron y se contd el nimero total de
leucocitos infiltrantes (los neutréfilos comprenden mas del 95% de estas células) en una camara de Neubauer. Los
recuentos diferenciales se realizaron en portas citospin tefiidos. Hubo 3-4 animales en cada grupo experimental.
Véanse los Resultados y la Fig. 17.

Resultados

Las propiedades de unioén a quimioquinas CXC de la Evasina-3-6His y de la Evasina-3 se estudiaron en un ensayo
de unién a receptor, un ensayo de migracion celular inducida por quimioquinas CXC y por Resonancia de Plasmén
Superficial.

El ensayo de unién a receptor demostré que la Evasina-3 expresada en células de mamifero (células HEK293) como
una proteina etiquetada con 6His o en una sistema de expresion procariota (E. coli) fue capaz de inhibir la unién de
IL-8 yodada a su receptor CXCR1, con valores de Clso de 1y 20 nM, respectivamente (Fig. 12).

La Evasina-3 (Evasina-3-6His producida en células HEK) también fue capaz de inhibir la quimiotaxis de neutrdfilos
inducida por IL-8 y Gro-alfa con valores de Clsg de 16 y 20 nM, respectivamente (Fig. 13).

El analisis por SPR mostré que la Evasina-3 producida en células de mamifero o en E. coli es altamente selectiva
para la unién de CXCLS8/IL-8, CXCL1/Gro-alfa, CXCL1/KC murina y CXCL2/MIP-2 murina. Ninguna proteina
recombinante fue capa de unir ofras quimioquinas ensayadas; CCL5/RANTES, CX3CL1/Fractalquina,
CCL11/ecotaxina, CCL3/MIP-1-alfa, CCL4/MIP-beta, CCL18/PARC, CCL2/MCP-1 y CXCL12/SDF-1-alfa (Fig. 14). Los
parametros de afinidad (Kq) y cinéticos determinados por SPR (Figs 15 y 16) para Evasina-3-6His y Evasina-3 se
muestran en la Tabla V.

La actividad inhibidora de Evasina-1 se demostré ademas por su capacidad de inhibir el reclutamiento de neutréfilos
inducido por la administracion del quimioatrayente de neutréfilos murino, KC, a dosis que varian de 0,01-100
ug/ratén (Fig. 17).

Por lo tanto, puede concluirse que la Evasina-3 es una nueva proteina de unién a quimioquinas CXC que podria
tener como diana el reclutamiento de neutrdfilos. Esta proteina puede ser aplicada de manera util en la medicina
humana como un compuesto anti-inflamatorio, asi como en problemas de indicaciones médicas y veterinarias
relacionadas con los efectos parasiticos de las garrapatas, incluyendo los agentes infecciosos transmitidos por las
garrapatas. Las moléculas basadas en las proteinas de la invencidon y que interfieren con la funcién de dichas
proteinas, podrian interrumpir el ciclo de vida de la garrapata, controlar los ectoparasitos y sus patdégenos o reducir
la capacidad de las garrapatas para transmitir organismos causantes de enfermedades.
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TABLA |

L Aminoacido | Grupo Sinonimo Grupos Sinonimos Mas Preferidos
Ser iGly, Ala, Ser, Thr, Pro Thr, Ser
Arg Asn, Lys, Gin, Arg, His Arg, Lys, His
Leu Phe, lle, Val, Leu, Met lle, Val, Leu, Met
Pro iGly, Ala, Ser, Thr, Pro Pro
Thr F_?,iy, Ala, Ser, Thr, Pro | Thr, Ser
Ala Gly, Thr, Pro, Ala, Ser Gly, Ala
Val Met, Phe, lle, Leu, Val Met, lle, Val, Leu
Gly Ala, Thr, Pro, Ser, Gly Gly, Ala '
lle Phe, lle, Val, Leu, Met lle, Val, Leu, Met
Phe ITrp, Phe, Tyr Tyr, Phe:
Tyr rp, Phe, Tyr Phe, Tyr
Cys  [Ser, Thr, Cys Cys
His lAsn, Lys, Gln, Arg, His Arg, Lys, His
Gin Glu, Asn, Asp, Gln Asn, Gln
Asn lu, Asn, Asp, Gln Asn, Gin
Lys Asn, Lys, Gin, Arg, His Arg, Lys, His
Asp lu, Asn, Asp, Gin Asp, Glu
Glu Glu, Asn, Asp, Gln Asp, Glu
Met Phe, lle, Val, Leu, Met lle, "ul"al_, Leu, Met
Trp Trp, Phe,Tyr Trp

29




ES 2379192713

TABLA I

Aminoacido -

Grupo Sindénimo

~ Ser D-Ser, Thr, D-Thr, allo-Thr, Met, D-Met, Met(O), D-Met{O), L-Cys, D-

Cys _

Arg D-Arg, Lys, D-Lys, homo-Arg, D-homo-Arg, Met, lle, D-.Met, D-lle,
Orn, D-Orn

Leu D-Leu, Val, D-Val, AdaA, AdaG, Leu, D-Leu, Met, D-Met

Pro D-Pro, L-I-thioazolidine-4-carboxylic acid, D-or L-1-oxazolidine-4-
carboxylic acid

Thr D-Thr, Ser, D-Ser, allo-Thr, Met,D-Met, Mei(0), D-Met(O), Val, D-
Val

Ala D-Ala, Gly, Aib, B-Ala, Acp, L-Cys, D-Cys

Val D-Val, Leu, D-Leu, llg, D-lle, Met, D-Met, AdaA, AdaG

Gly Ala, D-Ala, Pro, D-Pro, Aib, .beta.-Ala, Acp

Ilé D-lle, Val, D-Val, AdaA, AdaG, Leu, D-Leu, Met, D-Met

Phe D-Phe, Tyr, D-Thr, L-Dopa, His, D-His, Trp, D-Trp, Trans-3,4, or 5-
|;‘rh|r.1.r:1,|'Iprt:rlim-a1 AdaA, AdaG, cis-3,4, or 5-phenylproline, Bpa, D-Bpa

Tyr D-Tyr, Phe, D-Phe, L-Dopa, His, D-His

Cys D-Cys, 5—~Me—Cys, Met, D-Met, Thr, D-Thr

Gin D-GlIn, Asn, D-Asn, Glu, D-Glu, Asp, D-Asp

Asn D-Asn, Asp, D-Asp, Glu, D-Glu, Gin, D-GIn

Lys D-Lys, Arg, D-Arg, homo-Arg, D-homo-Arg, Met, D-Met, lle, D-lie,
Om, D-Orn |

Asp D-Asp, D-Asn, Asn, Glu, D-Glu, Gin, D-GIn

Glu D-Glu, D-Asp, Asp, Asn, D-Asn, Gin, D-GIn

Met

D-Met, S—Me-—Cys, lle, D-lle, Leu, D-Leu, Val, D-Val
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Tabla I

Secuencia (33

Cebador

Evasina3

FCR1F GCAGGCTTCGCCACCATGGTGTCGATGMGACAAC

Evasina3 - _

FCR1R TGATGGTGATGGTGACGCCTTACAACTGGTGGTTC

Evasina3 | GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGCCAC

PCR2F _

Evasina3 | GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTCAATGGTGATGGTGATGGTGA |
PCR2ZR

pEAK12F | GCCAGCTTGGCACTTGATGT

PEAK12R | GATGGAGGTGGACGTGTCAG

pDESTEF | TCTTCTACGGCAAGGTGCTG

PDESTBR | AAGCAAGTAAAACCTGTACA

Evasina3-

6HisF ACCAGTTGTAAGGCGTCACCATCACCATCACCATTAAGGAGATGACCTAC
Evasina3- '

BHisR TAGGTCATCTCCTTAATGGTGATGGTGATGGTGACGCCTTACAACTGGTG
T7F TAAT&CG&CTCACTATAGGG

Secuencia subrayada = secuencia Kozak

Negrita = Codoén de inicio/Coddén de parada

Secuencia en italica = Etiqueta His

Tabla IV
Cebador Secuencia (5°-3)
5'Ndel- ' o
evad ecoli GGAATTCCATATGCTTGTTTCAACTATTG
3 Xhol-
evald ecoli CGCTCGAGTTATTAACGCCTTACAACTGGTGGTTC
17 TAATACGACTCACTATAGGG
PRSET-R

TGGCAGCAGCCAACTCAGCTT

Negrita = Codon de inicio

Italica = Codén de parada
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Tahla V
Evasina36His — Evasinad
3 (1/Ms) d(15s) ] _dM) | a(1/Ms) d (1/5) d (nM)
CXCLB/IL-8 B.26 x10°_| 1.78 X107 | 022 | 6.03x10° | 3.20 x10~ 0.53
CXCLA/Gro- 260x10° | 117 x10° | 045 | 2.23x10° | 2.69 x10° 1.21
E:I':r:iﬁ“c 226x10° | 1.2x10° | 534 |514x10° | 2.35x10? 4.56
mﬁﬁ’“'” 143x10° | 2.55x10* | 018 | 1.05x10° | 8.78x10* | 0.84
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Asp Gly Asn Thr val Asn Ala Arg Leu Ser Ser val Ser Pro Met Tyr
115 120 125

Gly Ile Glu Ser Pro Ala Ile Thr His Glu Glu Ala Leu Ala Met Ile
130 135 140

Asn Asp Cys Ala val Ser Ile Asn Ile Lys Cys Ser Glu Glu Glu Lys
145 150 155 160

Asp Ser Asn Ile Lys Thr His Pro val Leu Gly Ser Asn Ile Ser His
165 170 175

Lys Lys Val Arg Tyr Glu Asp Ile Ile Gly Ser Thr Ile val Asp Ile
180 185 190

Lys Cys val Lys Asp Leu Glu Phe Ser val Arg Ile Gly Asp Met Cys
195 200 205

Lys Glu Ala ser Glu Leu Glu val Lys Asp Gly Phe Lys Tyr Ile Asp
210 215 220

GTg ser val ser Glu Gly Ala Thr Asp Asp Thr Ser Leu Ile Asp Ser
22 230 235 240

Thr Lys Leu Lys Ala Cys val

245
<210> 2
<211> 744
<212> ADN
<213> Virus Ectromelia
<400> 2
atgaaacaat atatcgtcct ggcatgcata tgcctggcgg cagctgctat ccctaccagt 60
cttcagcaat cattcgcatc ctcgtgtacg gaagaagaaa acaaccatca tatgggaatc 120
gatgttatta tcaaagtcac caagcaagac caaacaccga ctaatgataa gatttgtcaa 180

tcagtaaccg aagttacaga gtctgaagac gatggggtat ccgaagaagt cgtaaaagga 240

gatcccacca cttattacac tgtcgtcggt ggaggtctga gaatgaactt tggattcacc 300
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aaatgtcctc
ttgtctagcg
cttgctatga
gacagcaaca
tacgaagata
agcgttcgta
aagtatatcg
dcadaactca
<210>3

<211> 491
<212> ADN

agattaaatc
tctctccaat
tcaacgactg
tcaagaccca
tcatcggttc
tcggagacat
acggatcggt
aagcgtgtgt

<213> Rhipicephalus sanguineus

<220>

<221> misc_feature

<222> (468)..(468)

<223>nesa,c,got

<400> 3

€ggccggggg
aataccggtg
gagacattgt
ctagttgctt
agaacgagtg
tcaggtcaaa
ggtcattgct
ggagatgacc
daaaaaaaaa
<210> 4

<211> 279
<212> ADN

agcaaacatc

atcagagggc
gcatcgcagg

tggaatcaat
gagatggcgc
acgaatgccc
acaaaattat
tacagctcag

d

<213> Rhipicephalus sanguineus

<400> 4

ES 2379192713

catctcagaa
gtacggcatt
tgcggtgtct
tccagtactc
aacgatcgtc
gtgcaaggaa
atctgaaggt

ctga

gcagttgctg
gtataacggt
tatggtgtcg
gcgaccctac
agataacttt
tgaaggctgt
agggaacctt

atgaataata

tccgctgatg
gaatctccag
atcaatatca
gggtctaaca
gatataaaat
gcatctgaac

gcaaccgatg

aacggttgcg
aaggaaggta
atgaagacaa
acgactgctc
gatgtagtat
ttttgcggct
tctggagaac

daaadaatta

38

gaaacacagt
ccatcactca
aatgtagtga
tctctcataa
gtgtcaagga
ttgaagtcaa

atacttcact

ctcgtcttat

gtgagcttat
cgcatcatgt

ttgtttcaac
cttgtaataa
tgttgggcca
caccagttgt

dgactaanaa

gaatgctcgg
tgaagaagct
agaagagaaa
gaaagtgagqg
tctagagttt
ggatggattc

catcgattca

aagcaggagt
tcctttgtac
cctatttctg
tattgagtca
gaattgcact
gaacaaaaaa
aaggcgttaa

dddddddddd

360
420
480
540
600
660
720
744

60
120
180

240
300
360
420
480
491
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atggtgtcga tgaagacaac gcatcatgtc
cgaccctaca cgactgctct tgtttcaact
gatadctttg atgtagtatc ttgtaataag
gaaggctgtt tttgcggctt gttgggccag
gggaaccttt ctggagaacc accagttgta aggcgttaa
<210>5
<211>92
<212> PRT
<213> Rhipicephalus sanguineus
<400> 5
Met val Ser Met Lys Thr Thr His His val Leu
1 5 10
Leu Glu ser Met Arg Pro Tyr Thr Thr Ala Leu
20 25
ser Arg Thr ser Gly Asp Gly Ala Asp Asn Phe
35 40
Asn LES Asn Cys Thr Ser Gly GIn Asn Glu Cys
5 55
Cys Gly Leu Leu Gly GIn Asn Lys Lys Gly His
65 70 75
Gly Asn Leu Ser Gly Glu Pro Pro val val Arg
85 90
<210> 6
<211> 66
<212> PRT

<213> Rhipicephalus sanguineus

<400> 6

39

Phe Leu

val ser

Asp val
45

Pro Glu
60

Cys Tyr

Arg

Leu

Thr

30

val

Gly

Lys

val

15

Ile

ser

Cys

Ile

ctatttctgc tagttgcttt ggaatcaatg
attgagtcaa gaacgagtgg agatggcgca
aattgcactt caggtcaaaa cgaatgccct

dacaaaaaag gtcattgcta caaaattata

Ala

Glu

Cys

Phe

Ile

60
120
180
240
279
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ieu val Ser Thr %Te Glu Ser Arg Thr

Phe Asp val val Ser Cys Asn Lys Asn
20 25

Cys Pro Glu Gly Cys Phe Cys Gly Leu
35 40

His Cys Tyr Lys Ile Ile Gly Asn Leu
50 55

Arg Arg
65

<210>7

<211>35

<212> ADN

<213> Construccion sintética

<400> 7

ser Gly Asp Gly Ala Asp Asn
10 15
Cys Thr ser Gly g%n Asn Glu

Leu Gly Gln ﬁgn Lys Lys Gly

ser Gly Glu Pro Pro val val
60

gcaggcttcg ccaccatggt gtcgatgaag acaac

<210> 8
<211> 35
<212> ADN
<213> Construccion sintética
<400> 8
tgatggtgat ggtgacgcct tacaactggt gg
<210>9
<211> 36
<212> ADN
<213> Construccion sintética

<400> 9

ttc

ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggctt cgccac

<210>10

<211> 51

<212> ADN

<213> Construccion sintética

<400> 10

ggggaccact ttgtacaaga aagctgggtt ca

<210> 11

atggtgat ggtgatggtg a

40

35

35

36

51
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<211> 20

<212> ADN

<213> Construccion sintética
<400> 11

gccagcttgg cacttgatgt

<210> 12

<211> 20

<212> ADN

<213> Construccion sintética

<400> 12

gatggaggtg gacgtgtcag

<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Construccion sintética

<400> 13

tcttctacgg caaggtgctg

<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> Construccion sintética

<400> 14

dagcaagtaa aacctctaca

<210> 15

<211> 294

<212> ADN

<213> Construccion sintética

<400> 15

atggtgtcga tgaagacaac gcatcatgtc
cgaccctaca Cgactgcrct tgrrtcaact
gataactttg atgtagtatc ttgtaataag
gaaggctgtt tttgcggctt gttgggccag
gggaaccttt ctggagaacc accagttgta

<210> 16
<211> 20

ctatttctgc tagttgcttt
attgagtcaa gaacgagtgg
aattgcactt caggtcaaaa
aacaaaaaag gtcattgcta

aggcgtcacc atcaccatca

41

ggaatcaatg
agatggcgca
cgaatgccct
caaaattata

ccat

20

20

20

20

60
120
180
240
294
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<212> ADN
<213> Construccion sintética
<400> 16
taatacgact cactataggg
<210> 17
<211>98
<212> PRT
<213> Construccion sintética
<400> 17
r;et val ser Met |5_ys Thr

Leu Glu ser Met Arg Pro
20

Ser Arg Thr Ser Gly Asp
35

Asn Lys Asn Cys Thr Ser
50

Cys Gly Leu Leu Gly GlIn
65 70

Gly Asn Leu Ser g}y Glu

His His
<210> 18
<211>72
<212> PRT
<213> Construccion sintética

<400> 18

Thr

Tyr

Gly

Gly
55

Asn

Pro

His His

Thr Thr
25

Ala Asp
40

GIn Asn

Lys Lys

Pro Val

val
10

ala

Asn

Glu

Gly

val
90

42
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Leu

Leu

Phe

Cys

His
75

Arg

Phe Leu

val ser

asp val
45

Pro Glu
60

Cys Tyr

Arg His

Leu
Thr

30

val

Gly

Lys

His

val
15

Ile

s5er

Cys

Ile

His
a5

Ala

Glu

cys

Phe

Ila
30

His
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Leu val ser Thr Ile Glu Ser Arg Thr Ser Gly Asp Gly Ala Asp Asn
1 5 10 15

Phe asp val val Ser Cys Asn Lys Asn Cys Thr Ser Gly g&n Asn Glu

20 25

Cys Pro Glu Gly Cys Phe Cys Gly Leu Leu Gly GIn ign Lys Lys Gly

35 40

His ts:as Tyr Lys Ile Ile r;'jﬂsy Asn Leu Ser Gly Eau Pro Pro val val

ggg Arg His His His His His His

<210> 19
<211> 50
<212> ADN
<213> Construccién sintética
<400> 19
daccagttgta aggcgtcacc atcaccatca ccattaagga gatgacctac
<210> 20
<211> 50
<212> ADN
<213> Construccion sintética
<400> 20
taggtcatct ccttaatggt gatggtgatg gtgacgcctt acaactggtg
<210> 21
<211> 29
<212> ADN
<213> Construccion sintética

<400> 21

ggaattccat atgcttgttt caactattg

<210> 22

<211> 35

<212> ADN

<213> Construccion sintética
<400> 22

Cgctcgagtt attaacgcct tacaactggt ggttc

43

50

50

29

35
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<210> 23

<211> 20

<212> ADN

<213> Construccién sintética
<400> 23

taatacgact cactataggg

<210> 24

<211> 21

<212> ADN

<213> Construccion sintética
<400> 24

tggcagcagc caactcagct t
<210> 25

<211> 203

<212> ADN

<213> E. coli

<400> 25

ES 2379192713

20

21

atgcttgttt caactattga gtcaagaacg agtggagatg gcgcagataa ctttgatgta 60
gtatcttgta ataagaattg cacttcaggt caaaacgaat gccctgaagg ctgtttttgc 120
ggcttgttgg gccagaacaa aaaaggtcat tgctacaaaa ttatagggaa cctttctgga 180
gaaccaccag ttgtaaggcg tta 203
<210> 26

<211> 67

<212> PRT

<213> E. coli
<400> 26

44
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Met Leu val Ser Thr Ile Glu Ser Arg Thr Ser
1 5 10
Asn Phe Asp val val Ser Cys Asn Lys Asn Cys
20 25
Glu Cys Pro Glu Gly Cys Phe CES Gly Leu Leu
35 4
Gly His Cys Tyr Lys Ile I}e Gly Asn Leu Ser
50 5

val Arg Arg
65

45

Gly Asp Gly ﬂa Asp

Thr ser Gly GIn Asn
30

Gly Gln Asn Lys Lys
45

Gly Glu Pro Pro val
60
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REIVINDICACIONES
1. Una proteina aislada que comprende:
a) la secuencia de aminoacidos de Evasina-3 (SEQ ID NO: 5);
b) la secuencia de aminoacidos de Evasina-3 madura (SEQ ID NO: 6);
c) la secuencia de aminoacidos de Evasina-3-HIS (SEQ ID NO: 17);
d) la secuencia de aminoacidos de Evasina-3-HIS madura (SEQ ID NO: 18);
e) la secuencia de aminoéacidos de Met-Evasina-3 madura (SEQ ID NO: 26); o

f) la secuencia de aminoacidos de Evasina-3 (SEQ ID NO: 5) en la que un residuo de cisteina en la posicion
correspondiente a los residuos 48, 52, 59, 63, 65 6 76 o la asparagina en la posicion 51 6 82 se ha sustituido.

2. La proteina aislada segun la reivindicacion 1, en la que dicha proteina consiste en:
a) la secuencia de aminoacidos de Evasina-3 (SEQ ID NO: 5);

b) la secuencia de aminoacidos de Evasina-3 madura (SEQ ID NO: 6);

c) la secuencia de aminoacidos de Evasina-3-HIS (SEQ ID NO: 17);

d) la secuencia de aminoacidos de Evasina-3-HIS madura (SEQ ID NO: 18);

e) la secuencia de aminoacidos de Met-Evasina-3 madura (SEQ ID NO: 26); o

f) la secuencia de aminoacidos de Evasina-3 (SEQ ID NO: 5) en la que un residuo de cisteina en la posicion
correspondiente a los residuos 48, 52, 59, 63, 65 6 76 o la asparagina en la posicion 51 6 82 se ha sustituido.

3. La proteina aislada segun la reivindicacion 1, en la que dicha proteina comprende ademas una o0 mas secuencias
de aminoacidos elegidas entre las siguientes: un dominio extracelular de un proteina unida a membrana, una region
constante de inmunoglobulina, un dominio de multimerizacion, una hormona proteica heterodimérica, un péptido
sefal, una sefial de exportacion o una secuencia etiqueta unida de manera operativa a dicha proteina.

4. Una molécula de acido nucleico que codifica una proteina aislada segun la reivindicacion 1 6 3.

5. La molécula de acido nucleico segun la reivindicacion 4, en la que dicha molécula codifica una proteina que
comprende:

a) la secuencia de aminoacidos de Evasina-3 (SEQ ID NO: 5);

b) la secuencia de aminoacidos de Evasina-3 madura (SEQ ID NO: 6);

c) la secuencia de aminoéacidos de Evasina-3-HIS (SEQ ID NO: 17);

d) la secuencia de aminoacidos de Evasina-3-HIS madura (SEQ ID NO: 18);
e) la secuencia de aminoacidos de Met-Evasina-3 madura (SEQ ID NO: 26); o

f) la secuencia de aminoacidos de Evasina-3 (SEQ ID NO: 5) en la que un residuo de cisteina en la posicion
correspondiente a los residuos 48, 52, 59, 63, 65 6 76 o la asparagina en la posicion 51 6 82 se ha sustituido.

6. Una molécula de acido nucleico que codifica una proteina aislada segun la reivindicacion 2.

7. La molécula de acido nucleico segun la reivindicacion 6, en la que dicha molécula codifica una proteina que
consiste en:

a) la secuencia de aminoacidos de Evasina-3 (SEQ ID NO: 5);

b) la secuencia de aminoacidos de Evasina-3 madura (SEQ ID NO: 6);

c) la secuencia de aminoacidos de Evasina-3-HIS (SEQ ID NO: 17);

d) la secuencia de aminoacidos de Evasina-3-HIS madura (SEQ ID NO: 18);
e) la secuencia de aminoacidos de Met-Evasina-3 madura (SEQ ID NO: 26); o

f) la secuencia de aminoacidos de Evasina-3 (SEQ ID NO: 5) en la que un residuo de cisteina en la posicion
correspondiente a los residuos 48, 52, 59, 63, 65 6 76 o la asparagina en la posicion 51 6 82 se ha sustituido.
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8. La molécula de acido nucleico segun una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7, en la que dicha molécula es
una molécula de ADN, particularmente una molécula de ADNc.

9. La molécula de acido nucleico segun la reivindicacion 4, en la que dicha molécula comprende o es una secuencia
de ADN de SEQ ID NO: 3 6 15.

10. La molécula de &cido nucleico segun la reivindicacion 4, en la que dicha molécula comprende o es una
secuencia de ADN de SEQ ID NO: 4 6 25.

11. Un vector de clonacion o de expresion que comprende una molécula de acido nucleico segun una cualquiera de
las reivindicaciones 4 a 10.

12. Un vector de expresion segun la reivindicacion 11 que comprende ademas un promotor asociado de manera
operativa con dicha molécula de acido nucleico, en particular un promotor especifico de tejido, uno constitutivo o uno
inducible.

13. Una célula huésped transformada o transfectada con un vector de expresion segun la reivindicacion 11 6 12.

14. Un proceso para preparar una proteina aislada segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que
comprende cultivar la célula huésped de la reivindicacion 13 bajo condiciones que permitan o estimulen la expresion
de dicha proteina.

15. El proceso segun la reivindicacién 14, que comprende ademas purificar la proteina.

16. El proceso segun la reivindicacion 14 6 15, que comprende ademas formular la proteina para la administracion a
seres humanos.

17. Un anticuerpo que se une selectivamente a una proteina que tiene:

a) la secuencia de aminoacidos de Evasina-3 (SEQ ID NO: 5);

b) la secuencia de aminoacidos de Evasina-3 madura (SEQ ID NO: 6); o

c) la secuencia de aminoacidos de Met-Evasina-3 madura (SEQ ID NO: 26).
18. Un anticuerpo segun la reivindicacion 17, que es un anticuerpo monoclonal.

19. Una composicién farmacéutica que comprende una proteina segun una cualquiera de las reivindicaciones 1a 3y
un diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

20. Una proteina segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o una composiciéon farmacéutica segun la
reivindicacion 19 para usarse como un medicamento.
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Fig. 1
1 CGGCCGGGGG AGCAAACATC GCAGTTGCTG AACGGTTGCG CTCGTCTT&T ARCCAGGAGT
61 AATACCGGTG ATCAGAGGGC GTATAACGST AAGGAAGGTA GTGAGCTTAT TCCTTTGTAC

121 GAGACATTGT GCATCGCAGG T ATG GTG TCG ATG ARG ACA ACG CAT CAT GTC
Met Val Ser Met Lys Thr Thr His His Val

172 CTA TTT CTG CTA GTT GCT TTG Gﬂh-TCA ATG CGA CCC TAC ACG ACT GCT
' Leu Phe Leu Leu Val Ala Leu Glu Ser Met Arg Pro Tyr Thr Thr Ala

220 CTT GTT TCA ACT ATT GAG TCA AGA ACG AGT GGA GAT GGC GCA GAT AAC
Leu Val Ser Thr Ile Glu Ser Arg Thr Ser Gly Asp Gly Ala Asp Asn

268 TTT GAT GTA GTA TCT TGT AAT AAG AAT TGC ACT TCA GGT CAA AAC GAAR
Phe Asp Val Val Ser|Cys| Asn Lys Asn Thr Ser Gly Gln Asn Glu

316 TGC CCT GAA GGC TGT TTT TGC GGC TTG TTG GGC CAG AAC ARA AAR GGT

Pro Glu Gly Phe Gly Leu Leu Gly Gln Asn Lys Lys Gly

3ed CAT TGC TAC AdA ATT ATA GGG AAC CTT TCT GGA GAL CCR CCA GTT GTA
His Tyr lys Ile Ile Gly Asn Leu Ser Gly Glu Pro Pro Val Val

412 AGG CGT TAA GGAGATGACC TACAGCTCAG ATGAATAATA AAAARAATTA AGACTAANAA
Arg Arg Stop -

471 ARBRAARARR AARARAAAAR AAANCCTTGT CGGCCGCCT

48



1 GGGGACRAGT TTGTACARAR AAGCAGGCTT CGCCACCATG GTGTCGATGA

61

121

181

241

301

36l

Fig. 2
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Ev.asina 3 PCR2F

TCATGTCCTA TTTCTGCTAG TTGCTTTGGA ATCAATGCGA CCCTACACGA

H H V L

v 5 T I

TAATARGRAT TGCACTTCAG GTCAARAACGA ATGCCCTGAA GGCTGTTTTT

C N K N

GGGCCAGAAC AAAARAGGTC ATTGCTACAA AATTATAGGG AACCTTTCTG

L G Q@ N

F L L

E 5 R

c T S

KK G

v,

T

A

S

L

G

G Q N

H C ¥
Evasina 3 PCRIR

AGTTGTAAGG CGTCACCATC ACCATCACCA TTGAAACCCA GCTTTCTTGT

P VvV V R

CCcCC

E

>

S.

Evasina 3 PCRIF

M

M Vv 5 M.

R P ¥ T

. TTCAACTATT GAGTCARGHR CGAGTGGAGA TGGCGCAGAT AACTTTGATG

D GaA D N F D

K

E

I

cC

I

P

E G C F

G N L 3

G

E

R H H

H

H

H
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- Pcil 2843

BsaHI 326
Acll 363

Alwd4| 2529

Afl Il 554

S\ 7 Aval 560

PDONR 221-evasina3-6His
2849 pbs

evasina3-6HIS

Bpu10l 1684
BsmBIl 1678
Cfr101 1622
EcoNIl 1576
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Fig . 3.

Tth11114381 .‘ Mun|633
attB1
BsmBl4332 ~ Bl 782
evasin3-FL-6HB-v1 attB2 \ Binl 797
_ oA

Gm
Tn7L

pDEST8 _evasina3-FL-6HIS-V1
Tn7R

5036 pbs

BsaHI 1991

51

NgoMN 1283
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Fig . 3.
C
Clal 6944 |
Bglll 6332 Alwadl 312
Acc I 6334

EBNA-1

Spel 1688
Agel 1774

_ pE_AK1 2d_evasina3-6HIS
7132 pbs

EF-1alfa Af I 2075

evasina3-6HIS NgoMN 2403

Tth11114214
Bsiwl 4200

Eagl 3808
Bam HI 3653
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Fig . 3.

Clal 809
EcoRI 934

Agel 1015

PEXPII-evasina3FL
5378 pbs

evasina 3-6His

pBR322 ori

PspOM 1637
BInl 1675

BGH poly A

Tth11112169
BsiVW1 2186
Bst Ell 2264

Xhol13124.

Xbal2846 BssHIl 2585

- Pfol 2605
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Fig. 4
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38 == - o e = o Evasina-3-6His entrecruzada con

125.CXCLE/L-8
23 —
: * CXCLB/IL-8 entrecruzada con
17 = 1251.CXCLB/IL-B
14 — :

-« ['Z1)-CXCL8

GN
=
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Fig. 6
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5'Ndel-evald ecoli

>
GGAATTCCAT ATGCTTGTTT CAARCTATTGA GTCAAGRACG AGTGGAGATG
M L W 5 T I E 5 R T = G D

GCCCAGATAA CTTTGATGTA GTATCTTGTA ATRAGAATTS CACTTCAGGT
G+-A D M F D WV Vo5 . C [ R c T 5 G

CAARACCAAT GCCCTGAAGGE CTGTTITTGC GGCTTGTTGS GUCAGAACAR
LT I c P E G C F C G L L G Q0 N

ARAAAGCGTCAT TGCTACAAAA TTATAGGGAA CCTTTCTGGA GAACCACCAG
E E & H Y K - I I G N L 5 G E p P
3" Xheol-evali ecoli

4 .
TTCTAAGGCG TITAATAACTC GAGCGE
Vv vV R E
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Fig. 9
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T7term

T?I imml

Met-Evasina-3

-

1000
PET30a-Met-Fvasina-3

5445 pbs
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Fig. 10

Marcadores

e Peso Met-evasina-3
Maolecular
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Fig. 11

Evasina-3-6His (HEK)

«— Evasina3 (E CD”)

«— 158
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Fig. 12
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Fig. 13

A)

B)

unidades arbitrarias
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300004
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Fig. 14
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Fig. 15 continuacion
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Fig. 16
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Fig. 16 continuacion
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Fig. 17
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