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DESCRIPCION
Proteinas bouganina modificadas, citotoxinas y procedimientos y usos de las mismas

Campo de la invencidn

La invencion se refiere a proteinas bouganina modificadas y a citotoxinas que contienen las proteinas modificadas
Utiles como agentes terapéuticos contra el cancer. Especificamente, los epitopos de linfocitos T se retiran o
modifican para reducir la inmunogenicidad de las toxinas bouganina.

Antecedentes de la invencion

Existen muchos casos en los que la eficacia de una proteina terapéutica esta limitada por una reaccién inmunitaria
no deseada contra la proteina terapéutica. Se ha demostrado que diversos anticuerpos monoclonales de ratdn son
terapias prometedoras en diversos entornos de enfermedades humanas pero en algunos casos han fallado debido a
la induccién de grados significativos de una respuesta de anticuerpos antimurinos (HAMA) [Schroff, R. W. y col
(1985) Cancer Res. 45: 879-885; Shawler, D. L. y col (1985) J. Immunol. 135: 1530-1535]. Para anticuerpos
monoclonales, se han desarrollado diversas técnicas en intentos de reducir la respuesta HAMA [documentos WO
89/09622; EP 0239400; EP 0438310; WO 91/06667]. Estas estrategias de ADN recombinante han reducido
generalmente la informacién genética de ratén en la construccion de anticuerpo final mientras que aumenta la
informacién genética humana en la construccién final. No obstante, los anticuerpos “humanizados” resultantes han
inducido aun, en algunos casos, una respuesta inmunitaria en pacientes [Issacs J. D. (1990) Sem. Immunol. 2: 449,
456; Rebello, P. R. y col (1999) Transplantation 68: 1417-1420].

La clave para la induccién de una respuesta inmunitaria es presencia dentro de la proteina de péptidos que pueden
estimular la actividad de linfocitos T mediante la presentacion de moléculas del MHC de clase Il, denominadas
“epitopos de linfocitos T”. Dichos epitopos de linfocitos T se definen normalmente como cualquier secuencia de restos
de aminoéacidos con la capacidad de unirse a moléculas del MHC de Clase Il. Implicitamente, un “epitopo de linfocito
T” significa un epitopo que cuando esta unido a moléculas del MHC puede reconocerse por un receptor de linfocitos T
(TCR), y que puede, al menos en principio, causar la activaciéon de estos linfocitos T acoplandose a un TCR para
promover una respuesta de linfocitos T.

Las moléculas del MHC de Clase Il son un grupo de proteinas muy polimoérficas que desempefan una funcion
principal en la seleccion y activacion de linfocitos T auxiliares. El grupo antigénico leucocitario humano DR (HLA-DR)
es el isotipo predominante de este grupo de proteinas; sin embargo, los isotipos HLA-DQ y HLA-DP realizan
funciones similares. En a la poblacion humana, los individuos portan de dos a cuatro alelos DR, dos alelos DQ y dos
alelos DP. La estructura de diversas moléculas DR se ha resuelto y estas aparecen como un péptido de extremos
abiertos que se une al surco con diversos bolsillos hidréfobos que acoplan restos hidréfobos (restos de bolsillo) del
péptido [Brown y col (1993) Nature 364: 33; Stern y col (1994) Nature 368: 215]. El polimorfismo que identifica los
diferentes alotipos de las moléculas de clase Il contribuye a una amplia diversidad de diferentes superficies de union
para péptidos dentro del surco de unién a péptidos y el nivel de poblaciéon garantiza la maxima flexibilidad con
respecto a la capacidad para reconocer proteinas extrafias y provocar una respuesta inmunitaria frente a
organismos patégenos.

Una respuesta inmunitaria contra una proteina terapéutica se realiza mediante la ruta de presentacion del péptido
del MHC de clase Il. En este caso, proteinas exdgenas se absorben y procesan para la presentacién en asociacion
con las moléculas del MHC de clase Il de tipo DR, DQ o DP. Las moléculas del MHC de Clase Il se expresan por
células presentadoras de antigeno (APC) profesionales, tales como macréfagos y células dendriticas entre otras. El
acoplamiento de un complejo peptidico MHC de clase Il por un receptor de linfocito T afin sobre la superficie del
linfocito T, junto con la union cruzada de determinados otros correceptores tales como la molécula CD4, puede inducir
un estado activado dentro del linfocito T. La activacion conduce a la liberacion de citocinas activando adicionalmente
otros linfocitos tales como linfocitos B para producir anticuerpos o linfocitos citoliticos T activadores como una
respuesta inmunitaria celular completa.

La identificacién del epitopo de linfocitos T es la primera etapa para la eliminacién epitépica como se reconoce en los
documentos W098/52976; WO00/34317; W002/069232; WO02/079232; y WO02/079415. En estas ensefianzas, se
retiran epitopos de linfocitos T predichos por el uso de sustitucion de aminoacidos sensata dentro de la proteina de
interés. Junto con técnicas informaticas, existen procedimientos in vitro para medir la capacidad de péptidos
sintéticos de unirse a moléculas del MHC de clase Il. Un procedimiento ejemplar utiliza lineas de linfocitos B de alotipo
MHC definido como una fuente de superficie de union de MHC de clase Il y puede aplicarse a identificacion de ligandos
de MHC de clase Il [Marshall K. W. y col. (1994) J. Immunol. 152: 4946-4956; O’Sullivan y col (1990) J. Immunol.
145: 1799-1808; Robadey C. y col (1997) J. Immunol 159: 3238-3246]. Sin embargo, dichas técnicas no estan
adaptadas para la exploracion de multiples epitopos posibles con respecto a una amplia diversidad de alotipos de
MHC, ni pueden confirmar la capacidad de un péptido de unién para actuar como un epitopo de linfocitos T.

Las técnicas para aprovechar complejos solubles de moléculas MHC recombinantes en combinacion con péptidos
sintéticos también han comenzado a usarse [Kern, F. y col (1998) Nature Medicine 4: 975-978; Kwok, W. W. y col (2001)
TRENDS in Immunol. 22: 583-588]. Estos reactivos y procedimientos se usan para identificar la presencia de clones
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de linfocitos T a partir de muestras de sangre periférica de sujetos humanos o en animales experimentales que
pueden unir complejos peptidicos MHC particulares y no estan adaptados para la exploracién de multiples epitopos
posibles con respecto a una amplia diversidad de alotipos de MHC.

Los ensayos bioldgicos de activacién de linfocitos T ofrecen una opcién practica para proporcionar una lectura de la
capacidad de una secuencia peptidica/proteica de ensayo para suscitar una respuesta inmunitaria. Como ejemplos
de este tipo de estrategias se incluyen el trabajo de Petra y col. usando ensayos de proliferacién de linfocitos T con
respecto a la proteina bacteriana estafiloquinasa, seguido de mapeo epitépico usando péptidos sintéticos para
estimular lineas de linfocitos T [Petra, A. M. y col (2002) J. Immunol. 168: 155-161]. De manera similar, ensayos de
proliferacion de linfocitos T utilizando péptidos sintéticos de la proteina de la toxina del tétano han dado como resultado la
definicion de regiones epitdpicas inmunodominantes de la toxina [Reece J. C. y col (1993) J. Immunol. 151: 6175-
6184]. El documento W099/53038 desvela una estrategia mediante la cual epitopos de linfocitos T en una proteina
de ensayo puede determinarse usando subconjuntos aislados de células inmunitarias humanas, promoviendo su
diferenciacion in vitro y cultivo de las células en presencia de péptidos sintéticos de interés y mediciones de
cualquier proliferacion inducida en los linfocitos T cultivados. La misma técnica también la describen Stickler y col.
[Stickler, M. M. y col (2000) J. Immunotherapy 23: 654-660], en la que en ambos casos el procedimiento se aplica a la
deteccion de epitopos de linfocitos T dentro de la subtilisina bacteriana. Dicha técnica requiere aplicacion cuidadosa de
técnicas de aislamiento celular y de cultivo celular con complementos de citocinas multiples para obtener los
subconjuntos celulares inmunitarios deseados (células dendriticas, linfocitos T CD4+ y o CD8+) y no conduce a una
rapida seleccion de alto rendimiento usando muestras de donantes multiples.

Recientemente también se ha avanzado una estrategia de combinacién que usa ensayos de proliferacion de linfocitos T
basados en poblacién y en simulacion por ordenador de la unién de MHC peptidica en el disefio de proteinas
empobrecidas para epitopo [documento WO 03/104803].

Como se ha expuesto anteriormente y como una consecuencia de los mismos, seria deseable identificar y retirar o al
menos reducir epitopos de células de linfocitos T de un péptido, polipéptido o proteina principal terapéuticamente
valioso pero originalmente inmunogénico.

Sumario de la invencion

La invencién se disefia para superar la realidad practica de que las proteinas solubles introducidas con intencion
terapéutica en seres humanos pueden desencadenar una respuesta inmunitaria dando como resultado el desarrollo
de anticuerpos huésped que se unen a la proteina soluble. La presente invenciéon intenta abordar esto
proporcionando proteinas bouganina con una propension reducida para suscitar una respuesta inmunitaria. De
acuerdo con los procedimientos descritos en el presente documento, los autores de la invencion han identificado las
regiones de la molécula bouganina que comprende los epitopos de linfocitos T criticos que conducen las respuestas
inmunitarias a esta proteina.

La presente invencion se refiere a una proteina bouganina modificada en la que la bouganina modificada tiene una
propensién reducida para susci1tar una refpuesta inmunitaria en la que dicha bouganina tiene una sustitucién de
aminoacidos de uno o mas de X', X%, X3, X* 0 X° en un epitopo de linfocito T seleccionado del grupo que consiste en:

a) AKX'DRKXCLXLGVX*KL (regién epitopica R1, SEC ID N: 8)
b) LGVX*KLEFSJEAIHG (region epitopica R2, SEC ID N: 9); y
¢) NGQEX’AKFFLIVIQM (region epitopica R3, SEC ID N2: 10) en la que:

X'esToAoQ;

X2esGoA:;

X®esQo G;
X*esNoD0ToAoOROQoOE0oGoHOKoOS;y
X*esQoA.

En una realizacion preferida, la bouganina modificada tiene una propensién reducida para activar linfocitos T y la
bouganina modificada esta modificada en uno o mas restos de aminoacidos en un epitopo de linfocito T. Los epitopos de
linfocitos T en los que se introducen las sustituciones de aminoacidos se seleccionan preferentemente del grupo que
consiste en:

a) AKVDRKDLELGVYKL (regién epitopica R1, SEC ID N2: 2),
b) LGVYKLEFSIEAIHG (regién epitdpica R2, SEC ID N2 3); y
c) NGOEIAKFFLIVIQM (regién epitdpica R3, SEC ID N: 4).

La presente invencién también proporciona una citotoxina que comprende un resto diana unido a una proteina
bouganina modificada de la invencién. En una realizacién, el resto diana es un ligando que se une a una célula
cancerosa. En una realizacion adicional, el ligando es un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo que se une a una
célula cancerosa. En una realizacion particular, el anticuerpo reconoce Ep-CAM o un antigeno asociado a tumor. En
una realizacion mas particular, la presente invencién proporciona una citotoxina que comprende VB6-845 o VB6-01
1.
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En otro aspecto, la invencién proporciona un uso de una citotoxina de la invencién en la fabricacion de un
medicamento para inhibir o destruir células cancerosas. En otras palabras, la invencidén proporciona una citotoxina
de la invencion para su uso en la inhibicion o destruccion de células cancerosas.

La presente invencién también se refiere a un uso de una citotoxina de la invencion en la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento del cancer. En otras palabras, la invencién proporciona una citotoxina de la
invencion para su uso en el tratamiento del cancer.

Adicionalmente, se proporciona un proceso para preparar una composicion farmacéutica para tratar a un animal con
cancer que comprende las etapas de identificar epitopos de linfocitos T de la bouganina, modificar uno o mas restos
de aminoacidos en un epitopo de linfocito T para preparar una bouganina modificada de acuerdo con la presente
invencion que tiene una propension reducida para activar linfocitos T; preparar una citotoxina que tenga un ligando
de unién a cancer unido a una bouganina modificada, y suspender la citotoxina en un vehiculo, diluyente o
excipiente farmacéuticamente aceptable.

En un aspecto adicional, la invencion proporciona una composicion farmacéutica para el tratamiento de un animal
con cancer que comprende la citotoxina de la invencién y un vehiculo diluyente o excipiente farmacéuticamente
aceptable.

Las citotoxinas, composiciones y usos de la presente invencidén pueden usarse para tratar diversas formas de cancer
tal como cancer colorrectal, cancer de mama, cancer de ovario, cancer pancreatico, cancer de cabeza y cuello,
cancer de vejiga, cancer gastrointestinal, cancer de préstata, cancer microcitico y no microcitico pulmonar,
sarcomas, gliomas, linfomas de linfocitos Ty B.

La invencion también proporciona péptidos epitépicos de linfocitos T modificados de la invencién como se define por
las reivindicaciones 25 a 27.

Otras caracteristicas y ventajas de la presente invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcién
detallada. Sin embargo, debe entenderse que la descripcion detallada y los ejemplos especificos aunque indiquen
realizaciones preferidas de la invencion se proporcionan Unicamente a modo de ilustracion.

Breve descripcion de los dibujos
La invencion se describird ahora en relacion a los dibujos en los que:

La Figura 1 muestra resultados de ensayos de actividad de las proteinas bouganina modificadas empobrecidas
de epitopo de linfocitos T Bou156 (panel A) y Bou157 (panel B). Bou156 comprende las sustituciones V123A,
D127A, Y133N e 1152A. Bou157 comprende las sustituciones V123A, D127A, Y133Q e 1152A. Ambos conjuntos
de ensayo se realizaron usando la proteina de tipo silvestre y una bouganina modificada inactivada (Y70A) como
controles. La actividad se expresé como % de actividad luciferasa medida frente a la concentracion de la
proteina bouganina en el ensayo.

La Figura 2 muestra los resultados de ensayo de proliferaciéon de linfocitos T para tres péptidos sintéticos y 2
muestras donantes de PBMC diferentes. Los péptidos denominados Del-41, Del-44 y Del-50 se sometieron a
ensayo a una concentracion final de 1 uM (panel A) y una concentracion final de 5 uM (panel B). Estos péptidos
derivan de las regiones inmunogénicas de la molécula de bouganina y contienen sustituciones disefiadas para
eliminar su inmunogenicidad.

La Figura 3 ilustra VB6-845, una citotoxina bouganina modificada que tiene un Fab anti-Ep-CAM, en el que la
de-bouganina (Bou156) esta unida al extremo C del dominio CH mediante un engarce de furina. La Figura 3A
ilustra la unidad dicistronica que codifica las secuencias pro, la Figura 3B ilustra la secuencia codificante de
acido nucleico (SEC ID N2: 15) y la secuencia de aminoacidos (SEC ID N¢: 16) de las secuencias pro y la Figura
3C ilustra la proteina VB6-845 ensamblada sin las secuencias pelB.

La Figura 4 ilustra el mapa del vector de expresion pING3302. Los insertos de los ejemplos se ligaron en el vector
3302 usando los sitios de restriccion EcoRl y Xhol.

La Figura 5 ilustra la construccion de control Fab anti-Ep-CAM, sin la toxina vegetal, de-bouganina (VB5-845).
La Figura 5A ilustra la unida dicistronica que codifica las secuencias pro, la Figura 5B ilustra la secuencia que
codifica el acido nucleico (SEC ID N°: 17) y la secuencia de aminoacidos (SEC ID N: 18) de las secuencias pro y
la Figura 5C ilustra la proteina VB5-845 ensamblada sin las secuencias pelB.

La Figura 6 ilustra la construccion de-bouganina Fab anti-Ep-CAM VB6-845-C,-de-bouganina, en el que el
Bou156 esta unido en el extremo C del dominio C,.. La Figura 6A ilustra las unidades dicistrénicas que codifican
las secuencias pro, la Figura 6B ilustra la secuencia codificante de acido nucleico (SEC ID N2 19) y la secuencia
de aminoacidos (SEC ID N2 20) de las secuencias pro y la Figura 6C ilustra la proteina VB6-845-C -de-
bouganina ensamblada sin las secuencias pelB.

La Figura 7 ilustra la construccion Fab anti Ep-CAM, de-bouganina, VB6-845-NVu-de-bouganina, en la que
Bou156 esta unido al extremo N del dominio Vy. La Figura 7A ilustra las unidades dicistronicas que codifican las
secuencias pro, la Figura 7B ilustra la secuencia codificante de acido nucleico (SEC ID N2 21) y la secuencia de
aminoacidos (SEC ID N¢: 22) de las secuencias pro y la Figura 7C ilustra la proteina VB6-845-NVu-de-bouganina
ensamblada sin las secuencias pelB.
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La Figura 8 ilustra la construccion Fab anti Ep-CAM, de-bouganina, VB6-845-NV|-de-bouganina, en la que
Bou156 esta unido al extremo N del dominio V.. La Figura 8A ilustra las unidades dicistronicas que codifican las
secuencias pro, la Figura 8B ilustra la secuencia codificante de acido nucleico (SEC ID N2: 23) y la secuencia de
aminodacidos (SEC ID N¢: 24) de las secuencias pro y la Figura 8C ilustra la proteina VB6-845-NV-de-bouganina
ensamblada sin las secuencias pelB.

La Figura 9 es una Transferencia de Western que ilustra la expresion de VB6-845 (construccion de la Figura 3)
y VB6-845-CL-de-bouganina (Bou156) (construccion de la Figura 6) en el sobrenadante de células E104
inducidas a escala de laboratorio.

La Figura 10 ilustra los resultados de los estudios de reactividad de citometria de flujo. La Figura 10A ilustra la
reactividad de VB6-845 (construccion de la Figura 3) y VB6-845-C-de-bouganina (construccién de la Figura 6) en
lineas celulares Ep-CAM-positivas CAL 27 y OVCAR-3 y la linea celular Ep-CAM-negativa A-375, mientras que
la Figura 10B, ilustra los resultados de los mismos ensayos realizados con VB6-845 (construccion de la Figura
3) y VB6-845-gelonina (construccion de la Figura 14C) y control (PBS).

La Figura 11 es un grafico que ilustra los resultados del ensayo de competencia-V6-845 y Proxinium™ en
células NIH:OVCAR-3 y como se describe en el Ejemplo 7.

La Figura 12 es un grafico que ilustra los resultados del ensayo acelular del Ejemplo 7.

La Figura 13 ilustra los resultados del ensayo de citotoxicidad MTS del Ejemplo 8 comparando la citotoxicidad
de VB6-845 (construccién de la Figura 3), VB6-845-CL-de-bouganina (construcciéon de la Figura 6) y de-
bouganina (Bou156) en células CAL 27 (Figura 13A) y NIH:OVCARS (Figura 13B).

Las Figuras 14A y B ilustran los resultados del ensayo de citotoxicidad MTS del Ejemplo 8 que compara la
citotoxicidad de VB6-845 (construccion de la Figura 3), VB6-845-gelonina (construccion de la Figura 14C) y
gelonina en células CAL 27 (Figura 14A) y NIH:OVCARS (Figura 14B). La Figura 14C ilustra la secuencia que
codifica el acido nucleico (SEC ID N2 25) y la secuencia de aminodcidos (SEC ID N2: 26) de la construccion
VB6-845-gelonina.

La Figura 15 ilustra la secuencia que codifica el acido nucleico (SEC ID N®: 27) y la secuencia de aminoacidos
(SEC ID Ne@: 28) de las secuencias pro de VB6-011.

La Figura 16 ilustra los resultados del ensayo de citotoxicidad MTS del Ejemplo 9 que muestra la citotoxicidad
de VB6-011 en células MB-435S.

Descripcion detallada de la invencién

Los autores de la invencién han identificado epitopos de linfocitos T en bouganina, y han disefiado y realizado
proteinas bouganina modificadas que tienen una propensién reducida para activar linfocitos T humanos en
comparacioén con la proteina bouganina no modificada.

(A) Proteinas bouganina modificadas

La presente invencién se refiere a una proteina bouganina modificada en la que la bouganina se ha modificado para
tener una propension reducida a suscitar una respuesta inmunitaria, preferentemente una respuesta a linfocitos T,
en comparacion con una proteina bouganina no modificada. La proteina bouganina madura es un polipéptido
sencillo de 250 aminoacidos con un peso molecular de aproximadamente 26.200 Da [Den Hartog y col (2002) Eur. J.
Biochem. 269: 1772-1779; Patente de Estados Unidos N 6.680.296]. La bouganina es una proteina inactivadora de
ribosomas de tipo 1 (RIP) aislada originalmente de la planta Bougainvillea spectabilis Willd [Bolognesi y col (1997)
Planta 203: 422-429]. Las RIP de plantas son ARN N-glucosidasas que despurinan los ARN ribosémicos principales
de las células, por lo tanto lesionando los ribosomas y conduciendo a un cese de la sintesis de proteinas y muerte
celular.

La secuencia de aminoacidos de la proteina bouganina madura (representada en un cédigo de una letra) es:

YNTVSFNLGEAYEYPTFIQDLRNELAKGTPVCQLPVTLQTIADDKRFV
LVDITTTSKKTVKVAIDVTDVYWGYQDKWDGKDRAVF LDKVPTVAT
SKLFPGVTNRVTLTFDGSYQKLVNAAKVDRKDLELGVYKLEFSIEAIH
GKTINGQEIAKFFLIVIQMVSEAARFKYIETEVVDRGLYGSFKPNFKVL
NLENNWGDISDAIHKSSPQCTTINPALQLISPSNDPWVVNKVSQISPD
MGILKFKSSK [SEC ID N°: 1].

La expresioén “proteina bouganina modificada” significa una proteina bouganina que no se ha modificado para reducir
Su propensién a suscitar una respuesta inmunitaria. La secuencia de la bouganina natural o una no modificada se
muestra en SEC ID N2 1. Sin embargo, un experto en la técnica apreciara que la expresién “bouganina no
modificada” también incluye modificaciones de la SEC ID N¢ 1 siempre que dichas modificaciones no reduzcan la
propensién para suscitar una respuesta inmunitaria. Como ejemplos de modificaciones que pueden realizarse con la
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SEC ID N2 1 se incluyen fragmentos peptidicos y sustituciones de aminoacidos conservativas que no reducen la
inmunogenicidad de la proteina.

La expresion “proteina bouganina modificada” significa una proteina bouganina que se ha modificado en comparacion
con la proteina bouganina no modificada (descrita anteriormente) en la que dicha modificacion reduce la propension
de la bouganina a suscitar una respuesta inmunitaria. La proteina bouganina modificada también puede denominarse
bouganina desinmunizada. La “proteina bouganina modificada” puede ser una secuencia de longitud completa
modificada o un fragmento modificado de la proteina bouganina no modificada. La “proteina bouganina modificada”
también puede contener otros cambios en comparacién con la secuencia de bouganina natural que no modifica la
inmunogenicidad del péptido. La proteina bouganina modificada tendra preferentemente la misma actividad biol6gica
que la bouganina no modificada.

La expresion “propension reducida para suscitar una respuesta inmunitaria” como se usa en el presente documento
significa que la proteina bouganina modificada es menos inmunogénica que la bouganina no modificada.

La expresion “respuesta inmunitaria” incluye respuestas inmunitarias tanto celulares como humorales. En una
realizacion preferida, la bouganina modificada tiene una propension reducida para activar linfocitos T.

La expresién “propensién reducida para activar linfocitos T humanos” como se usa en el presente documento significa
que la proteina bouganina modificada tiene una propensién reducida para activar linfocitos T humanos en
comparacion con la proteina bouganina no modificada. Un experto en la técnica puede ensayar si una proteina
modificada tiene una propension reducida o no para activar linfocitos T usando ensayos conocidos en la técnica que
incluyen evaluar el indice de estimulacion de la proteina.

La expresion “indice de estimulacion” como se usa en el presente documento se refiere a medir la capacidad de la
proteina bouganina modificada o no modificada para activar linfocitos T humanos. Por ejemplo, la proteina
bouganina modificada o no modificada, o péptidos de la misma, pueden ensayarse con respecto a su capacidad
para provocar una respuesta proliferativa en linfocitos T humanos cultivados in vitro. Cuando este tipo de estrategias
se realiza usando linfocitos T humanos sin tratar extraidos de donantes sanos, los autores de la invencién han
establecido que en la operacion de dicho ensayo, un indice de estimulacién igual a o mayor de 2,0 es una medicién
util de proliferaciéon inducida. El indice de estimulaciéon deriva convencionalmente por division de la puntuacién de
proliferacion (por ejemplo recuentos por minuto de radiactividad si se usa incorporacion de *H-timidina) medido en el
péptido de ensayo mediante la puntuacion medida en células no puestas en contacto con un péptido de ensayo.

En una realizacion, la invencién proporciona una proteina bouganina modificada en la que la proteina bouganina
modificada tiene una actividad biolégica y tiene una propension reducida para activar linfocitos T humanos en
comparacion con una proteina bouganina no modificada.

En ofra realizacion, la invencién proporciona una proteina bouganina modificada, en el que la proteina bouganina
modificada tiene una propensién reducida para activar linfocitos T humanos en comparacién con una proteina
bouganina no modificada y tiene actividad biolégica que es menor que la proteina bouganina no modificada. En otra
realizacion adicional, la invencién proporciona una proteina bouganina modificada en la que la proteina bouganina
modificada tiene una propensién reducida para activar linfocitos T humanos y no actividad bioldgica. Dichas proteinas
modificadas pueden, por ejemplo, usarse como controles, en ensayos o para hacer sujetos tolerantes.

La expresion “actividad bioldégica” como se usa en el presente documento es la capacidad de la proteina bouganina
modificada o no modificada para inhibir la sintesis de proteina en ribosomas, que puede evaluarse de diversas
maneras. Debe observarse que una proteina bouganina modificada tendra adn una actividad biol6gica incluso si dicha
actividad disminuye en comparacién con la de la proteina no modificada, sin embargo sera necesario tener algun nivel
de actividad detectable. Por ejemplo, la actividad biolégica de la proteina bouganina modificada o no modificada
puede evaluarse identificando su actividad N-glucosidasa, y en particular con suficiente actividad para proporcionar
una inhibicién significativa de la traduccion de la proteina. Un ensayo adecuado de este tipo implica ensayar la
actividad de las proteinas bouganina variantes en comparaciéon con la bouganina no modificada en un ensayo de
sintesis de proteina acelular. Una mezcla de transcripcion/traduccion acoplada que contiene metionina, un ADN que
codifica la proteina indicadora luciferasa y diluciones en serie de la proteina bouganina no modificada y modificada se
coincuban. Los niveles de luciferasa traducida se detectan facilmente usando un contador luminiscente después de la
adicién de un reactivo de sustrato. La luminiscencia medida es inversamente proporcional a la actividad N-glucosidasa
de la bouganina presente en la reaccién. Es habitual proporcionar un control negativo tal como una proteina
bouganina inactiva, por ejemplo que contenga una sustitucion Y70A.

En una realizacion preferida, el péptido bouganina modificado se modifica en uno 0 mas epitopos de linfocitos T en la
secuencia de la proteina bouganina.

El término “epitopo de linfocitos T” significa una secuencia de aminoacidos que puede unirse al complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) de clase Il, que puede estimular linfocitos T y/o también puede unirse (sin necesariamente
activacion medible) a linfocitos T en el complejo con MHC de clase Il.
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En un aspecto, un procedimiento general que puede usarse en la presente invencion que conduce a las proteinas
bouganinas modificadas que comprenden epitopos de linfocitos T modificados comprende las siguientes etapas:

(i) determinar la secuencia de aminoacidos de la proteina o parte de la misma;

(ii) identificar uno o mas posibles epitopos de linfocitos T dentro de la secuencia de aminoacidos de la proteina
mediante procedimientos tales como determinacién de la union de los péptidos a moléculas MHC usando técnicas
in vitro o in silico 0 ensayos biologicos;

(iii) disefiar variantes de secuencia nueva con uno 0 mas aminoacidos en los posibles epitopos de linfocitos T
identificados modificados de tal manera que reduzcan sustancialmente o eliminen la actividad del epitopo de
linfocito T como se determina mediante la unién de los péptidos a moléculas MHC usando técnicas in vitro o in
silico o ensayos bioldgicos. Dichas variantes de secuencia se crean de tal manera que se impide la creaciéon de
nuevo potencial de epitopos de linfocitos T mediante variaciones de secuencia a menos que dichos nuevos
epitopos de linfocitos T potenciales se modifiquen a su vez de tal manera que se reduzca sustancialmente o se
elimine la actividad del epitopo de linfocito T;

(iv) construir dichas variantes de secuencia mediante técnicas de ADN recombinante y ensayar dichas variantes para
identificar una o mas variantes con propiedades deseables de acuerdo con técnicas recombinantes bien conocidas; y
(v) opcionalmente repetir las etapas (ii) a (iv).

En un ejemplo, la etapa (iii) se realiza por sustitucion, adicion o delecién de restos de aminoacidos en cualquiera de
los epitopos de linfocitos T en la proteina bouganina no modificada. En otro ejemplo, el procedimiento para elaborar
la proteina bouganina modificada se realiza con referencia a la secuencia de proteina homdloga y/o modelacién in
silico.

La identificacion de posibles epitopos de linfocitos T de acuerdo con la etapa (ii) puede realizarse de acuerdo con los
procedimientos descritos previamente en la técnica. Se desvelan procedimientos adecuados en los documentos WO
98/59244; WO 98/52976; WO 00/34317; WO02/069232 y pueden usarse para identificar la propension de unién de
los péptidos derivados de bouganina a una molécula MHC de clase Il. Para identificar péptidos biolégicamente
relevantes, los autores de la invenciéon han desarrollado una estrategia que aprovecha los ensayos de proliferacion
de linfocitos T humanos ex vivo. Esta estrategia se ha demostrado que es un procedimiento particularmente eficaz y
se ha implicado en el ensayo de las secuencias peptidicas derivadas de bouganina solapantes en un esquema para
explorar y ensayar toda la secuencia de bouganina. Los péptidos sintéticos se ensayan con respecto a su capacidad
para suscitar una respuesta proliferativa en linfocitos T humanos cultivados in vitro. Cuando este tipo de estrategia
se realiza usando linfocitos T humanos sin tratar extraidos de donantes sanos, los autores de la invencién han
establecido que en la operacién de tal ensayo, un indice de estimulacién igual a o mayor de 2,0 es una medida util
de proliferacion inducida. El indice de estimulacién deriva convencionalmente por division de la puntuacion de
proliferaciéon (por ejemplo recuentos por minutos de radiactividad si se usa incorporaciéon de 3H-timidina) medido en
el péptido de ensayo mediante la puntuacién medida en células no puestas en contacto con un péptido de ensayo.

Por consiguiente, en los estudios de la presente invencién, se usan 89 péptidos sintéticos de 15 oligbmeros, (como se
indica en la Tabla 1) en la proliferacién de linfocitos T en ensayos con PBMC (células mononucleares de sangre
periférica) de donantes sin tratar (es decir sin sensibilizacién conocida a la bouganina). Se seleccionaron 20
muestras de PBMC de donantes para conseguir una cobertura éptima en alotipos del MHC de clase Il. Las PBMC se
estimularon con péptidos individuales en cultivos por triplicado durante 7 dias antes de que se evaluase la
proliferacién por incorporacién de ®H-timidina. Todos los péptidos se diluyeron a dos concentraciones diferentes: 1 uM y
5 uM. Los indices de estimulacién (IE) se calcularon como la cantidad de *H incorporado a las células, dividido entre la
cantidad de °H incorporado en controles simulados estimulados.

Este procedimiento ha identificado las regiones mas inmunogénicas de la molécula de bouganina en seres humanos.
Por consiguiente, en una realizacion especifica, la proteina bouganina modificada esta modificada en uno o mas restos
de aminoé&cidos en un epitopo de linfocitos T del grupo que consiste en:

a) AKVDRKDLELGVYKL, denominada en el presente documento region epitdpica R1 (SEC ID N%: 2);
b) LGVYKLEFSIEAIHG, denominada en el presente documento regién epitépica R2 (SEC ID N: 3); y
c) NGQEIAKFFLIVIQM, denominada en el presente documento regién epitépica R3 (SEC ID N: 4).

Estos epitopos de linfocitos T se han identificado basandose en el |IE dado > de 2 en dos 0 mas muestras PBMC
donantes. Las secuencias peptidicas desveladas anteriormente representan la informacién critica necesaria para la
construccion de proteinas bouganina modificadas en las que uno o mas de estos epitopos esta comprometido.

En una realizacién de la invencion, la proteina bouganina modificada de la invencién tiene al menos un epitopo de
linfocitos T eliminado. En otra realizacion, la proteina bouganina modificada de la invencion tiene uno, dos o tres
epitopos de linfocitos T eliminados. La invencion también contempla una proteina bouganina modificada en la que se
modifican de 1 a 9 restos de aminoéacidos, preferentemente en el epitopo de linfocitos T. En otra realizacion, se
modifican de 1 a 5 restos de aminoacidos. El término “modificado” como se usa en el presente documento significa
que los restos de aminodcidos se han modificado por sustitucion, adicion o delecién, preferentemente por
sustitucion, pero la proteina bouganina tiene una propension reducida para activar linfocitos T humanos. En otra
realizacién la proteina modificada tiene actividad biolégica. Mas preferentemente la proteina bouganina modificada
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de la invenciéon se modifica por sustitucién en una posicion correspondiente a cualquiera de los aminoacidos
especificados en las secuencias (a), (b) o (c) anteriores.

Una realizaciéon de la presente invencion comprende proteinas bouganina para las cuales los ligandos de MHC de
clase Il identificados dentro de cualquiera de los epitopos R1 — R3 se modifican de tal manera que se elimina la
unién o de otra manera se reduce la cantidad de alotipos MHC a los que puede unirse el péptido. Los aminoacidos
en las regiones R1 a R3 para eliminar la unién o de otra manera reducir el nimero de alotipos de MHC a los que
puede unirse el péptido pueden modificarse por sustitucion, adicion o delecion.

Para la eliminacién de epitopos de linfocitos T, se realizan sustituciones de aminoacidos en puntos apropiados
dentro de la secuencia peptidica predicha para conseguir una reduccidon o eliminacion sustancial de la actividad del
epitopo de linfocitos T. En la practica, un punto apropiado iguala en una realizacién a una unién de un resto de
aminoacido en uno de los bolsillos proporcionados en el surco de union a MHC de clase Il.

En una realizacion, la unién en el primer bolsillo de la hendidura en la posicion denominada P1 o anclaje P1 del
péptido se modifica. La calidad de la interaccion de union entre el resto de anclaje P1 del péptido y el primer bolsillo
del surco de union a MHC de clase |l se reconoce como un determinante principal de afinidad de union global para el
péptido completo. Una sustitucién apropiada en esta posicion del péptido serd para un resto menos facilmente
acomodado en el bolsillo, por ejemplo, sustitucién en un resto mas hidréfilo. Los restos de aminoacidos en el péptido
en las posiciones que se consideran idénticas a unirse con otras regiones del bolsillo dentro de la hendidura de
unién a MHC también se consideran y se encuentran bajo el &mbito de la presente invencion.

Se entiende que las sustituciones, deleciones o adiciones de aminoacidos sencillos dentro de un posible epitopo de
linfocitos T son una via preferida mediante la cual el epitopo puede eliminarse. Las combinaciones de
modificaciones (es decir, sustituciones, deleciones y adiciones) dentro de un solo epitopo puede contemplarse y por
ejemplo pueden ser particularmente apropiadas cuando epitopos individualmente definidos estan en solapamiento
entre si como es el caso presente en las que las regiones R1 y R2 epitdpicas solapan en 5 restos. Ademas,
modificaciones de aminoacidos sencillos dentro de un epitopo proporcionado o en combinacién con un solo epitopo
pueden realizarse en las posiciones que se considera que no son idénticas con los “restos del bolsillo” con respecto
al surco de union de MHC de clase Il, pero en cualquier punto con la secuencia peptidica. Pueden realizarse
modificaciones con referencia a una estructura homéloga o procedimiento estructural producido usando técnicas in
silico conocidas en este campo y pueden basarse en rasgos estructurales conocidos de la molécula de acuerdo con
la presente invencion. Todas dichas modificaciones pueden encontrarse dentro del &mbito de la presente invencién.

Las regiones R1 y R3 epitopicas de la bouganina se analizaron con respecto a la indicacién de los ligandos de MHC
de clase Il incluidas dentro de sus respectivas secuencias. Para este analisis se usé una herramienta informatica
que aprovechaba los esquemas indicados en los documentos WO 98/59244 y WO 02/069232. El programa
informatico estimula el proceso de la presentacién de antigenos a nivel de la interaccion de unién del péptido de MHC
de clase Il para proporcionar una puntuacién de unién para cualquier secuencia peptidica proporcionada. Dicha
puntuacion se determina para muchos de los alotipos predominantes de MHC de clase Il existentes en la poblacién.
Dado que este esquema puede ensayar cualquier secuencia peptidica, las consecuencias de las sustituciones,
adiciones o deleciones de aminoacidos con respecto a la capacidad de un péptido para interaccionar con un surco
de unién a MHC de clase Il pueden predecirse. Por consiguiente, pueden disefiarse nuevas composiciones de
secuencia que contengan nimeros de péptidos reducidos capaces de interaccionar con MHC de clase Il y por lo
tanto actuar como epitopos de linfocitos T inmunogénicos.

Bajo este esquema en una realizacién de la invencién sustituciones dentro de la regién R1 epitdépica comprenden
cambios en las posiciones V123, D127 y/o E129. De manera similar para la region R2 epitépica, en una realizacién la
sustitucién es en una posicion Y133. Este resto se encuentra dentro de la region de solapamiento entre R1 y R2 pero
la sustitucion en Y133 es suficiente para eliminar el ligando de MHC de clase Il relacionado con R2 y no es suficiente
para eliminar por si mismo los ligandos de MHC de clase Il relacionados con R1. Para la regién R3 epitdpica, en una
realizacion de la invencién las sustituciones son los restos E151 y/o 1152.

En todos los casos las sustituciones son con respecto a uno o mas restos de aminoacidos alternativos. El analisis de
R1 con el programa informatico de estimulacién de MHC Il indicé que los restos de aminoacidos 123, 127, 129 y 131
eran restos clave en este epitopo para la uniéon a moléculas de MHC IlI. El resto 123 es un sitio preferido para la
mutacion de la region R1 porque esta en la superficie de la molécula, lejos del sitio activo y es variable en el alineamiento
de secuencia RIP. Sin embargo, no todas las sustituciones produjeron una molécula activa, de ahi la necesidad de
validar mutaciones en el ensayo de bioactividad. Por tanto, por ejemplo, dentro de R1, las sustituciones V123T, V123A y
V123Q son ejemplos de sustituciones alternativas preferidas. Se descubrié que el resto 131 estd absolutamente
conservado en RIP y por lo tanto probablemente no es adecuado para la mutacién. Los restos 127 y 129 no estan
muy conservados pero se encontrd que solamente un nimero de restos limitados tenian un impacto sobre la unién de
MHC IlI. Los conjuntos de sustituciones: D127G, D127A, E129Q y E129G también son sustituciones preferidas. Para
R2, se observd que el resto 133 era posiblemente un candidato para anular la unién a MHC Il y su localizacién de
superficie aparente (segun se determina por modelado) combinado con el hecho de que no esta muy conservado a
través de RIP hace que sea un buen candidato para la mutacién. Se encontré que las sustituciones alternativas
preferidas eran Y133N, Y133T, Y133A, Y133R, Y133D, Y133E, Y133Q, Y133G, Y133K, Y133H y Y133S. Para RS, los
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restos de aminoacidos 152, 155 y 158 se identificaron como restos clave para la uniéon a MHC Il. Sin embargo, los
restos 155 y 158 son parte de un tramo hidréfobo altamente conservado lo que sugiere que su mutacion podria no dar
moléculas bioactivas. Se encontrdé que los restos mal conservados eran un candidato mas probable. Para R3, los
conjuntos de sustituciones: 1152Q e 1152A también eran sustituciones preferidas.

Por conS|gU|ente Ia2 |nvenC|on %ropormona una proteina bouganina modificada en la que la bouganina se modifica en
una o mas de X', X%, X3, X* o X° de la siguiente manera:

a) AKX'DRKXCLXPLGVX*KL (region R1 epitopica, SEC ID N2: 5);
b) LGVX*KLEFSIEAIHG (regién R2 epitopica, SEC ID N2 6); y

¢) NGQEX’AKFFLIVIQM (regién R3 epitépica, SEC ID N2: 7)
en la que X' a X° pueden ser cualquier amino&cido.
En unareahzacnonespecmcaX esToA0Q; X°esGoA; X*esQoG; X*esNoDoToAoR0QoEoGoHoKo
S;y X° es Q 0 A (regién R1 epitpica, SEC ID N2: 8; region R2 epitdpica, SEC ID N2: 9; region R3 epitopica, SEC 1D
Ne: 10).
Considerado en su conjunto puede recopilarse un conjunto de sustituciones mas preferido basandose en estudio de
mapeo epitdpico inmunogénico usando ensayos de linfocitos T ex vivo, simulaciones de union al péptido de MHC in
silico y consideraciones estructurales a partir de analisis de homologia de secuencia. Finalmente, si se prefiere una
proteina bioactiva, puede realizarse entonces un ensayo de actividad in vitro en la proteina modificada que puede
comprender una o mas mutaciones multiples.

Por consiguiente en otra realizacién la invencion proporciona un péptido de bouganina modificado que comprende la
secuencia de aminoacidos:

YNTVSFNLGEAYEYPTFIQDLRNELAKGTPVCQLPVTLQTIADDKRFV
LVDITTTSKKTVKVAIDVTDVYWGYQDKWDGKDRAVFLDKVPTVAT
SKLFPGVTNRVTLTFDGSYQKLVNAAKX'DRICCLCLGVX*KLEFSIEA
IHGKTINGQEX®AKFFLIVIQMVSEAARFKYIETEVVDRGLYGSFKPNF
KVLNLENNWGDISDAIHKSSPQCTTINPALQLISPSNDPWVVNKVSQI
SPDMGILKFKSSK

en la que X'aXx® pueden ser cualquier aminoacido (SEC ID N%: 11).

EnunareahzamonpreferldaX esToAoQ; X?esGoA; X*esQoG;X*esNoDoToAoR0QoEoGoHoKo
S;y X*es Qo A (SEC ID N2: 12).

En una realizacién especifica, la proteina bouganina modificada comprende la secuencia de aminodacidos:

YNTVSFNLGEAYEYPTFIQDLRNELAKGTPVCQLPVTLQTIADDKRFV
LVDITTTSKKTVKVAIDVTDVYVVGYQDKWDGKDRAVFLDKVPTVAT
SKLFPGVTNRVTLTFDGSYQKLVNAAKADRKAL ELGVNKLEFSIEAIH
GKTINGQEAAKFFLIVIOMVSEAARFKYIETEVVDRGLYGSFKPNFKVL
NLENNWGDISDAIHKSSPQCTTINPALQLISPSNDPWVVNKVSQISPD
MGILKFKSSK (SEC ID N°: 13).
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En otra realizacion adicional, la proteina bouganina modificada comprende la secuencia de aminoacidos:

YNTVSENLGEAYEYPTFIQDLRNELAKGTPVCQLPVTLQTIADDKRFV
LVDITTTSKKTVKVAIDVTDVYVWGYQDKWDGKDRAVFLDKVPTVAT

SKLFPGVTNRVTLTFDGSYQKLVNAAKADRKALELGVQKLEFSIEAIH
GKTINGQEAAKFFLIVIQMVSEAARFKYIETEVVDRGLYGSFKPNFKVL
NLENNWGDISDAIHKSSPQCTTINPALQLISPSNDPWVVNKVSQISPD
MGILKFKSSK (SEC ID N°: 14).

Los restos subrayados son restos sustituidos diferentes de la proteina bouganina modificada.

Como sera obvio para el experto en la materia, puede llegarse a conjuntos alternativos de modificaciones en los que
se consigue el objetivo de eliminar epitopos no deseados. Sin embargo, las secuencias resultantes permanecerian
ampliamente homologas con las proteinas especificas desveladas en el presente documento y por lo tanto se
encontrarian dentro del ambito de la presente invencién. Las equivalencias quimicas obvias con respecto a las
secuencias desveladas por la presente invencion también se contempla que se encuentran dentro del ambito de la
presente invencion. Dichos equivalentes incluyen proteinas que realizan sustancialmente la misma funcién
sustancialmente de la misma manera.

En otra realizacién la proteina bouganina modificada de la invencién tiene 1, 2, 3, 4, 5 o0 mas modificaciones de
aminoacidos en los epitopos de linfocitos T de la proteina.

En una realizacién adicional, la proteina bouganina modificada de la invencion cuando se somete a ensayo en un
ensayo con linfocitos T provoca un indice de estimulacion reducido en comparacién con la proteina bouganina no
modificada.

En una realizacién adicional de la invencion, los epitopos de linfocitos T de la proteina bouganina se mapean usando
un ensayo de linfocitos T y después se modifican de tal manera que basandose en el reensayo, en el ensayo de
linfocitos T la proteina bouganina modificada suscita un indice de estimulacion menor que el de la proteina
bouganina no modificado, preferentemente el indice de estimulacién es menor de 2,0.

Sera evidente para un experto en la técnica que si la proteina bouganina modificada tiene actividad biol6gica
sustancialmente reducida o no tiene, puede ser necesaria una modificacion adicional por sustitucion, adicién o
delecion de restos de aminoacidos para reestablecer la actividad biolégica de la proteina bouganina modificada. Sin
embargo, dichas proteinas bouganinas modificadas que se han reducido sustancialmente o no tienen actividad
biolégica aun se incluyen dentro del ambito de la invencion y tienen utilidad como controles en ensayos o para la
tolerizacion.

En una realizacion, la bouganina modificada estd mutada en el resto tirosina en la posicién 70 para producir una

bouganina inactiva. En una realizacion especifica, la tirosina en la posicién 70 se sustituye con alanina. En una
realizacién preferida, la bouganina modificada tiene la secuencia:

YNTVSFNLGEAYEYPTFIQDLRNELAKGTPVCQLPVTLQTIADDKRFV
LVDITTTSKKTVKVAIDVTDVAVWWGYQDKWDGKDRAVFLDKVPTVAT

SKLFPGVTNRVTLTFDGSYQKLVNAAKVDRKDLELGVYKLEFSIEAIH
GKTINGQEIAKFFLIVIQMVSEAARFKYIETEVVDRGLYGSFKPNFKVL

NLENNWGDISDAIHKSSPQCTTINPALQLISPSNDPWVVNKVSQISPD
MGILKFKSSK [SEC ID N°: 129].

Bajo el esquema de la presente invencion, los epitopos estan comprometidos por mutacién para dar como resultado
secuencias que ya no pueden actuar como epitopos de linfocitos T. Es posible usar procedimientos de ADN
recombinante para conseguir mutagénesis dirigida de las secuencias diana y muchas de estas técnicas se
encuentran disponibles y son bien conocidas en la técnica. En la practica, se produciran diversas proteinas
bouganina modificadas y se ensayaran para las caracteristicas funcionales inmunitarias deseadas. Es
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particularmente importante cuando se realizan modificaciones de la secuencia de proteina que los cambios
contemplados no introduzcan nuevos epitopos inmunogénicos. Este acontecimiento se impide en la practica
reensayando la secuencia contempladas con respecto a la presencia de epitopos y/o de ligandos de MHC de clase Il
mediante cualquier medio adecuado.

Las proteinas bouganina modificadas de la invencion también pueden contener o pueden usarse para obtener o
disenar “peptidomiméticos”. Los “peptidomiméticos” son estructuras que sirven como sustitutos para péptidos en
interacciones entre moléculas (Véase Morgan y col (1989), Ann. Reports Med. Chem. 24: 243-252 para una
revisién). Los peptidomiméticos incluyen estructuras sintéticas que pueden o no contener enlaces de aminoacidos
y/o peptidicos pero conservan las caracteristicas estructurales y funcionales de la proteina de la invencion
incluyendo la actividad biolégica y una propension reducida para activar linfocitos T humanos. Los peptidomiméticos
también incluyen peptoides, oligopeptoides (Simon y col (1972) Proc. Natl. Acad, Sci USA 89: 9367).

Los peptidomiméticos pueden diseharse basdndose en informacion obtenida por reemplazo sistematico de
aminoacidos L por aminoacidos D, el reemplazo de cadenas laterales con grupos que tienen diferentes propiedades
electronicas y por reemplazo sistematico de enlaces peptidicos con reemplazos de enlace amida. Las limitaciones
con formaciones locales también pueden incluirse para determinar requisitos conformacionales para la actividad de
un peptidomimético candidato. Los miméticos pueden incluir enlaces amida isostéricos, o0 aminoacidos D para
estabilizar o promover conformaciones de giro inverso y ayudar a estabilizar la molécula. Pueden usarse analogos
de aminodcidos ciclicos para limitar restos de aminoacidos a estados particulares conformacionales. Los miméticos
también pueden incluir miméticos de las estructuras secundarias de las proteinas de la invencion. Estas estructuras
pueden modelar la orientacién tridimensional de restos de aminoacidos en las conformaciones secundarias
conocidas de las proteinas. También pueden usarse peptoides que son oligémeros de aminoacidos N-sustituidos y
pueden usarse como motivos para la generacion de bibliotecas quimicamente diversas de nuevas moléculas.

Las moléculas de la presente invencién pueden prepararse en cualquiera de las diversas formas pero mas
preferentemente se realizan aprovechando los procedimientos recombinantes rutinarios. Es un procedimiento
relativamente facil el uso de secuencias de proteinas e informacion proporcionada en el presente documento para
deducir un polinucleétido (ADN) que codifica cualquiera de las secuencias de proteina preferidas. Esto puede
conseguirse por ejemplo usando herramientas informatizadas tales como el conjunto informéatico DNSstar [DNAstar
Inc, Madison, WI, Estados Unidos] o similar. Cualquiera de dichas secuencias de ADN con la capacidad de codificar
los polipéptidos preferidos de la presente invencion u homélogos significativos de los mismos, debe considerarse
como realizaciones de la presente invencién.

Como un esquema general, los genes que codifican cualquiera de las secuencias de proteina de bouganina
modificadas preferidas pueden prepararse usando genes sintéticos y clonarse en un vector de expresion adecuado.
En su lugar, el vector de expresion se introduce en una célula huésped y las células se seleccionan y se cultivan. Las
proteinas de la invencion se purifican del medio de cultivo y se formulan en una preparaciéon para administraciéon
terapéutica. Como alternativa, puede obtenerse una secuencia génica de bouganina de tipo silvestre por ejemplo
después de una estrategia de clonacién de ADNc usando ARN preparado de tejidos radiculares de la planta
Bougainvillea spectabilis Willd. El gen natural puede usarse como un molde para secuencias de variante preferidas para
mutagénesis y construccion. En este sentido, es particularmente conveniente el uso de la estrategia de “PCR de
extension solapante” como describen Higuchi y col [Higuchi y col (1988) Nucleic Acids Res. 16: 7351] aunque pueden
aplicarse facilmente otras metodologias y sistemas.

La actividad biol6gica de las proteinas de la invencion puede también evaluarse de muchas maneras. En una
realizacion, las moléculas de bouganina modificadas se identifican con actividad N-glucosidasa y en particular con una
suficiente actividad para proporcionar inhibicién significativa de la traduccion de las proteinas. Un ensayo de este tipo
adecuado implica ensayar la actividad de las proteinas bouganina modificadas en comparacién con bouganinas no
modificadas en un ensayo de sintesis de proteinas acelular. Una mezcla de transcripcion/traduccion acoplada que
contiene metionina, un ADN que codifica la proteina indicadora luciferasa y diluciones en serie de proteinas bouganina
no modificadas y modificadas se coincuban. Los niveles de luciferasa traducida se detectan facilmente usando un
contador de luminiscencia después de la adicion de un reactivo de sustrato. La luminiscencia medida es inversamente
proporcional a la actividad N-glucosidasa de la bouganina presente en la reaccion. Es usual proporcionar un control
negativo tal como una proteina bouganina inactiva que contenga por ejemplo una sustitucion Y70A.

La constitucién de las moléculas de bouganina preferidas y activas puede conseguirse por técnicas de ADN
recombinante y estas incluyen moléculas de bouganina fusionadas con el anticuerpo deseado u otros restos diana. Los
procedimientos para purificar y manipular proteinas recombinantes que incluyen proteinas de fusiéon son bien conocidos
en la técnica. Se explican técnicas necesarias completamente en la bibliografia, tal como, “Molecular Cloning: A
Laboratory Manual”, segunda ediciéon (Sambrook y col., 1989); “Oligonucleotide Synthesis” (M. J. Gait, ed., 1984);
“Animal Cell Culture” (R. |. Freshney, ed., 1987); “Methods in Enzymology” (Academic Press, Inc.); “Handbook of
Experimental Immunology” (D. M. Weir & C. C. Blackwell, eds.); “Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells” (J. M.
Miller & M. P. Calos, eds., 1987); “Current Protocols in Molecular Biology” (F. M. Ausubel y col., eds., 1987); “PCR:
The Polymerase Chain Reaction”, (Mullis y col., eds., 1994); “Current Protocols in Immunology” (J. E. Coligan y col.,
eds., 1991).
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Las proteinas y péptidos de la invencion pueden prepararse usando un procedimiento de ADN recombinante. Las
proteinas de la invencion también pueden prepararse por sintesis quimica usando técnicas bien conocidas en la
quimica de proteinas tal como sintesis en fase soélida (Merrifield, 1964, J. Am. Chem. Assoc. 85: 2149-2154) o
sintesis en solucion homogénea (Houbenweyl, 1987, Methods of Organic Chemistry, ed. E. Wansch, Vol. 15 1 y Il
Thieme, Stuttgart).

La presente invencién también proporciona una molécula de acido nucleico purificada y aislada que comprende una
secuencia que codifica las proteinas o péptidos de bouganina modificados de la invencién, preferentemente una
secuencia que codifica la proteina descrita en el presente documento como SEC ID N%: 13 0 SEC ID N: 14.

La expresion “aislado y purificado” como se usa en el presente documento se refiere a un acido nucleico
sustancialmente libre de material celular o medio de cultivo cuando se produce por técnicas de ADN recombinante o
precursores quimicos u otros productos quimicos cuando se sintetizan quimicamente. Un acido nucleico “aislado y
purificado” esta también sustancialmente libre de secuencias que flanquean naturalmente el acido nucleico (es decir
secuencias localizadas en los extremos 5’ y 3’ del acido nucleico) a partir del cual deriva el acido nucleico.

La expresion “acido nucleico” como se usa en el presente documento se refiere a una secuencia de nucleétidos o
monomeros nucleosidicos que consisten en bases de origen natural o azlcares y enlaces interazlcar
(estructurales). El término también incluye secuencias modificadas o sustituidas que comprenden monémeros que
no son de origen natural o partes de los mismos que actian de manera similar. Las secuencias de acido nucleico de
la presente invencidon pueden ser acido ribonucleico (ARN) o desoxirribonucleico (ADN) y pueden contener bases de
origen natural que incluyen adenina, guanina, citosina, timidina y uracilo. Las secuencias también pueden contener
bases modificadas tales como xantina, hipoxantina, 2-aminoadenina, 6-metilo, 2-propilo, y otras alquil adeninas, 5-
halo uracilo, 5-halo citosina, 6-aza uracilo, 6-aza citosina y 6-aza timina, pseudo uracilo, 4-tiouracilo, 8-halo adenina,
8-amino adenina, 8-tiol adenina, 8-tio-alquil adeninas, 8-hidroxil adenina y otros adeninas 8 sustituidas, 8-halo
guaninas, 8-amino guanina, 8-tiol guanina, 8-tioalquil guaninas, 8-hidroxil guanina y otras guaninas 8 sustituidas, otros
uracilos aza o deaza, timidinas, citosinas, adeninas o guaninas, 5-trifluorometil uracilo y 5-trifluoro citosina.

En una realizacion, la molécula de acido nucleico purificada y aislada comprende una secuencia que codifica las
proteinas o péptidos, preferentemente la SEC ID N2: 13 o SEC ID N 14 de la invencion, que comprende

(a) la secuencia de acidos nucleicos en la que T también puede ser U;

(b) las secuencias de acido nucleico complementarias a (a);

(c) las secuencias de acido nucleico que son homélogas a (a) o (b);

(d) un fragmento de (a) a (c) que tiene al menos 15 bases, preferentemente de 20 a 30 bases, y que se hibridara
con (a) a (c) en condiciones de hibridacion rigurosas; o

(e) una molécula de acido nucleico que difiere de cualquiera de los acidos nucleicos de (a) a (c) en las
secuencias de codon debido a la degeneracién del cédigo genético.

Ademas, se apreciara que la invencién incluye moléculas de acido nucleico que comprenden secuencias de acido
nucleico que tienen homologia sustancial de secuencia con las secuencias de acido nucleico que codifican las
proteinas y péptidos de la invencion y fragmentos de los mismos. La expresion “secuencias que tienen homologia
sustancial de secuencia” significa las secuencias de acido nucleico que tienen unas variaciones de secuencia ligeras
o inconsecuentes a partir de estas secuencias, es decir las secuencias actian substancialmente de la misma
manera para producir proteinas funcionalmente equivalentes. Las variaciones pueden atribuirse a mutaciones
locales o modificaciones estructurales.

Las secuencias de acido nucleico que tienen homologia sustancial incluyen secuencias de acido nucleico que tienen
al menos una identidad del 80 %, preferentemente del 90 % con la secuencia de acido nucleico que codifica las
proteinas y péptidos de la invencion.

Otro aspecto de la invencién proporciona una molécula de acido nucleico y fragmentos de la misma que tienen al
menos 15 bases, que se hibridan con moléculas de acido nucleico de la invencién en condiciones de hibridacion,
preferentemente condiciones de hibridacion rigurosas. Los expertos en la técnica conocen condiciones rigurosas
apropiadas que promueven la hibridacion del ADN o pueden encontrarse en Current Protocols in Molecular Biology,
John Wiley & Sons, N. Y. (1989), 6.3.1-6.3.6. Por ejemplo, puede emplearse lo siguiente: cloruro de sodio 6,0/citrato
de sodio (SSC) a aproximadamente 45 °C, seguido por un lavado de 2,0 x SSC a 50 °C. La rigurosidad puede
seleccionarse basandose en las condiciones usadas en la etapa de lavado. Por ejemplo, la concentracion salina en la
etapa de lavado puede seleccionarse de una elevada rigurosidad de aproximadamente 0,2 x SSC a 50 °C. Ademas, la
temperatura de la etapa de lavado puede ser a condiciones de alta rigurosidad, aproximadamente 65 °C.

Por consiguiente, las moléculas de acido nucleico de la presente invencion tienen una secuencia que codifica una
proteina o un péptido de la invencion que puede incorporarse de acuerdo con procedimientos conocidos en la técnica
en un vector de expresién apropiado que garantice la buena expresion de la proteina o polipéptido. Como posibles
vectores de expresién se incluyen pero sin limitacién, cosmidos, plasmidos o virus modificados (por ejemplo retrovirus
de replicacion defectuosa, adenovirus y virus adenoasociados), siempre que el vector sea compatible con la célula
huésped usada. La expresion de “vectores adecuados para la transformacion de una célula huésped” significa que los

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2424 643 T3

vectores de expresion contienen una molécula de &cido nucleico de la invencién y secuencias reguladoras,
seleccionadas basandose en las células huésped para usar para la expresion, que estan unidos operativamente a la
molécula de acido nucleico. Por “unida operativamente” se entiende que el acido nucleico esta unido a secuencias
reguladoras de una manera que permite la expresion del acido nucleico.

Por lo tanto la invencion contempla un vector de expresién recombinante de la invencién que contiene una molécula
de &cido nucleico de la invencion, o un fragmento de la misma, y las secuencias reguladoras necesarias para la
transcripcién y traduccién de la secuencia de proteina insertada. Las secuencias reguladoras adecuadas podian
derivar de diversas fuentes incluyendo genes bacterianos, fungicos o virales (por ejemplo véase las secuencias
reguladoras descritas en Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San
Diego, CA (1990)). La seleccién de secuencias reguladoras apropiadas es dependiente de la célula huésped
seleccionada y puede conseguirse faciimente por un experto habitual en la técnica. Como ejemplos de dichas
secuencias reguladoras incluyen: un promotor transcripcional y un potenciador o una secuencia de union a ARN
polimerasa, una secuencia de union ribosémica, que incluye una seial de inicio de la traduccion. Adicionalmente,
dependiendo de la célula huésped seleccionada y del vector empleado, pueden incorporarse otras secuencias tales
como un origen de replicacion, sitios adicionales de restriccion de ADN, potenciadores y secuencias que confieren
inducibilidad de la transcripcion en el vector de expresion. También se apreciara que las secuencias reguladoras
necesarias pueden proporcionarse por la proteina natural y/o sus regiones flanqueantes.

Los vectores de expresion recombinantes de la invencion también pueden contener un gen marcador de selecciéon que
facilita la seleccion de células huésped transformadas o transfectadas con una molécula recombinante de la invencion.
Son ejemplos de genes marcadores de seleccion los genes que codifican una proteina tal como G418 e higromicina
que confiere resistencia a determinados farmacos, B-galactosidasa, acetiltransferasa cloranfenicol o luciferasa de
luciérnaga. La transcripcion del gen marcador de seleccién se controla por cambios en la concentracion de la proteina
marcadora de seleccion tal como B-galactosidasa, acetiliransferasa cloranfenicol o luciferasa de luciérnaga. Si el gen
marcador de seleccién codifica una proteina que confiere resistencia a antibiéticos tal como resistencia a neomicina,
pueden seleccionarse células transformantes con G418. Las células que tienen incorporado el gen marcador de
seleccién sobreviviran, mientras que las otras moriran. Esto hace que sea posible visualizar y someter a ensayo con
respecto a la expresion de vectores de expresion recombinantes de la invencion y en particular determinar el efecto de
una mutacion sobre la expresion y fenotipo. Se apreciara que los marcadores de seleccién pueden introducirse en un
vector individual del &cido nucleico de interés.

Los vectores de interés recombinantes también pueden contener genes que codifican un resto de fusién que
proporcione una mayor expresion de la proteina recombinante; una mayor solubilidad de la proteina recombinante y
ayudar en la purificacion de una proteina recombinante diana actuando como un ligando en la purificacion por afinidad.
Por ejemplo, puede afiadirse un sitio de escision proteolitico a la proteina recombinante diana para permitir la
separacion de la proteina recombinante del resto de fusién posterior a purificacion de la proteina de fusion.

Pueden introducirse vectores de expresién recombinantes en células huésped para producir una célula huésped
transformada. Se pretende que la expresién “célula huésped transformada” incluya células procariotas y eucariotas que
se han transformado o transfectado con un vector de expresién recombinante de la invencion. Se pretende que las
expresiones “transformado con”, “transfectado con”, “transformacién” y “transfeccion” incluyan la introduccion de acido
nucleico (por ejemplo un vector) en una célula mediante cualquiera de muchas posibles técnicas conocidas en la
materia. Las células procariotas pueden transformarse con acido nucleico por ejemplo mediante electroporacion o
transformacion mediada con cloruro de calcio. Puede introducirse &acido nucleico en células de mamifero mediante
técnicas convencionales tales como fosfato célcico o precipitacién con cloruro de calcio, transfeccion mediada con
DEAE dextrano, lipofectina, electroporacion o microinyeccion. En Sambrook y col. (Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 22 Edicién, Cold Spring Harbor Laboratory press (1989)), y otros libros de texto de laboratorio pueden
encontrarse procedimientos adecuados para la transformacion y transfeccion de células huésped.

Las células huésped adecuadas incluyen una amplia diversidad de células procariotas y eucariotas. Por ejemplo, las
proteinas de la invencion pueden expresarse en células bacterianas tales como E. coli, células de insecto (usando
baculovirus), células de levadura o células de mamifero. En Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in
Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1991) pueden encontrarse otras células huésped adecuadas.

Un &cido nucleico esta “unido operativamente” cuando se coloca en una relaciéon funcional con otra secuencia de
acido nucleico. Por ejemplo, ADN para una presecuencia o una secuencia lider secretora esta unido operativamente
a ADN para un polipéptido si este se expresa como una preproteina que participa en la secrecion del polipéptido; un
promotor o potenciador esta unido operativamente a una secuencia codificante si influye en la transcripcién de la
secuencia; 0 un sitio de unién a ribosomas esta unido operativamente a una secuencia codificante si esta colocado
para facilitar la traduccion. Generalmente, la expresion “unido operativamente” significa que las secuencias de ADN
que estan unidas son contiguas y, en el caso de una secuencia lider secretora, contigua en una fase de lectura. Sin
embargo, los potenciadores no tienen por qué ser contiguos. El engarce se consigue mediante ligamiento en sitios
de restriccion convenientes. Si dichos sitios no existen, los adaptadores o engarzadores oligonucleotidicos sintéticos
se usan de acuerdo con la practica convencional.
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En algunas realizaciones el vector de expresion comprende una secuencia de acido nucleico que codifica una
bouganina modificada con un nimero reducido de epitopos de linfocitos T posibles unidos operativamente a una
secuencia de control de expresion. En diversas realizaciones el vector de expresién comprende una secuencia de
acido nucleico que codifica las proteinas o péptidos de la invencién, o una variante degenerada de la misma y
comprendera al menos el dominio que codifica la RIP de dichos acidos nucleicos unidos operativamente con un
control de expresiéon adecuado y secuencias de seleccién. La degeneracion en relacion a polinucleétidos se refiere
al hecho de que se reconocera que en el cédigo genético se especifican muchos aminoacidos en mas de un codén.
La degeneracién del codigo representa 20 aminoacidos diferentes codificados por 64 secuencias triplete posibles de
las cuatro diferentes bases que comprenden ADN.

El término “domino que codifica RIP” o “dominio que codifica la Proteina Inactivadora de Ribosomas” como se usa
en el presente documento significa el dominio funcional que proporciona a la bouganina su actividad biolégica.

Las moléculas de acido nucleico de la invencién también pueden sintetizarse quimicamente usando técnicas
convencionales. Se conocen diversos procedimientos para la sintesis quimica de polidesoxinucleétidos incluyendo
sintesis en fase sélida que, al igual que la sintesis peptidica, se ha automatizado por completo en sintetizadores de
ADN disponibles en el mercado (véase, por ejemplo ltakura y col. Patente de Estados Unidos N°¢ 4.598.049;
Caruthers y col. Patente de Estados Unidos N® 4.458.066; e ltakura Patente de Estados Unidos N2 4.401.796 y
4.373.071).

La invencién también proporciona acidos nucleicos que codifican proteinas de fusién que comprenden una nueva
proteina de la invencién y una proteina seleccionada o una proteina marcadora de seleccion.

Otro aspecto de la presente invencion es una célula cultivada que comprende al menos uno de los vectores
mencionados anteriormente.

Un aspecto adicional de la presente invencién es un procedimiento para preparar la bouganina modificada que
comprende cultivar la célula mencionada anteriormente en condiciones que permitan la expresion de la bouganina
modificada del vector de expresién y purificar la bouganina de la célula.

(B) Citotoxinas bouganina modificadas:

Como se ha mencionado anteriormente, la bouganina es una proteina inactivadora ribosémica de tipo 1 (RIP) que
despurina el principal ARN ribosémico de células conduciendo al cese de la sintesis de proteinas y la muerte celular.
Como tales, las bouganinas modificadas de la invenciéon pueden usarse para preparar citotoxinas. Las citotoxinas que
contienen una proteina bouganina modificada se prefieren sobre citotoxinas que contienen una proteina bouganina no
modificada ya que la primera es menos inmunogénica y probablemente destruird menos el sistema inmunitario antes
de que alcance su diana.

Por consiguiente, la presente invencién también proporciona una citotoxina que comprende (a) un resto diana unido a
(b) una proteina bouganina modificada de la invencion.

La expresion “proteina bouganina modificada de la invencién” se usa para facilidad de referencia e incluye cualquiera
y todas las proteinas bouganinas modificadas descritas en el presente documento tal como las proteinas bouganinas
modificadas descritas anteriormente en la Seccién (A) asi como en las figuras y ejemplos.

La expresion “resto diana” como se usa en el presente documento se refiere a un sustrato, medios, o técnicas de
administracién de la proteina bouganina modificada a una célula diana. En una realizacién el resto diana es un
anticuerpo. En una realizacion, el resto diana puede ser un liposoma. En una realizacién el liposoma puede unirse a
un anticuerpo. En otra realizacién el resto diana es una proteina que puede dirigir una interaccién de unién especifica
con una célula diana particular. Dichos restos de proteina incluyen una diversidad de ligandos polipeptidicos para los
cuales existen receptores de superficie celular especificos e incluyen por lo tanto numerosas citocinas, hormonas
peptidicas y polipeptidicas y otros modificadores de la respuesta biolégica. Ejemplos destacables incluyen dichas
proteinas como factor de crecimiento epitelial vascular, factor de crecimiento epidérmico, herregulina, las
interleucinas, interferones, factor de necrosis tumoral y otras moléculas de proteinas y glucoproteinas. Las proteinas
de fusiéon de estas y otras moléculas con bouganina de la presente invencion pueden contemplarse y puede
comprender el resto de bouganina modificado bien en la orientacién en el extremo N o bien en el extremo C con
respecto al dominio del ligando de la proteina. El resto diana puede unirse directamente a las proteinas de la
invencion o a través de un engarce. En una realizacion, el engarce es un engarce peptidico o un engarce quimico. Del
mismo modo, la reticulacién quimica del ligando purificado con la proteina bouganina modificada puede contemplarse
y se encuentra dentro del ambito de la presente invencién.

En una realizacion preferida, la presente invencion proporciona una citotoxina que comprende (a) un ligando que se
une a una célula cancerosa unida a; (b) una proteina bouganina modificada de la invencién.

El ligando puede ser cualquier molécula que se una a una célula cancerosa que incluya, pero sin limitacion, proteinas.
En una realizacion, el ligando es un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo que reconoce la superficie de una célula
cancerosa.
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Por consiguiente, las citotoxinas de la presente invencion pueden usarse para tratar diversas formas de cancer tales
como cancer colorrectal, cancer de mama, cancer de ovario, cancer pancreatico, cancer de cabeza y cuello, cancer
de vejiga, cancer gastrointestinal, cancer de prdstata, cancer pulmonar microcitico y no microcitico, sarcomas,
gliomas, linfomas de linfocitos T y B.

En una realizacion, el ligando que se une a una célula cancerosa comprende una molécula de inmunoglobulina
completa que se une a la célula cancerosa. Cuando un ligando de unién a la célula cancerosa es un anticuerpo o un
fragmento del mismo, a la citotoxina se la puede denominar inmunotoxina. En otra realizacién, el ligando que se une
a la célula cancerosa es un dimero de fragmentos de anticuerpo Fab, Fab’, scFv, de un solo dominio o fragmentos
FV estabilizados con puentes disulfuro. En otra realizacion, el anticuerpo contra el cancer comprende una cadena
pesada variable, una cadena ligera variable, un fragmento de anticuerpo de un solo dominio Fab, Fab’, scFv o un
fragmento Fv estabilizado con puentes disulfuro. Las partes del ligando que se une a la célula cancerosa puede
derivar de una o mas especies, preferentemente comprendiendo las partes derivadas de la especie humana y mas
preferentemente son completamente humanas o humanizadas. Las regiones disefiadas para facilitar la purificacion o
para la conjugacién con la toxina también pueden incluirse o afiadirse en la parte de unién a la célula cancerosa.

En una realizacién particular, el ligando de unién a la célula cancerosa reconoce Ep-CAM. Ep-CAM (por Molécula de
Adhesién Celular Epitelial, también conocida como 17-1A, KSA, EGP-2 y GA733-2) es una proteina transmembrana
que se expresa altamente en muchos tumores sélidos, incluyendo carcinomas de pulmén, de mama, ovario, colorrectal y
carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, pero expresada débilmente en la mayoria de los tejidos epiteliales
normales.

Por consiguiente, en una realizacion, la invencién proporciona una citotoxina bouganina modificada dirigida a Ep-CAM-
que comprende (a) un ligando (tal como un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo) que se une a Ep-CAM sobre la
célula cancerosa unida a (b) una proteina bouganina modificada que tiene un propensién reducida para activar
linfocitos T en comparacién con una proteina bouganina no modificada.

En una realizacién especifica, la citotoxina comprende (a) un anticuerpo humanizado o un fragmento de anticuerpo
que se une al dominio extracelular de Ep-CAM humano y comprende las secuencias de la regién determinante de la
complementariedad (CDR) derivada de un anticuerpo MOC-31 unido a: (b) una proteina bouganina modificada que
tiene una propension reducida para activar linfocitos T en comparacion con una proteina bouganina no modificada.

Las bouganinas modificadas dirigidas a Ep-CAM adecuadas de acuerdo con la invencion incluyen, sin limitacion,
VB6-845 y variantes de la misma, otras citotoxinas que comprenden otras inmunoglobulinas de cadena sencilla o
doble que se unen selectivamente a Ep-CAM o variantes de las mismas. La expresion “VB6-845” como se usa en el
presente documento significa una citotoxina que comprende una version Fab de un anticuerpo scFv anti-Ep-CAM unido
a una forma modificada de bouganina, Bou 156 (SEC ID N2 13). La secuencia de aminoacidos y la secuencia de
nucleétidos de la VB6-845 se observa en la Figura 3B (SEC ID N%: 16 y SEC ID N®: 15, respectivamente).

En otra realizacién, el ligando que se une a la célula cancerosa reconoce un antigeno asociado a tumores que se
encuentra especificamente en células neoplasicas y no en células normales. En una realizacion preferida, el ligando
es un anticuerpo que se une a un antigeno asociado a tumor. El anticuerpo anti antigeno asociado a tumor reconoce
especificamente células cancerosas de una amplia diversidad de canceres pero no reconoce células normales no
cancerosas.

Por consiguiente en otra realizacion, la invencién proporciona una citotoxina que comprende (a) un ligando (tal como
un anticuerpo o fragmento de anticuerpo) que se une a un antigeno asociado a tumor en la célula cancerosa unida
a; (b) una proteina bouganina modificada que tiene una proporcién reducida para activar linfocitos T en comparacién
con una proteina bouganina no modificada.

Las bouganinas modificadas dirigidas a antigenos asociados con tumores adecuados de la invencién incluyen, sin
limitacion, VB6-011 y sus variantes, otras citotoxinas que comprenden otras inmunoglobulinas de cadena sencilla o
doble que se unen selectivamente a antigenos asociados con tumores o variantes de los mismos. El término “VB6-
011” como se usa en el presente documento significa una citotoxina que comprende una version Fab del anticuerpo
monoclonal humano H11 vinculado genéticamente a una forma modificada de bouganina, BOU 156 (SEC ID N%: 13).
El anticuerpo H11 se obtiene por la fusién de linfocitos de sangre periférica de un paciente con cancer de 64 afos
fusionados con una linea celular de mieloma humana para producir hibridomas. El hibridoma NBGM1/H11 produce
una IgMx que se remodificd por ingenieria genética en un formato Fab para elaborar VB6-011 (véanse los documentos
US 6.207.153 o WO 97/44461 para mas detalle de la preparacion del hibridoma secretor del anticuerpo H11). La
secuencia de aminoacidos y la secuencia de nuclettidos de VB6-011 se muestra en la Figura 15 (SEC ID N%: 28 y
SEC ID N2: 27, respectivamente).

En una realizacion no limitante especifica, la citotoxina comprende VB6-845 (Figura 3B, SEC ID N 16) o VB6-011
(Figura 15, SEC ID N2: 28). En otras realizaciones no limitantes, la citotoxina comprende una variante de VB6-845 o VB6-
011.

Una variante VB6-845 se une al mismo epitopo Ep-CAM o a un epitopo EP-CAM sustancialmente similar que esta
unido mediante VB6-845, y la variante pueden inhibir de manera competitiva la union de VB6-845 con Ep-CAM en
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condiciones fisioldgicas en al menos el 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %,
70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 % 0 95 %. Una variante VB6-845 puede comprender la misma bouganina modificada que
VB6-845 o puede comprender una bouganina diferente modificada de la invencion. En otra realizacion no limitante, la
citotoxina comprende una parte de unién a Ep-CAM que comprende la region variable de MOC31, o una variante de la
misma. En otra realizacién adicional, la citotoxina comprende una parte de unién a Ep-CAM que comprende 4D5MOCB o
una variante de la misma. La unién de cualquiera de estas citotoxinas a Ep-CAM puede reducirse al menos el 10 %, 15 %,
20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 % 0 95 % por
competicién con el anticuerpo MOC31 0 4D5MOCB de referencia en condiciones fisioldgicas.

Una variante VB6-011 se une al mismo epitopo antigénico asociado con tumor 0 a un epitopo antigénico asociado
con tumor sustancialmente similar que esta unido mediante VB6-011, y la variante puede inhibir competitivamente la
unién de VB6-011 con un antigeno asociado a tumor en condiciones fisiolégicas en al menos 10 %, 15 %, 20 %, 25 %,
30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 % 0 95 %. Una variante VB6-011
puede comprender la misma bouganina modificada que VB6-011 o puede comprender una bouganina modificada
diferente de la invencién. En otra realizacion no limitante, la citotoxina comprende una parte de unién a antigeno asociada
a tumor que comprende el anticuerpo monoclonal H11, fragmentos de unién a antigeno H11 o variante de los mismos. La
unién de cualquiera de estas citocinas a VB6-011 puede reducirse al menos el 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40
%, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 % 0 95 % por competiciéon con el anticuerpo H11 de
referencia en condiciones fisiologicas.

En una realizacion preferida, la afinidad de unién de la parte de unién a Ep-CAM o la parte de unién a antigeno
asociado a tumor es al menos cuatro érdenes de magnitud, preferentemente al menos tres érdenes de magnitud, mas
preferentemente menos de dos érdenes de magnitud de la afinidad de unién de VB6-845 o VB6-011 respectivamente
medido por técnicas de laboratorio convencionales. En realizaciones no limitantes, la parte de unién a Ep-CAM puede
bloquear competitivamente la unién de un anticuerpo anti-Ep-CAM conocido tal como, pero sin limitacion, PANOREX®
o0 MT201, a Ep-CAM en condiciones fisiolégicas, al menos el 0,1 %, 1 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %,
45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 % 0 95 %. En realizaciones no limitantes, la parte de unién
a antigeno asociada a tumor puede bloquear competitivamente la unién de un anticuerpo de la unién de un anticuerpo
anti antigeno asociado a tumor, tal como, pero sin limitacién, H11, a un antigeno asociado a tumor, en condiciones
fisiologicas en al menos el 0,1 %, 1 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70
%, 75 %, 80 %, 85 %, 90 % 0 95 %.

El experto en la técnica podra apreciar que pueden identificarse restos determinantes de especificidad. La expresion
“restos determinantes de especificidad” conocidos también como “SDR” se refiere a un resto que forma parte del
paratopo de un anticuerpo, particularmente restos CDR, la sustitucion individual mediante la cual alanina,
independientemente de cualquier otra mutacion, disminuye la afinidad del anticuerpo por el epitopo en al menos 10
veces, preferentemente al menos 100 veces, mas preferentemente al menos 1000 veces. Esta pérdida de afinidad
destaca la importancia del resto en cuanto a la capacidad del anticuerpo para unirse al epitopo. Véase, por ejemplo,
Tamura y col., 2000, “Structural correlates of an anticarcinoma antibody: identification of specificity-determining
residues (SDRs) and development of a minimally immunogenic antibody variant by retention of SDRs only,” J. Immunol.
164(3): 1432-1441.

El efecto de mutaciones sencillas o multiples sobre la actividad de unién, particularmente sobre la afinidad de union,
puede evaluarse al mismo tiempo para evaluar la importancia de una serie particular de aminoacidos sobre la
interaccion de union (por ejemplo, la contribucién de la CDR2 de cadena ligera o pesada a la union). Los efectos de
una mutaciéon de aminoacidos también pueden evaluarse secuencialmente para evaluar la contribuciéon de un solo
aminoacido cuando se evalia individualmente. Dichas evaluaciones pueden realizarse, por ejemplo, mediante una
exploracion de saturacién in vitro (véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N° 6.180.341; Hilton y col.,
1996, “Saturation mutagenesis of the WSXWS motif of the erythropoietin receptor,” J Biol Chem. 271: 4699-4708) y
mutagénesis dirigida (véase, por ejemplo, Cunningham y Wells, 1989, “High-resolution epitope mapping of hGH-
receptor interactions by alanine-scanning mutagenesis,” Science 244: 1081-1085; Bass y col., 1991, “A systematic
mutational analysis of hormone-binding determinants in the human growth hormone receptor,” Proc Natl Acad Sci. USA
88: 4498-4502). En la técnica de mutagénesis mediante exploracion de alanina, se introducen mutaciones sencillas de
alanina en restos mdltiples en la molécula, y las moléculas mutantes resultantes se someten a ensayo con respecto a la
actividad bioldgica para identificar restos de aminoacidos que son criticos para la actividad de la molécula.

También pueden identificarse sitios de receptor a ligando u otras interacciones biolégicas mediante analisis fisico de
estructura determinado mediante, por ejemplo, resonancia magnética nuclear, cristalografia, difraccion de electrones o
marcaje con fotoafinidad, junto con la mutacion de supuestos aminoacidos de sitios de contacto (véase, por ejemplo de
Vos y col., 1992, “Human growth hormone and extracellular domain of its receptor: crystal structure of the complex,”
Science 255: 306-312; Smith y col., 1992, “Human interleukin 4. The solution structure of a four-helix bundle protein,”
J Mol Biol. 224: 899-904; Wlodaver y col., 1992, “Crystal structure of human recombinant interleukin-4 at 2.25 A
revolution,” FEBS Lett. 309: 59-64). Adicionalmente, la importancia de aminoacidos individuales particulares o series
de aminoacidos, pueden evaluarse por comparacion con la secuencia de aminoacidos de polipéptidos relacionado o
sitios de unién a analogos.
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Adicionalmente, el experto en la materia podra apreciar que el aumento de avidez puede compensar una afinidad de
unién menor. La avidez de una citotoxina por un receptor de una célula cancerosa es una medida de la fuerza de la
unién de la parte de unién a Ep-CAM de Ep-CAM, que tiene multiples sitios de unién. La fuerza de union funcional
entre Ep-CAM vy la parte de unién a Ep-CAM representa la suma de la fuerza de todas las uniones de afinidad y por
tanto un componente individual puede unirse con relativamente baja afinidad, pero un multimero de dichos
componentes puede demostrar un fuerte efecto biolégico. De hecho, las interacciones mdltiples entre los sitios de
unién a Ep-CAM y epitopos Ep-CAM pueden demostrar ser mucho mayores que el efecto biolégico aditivo es decir la
ventaja de multivalencia puede ser de muchos 6rdenes de magnitud con respecto a la constante de equilibrio.

De manera similar, la avidez de una citotoxina por un receptor de células cancerosas es una medida de la fuerza de la
parte de unién a antigeno asociada a tumor de un antigeno asociado a tumor, que puede tener sitios de unién
multiples. La fuerza de unién funcional entre un antigeno asociado a tumor y la parte de unién a antigeno asociado a
tumor representa la suma de la fuerza de todos los enlaces de afinidad y por tanto un componente individual puede
unirse con relativamente baja afinidad, aunque un multimero de dichos componentes puede demostrar un fuerte
efecto bioldgico. De hecho, las interacciones miltiples entre sitios de union a antigeno asociados a tumor y epitopos
de antigeno asociados a tumor pueden demostrar ser mucho mayores que el efecto bioldgico aditivo, es decir, la
ventaja de multivalencia puede ser de muchos 6rdenes de magnitud con respecto a la constante del equilibrio.

En una realizacion no limitante, la parte de unién a Ep-CAM tiene una estructura sustancialmente similar a la de
4D5MOCB. La estructura sustancialmente similar puede caracterizarse por referencia a mapas epitopicos que reflejan los
puntos de unién de la parte de unién a Ep-CAM de citotoxinas con una molécula Ep-CAM. En otra realizacion no
limitante, los mapas epitdpicos pueden generarse para la parte de unién a antigeno asociada con tumor y una estructura
sustancialmente similar puede caracterizarse por referencia a mapas epitdpicos que reflejen los puntos de unién de la
parte de unién a antigeno asociada a tumor de la citotoxina con una molécula de antigeno asociada a tumor.

Las citotoxinas de la presente invencién pueden prepararse mediante sintesis quimica usando técnicas bien conocidas
en la quimica de proteinas tales como sintesis en fase sélida (Merrifield, J. Am. Chem. Assoc. 85: 2149-2154 (1964)) o
sintesis en solucién homogénea (Houbenweyl, Methods of Organic Chemistry, ed. E. Wansch, Vol. 15 | y Il, Thieme,
Stuttgart (1987)). En una realizacion, el ligando de unién a cancer y la bouganina modificada son ambos proteinas y
pueden conjugarse usando técnicas bien conocidas en la materia. Existen varios cientos de reticulantes disponibles
que pueden conjugar dos proteinas. (Véase por ejemplo “Chemistry of Protein Conjugation and Crosslinking”. 1991,
Shans Wong, CRC Press, Ann Arbor). El reticulante se selecciona generalmente basandose en grupos funcionales
reactivos disponibles o insertados en el ligando o toxina. Ademas, si no hay grupos reactivos, puede usarse un
reticulante fotoactivable. En determinados casos, puede ser deseable incluir un espaciador entre el ligando y la
toxina. Los agentes reticulantes conocidos en la técnica incluyen los agentes homobifuncionales: glutaraldehido,
dimetiladipimidato y Bis(diazobencidina) y los agentes heterobifuncionales: m Maleimidobenzoil-N-Hidroxisuccinimida
y Sulfo-m Maleimidobenzoil-N-Hidroxisuccinimida.

También puede prepararse una proteina de fusion a toxina bouganina-ligando usando técnicas de ADN
recombinantes. En este caso, una secuencia de ADN que codifica el ligando de unién a cancer se fusiona con una
secuencia de ADN que codifica la proteina bouganina modificada dando como resultado una molécula de ADN
quimérica. La secuencia de ADN quimérica se transfecta en una célula huésped que expresa la proteina de fusién
ligando-bouganina. La proteina de fusion puede recuperarse del cultivo celular y purificarse usando técnicas
conocidas en la materia.

Pueden prepararse anticuerpos que tengan especificidad por proteinas de superficie celular tales como Ep-CAM y
antigeno asociados a tumores mediante procedimientos convencionales. Un mamifero (por ejemplo un ratén,
hamster o conejo) puede inmunizarse con una forma inmunogénica del péptido que suscita una respuesta de
anticuerpo en el mamifero. Las técnicas para conferir inmunogenicidad en un péptido incluyen conjugacion a
vehiculos u otras técnicas bien conocidas en la materia. Por ejemplo, el péptido puede administrarse en presencia
de adyuvantes. El progreso de la inmunizaciéon puede monitorizarse por deteccion de titulaciones de anticuerpos en
plasma o suero. Pueden usarse procedimientos de ELISA convencionales u otros inmunoensayos con el
inmun6geno como antigeno para evaluar los niveles de anticuerpos. Después de la inmunizacién, puede obtenerse
antisuero y, si se desea, los anticuerpos policlonales aislarse de los sueros.

Para producir anticuerpos monoclonales, células productoras de anticuerpos (linfocitos) pueden extraerse de un
animal inmunizado y fusionarse con células de mieloma mediante procedimientos de fusion celular somatica
convencionales inmortalizando asi estas células y proporcionando células de hibridoma. Dichas técnicas son bien
conocidas en la materia, por ejemplo, la técnica de hibridoma originalmente desarrollada por Kohler y Milstein (Nature
256: 495-497 (1975)) asi como otras técnicas tales como la técnica de hibridoma de linfocitos B humanos (Kozbor y col.,
Immunol. Today 4: 72 (1983)), la técnica de hibridoma EBV para producir anticuerpos monoclonales humanos (Cole
y col., Monoclonal Antibodies in Cancer Therapy Allen R., Bliss, Inc., paginas 77-96 (1985)) y exploracién de bibliotecas
de anticuerpos combinatorias (Huse y col., Science 246: 1275 (1989)). Las células de hibridoma pueden explorarse
inmunoquimicamente para la producciéon de anticuerpos especificamente reactivos con el péptido y los anticuerpos
monoclonales pueden aislarse.
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El término “anticuerpo” como se usa en el presente documento pretende incluir anticuerpos monoclonales y
anticuerpos policlonales, fragmentos de anticuerpo (por ejemplo Fab y F(ab’)z, y anticuerpos monocatenarios (scFv))
y anticuerpo quiméricos que también reaccionan especificamente con un componente de la superficie de la célula.
Los anticuerpos pueden fragmentarse usando técnicas convencionales y los fragmentos pueden explorarse con
respecto a la utilidad de la misma manera que la descrita anteriormente. Por ejemplo, los fragmentos F(ab’)> pueden
generarse tratando un anticuerpo con pepsina. El fragmento F(ab’), resultante puede tratarse para reducir puentes
disulfuro para producir fragmentos Fab’. Los anticuerpos monocatenarios combinan las regiones de unién a antigeno
de un anticuerpo en una cadena polipeptidica plegada de forma estable. Los anticuerpos monocatenarios pueden
generarse por tecnologia recombinante.

Los derivados de anticuerpos quiméricos, es decir moléculas de anticuerpo que se combinan con una regién variable
de animal no humano y una regién constante humana también se contemplan dentro del alcance de la invencién. Las
moléculas de anticuerpo quiméricas pueden incluir, por ejemplo, el dominio de unién a antigeno de un anticuerpo de
un ratén, rata u otras especies, con regiones constantes humanas. Pueden usarse procedimientos convencionales
para fabricar anticuerpos quiméricos que contengan la region variable de inmunoglobulina que reconozca un antigeno
de la superficie celular (Véase, por ejemplo Morrison y col., Proc. Natl Acad. Sci. U.S.A. 81: 6851 (1985); Takeda y col.,
Nature 314: 452 (1985), Cabilly y col., Patente de Estados Unidos N® 4.816.567; Boss y col., Patente de Estados
Unidos N? 4.816.397; Tanaguchi y col., Patente E.P. N° 171.496; Patente Europea N° 173.494, Patente del Reino
Unido N2 GB 2177096B). Se espera que los anticuerpos quiméricos sean menos inmunogénicos en un sujeto humano
que el anticuerpo no quimérico correspondiente. Los anticuerpos quiméricos pueden estabilizarse mediante el
procedimiento descrito en Pluckthun y col., documento WO 00/61635.

Los anticuerpos monoclonales o quiméricos especialmente reactivos contra componentes de la superficie celular
pueden adicionalmente humanizarse produciendo quimeras con region constante humana en cuyas partes de las
regiones variables, particularmente las regiones marco conservadas del dominio de unién a antigeno, son de origen
humano y solo las regiones hipervariables son de origen no humano. Dichas moléculas de inmunoglobulina pueden
prepararse mediante técnicas conocidas en la materia, (por ejemplo Teng y col., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A,, 80:
7308-7312 (1983); Kozbor y col., Immunology Today 4: 7279 (1983); Olsson y col., Meth. Enzymol., 92: 3-16 (1982),
y Publicacion PCT W(092/06193 o documento EP 239.400). Los anticuerpos humanizados también pueden producirse
comercialmente (Scotgen Limited, 2 Holly Road, Twickenham, Middlesex, Gran Bretafa). Ademas, anticuerpos
monoclonales o quiméricos especificamente reactivos contra componentes de la superficie celular pueden hacerse
menos inmunogénicos reduciendo su nimero de posibles epitopos de linfocitos T.

Los anticuerpos especificos o fragmentos de anticuerpo reactivos contra componentes de la superficie celular también
pueden generarse explorando bibliotecas de expresién que codifican genes de inmunoglobulina, o partes de las
mismas, que se expresan en bacterias con componentes de superficie celular. Por ejemplo, fragmentos Fab
completos, regiones VH y regiones Fv pueden expresarse en bacterias usando fagotecas de expresion (Véase por
ejemplo Ward y col., Nature 341: 544-546 (1989); Huse y col., Science 246: 1275-1281 (1989); y McCafferty y col.,
Nature 348: 552-554 (1990)). Como alternativa, un SCID-hu de ratén, por ejemplo el modelo desarrollado por
Genpharm, puede usarse para producir anticuerpos o fragmentos de los mismos.

En todos los casos en los que se crea una proteina de bouganina modificada en la fusién con una secuencia de
anticuerpo es mas deseable utilizar secuencias de anticuerpo en las que se han eliminado los epitopos de linfocitos
T o secuencias que pueden unirse a moléculas de MHC de clase Il o estimular linfocitos T o unirse a linfocitos T en
asociacion con moléculas de MHC de clase Il.

En una realizacién adicional de la presente invencion, la proteina bouganina modificada puede unirse con una
proteina no anticuerpo incluso una proteina capaz de dirigir una interaccion de unién especifica con una célula diana
particular. Dichos restos de proteina incluyen una diversidad de ligandos polipeptidicos para los cuales existen
receptores de superficie celular especificos e incluyen por lo tanto numerosas citocinas, hormonas peptidicas y
polipéptidos y otros modificadores de la respuesta biologica. Ejemplos destacables incluyen proteinas tales como
factor de crecimiento epitelial vascular, factor de crecimiento epidérmico, herregulina, interleucinas, interferones,
factor de necrosis tumoral y otras proteinas y moléculas de glucoproteina. Las proteinas de fusién de estas y otras
moléculas con la bouganina de la presente invencion pueden contemplarse y pueden comprender el resto de
bouganina modificado en orientacion del extremo N o extremo C con respecto al dominio ligando de la proteina. Del
mismo modo, el entrecruzamiento quimico del ligando purificado con la proteina bouganina modificada puede
contemplarse y se encuentra dentro del &mbito de la presente invencion.

En una realizacién adicional la proteina bouganina modificada de la presente invencion puede usarse como un
complejo que contiene un polimero hidrosoluble tal como hidroxipropilmetacrilamida u otros polimeros en los que la
proteina bouganina modificada esta en unién covalente con el polimero o en una interaccion de unién no covalente
con el polimero. Dicha realizacién puede incluir adicionalmente un dominio de unién a antigeno tal como un
anticuerpo o un fragmento de un anticuerpo en combinacion con el complejo de bouganina polimérico.
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(C) Usos de las citotoxinas

Las proteinas bouganinas modificadas de la invenciéon pueden usarse para inhibir especificamente o destruir células
de mamifero afectadas por cancer. Es una ventaja de la citotoxinas de la invenciéon que son menos inmunogénicas lo
que permite que la RIP entre en la célula y destruya eficazmente células cancerosas. Por tanto, la citotoxina puede
usarse para dirigir especificamente células cancerosas. La bouganina, una vez en la célula cancerosa, depura el ARN
ribosémico principal, dafiando por lo tanto los ribosomas y conduciendo al cese de la sintesis de proteinas y la muerte
celular.

Por consiguiente, en una realizacion, la invencion proporciona un procedimiento para inhibir o destruir una célula
cancerosa que comprende administrar una citotoxina de la invencién a un animal que lo necesite. La presente
invenciéon también incluye un uso de una citotoxina de la invencién para inhibir o destruir una célula cancerosa. La
presente invencién incluye adicionalmente un uso de la citotoxina de la invencion en la preparacion de un
medicamento para inhibir o destruir una célula cancerosa. El tipo de células cancerosas que se inhiben o destruyen
por una citotoxina se determinara por la especificidad de antigeno de su parte de anticuerpo.

En una realizacion, la invencion proporciona un procedimiento para inhibir o destruir células cancerosas que
comprenden las etapas de preparar una citotoxina de la invencion y administrar la citotoxina a las células. El cancer
puede ser cualquier tipo de cancer, incluyendo, pero sin limitacién, cancer colorrectal, cancer de mama, cancer de
ovario, cancer pancreatico, cancer de cabeza y cuello, cancer de vejiga, cancer hepatico, cancer renal, melanomas,
cancer gastrointestinal, cancer de préstata, cancer pulmonar microcitico y no microcitico, sarcomas, gliomas, linfomas
de linfocitos T y B.

La capacidad de las citotoxinas de la invencién para inhibir selectivamente o destruir células cancerosas animales
puede ensayarse facilmente in vitro usando lineas celulares de cancer de animales. El efecto inhibidor selectivo de
las citotoxinas de la invencién puede determinarse, por ejemplo, demostrando la inhibicién selectiva de proliferacion
celular en las células cancerosas.

La toxicidad puede medirse basandose en la viabilidad celular, por ejemplo la viabilidad de cultivos celulares
normales y cancerosos expuestos a las citotoxinas puede compararse. La viabilidad puede evaluarse mediante
técnicas conocidas tales como ensayos de exclusién con azul tripano.

En otro ejemplo, pueden usarse diversos modelos para ensayar la citotoxicidad de las citotoxinas. Thompson, E. W.
y col. (Breast Cancer Res. Treatment 31: 357-370 (1994)) han descrito un modelo para la determinacion de
invasividad de células cancerosas de mama humanas in vitro midiendo la protedlisis mediada por células tumorales
de la matriz extracelular y la invasion de células tumorales de la membrana basal reconstituida (colageno, laminina,
fibronectina, Matrigel o gelatina). Otros modelos de células cancerosas aplicables incluyen células de
adenocarcinoma de ovario cultivadas (Young, T. N. y col. Gynecol. Oncol. 62: 89-99 (1996); Moore, D. H. y col.
Gynecol. Oncol. 65: 78-82 (1997)), células de cancer tiroideo folicular humano (Demeure, M. J. y col., World J. Surg.
16: 770-776 (1992)), linea celulares de melanoma humano (A-2058) y fibrosarcoma (HT-1080) (Mackay, A. R. y col.
Lab. Invest - 70: 781-783 (1994)), y lineas celulares escamosas de pulmén (HS-24) y adenocarcinoma (SB-3)
(Spiess, E. y col. J. Histochem. Cytochem. 42: 917-929 (1994)). También se ha descrito un sistema de ensayo in vivo
que implica la implantacion de tumores y medicién del crecimiento tumoral y metastasis en ratones desnudos atimicos
(Thompson, E. W. y col., Breast Cancer Res. Treatment 31: 357-370 (1994); Shi, Y. E. y col., Cancer Res. 53: 1409-
1415 (1993)).

La presente invencién también se refiere a un procedimiento para el tratamiento del cancer que comprende
administrar una cantidad eficaz de una o mas citotoxinas de la presente invenciéon a un animal que lo necesite. La
invencion incluye un uso de una citotoxina de la invencién para tratar el cancer. Adicionalmente la invencién incluye
un uso de una citotoxina de la invencién en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento del cancer.

El término “animal” incluye todos los miembros del reino animal incluyendo seres humanos.

La expresion “tratamiento del cancer” o “tratar cancer” se refiere a la inhibicion de la replicacién de células
cancerosas, inhibicion de dispersion de cancer (metastasis), inhibicién de crecimiento tumoral, reduccién del nimero
de células cancerosas o crecimiento tumoral, disminucion del grado de malignidad de un cancer o mejora de sintomas
relacionados con cancer.

En una realizacién preferida, el animal es un ser humano. En otra realizacion, el cancer se selecciona del grupo que
consiste en cancer colorrectal, cancer de mama, cancer de ovario, cancer pancreatico, cancer de cabeza y cuello,
cancer de vejiga, cancer hepatico, cancer renal, melanomas, cancer gastrointestinal, cancer de prostata, cancer
pulmonar microcitico y no microcitico, sarcomas, gliomas y linfomas de linfocitos T y B.

Los resultados clinicos de los tratamientos contra el cancer usando una citotoxina de la invencién son facilmente
reconocibles por un experto en la técnica relevante, tal como un médico. Por ejemplo, los ensayos médicos
convencionales para medir marcadores clinicos de cancer pueden ser indicadores fuertes de la eficacia del
tratamiento. Dichos ensayos pueden incluir, sin limitacién, examen fisico, escalas de rendimiento, marcadores de
enfermedades, ECG de 12 cables, mediciones tumorales, biopsia tisular, citoscopia, citologia, mayor didametro de
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célculos de tumor, radiografia, formacion digital de imagenes de tumores, signos vitales, peso, recuerdo de
acontecimientos adversos, valoracién de episodios infecciosos, valoracion de medicaciones simultaneas, valoracion
del dolor, quimica de suero o sangre, analisis de orina, exploracién CT, y analisis farmacocinético. Ademas, pueden
determinarse efectos sinérgicos de una terapia de combinacion que comprende la citotoxina y otra terapia contra el
cancer mediante estudios comparativos con pacientes que se someten a monoterapia.

La remisién de tumores malignos puede evaluarse usando criterios aceptados por los expertos en la materia. Véase,
por ejemplo Therasse y col., 2000, “New guidelines to evaluate the response to treatment in solid tumors. European
Organization for Research and Treatment of Cancer, National Cancer Institute of the United States, National Cancer
Institute of Canada,” J Natl Cancer Inst. 2 Feb; 92(3): 205-16.

La dosis eficaz de una construccion de citotoxina especifica puede depender de diversos factores incluyendo el tipo
de céncer, el tamano del tumor, la fase del cancer, la toxicidad de la citotoxina contra el paciente, la especificidad del
direccionamiento a las células cancerosas asi como la edad, el peso y la salud del paciente.

Las citotoxinas que comprenden la bouganina modificada pueden administrarse mediante infusion i.v. durante un
periodo de minutos a horas, dependiendo de la dosis y de la concentracidn de la citotoxina en la infusion.

En una realizacién, la citotoxina se infunde durante un periodo de 3 horas.

En una realizacion, la dosis eficaz mediante administracién i.v. de la citotoxina puede variar de aproximadamente 1 a
100 mg/kg/dosis. En otras realizaciones, la dosis puede variar de aproximadamente 2 a 50 mg/kg/dosis. En
realizaciones especificas, la dosis puede ser al menos aproximadamente de 2, 4, 8, 13, 20, 28, 40, 50 mg/kg/dosis.

En una realizacion, la dosis individual se administra aproximadamente cada semana durante aproximadamente 1, 2,
3, 4, 5 0 6 semanas. La dosis individual puede administrarse en semanas consecutivas o, como alternativa, pueden
saltarse una o mas semanas. Después de este ciclo, un ciclo posterior puede comenzar aproximadamente 1, 2, 4, 6
0 12 semanas después. El régimen de tratamiento puede incluir 1, 2, 3, 4, 5, 6 0 mas ciclos, separandose cada ciclo
aproximadamente 1, 2, 4, 6 0 12 semanas.

En otra realizacién la dosis individual se administra cada mes durante aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5 0 6 meses
consecutivos. Después de este ciclo, un ciclo consecutivo puede comenzar aproximadamente 1, 2, 4, 6 0 12 meses
después. El régimen de tratamiento puede incluir 1, 2, 3, 4, 5, 6 0 mas ciclos, separandose cada ciclo
aproximadamente 1, 2, 4, 6 0 12 meses.

En una realizacién no limitante particular, la dosis eficaz de la citotoxina es entre aproximadamente 1 y 50
mg/kg/tumor/dia, en la que al paciente se le administra una dosis individual al dia. La dosis individual se administra
aproximadamente cada dia (de uno o mas dias pueden opcionalmente saltarse) durante aproximadamente 1, 2, 3, 4,
5, 6 0 7 dias consecutivos. Después de este ciclo, puede comenzar un ciclo posterior aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5,
0 6 semanas después. El régimen de tratamiento puede incluir 1, 2, 3, 4, 5, 0 6 0 mas ciclos, separandose cada ciclo
1,2,3,4,5 06 semanas.

El volumen de inyeccion preferentemente es al menos una cantidad eficaz, que es apropiada con el tipo y/o
localizacién del tumor. El volumen de inyeccion maximo en una sola dosis puede estar entre aproximadamente el 25
% y el 75 % del volumen tumoral, por ejemplo aproximadamente un cuarto, un tercio o tres cuartos del volumen
tumoral diana calculado. En una realizacién especifica no limitante, el volumen de inyeccion maximo en una dosis
individual es de aproximadamente el 30 % del volumen tumoral.

En otra realizacion, la citotoxina se infunde durante 3 horas a una tasa de 100 cm® por hora con una solucién que
contiene de 1 a 10 mg de citotoxina/ml. La citotoxina se diluira en una solucién fisiolégicamente compatible
adecuada.

La dosis eficaz de otra terapia contra el cancer a administrar junto con una citotoxina durante un ciclo también varia
de acuerdo con el modo de administracion. La una o mas terapias contra el cancer pueden administrarse por via
intratumoral o mediante otros modos de administracion. Normalmente, los agentes quimioterapéuticos se
administran sistémicamente. En la técnica se conocen dosificaciones y regimenes de tratamiento convencionales
(véase, por ejemplo, las ultimas ediciones del Merck Index y el Physician’s Desk Reference; NCCN Practice
Guidelines in Oncology)).

La terapia de combinacién con una citotoxina puede sensibilizar el cancer o el tumor para la administracién de una
terapia de cancer adicional. Por consiguiente, la presente invencién contempla terapias de combinaciéon para
prevenir, tratar y/o prevenir la recurrencia de cancer que comprende administrar una cantidad eficaz de una
citotoxina antes, después o simultdneamente con una dosis reducida de un agente terapéutico contra el cancer. Por
ejemplo, el tratamiento inicial con una citotoxina puede aumentar la sensibilidad de un cancer o tumor contra una
exposicion posterior con una dosis de agente terapéutico contra el cancer. Esta dosis es préxima a, o por debajo de,
el intervalo inferior de dosificaciones convencionales cuando el agente terapéutico contra el cancer se administra en
solitario o en ausencia de una citotoxina. Cuando se administra simultdneamente, la citotoxina puede administrarse
separada de la terapia contra el cancer y opcionalmente mediante un modo de administracion diferente.
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En otra realizacion, se administra una citotoxina en combinacién con al menos otro agente inmunoterapéutico.

En otra realizacién, se administra una citotoxina en combinacién con un régimen de radioterapia. La terapia también
puede comprender cirugia y/o quimioterapia. Por ejemplo, la citotoxina puede administrarse en combinacion con
radioterapia y cisplatino (Platinol), fluorouracilo (5-FU, Adrucil), carboplatino (Paraplatino) yo paclitaxel (Taxol). El
tratamiento con la citotoxina permite el uso de dosis inferiores de radiacion y/o tratamiento de radiacién menos
frecuentes, que pueden por ejemplo reducir la frecuencia de angina grave que impide la funcién de deglucion
posiblemente dando como resultado una pérdida de peso o deshidratacion no deseadas.

En ofra realizacion, se administra una citotoxina en combinacién con una o mas citocinas que incluyen, sin limitacion, una
linfocina, factores de necrosis tumoral, citocina similar al factor de necrosis tumoral, linfotoxina, interferén, proteina
inflamatoria de macréfagos, factor estimulante de colonias de granulocitos/monocitos, interleucina (incluyendo sin
limitacion, interleucina-1, interleucina-2, interleucina-6, interleucina-12, interleucina-15, interleucina-18), y sus variantes,
incluyendo una sal farmacéuticamente aceptable de las mismas.

En ofra realizacion adicional, se administra una citotoxina en combinacién con una vacuna contra el cancer que incluye,
sin limitacion, células o tejidos autélogos, células o tejidos no autélogos, antigeno carcinoembrionario, alfa-fetoproteina,
gonadotropina coriénica humana, vacuna viva BCG, proteinas de linaje melanocitico y antigenos especificos mutados
tumorales.

En otra realizacion adicional, se administra una citotoxina en asociacién con terapia hormonal. Los agentes terapéuticos
hormonales incluyen sin limitacién, un agonista hormonal, un antagonista hormonal (por ejemplo, flutamida, tamoxifeno,
acetato de leuprolide (LUPRON)) y esteroides (por ejemplo, dexametasona, retinoides, betametasona, cortisol,
cortisona, prednisona, deshidrotestosterona, glucocorticoides, mineralocorticoides, estrégenos, testosterona,
progestina).

En otra realizaciéon adicional, se administra una citotoxina en asociacion con un programa de terapia génica para
tratar o prevenir el cancer.

En otra realizacion adicional, se administra una citotoxina dirigida a Ep-CAM en combinacién con uno o mas agentes
que aumentan la expresion de Ep-CAM en las células tumorales de interés. Preferentemente la expresion de Ep-
CAM aumenta de tal manera que un mayor numero de moléculas Ep-CAM se expresen sobre la superficie de las
células tumorales. Por ejemplo, el agente puede inhibir los ciclos normales de endocitosis de antigeno Ep-CAM.
Dicho tratamiento de combinacion puede mejorar la eficacia clinica de la citotoxina dirigida a Ep-CAM en solitario, o
con otras terapias cancerosas o radioterapia. En realizaciones no limitantes especificas, el agente que aumenta la
expresion de Ep-CAM en las células tumorales es el tartrato de vinorrelbina (Navelbine) y/o paclitax (Taxol). Véase,
por ejemplo Thurmond y col., 2003, "Adenocarcinoma cells exposed in vitro to Navelbine or Taxol increase Ep-CAM
expression through a novel mechanism." Cancer Immunol Immunother. Jul; 52(7): 429-37.

La terapia de combinacién puede por tanto aumentar la sensibilidad del cancer o tumor para administrar la citotoxina
y/o agentes terapéuticos contra el cancer adicionales. De esta manera, pueden ser posibles ciclos de tratamiento
mas cortos reduciendo por lo tanto los acontecimientos toxicos. Por consiguiente, la invencion proporciona un
procedimiento para tratar o prevenir cancer que comprende administrar a un paciente que lo necesite una cantidad
eficaz de una citotoxina y al menos otro agente terapéutico contra el cancer durante un ciclo de tratamiento corto. La
duracién del ciclo puede variar de acuerdo con el agente terapéutico contra el cancer especifico que se use. La
invencion también contempla administracion continua o discontinua, o dosis diarias divididas en diversas
administraciones parciales. Una duracion de ciclo apropiada de un agente terapéutico contra el cancer especifico se
apreciara por los expertos en la técnica y la invencién contempla la valoracion continuada de programas de
tratamiento 6ptimos para cada agente terapéutico contra el cancer. En la técnica se conocen guias especificas para
los expertos en la materia. Véase, por ejemplo Therasse y col., 2000, "New guidelines to evaluate the response to
treatment in solid tumors. European Organization for Research and Treatment of Cancer, National Cancer Institute of
the United States, National Cancer Institute of Canada," J Natl Cancer Inst. 2 Feb; 92(3): 205-16.

Como alternativa, pueden desearse ciclos de tratamiento mas largos. Por consiguiente, la duracién del ciclo puede
variar de aproximadamente 10 a 56, de 12 a 48, de 14 a 28, de 16 a 24 o de 18 a 20 dias. La duracion del ciclo
puede variar de acuerdo con el agente terapéutico contra el cancer especifico en uso.

La presente invenciéon contempla al menos un ciclo, preferentemente mas de un ciclo durante el cual se administra
un solo agente terapéutico contra el cancer o series de agentes terapéuticos. Un numero total de ciclos apropiado y
el intervalo entre los ciclos se apreciaran por un experto en la materia. EI nimero de ciclos puede ser 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15,16, 17, 18, 19, 20 o 21 ciclos. El intervalo entre ciclos puede serde 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o0 21 dias. La invencién contempla la evaluaciéon continua de regimenes
de tratamiento éptimos para cada citotoxina y agentes terapéuticos contra el cancer adicionales.

En ofra realizacion, se proporciona un procedimiento para preparar una composicion farmacéutica para el
tratamiento de un mamifero con cancer que comprende las etapas de identificar epitopos de linfocitos T de
bouganina que tienen una propensién reducida por linfocitos T activados; preparar una citotoxina de la invenciéon que
tenga uno o mas de los epitopos de linfocitos T y suspender la proteina en un vehiculo, diluyente o excipiente
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farmacéuticamente aceptables.

La invencion también proporciona una composicion farmacéutica para el tratamiento de un mamifero con cancer que
comprende una citotoxina de la invencién y un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptables.

Las citotoxinas de la invencion pueden formularse en composiciones farmacéuticas para la administracién a sujetos
de una forma biolégicamente compatible adecuada para la administracion in vivo. Por “forma biolégicamente
compatible adecuada para la administracion in vivo” se entiende una forma de la sustancia a administrar en la que
se sobrepasa cualquiera de los efectos toxicos por los efectos terapéuticos. Las sustancias pueden administrarse a
organismos vivos incluyendo seres humanos y animales. La administracion de una cantidad terapéuticamente activa
de las composiciones farmacéuticas de la presente invencién se define como una cantidad eficaz a dosificaciones y
durante periodos de tiempo necesarios para conseguir el resultado deseado: por ejemplo una cantidad
terapéuticamente activa de una sustancia puede variar de acuerdo con factores tales como patologia, edad, sexo y
peso del individuo y la capacidad del anticuerpo para suscitar una respuesta deseada en el individuo. El régimen de
dosificacién puede ajustarse para proporcionar la respuesta terapéutica 6ptima. Por ejemplo, pueden administrarse
diversas dosis divididas diariamente o la dosis puede reducirse proporcionalmente como se indica mediante las
exigencias de la situacion terapéutica.

La sustancia activa puede administrarse de una manera conveniente tal como mediante inyeccién (subcutanea,
intravenosa, intramuscular, etc.), administracion oral, inhalacién, administracién transdérmica (tal como una crema
tépica o pomada, etc.) o aplicaciones de supositorio. Dependiendo de la via de administracién, la sustancia activa
puede revestirse de un material para proteger el compuesto de la accién de las enzimas, acidos y otras condiciones
naturales que pueden inactivar el compuesto.

Las composiciones descritas en el presente documento pueden prepararse por procedimientos en si mismos
conocidos para la preparacién de composiciones farmacéuticamente aceptables que pueden administrarse a sujetos
tal como una cantidad eficaz de la sustancia activa combinada en una mezcla con un vehiculo farmacéuticamente
adecuado. Se describen vehiculos adecuados, por ejemplo, en Remington Pharmaceutical Sciences (Remington’s
Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton, Pa., Estados Unidos 1985). Basandose en esto, las
composiciones incluyen, aunque no exclusivamente, soluciones de las sustancias en asociacidon con uno o mas
vehiculos o diluyentes farmacéuticamente aceptables y contenidos en soluciones tampdn con un pH adecuado e
isoosmotico con los fluidos fisiolégicos.

Las composiciones farmacéuticas pueden usarse en procedimientos para tratar animales incluyendo mamiferos,
preferentemente seres humanos con cancer. Se prevé que las composiciones sean particularmente Utiles para el
tratamiento de pacientes con cancer colorrectal, cancer de mama, cancer de ovario, cancer pancreatico, cancer de
cabeza y cuello, cancer de vejiga, cancer gastrointestinal, cancer de préstata, cancer pulmonar microcitico y no
microcitico, sarcomas, gliomas, linfomas de linfocitos T y B. La dosificacion y tipo de citotoxina a administrar
dependera de diversos factores que pueden facilmente controlarse en sujetos humanos. Dichos factores incluyen la
etiologia y gravedad (grado y fase) de neoplasia.

Las composiciones farmacéuticas adaptadas para la administracion directa incluyen sin limitacién polvos liofilizados
o soluciones o suspensiones inyectables estériles acuosas o0 no acuosas, que adicionalmente pueden contener
antioxidantes, tampones, bacteriostaticos y solutos que hacen que las composiciones sean sustancialmente
isotonicas con la sangre del receptor deseado. Otros componentes que pueden estar presentes en dichas
composiciones incluyen agua, alcoholes, polioles, glicerinas y aceites vegetales, por ejemplo. Pueden prepararse
soluciones o suspensiones de inyeccidn improvisada a partir de polvos estériles, granulos y comprimidos. Las
citotoxinas pueden proporcionarse, por ejemplo, pero sin ningun tipo de limitacién, como un polvo liofilizado que se
reconstituye con agua estéril o solucién salina antes de la administracion al paciente.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden comprender un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
Los vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen composiciones esencialmente quimicamente inertes y no
téxicas que no interfieren con la eficacia de la actividad biolégica de la composicion farmacéutica. Como ejemplos de
vehiculos farmacéuticos adecuados se incluyen, pero sin limitacién, agua, soluciones salinas, soluciones de glicerol,
etanol, cloruro de N-(1(2,3-dioleiloxi)propil)N,N,N-trimetilamonio (DOTMA), diolesilfosfotidil-etanolamina (DOPE) y
liposomas. Dichas composiciones deben contener una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto junto con una
cantidad adecuada de vehiculo para proporcionar la forma para la administracion directa al paciente.

En otra realizacién, una composicion farmacéutica comprende una fitotoxina y uno o mas agentes terapéuticos contra
el cancer adicionales opcionalmente en un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La composicion puede estar en forma de una sal farmacéuticamente aceptable que incluye, sin limitacion, aquellas
formas con grupos amino libres tales como los derivados de &cido clorhidrico, fosférico, acético, oxalico, tartarico, etc.
y aquellos formados con grupos carboxilo libres tales como los derivados de hidréxidos de sodio, potasio, amonio,
calcio, férrico, isopropilamina, trietilamina, 2-etilamino etanol, histidina, procaina, etc.

En la medida en que la presente invencion se refiere a bouganina modificada, composiciones que contienen dichas
proteinas bouganinas modificadas o fragmentos de proteinas bouganinas modificadas y composiciones relacionadas
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deberian considerarse dentro del ambito de la invencién. Un ejemplo pertinente en cuanto a esto debe ser el
desarrollo de estrategias de induccién a la tolerancia mediadas por péptidos en las que uno o mas de los péptidos
desvelados se administran a un paciente con una intencién inmunoterapéutica. Por consiguiente, moléculas
peptidicas sintéticas, por ejemplo una o mas de las que comprenden toda o parte de cualquiera de las regiones
epitépicas R1 — R3 como se ha definido anteriormente. Dichos péptidos se consideran realizaciones de la invencién.

En un aspecto adicional de la presente invencién se refiere a procedimientos para el tratamiento terapéutico de seres
humanos usando las composiciones de bouganina modificada. Para la administraciéon a un individuo, debe producirse
cualquiera de las composiciones modificadas preferentemente al menos con una pureza del 80 % y sin pirégenos y
otros contaminantes.

La presente invencion también proporciona un kit que comprende una cantidad eficaz de una citotoxina,
opcionalmente en combinacion con uno o mas agentes terapéuticos contra el cancer junto con instrucciones para el
uso de los mismos para el tratamiento del cancer.

(D) Péptidos de epitopos de linfocitos T

Una realizacion adicional de la invencion es un péptido del epitopo de linfocitos T. En un ejemplo, el péptido de
epitopo de linfocitos T es capaz de suscitar un indice de estimulacion mayor de 1,8 en un ensayo con linfocitos T, mas
preferentemente mayor de 2,0. El péptido de epitopo de linfocitos T de la invencién puede unirse al MCH de clase Il

En una realizacion de la invencién el péptido del epitopo de linfocito T comprende al menos 9 restos de aminoacidos
consecutivos de cualquiera de las secuencias de R1, R2 o R3 (anteriores). En otra realizacién, la secuencia peptidica
del epitopo de linfocito T tiene una identidad de aminoacidos mayor del 90 % con una cualquiera de las secuencias
peptidicas R1, R2 o R3; mas preferentemente, el péptido del epitopo de linfocitos T tiene una identidad de
aminoacidos mayor del 80 % con cualquiera de las secuencias peptidicas R1, R2 o R3.

El término “péptido” como se usa en el presente documento es un compuesto que incluye dos o mas aminoacidos.
Los aminoacidos estan unidos entre si por un enlace peptidico (definido en el presente documento mas adelante).
Existen 20 aminoacidos de origen natural diferentes implicados en la produccién biolégica de péptidos, y cualquier
cantidad de ellos puede unirse en cualquier orden para formar una cadena o un anillo peptidico. Los aminoacidos de
origen natural empleados en la produccion biolégica de péptidos tienen todos la configuracién L. Los péptidos
sintéticos pueden prepararse empleando procedimientos sintéticos convencionales, utilizando L amino&cidos, D
aminoacidos o diversas combinaciones de amino&cidos de las dos diferentes configuraciones. Algunos péptidos solo
contienen algunas unidades de aminoacidos. Los péptidos cortos, por ejemplo los que tienen menos de diez unidades
de aminoéacidos, se denominan algunas veces “oligopéptidos”. Otros péptidos contienen una gran cantidad de restos
de aminodcidos, por ejemplo hasta 100 o mas, y se denominan “polipéptidos”. Por convencion, un “polipéptido” puede
considerarse como cualquier cadena peptidica que contenga tres 0 mas aminoacidos, mientras que un “oligopéptido”
normalmente se considera como un tipo particular de polipéptido “corto”. Por tanto, como se usa en el presente
documento, se entiende que cualquier referencia a un “polipéptido” también incluye un oligopéptido. Ademas,
cualquiera referencia a un “péptido” incluye polipéptidos, oligopéptidos y proteinas. Cada disposicién diferente de
aminoacidos forma diferentes polipéptidos o proteinas. El nimero de polipéptidos y por lo tanto el nimero de
diferentes proteinas que pueden formarse es practicamente ilimitado.

Otra realizaciéon de la invencion es el uso de péptidos de epitopos de linfocitos T de la invencién para preparar las
proteinas bouganina modificadas de la invencion y péptidos de epitopos de linfocitos T modificados.

Una realizacion adicional de la invencion es un péptido de epitopos de linfocitos T modificado tal como el péptido de
epitopos de linfocitos T modificado que tiene una propension reducida para activar linfocitos T humanos en
comparacion con el péptido de epitopo de linfocito T no modificado. En un ejemplo, los péptidos de epitopo de
linfocitos T modificados de la invencion contienen modificaciones de tal manera que cuando se someten a ensayo en
un ensayo de linfocitos T suscitan un indice de estimulacién reducido en comparacion con el péptido del epitopo de
linfocitos T no modificado.

En una realizacién de la invencién el péptido del epitopo de linfocito T modificado tiene la siguiente secuencia:
AKX' DRKXCLXLGVX*KL

en la que al menos uno de x', x% x® y X* se modifica de la secuencia no modificada, de la siguiente manera:

X'esToAoQ;

X2esGoA;

XsesQoG;y
X*esNoDoToAoR0QoEo0GoHOKOS (SEC ID N 8).

En otra realizacion de la invencion el péptido del epitopo de linfocito T modificado tiene la siguiente secuencia:
LGVX*KLEFSIEAIHG

enlaqueX*esNoDo0ToA0OR0OQOE0GoHOKOS (SEC ID N2 9).

En una realizacién adicional de la invencién el péptido de epitopo de linfocito T modificado tiene la siguiente
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secuencia:
NGQEX°AKFFLIVIQM
enlaque X’ es Qo A (SEC ID N2: 10).

La invencién también proporciona moléculas de acido nucleico que codifican los péptidos de epitopo de linfocito T o
péptidos de epitopo de linfocitos T modificados de la invencion.

Las siguientes figuras, listados de secuencias y ejemplos se proporcionan para ayudar a comprender la presente
invencion.

Los siguientes ejemplos no limitantes son ilustrativos de la presente invencion.
Ejemplos

Ejemplo 1: Procedimiento para el mapeo de epitopos en bouganina usando ensayos de proliferacion de
linfocitos T humanos sin tratar

Se sintetizaron péptidos que incluyen la secuencia de la proteina bouganina madura, como describen Den Hartog y
col [mencionado anteriormente]. La longitud de cada péptido es de 15 aminoacidos y sucesivos péptidos se solapan
en 12 restos. La secuencia de estos péptidos y su numeracion se indican en la TABLA 1.

Los péptidos se usaron en ensayos de proliferacion de linfocitos T con PBMC (células mononucleares de sangre
periférica) de donantes sin tratar (es decir sin sensibilizacion conocida a bouganina). Se seleccionaron 20 PBMC
donantes para conseguir una cobertura éptima de todos los alotipos de MHC de clase Il. La cobertura alotipica es un
exceso del 85 %. Los alotipos HLA-DR se muestran en la TABLA 2.

Las PBMC se estimularon con peptldos |nd|V|duaIes en cultivos por triplicado durante 7 dias antes de evaluar la
proliferacién mediante incorporacion de ®H-timidina (H Thy). Todos los péptidos se sometieron a ensayo a dos
concentraciones diferentes (1 uM y 5 uM) Los indices de estimulacion (I.E.) se calcularon como la cantidad de °H
incorporada, dividido entre la cantidad de ®H incorporada en células control estimuladas de modo simulado.

Se obtuvieron capas leucociticas de sangre humana conservada durante menos de 12 horas del National Blood
Service (Addenbrooks Hospital, Cambridge, RU). El Ficoll-paque se obtuvo de Amersham Pharmacia Biotech
(Amersham, RU). Los medios AIM V aséricos para el cultivo de linfocitos humanos primarios y que contenian L-
glutamina, estreptomicina 50 pg/ml, gentamicina 10 pg/ml y albumina de suero humano al 0,1 % procedian de
Gibco-BRL (Paisley, RU). Los péptidos sintéticos se obtuvieron de Eurosequence (Groningen, Paises Bajos) y
Babraham Technix (Cambridge, RU).

Los eritrocitos y leucocitos se separaron del plasma y las plaquetas centrifugando suavemente las capas leucociticas.
La fase superior (que contenia el plasma y las plaquetas) se retir6 y se desechd. Los eritrocitos y leucocitos se
diluyeron en solucién salina tamponada con fosfato 1:1 (PBS) antes de estratificarse sobre una ficoll-paque de 15 ml
(Amersham Pharmacia, Amersham RU). La centrifugacion se realiz6 de acuerdo con las condiciones recomendadas
por los fabricantes y las PBMC se recogieron de la interfaz de suero+PBS/ficoll paque. Las PBMC se mezclaron con
PBS (1:1) y se recogieron por centrifugacion. El sobrenadante se retird y se descarté y el sedimento de PBMC se
resuspendié en PBS a 50 ml. Las células se sedimentaron de nuevo por centrifugacion y se descartd el sobrenadante
de PBS. Las células se resuspendieron usando 50ml de medio AIM V y en este momento se realiz6 el recuento y la
viabilidad se evalué usando una exclusion de colorante de azul tripano. De nuevo las células se recogieron por
centrifugacion vy el sobrenadante se desechd. Las células se resuspendieron para la conservacion criogénica a una
densidad de 3 x 107 por ml. El medio de conservacion fue suero humano AB termoinactivado 90 % v/v (Sigma, Poole,
RU) y DMSO al 10 % (v/v) (Sigma, Poole, RU). Las células se transfirieron a un envase de congelacion regulado
(Sigma) y se coloco a -70 °C durante una noche. Cuando se requirieron para su uso, las células se descongelaron
rapidamente en un bafio con agua a 37 °C antes de transferir al medio AIM V precalentado de 10 ml.

Las PBMC se estlmularon con antigenos de proteina y péptidos en una placa de fondo plano de 96 pocnlos a una
densidad de 2 x 10° PBMC por pocillo. Las PBMC se incubaron durante 7 dias a 37 °C antes de pulsar con ®H- -Thy
(Amersham-Pharmacia, Amersham, RU). Dos péptidos de control denominados C-32 y C-49 que previamente habian
demostrado que eran inmunogénicos y una potente proteina completa de Hemocianina de Lapa Californiana (KLH)
de antigeno sin recuerdo se usé en cada ensayo del donante. C-32 = secuencia PKYVKQNTLKLAT de restos de
hemaglutinina gripal 307-319 (SEC ID N% 127). C-49 = secuencia KVVDQIKKISKPVQH de Clamidia HSP 60 (SEC ID
Ne: 128).

Los péptidos se disolvieron en DMSO a una concentracién final de 10 mM. Estas soluciones madre se diluyeron
después a 1/500 en medios AIM V (concentracion final 20 uM). Los péptidos se afiadieron a una placa de 96 pocillos
de fondo plano para proporcionar una concentracién final de 1 y 5 uM en 100 pl. La viabilidad de las PBMC
descongeladas se evalué mediante exclusion con colorante azul tripano, después las células se resuspendieron a
una densidad de 2 x 10° células/ml, y se transfirieron 100 pl (2 x 10° PBMC/pocillo) a cada pocillo que contenia los
péptidos. Se ensayaron cultivos de los pocillos por trlpllcado a cada concentracion peptidica. Las placas se
incubaron durante 7 dias en una atmésfera himeda de CO? al 5 % a 37 °C. Las células se impulsaron durante 18-21
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horas con 1 uCi ®H-Thy/pocillo antes de recoger sobre alfombrillas de filtro. Se determinaron los valores de CPM
usando un contador de placa beta top de Wallac microplate (Perkin EImer). Los resultados se expresaron como indices
de estimulacion, derivados de la division de la puntuacién de proliferacién (por ejemplo recuentos por minuto de
radiactividad) medido en el péptido de ensayo por la puntuacién medida en células no puestas en contacto con un péptido
de ensayo.

El resumen de los resultados del ensayo anterior indica la presencia de cuatro epitopos de linfocitos T, correspondientes a
los péptidos 41, 44 y 50 en la region procesada madura de la proteina y el péptido 88 en la forma no procesada. Dado que
el epitopo en el péptido 88 no forma parte de la proteina madura, este se ignora en el esquema de la presente invencién.

Para el péptido 41 (denominado regién epitdpica R1), hay cuatro donantes sensibles a este péptido, los donantes 4, 5, 10
y 11. Los |.E. para estos a 5 uM son 3,6, 4,9, 2,1 y 2,0 respectivamente.

Para el péptido 44 (denominado region epitépica R2). Existen dos donantes sensibles a este péptido; los donantes 4
(LE. = 3,5) y 11 (LLE. = 2,3). Los péptidos 43 y 45 colindantes indujeron un menor nivel de proliferacion de linfocitos T
dado que ambos péptidos se solapan en 12 aminoacidos con el péptido 44.

Para el péptido 50 hubo 2 donantes sensibles a este péptido; los donantes 4 (L.E. = 2,9) y 14 (L.E. = 2,0). El péptido 51
indujo un menor nivel de proliferacion de linfocitos T en el donante 14 (l.E. > 1,9).

Los tipos tisulares para todas las muestras PBMC se ensayaron usando un sistema de reactivo disponible en el
mercado (Dynal, Wirral, RU). Los ensayos se realizaron de acuerdo con los protocolos recomendados por el
proveedor y reactivos auxiliares convencionales y sistema de electroforesis con agarosa. En la TABLA 2 se
muestran las especificidades alotipicas de cada una de las muestras de los donantes sensibles.

Ejemplo 2: Clonacion de la bouganina procedente de Bougainvillea spectabilis

Se extrajo ARN total de las hojas de Bougainvillea spectabilis usando el sistema de aislamiento de ARN Total SV y
protocolos proporcionados por el fabricante (Promega, Southampton, RU). Tejido foliar reciente se molié hasta
convertirlo en un polvo fino con nitrégeno liquido y se usaron aproximadamente 50 mg de tejido molido para el
aislamiento de ARN. La calidad y cantidad de ARN se comprobé visualizando sobre un gel de agarosa al 1 % y el
gen de bouganina se amplificé a partir del ARN total usando el sistema 'Access RT-PCR System’ (Promega) usando
aproximadamente 1 ug de ARN por reaccidén y con los cebadores especificos de genes OL1032 y OL1033. Las
secuencias de los cebadores se proporcionan en la siguiente TABLA 3. Esta reaccion generd un fragmento de 1242
pb que incluyen la secuencia lider nativa y la secuencia de bouganina de longitud completa. Este fragmento se cloné
en el vector pGEM-T Easy (Promega), siguiendo las instrucciones del kit y se denominé pBoul. La secuencia se
confirmé por secuenciacién de ADN.

El gen de bouganina se transfiri6 al pET21a (Novagen, Nottingham, RU) por clonacién con PCR usando como molde
el plasmido pBoul. Se afadié la secuencia lider A pelB (pectato liasa) al extremo 5, y se afadié una secuencia que
codifica una etiqueta de 6 histidinas en el extremo 3’ de la secuencia codificante de la bouganina. La secuencia lider
pelB se amplificé a partir del vector pPMI-his [Molloy, P. y col, (1995) J. Applied Bacteriology, 78: 359-365] usando el
cebador OL1322 (que incorpora un sitio Nde1) y el cebador OL1067. El fragmento de bouganina-his se amplificé de
pBou1 usando OL1068 y OL1323 (que incorpora un sitio Not1). La secuencia lider pelB se fusioné en fase con el
fragmento de bouganina-his usando PCR solapante y el fragmento resultante se cloné en pGEM-T Easy (Promega).
La confirmacion de la secuencia posterior del fragmento pelB-bouganina-his se cloné como un fragmento Nde1-Not1
en pET21a digerido con Nde1-Not1. Este clon se denominé pBou32.

Ejemplo 3: Construccion de proteinas bouganina mutantes

Se disefiaron diversas proteinas bouganina modificadas (mutantes) usando los datos proporcionados por el
procedimiento del mapeo de epitopo de linfocitos T y se usé un programa informatico que podia simular la union de
péptidos con el surco de union a MHC de clase Il humano. Esta Gltima estrategia se describe con detalle en otro sitio
[documento WO 02/069232]. Se construyeron genes variantes y las proteinas mutantes se ensayaron con respecto a
la actividad funcional. En general, las proteinas “de un solo mutante” que contienen cada una una sustitucion de
aminoacidos se construyeron en primer lugar y se ensayaron, después los genes de proteinas modificadas activas se
combinaron para producir proteinas modificadas multiples sustituidas.

Se construyeron genes mutantes usando un procedimiento de PCR solapante en el que el codén de aminoacido
mutante se introdujo en el gen mediante el uso de un mutante en “cebador de solapamiento”. El esquema es bien
conocido en la técnica y se describe con detalla en otro sitio [Higuchi, y col (1900) Nucl. Acids Res. 16: 7351]. Un total
de 37 proteinas modificadas de un solo mutante se construyeron y se ensayaron con respecto a la actividad funcional
conservada. Ademas, en todos los analisis también se construy6 y se ensay6 una proteina modificada como control
negativo que contenia una sustitucion Y70A. Una de las 37 proteinas modificadas “de un solo mutante” de hecho
contenia dos sustituciones directamente adyacentes (E151T e I1152E) y se contaron en el presente documento como
un solo mutante. Las sustituciones ensayadas y los valores de actividad correspondientes se proporcionan en la
TABLA 4.
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Se construyé un total de 11 proteinas modificadas de multiple sustitucién y se ensayaron con respecto a la actividad
conservada. Las sustituciones ensayadas y los valores de actividad correspondientes se proporcionan en la TABLA 5.

La TABLA 6 describe las secuencias de las proteinas modificadas por sustitucion. La TABLA 7 enumera algunas
secuencias especificas.

En todos los casos, las proteinas se purificaron y ensayaron de acuerdo con los procedimientos indicados en los
ejemplos 4 y 5 mas adelante.

Ejemplo 4: Expresion y purificacion de la proteina bouganina

El plasmido pBou32 se transformé en lineas competentes BL21(DE3) (Novagen) siguiendo las instrucciones del
fabricante y se seleccioné en placas LB (Invitrogen, Paisley, RU) que contenian carbenicilina 50 ug/ml. Para inocular
50 ml de caldo 2xYT (Invitrogen) se us6 una colonia reciente de esta transformacion, sin antibiético, y esto se cultivé con
agitacion de 250 rpm a 37 °C hasta alcanzar una DO600 = 1,5-2,0. Después el cultivo se centrifugd a 2500 rpm durante
15 minutos a temperatura ambiente, y las células se resuspendieron en 5 ml de IPTG 1 mM mas 2xYT reciente. Este
cultivo se incub6 a 30 °C en agitacién a 300 rpm durante 1,5 horas y las células se recogieron por centrifugacion y el
sobrenadante se desecho.

El sedimento celular se resuspendié en 1 ml de PEB2 (Tris-HCI 50 mM pH8, sacarosa al 20 %, lisozima 1 mg/ml, 1x
Comprimido de Inhibidor de Proteasa Completo (Roche, Lewes, RU) y se incub6 en hielo durante 1 hora con suave
agitacion. El residuo celular se centrifugd a 14.000 rpm a 4 °C y el sedimento se desechd. El sobrenadante
resultante se denomind ahora ‘fraccion periplasmica’. La proteina bouganina se purifico de la fraccion periplasmica
mediante cromatografia de columna con afinidad de niquel usando una “columna centrifuga” disponible en el
mercado y siguiendo las instrucciones del fabricante (Qiagen, Crawley, RU). El material resultante se dializ6 frente a
4 litros de solucion salina tamponada con fosfato (NaCl 0,138 M, KCI 0,0027 M, pH 7,4) durante una noche a 4 °C
usando un ’Slide-A-Lyzer’ de limite de peso molecular 10.000 (Pierce, Chester, RU). Después de dialisis, la
concentracién de proteina se calculé usando el Kit de Ensayo Micro BCA (Pierce) y las muestras se conservaron a -
20 °C.

La concentracion de proteina bouganina se determiné adicionalmente usando un sistema de ensayo basado en
ELISA. Brevemente, se generd antisuero contra bouganina (Genovac, Friburgo, Alemania) mediante la inmunizacion
genética de dos ratas con un plasmido que expresaba bouganina. Para el ELISA, se capturé la bouganina
recombinante en placas revestidas con Ni-agarosa mediante su etiqueta de histidina y posteriormente se detect6 con
el antisuero de rata y un anticuerpo anti Fc de rata conjugado con HRP secundario (Sigma, Poole, RU). Como un
patrén, en cada determinacion se usé una gran preparacién de bouganina de tipo silvestre expresada en E. coliy se
cuantificé usando el ensayo de proteina total.

Ejemplo 5: Ensayo de actividad de bouganina

La actividad de las proteinas bouganina de tipo silvestre y modificadas (mutantes) se ensayd midiendo su capacidad
para inhibir la sintesis de proteinas en un ensayo de sintesis de proteina acelular.

Una mezcla de 10 ul de mezcla de Transcripcion/Traduccion Acoplada a TNT (Promega), metionina 20 uM, 120 ng
de ADN luciferasa de pT7 (Promega) y diluciones en serie de proteina bouganina de tipo silvestre mutante en un
volumen final de 12,5 pl se incubaron a 30 °C durante una hora, después de lo cual la reacciéon se detuvo por la
adicion de 100 pl de reactivo de ensayo luciferasa ‘SteadyGlow’ (Promega). La actividad luciferasa se midié usando un
contador de luminiscencia Wallac. La proteina bouganina activa se detectd6 como una disminucién en la actividad
luciferasa medida. Cada proteina bouganina modificada se sometié a ensayo al menos en 5 concentraciones, con cada
punto de dato por duplicado. Los controles positivos y negativos se incluyeron en cada experimento.

En la TABLA 4 se muestran los resultados de proteinas mutantes sencillas. Los resultados de proteinas bouganina
modificada mutantes multiples se muestran en la TABLA 5. En cada caso los resultados se expresan con respecto a la
actividad de la proteina de tipo silvestre. Todos los ensayos se realizaron con la inclusiéon de una proteina bouganina
mutante inactiva con una sustitucién Y70A.

Ademas, los resultados del ensayo luciferasa pueden representarse graficamente mostrando el % de actividad
luciferasa con respecto al control frente a la concentracién de proteinas de la bouganina afadida. Ejemplos de dichas
representaciones graficas se muestran en la Figura 1 que representa los resultados determinados mediante dos
proteinas bouganina mutantes multiples diferentes.

Ejemplo 6: Ensayo de secuencias de bouganina variante para la pérdida de epitopos de linfocitos T.

La proteina modificada multiple denominada Bou156 se seleccion6 para ensayar adicionalmente usando un ensayo
de inmunogenicidad. Esta variante contiene las sustituciones V123A, D127A, Y133N e I152A. El ensayo de
inmunogenicidad implica el uso de células vivas que pueden resultar dafiadas ensayando el uso de la proteina
bouganina completa, por lo tanto esos ensayos se realizaron usando péptidos sintéticos que comprendian las
sustituciones incorporadas en la variante Bou156. Los péptidos ensayados se indican en la TABLA 8. Los ensayos se
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realizaron de acuerdo con los procedimientos descritos en el ejemplo 1 (anterior) usando un grupo de donantes PBMC
de 20 individuos. Los péptidos se ensayaron por triplicado para cada muestra de donante a dos concentraciones
peptidicas finales diferentes (1 uM y 5 uM).

Los resultados se expresan como IE por péptido por muestra donante y se muestran en la Figura 2. Del-41 es la
secuencia peptidica AKADRKALELGVNKL (SEC ID N2 29). Del-44 es la secuencia peptidica LGVNKLEFSIEAIHG
(SEC ID N¢: 30). Del-50 es la secuencia peptidica NGQEAAKFFLIVIQM (SEC ID N¢: 31). Ninguno de los péptidos
modificados indujeron una respuesta de linfocitos T en ninguno de los donantes (IE<2). En cambio, un péptido de
control inmunogénico estimuld linfocitos T de 6 donantes (IE>2).

Ejemplo 7: VB6-845: modificacion genética recombinante de un anticuerpo Fab especifico de Ep-CAM para la
administracion éptima de bouganina des-inmunizada (De-bouganina).

Para este ejemplo y el Ejemplo 8, la bouganina des-inmunizada usada es Bou156.

Las citotoxinas que se dirigen a tumores se componen de la region variable de un anticuerpo unido a una toxina
bacteriana, fungica o vegetal. El presente estudio ilustra que las construcciones de bouganina desinmunizadas de la
invencion, que comprenden bouganina desinmunizada unida a un resto diana tienen inmunogenicidad reducida, aunque
aun conservan su actividad biolégica. La TABLA 12 demuestra la unién del anticuerpo Ep-CAM a diversos tipos de
tumores y por tanto muestra que este puede usarse para tratar estos tipos de canceres.

Construccién de bouganina desinmunizada: resto de direccionamiento dirigido a Ep-CAM unido a de-bouganina

VB5-845, una version Fab de un anticuerpo scFv anti-Ep-CAM, se unié genéticamente a una forma desinmunizada
de bouganina (de-bouganina), Bou 156, una fuerte proteina inactivadora de ribosomas (RIP) de tipo | derivada de
plantas, para crear la construccién anticuerpo-toxina VB6-845. La Figura 3 ilustra la construccion VB6-845. La Figura
3A ilustra la unidad dicistrénica de la pro-VB6-845, con las secuencias lider pelB. La secuencia de aminoacidos (SEC ID
Ne¢: 16) y la secuencia codificante de acido nucleico (SEC ID N2: 15) se proporcionan en la Figura 3B. La Figura 3C
ilustra la proteina VB6-845 ensamblada, que se describe mas adelante con mas detalle. El ensayo de esta
construccion, ilustra que la construcciéon conserva su actividad biolégica (citotoxidad) y la especificidad del resto
diana (anticuerpo Ep-CAM).

Orientacién de la construccién de bouganina desinmunizada

Para determinar la orientacion 6ptica del anticuerpo-de-bouganina, se generaron diversas formas de una unidad de
expresion dicistronica, se expresaron y se ensayaron con respecto a la fuerza.

En cada caso, la unida dicistronica se clon6 en el vector pING3302 (Figura 4) bajo el control del promotor araBAD
inducible por arabinosa y transformado en E. coli E104. Después de la induccion, la presencia de la secuencia lider
pelB dirigi6 la secrecion de la proteina de fusién Fab-de-bouganina en el sobrenadante de cultivo. El engarce escindible
permitié que la de-bouganina se escindiera desde el resto diana y ejerciera su actividad biologica. En una realizacién, el
engarce es un engarce de furina, aunque un experto en la técnica apreciara que pueden ser adecuados otros engarces
escindibles. Los engarces preferidos podrian seleccionarse basandose en su especificidad diana, y entorno. Un
ejemplo de las construcciones fabricadas y ensayadas son las siguientes:

Figura 3: VB6-845, en el que la de-bouganina (Bou156) esta unida al extremo C del dominio CH mediante un engarce
de furina. La Figura 3A ilustra la unidad dicistrénica de las secuencias pro, la Figura 3B ilustra la secuencia codificante
de acido nucleico (SEC ID N¢: 15) y la secuencia de aminoacidos de las secuencias pro (SEC ID N¢: 16) y la Figura
3C ilustra la proteina VB6-845 ensamblada sin las secuencias pelB.

La Figura 5 ilustra la construccion anti-Ep-CAM Fab de control sin la toxina vegetal, de-bouganina (VB5-845). La
Figura 5A ilustra la unidad dicistronica de las secuencias pro, la Figura 5B ilustra la secuencia codificante de acido
nucleico (SEC ID N2: 17) y la secuencia de aminoacidos de las secuencias pro (SEC ID N2 18) y la Figura 5C ilustra
la proteina VB6-845 ensamblada sin las secuencia pelB.

La Figura 6 ilustra la construccion Fab anti-Ep-CAM de bouganina, VB6-845-C -de-bouganina, en la que la Bou156
esta unida en el extremo C del dominio C.. La Figura 6A ilustra la unidad dicistrénica de las secuencias pro, la Figura
6B ilustra la secuencia codificante de acido nucleico (SEC ID N°: 19) y la secuencia de aminoacidos de las secuencias
pro (SEC ID N: 20) y la Figura 6C ilustra la proteina VB6-845-C -de-bouganina ensamblada sin las secuencias pelB.

La Figura 7 ilustra la construccion Fab anti Ep-CAM, de-bouganina, VB6-845-NVy-de-bouganina, en la que Bou156
esta unido al extremo N del dominio Vu. La Figura 7A ilustra las unidades dicistronicas de las secuencias pro, la Figura
7B ilustra la secuencia codificante de acido nucleico (SEC ID N2 21) y la secuencia de aminoacidos de las secuencias
pro (SEC ID N2: 22) y la Figura 7C ilustra la proteina VB6-845-NVy-de-bouganina ensamblada sin las secuencias
pelB.

La Figura 8 ilustra la construccién Fab anti-Ep-CAM VB6-845-NV|-de-bouganina, en la que Bou156 esta unida al
extremo N del dominio V.. La Figura 8A ilustra la unidad dicistrénica de las secuencias pro, la Figura 8B ilustra la
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secuencia codificante de acido nucleico (SEC ID N2 23) y la secuencia de aminoacidos de las secuencias pro (SEC ID
Ne: 24) y la Figura 8C ilustra la proteina VB6-845-NV_-de-bouganina ensamblada sin las secuencias pelB.

En una realizacién, la molécula de-bouganina esta unida al extremo C terminal de las cadenas pesada o ligera. La
configuracion 6ptima comprendia una secuencia lider pelB adyacente al dominio Vy-Cy con una etiqueta de afinidad
de histidina N terminal como la primera unidad. Inmediatamente después va la segunda unidad que comprende el
dominio pelB-V-C, unido a la de-bouganina por un engarce sensible a proteasa. (Figura 6) Para las construcciones en
las que la de-bouganina se recolocé en el extremo N terminal, el analisis de transferencia de Western no mostré ningun
producto detectable y solo la de-bouganina unida a extremo C (construcciones de las Figuras 3 y 6) produjo una proteina
soluble intacta (Figura 9) con buenas propiedades de unién a las lineas celulares Ep-CAM positivas, como se ilustra en
los ensayos de reactividad detectados por citometria de flujo. En el andlisis de transferencia de Western, la Figura 9
ilustra la expresion de VB6-845 y VB6-845 CL-de-bouganina en el sobrenadante de células E104 inducidas a escala de
laboratorio. Una parte alicuota del sobrenadante, 16 microlitros, en condiciones no reductoras, se cargé en un gel de
acrilamida SDS-PAGE y se analizé mediante transferencia de Western usando un anticuerpo anti-4D5 policlonal de conejo,
seguido por un anticuerpo anti-conejo (1/2000) de cabra o un anticuerpo anti-cadena ligera Kappa humana conjugado
con HRP (1/1000) de cabra, para confirmar la identidad y tamafio de la proteina recombinante. La flecha indica la VB6-
845 (construccién de la Figura 3) de longitud completa y la VB6-845-CL-de-bouganina (construcciéon de la Figura 6).
El andlisis de transferencia de Western del sobrenadante de cultivo de células E104 no inducidas no revelé bandas
correspondientes lo que demuestra la especificidad de los anticuerpos (no mostrado).

Los resultados de los ensayos de reactividad con VB6-845 (Figura 3) y VB6-845-CL-de-bouganina (Figura 6) con
respecto a las lineas celulares Ep-CAM positivas CAL 27 y NIH:OVCAR-3 en comparacion con un control (linea
celular Ep-CAM-negativa, A-375) se ilustran en la Figura 10A. Los resultados fueron comparables a los mismos
ensayos de reactividad realizados con otra construccion anti-Ep-CAM, VB6-845-gelonina, en el que la de-bouganina
esta sustituida por otra toxina vegetal, la gelonina (Véase Figura 14C que muestra su secuencia de aminoacidos
(SEC ID N@: 26) y secuencia de acido nucleico (SEC ID N2 25). Los resultados del ensayo de reactividad con la
construccion de gelonina se ilustran en la Figura 10B. La adiciéon de un segundo dominio de de-bouganina en la
molécula con la orientacion éptima no produjo ningun producto.

Se realizaron ensayos de citometria de flujo incubando las construcciones o el control con 0,45 x 10° células durante
una hora en hielo. Después de lavado, las construcciones unidas a la superficie celular se detectaron con un anti-
bouganina de conejo (de la Figura 10A) o anti etiqueta His de ratéon (Figura 10B) durante una hora en hielo. Las
células se lavaron y se incubaron con anti IgG de conejo de cabra conjugado con FITC (Figura 10A) y anti (IgG) de
ratén de oveja conjugado con FITC (Figura 10B) durante 30 minutos en hielo. Posteriormente las células se lavaron,
se resuspendieron en PBS FCS al 5 % que contenia yoduro de propidio para evaluar la unién del anticuerpo por
citometria de flujo. No se detectaron cambios en la mediana de la fluorescencia después de incubaciéon con VB6-845y
VB6-845-CL-de-bouganina con A-375. Por otro lado, se observé un cambio notable en la mediana de la fluorescencia
con lineas celulares Ep-CAM positivas, CAL 27 y NIH:OVCAR-3 (Figura 10A). Como se ha indicado anteriormente, los
resultados con VB6-845 fueron similares con la construccion de gelonina (Figura 10B).

Especificidad de Ep-CAM

Un ensayo de competencia de VB6-845 (construccion de la Figura 3) con Proxinium™, un formato scFv de VB6-845,
pero que contenia exotoxina A de Pseudomonas, demostré que la especificidad Ep-CAM de VB6-845 permanecia sin
modificar cuando se modificaba genéticamente en un formato Fab (Figura 11).

La Figura 11 ilustra los resultados de citometria de flujo del ensayo de competencia, con VB6-845 a 1y 10 ug/ml y
concentracién en aumento de Proxinium™, que variaba de 0 a 100 pg/ml, cuando se incubd con células
NIH:OVCAR-3 (linea celular tumoral Ep-CAM positiva). Después de 1 hora de incubacion a 4 °C, las células se lavaron
y la VB6-845 unida se detectd con un anti-bouganina de conejo biotinilado seguido de estreptavidina-citocromo. Se
realiz6 el mismo experimento con 4B5-PE que se us6 como un control negativo. Las condiciones de la reaccion
fueron como se indica en la Figura 11.

Fuerza (actividad biolégica)

Adicionalmente, ensayos acelulares (Figura 12) y con MTS (Figura 13A y B) demostraron que la de-bouganina
conservaba su fuerza cuando se conjugaba con el fragmento Fab. El ensayo con MTS para medir la fuerza se
realizé usando técnicas convencionales conocidas en la materia, y como se describe mas detalladamente a
continuacion en el Ejemplo 8. Usando las lineas celulares Ep-CAM-positivas, CAL 27 y NIH:OVCAR-3, el valor Clso de
VB6-845 fue de 3 a 4 nMy de 2 a 3 nM, respectivamente. En el caso de VB6-845-C-de-bouganina, la fuerza se midié a
de 1 a 2 nM para CAL 27 y de 0,6 a 0,7 nM frente a NIH:OVCAR-3. El desarrollo de la construccién Fab anti-Ep-
CAM, que comprende un fragmento de anticuerpo diana tumoral humano unido a una bouganina desinmunizada
deberia permitir repetir la administracion sistémica de este farmaco y producir un beneficio clinico mayor.

Recogida de las construcciones

Las construcciones pueden aislarse de los cultivos celulares por técnicas conocidas en la materia. Por ejemplo, si
una etiqueta His se coloca en el extremo N de la construccion peptidica, la proteina Fab-bouganina puede
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purificarse usando un procedimiento de captura quelante con Ni #*. Como un ejemplo se us6 el siguiente protocolo.

La realizacion de la fermentacién de alimentacién discontinua de variantes VB6-845 se realiz6 en un fermentador
CHEMAP de 15 | usando medio TB. A una DOggyo de 20 (semi-log), el cultivo se indujo con una mezcla de alimentacién
e inductor que contenia glicerol al 50 % y L-arabinosa 200 g/I. A las 30 horas postinduccion, el cultivo se recogié, se
centrifugd a 8000 rpm durante 30 minutos y las variantes VB6-845 se purificaron usando sepharose CM y columnas de
sepharose quelantes cargadas con metal seguido de una columna de exclusion de tamafio. Brevemente, el
sobrenadante se concentr6 y se diafiliré frente a fosfato sédico 20 mM pH 6,9 + 0,1. El sobrenadante concentrado
diafiltrado se aplicé después sobre una columna de sepharose CM equilibrada con fosfato sédico 20 mM, NaCl 25
mM, pH 6,9 + 0,1. La columna se lavé con fosfato sédico 20 mM, NaCl 25 mM, pH 6,9 £ 0,1, VB6-845 unido se eluyd
posteriormente con fosfato sédico 20 mM, NaCl 150 mM pH 7,5 + 0,1. El eluado de sepharose CM se ajusto para
conseguir una concentracion final de Tritén-X100 a 0,25 % y se aplicd a una columna de sepharose quelante
cargada. La columna de sepharose quelante se lavo después con 3 tampones de lavado diferentes comenzando con
fosfato sédico 20 mM, NaCl 150 mM, tritén-X100 al 0,25 %, pH 7,5 = 0,1 seguido de fosfato sédico 20 mM, NaCl 150
mM, pH 7,5 £ 0,1 y seguido de fosfato sédico 20 mM, NaCl 150 mM, imidazol 10 mM, pH 7,5 + 0,1. Después VB6-
845 unido se eluy6 con fosfato sodico 20 mM, NaCl 150 mM, imidazol 250 mM pH 7,5 £ 0,1 y se recogié en fracciones
de 2 ml. Se determiné la absorbancia a Azg para cada fraccién y las fracciones con material agrupado se aplicaron
sobre una columna de exclusién de tamafo S200 para obtener una pureza de >80 %. En una realizacién, para aumentar
la pureza de la proteina y extraerla y retirar la endotoxina, la fraccién SEC agrupada se diluyd 5 veces con NaPO4 20
mM, pH 7,5y se hizo pasar a través de una columna de flujo rapido de 15 ml Q-sepharose equilibrada con NaPQO4 20
mM, NaCl 25 mM pH 7,5 a un caudal de aproximadamente 5 ml/min. Después de la aplicacién de la muestra a través
de la columna, la columna se lavé con 10CV de tampdn de equilibrio y el lavado se agrup6 con el flujo continuo de Q-
sepharose inicial. El eluyente se concentr6 a ~10 veces mediante el uso de una membrana de MWCO de 30 kDa
(membrana Sartorius hidrosart) para conseguir una concentracion final de 7,5 mg/ml. Después, se afnadié Tween-80 a
una concentracién final de 0,1 %. El producto final se filir6 de manera estéril y se conservo a -80 °C. Las muestras en
cada una de las etapas del proceso se analizaron mediante transferencia de Western después de inmunotransferencia
con el anticuerpo anti-4D5. La pureza se confirmé mediante tincion con azul coloidal. El nivel de expresion de variantes
VB6-845 se determind mediante andlisis de transferencia de Western y ELISA.

Ejemplo 8: Caracterizacion funcional y bioldgica de VB6-845, un anticuerpo Fab especifico de Ep-CAM recombinante
genéticamente unido con la Bouganina des-inmunizada (de-bouganina).

Los agentes quimioterapéuticos son agentes muy citotéxicos que a menudo representan el patron de cuidado en el
tratamiento de muchos de los canceres tumorales s6lidos. La accion citotéxica de estos farmacos diana rapidamente
divide las células, normales y tumorales, creando asi diversos efectos secundarios clinicos adversos. VB6-845 es un
anticuerpo Fab unido a una forma desinmunizada de la toxina derivada de planta bouganina. A diferencia de los
agentes quimioterapéuticos que carecen de especificidad diana tumoral definida, VB6-845 limita su efecto citolitico
contra dianas tumorales Ep-CAM positivas en solitario. En este estudio, el andlisis de citometria de flujo y
citotoxicidad se midieron para evaluar la fuerza y selectividad de VB6-845.

Citometria de flujo

En este estudio se usaron lineas celulares tumorales adquiridas de la ATCC y se propagaron siguiendo las
recomendaciones de la ATCC excepto para las lineas celulares C4l, TOV-112D que se cultivaron en RPMI 1640 o
DMEM complementado con FCS al 10 %, respectivamente, Las células tumorales se recogieron a una confluencia
de 60-70 % con una viabilidad de mas del 90 %. Las células epiteliales mamarias normales humanas (HMEC) se
adquirieron en CAMBREX y se conservaron en medios especificos de acuerdo con el procedimiento proporcionado por
CAMBREX. Las células se recogieron a una confluencia del 70 % con una viabilidad de méas del 90 %.

Las lineas celulares ginecoldgicas de indicios de cancer endometrial, de ovario y de cuello uterino se ensayaron con
respecto a la union de VB6-845 en citometria de flujo (Tabla 9). Se anadieron diez microgramos/ml de VB6-845 a
cada linea celular (3 x 10° células) y se incubé durante 2 horas a 4 °C. Se usaron como controles de lineas celulares
positivas y negativas A-375 y CAL 27, respectivamente. Después de lavar el material no unido, se afadié un
anticuerpo anti-Histidina monoclonal de ratén (Amersham Pharmacia, Cat N 27471001) diluido 1/800 en PBS que
contenia FCS al 10 % y se incubé durante 1 hora mas a 4 °C. Posteriormente, se afiadi6 un anti-lgG de ratdn marcado con
FITC (The Binding Site, Cat N® AF271) diluido 1/100 en PBS-FCS al 10 % y se incub6 durante 30 minutos a 4 °C.
Finalmente, las células se analizaron en una FACS Calibur después de tinciéon con yoduro de propidio para dejar
salir las células muertas.

Citotoxicidad

El nivel de destruccién de VB6-845 en células indicadas en el estudio de citometria de flujo es como se indica en la
Tabla 10, que indica que la construccion conservo su actividad citotoxica de-bouganina contra lineas celulares Ep-CAM
positivas. La citotoxicidad fue comparable a otra variante Fab VB6-845 que contenia una toxina diferente derivada de
planta, gelonina (Figura 14). La Figura 14A compara la citotoxicidad de la gelonina, la construccion Fab anti-Ep-CAM
gelonina (VB6-845-Gelonina) y la construccion Fab anti-Ep-CAM-de-bouganina (Bou156) (VB6-845) en células CAL 27
(Figura 14A) y NIH:OVCAR-3 (Figura 14B). La secuencia de acidos nucleicos y amino&cidos de la construccion VB6-
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845-gelonina se ilustra en la Figura 14C.

Para estudiar la especificidad y selectividad de VB6-845 (Construccion de la Figura 3), la actividad citotéxica de
VB6-845 (pureza del 90 %) se ensayo frente a las lineas celulares Ep-CAM-positivas (NIH:OVCAR-3) y Ep-CAM-
negativas (HMEC, DAUDI, A-375) (Tabla 11) junto con 17 farmacos quimioterapéuticos (LKB Laboratories Inc.).

Se realizaron ensayos con MTS usando técnicas convencionales conocidas en la técnica. Mas particularmente, se
sembraron 50 microlitros de células (2 x 10* células/ml) por pocillo y las placas se incubaron a 37 °C con CO al 5 %
durante 2 horas. Después, se afiadieron 50 microlitros de farmaco incorporado (es decir la construccién a ensayar o
control) al medio de cultivo a concentraciones en aumento. Se usé medio de cultivo, sin o con células, como
controles positivos y negativos, respectivamente. Las placas se dejaron a 37 °C con CO; al 5 % durante 5 dias. El
dia 5, la inhibicion de la proliferacién celular se evalué anadiendo 20 microlitros de reactivo MTS (Promega, Cat N°
G5430). Después las placas se incubaron a 37 °C con CO» al 5 % durante 2 horas y las DO se leyeron a 490 nm
usando el espectrometro lector de placas. Se restaron los valores de fondo de los valores de la muestra obtenidos
para cada concentracion y los resultados se expresaron como un porcentaje de células viables. Los valores Clsg
para cada farmaco se calcularon para cada linea celular.

Cuando se ensayd6 con respecto a la citotoxicidad contra NIH:OVCAR-3, un carcinoma de ovario Ep-CAM-positivo,
usando un panel de agentes quimioterapéuticos convencionales, VB6-845 mostré que era mas fuerte que 12 de los
17 farmacos ensayados. (Tabla 11). Aunque 5 agentes quimioterapéuticos fueron mas citotoxicos, también
mostraron que era bastante mas téxicos ya que carecian de cualquier destruccién especifica de célula. De los 5
agentes quimioterapéuticos recomendados para el tratamiento del cancer de ovario (Paclitaxel, Carboplatino,
Cisplatino, Doxorrubicina y Topotecan), solo dos (Paclitaxel y Topotecan) eran mas citotoxicos. Aunque VB6-845
demostrd una actividad citolitica altamente fuerte en el intervalo de 1 a 2 nM, la fuerza de destruccién se limité
exclusivamente a la linea celular tumoral Ep-CAM positiva NIH:OVCAR-3. Aunque se mostré alguna destruccion de
las lineas celulares Ep-CAM-negativas con VB6-845, el efecto citotdxico fue al menos 220 veces y a lo sumo >1000
veces menos téxico. Por tanto VB6-845 representa una alternativa de tratamiento fuerte dirigida contra anticuerpos de
agentes quimioterapéuticos que cuando se combinan con el perfil citotdxico mas bajo, es mas prometedor en el
tratamiento de muchos tipos diferentes de tumores solidos.

Ejemplo 9: VB6-011: la modificacion por ingenieria genética recombinante de un anticuerpo Fab especifico de antigeno
asociado a tumor para la administracion éptima de la bouganina des-inmunizada (De-bouganina).

Las citotoxinas que se dirigen a tumores estan formadas por la regién variable de un anticuerpo unido a una toxina
bacteriana, flingica o vegetal. El presente estudio ilustra que las construcciones de bouganina desinmunizada de la
invencion, comprenden bouganina desinmunizada unida a un resto diana tienen una inmunogenicidad reducida,
aunque conservan su actividad biologica. La TABLA 13 demuestra la unién del anticuerpo antigénico asociado a
tumor de diversos tipos de tumores y por tanto muestra que puede usarse para tratar estos tipos de canceres.

Construccién de bouganina des-inmunizada: resto de direccién dirigido a antigeno asociado a tumor unido a de-
bouganina

El anticuerpo H11, un anticuerpo monoclonal que reconoce antigenos asociados a tumores, se engarzé
genéticamente a una forma desinmunizada de bouganina (de-bouganina), Bou 156, una fuerte proteina inactivadora
de ribosomas (RIP) de tipo | derivada de plantas, para crear la construccién anticuerpo-toxina VB6-011. La Figura 15
ilustra la secuencia codificante de acido nucleico y secuencia de aminoacidos. El ensayo de esta construccion, ilustra
que la construccién conserva su actividad bioldgica (citotoxicidad).

Fuerza (actividad bioldgica)

El ensayo con MTS demostr6é que la de-bouganina conservd su fuerza cuando se conjugaba con el fragmento Fab
(Figura 16). El ensayo con MTS usado para medir la fuerza se realiz6 usando una técnica convencional conocida en
la materia y como se describe con més detalle en el Ejemplo 8.

Citotoxicidad

Para estudiar la especificidad y selectividad de VB6-011, se ensay0 la actividad citotéxica contra células MB-435S. El
ensayo con MTS se realizd usando técnicas convencionales conocidas en la materia. Mas particularmente, se
sembraron 50 microlitros de células (2 x 10* células/ml) por pocillo y las placas se incubaron a 37 °C con CO; al 5 %
durante 2 horas. Después, se afiadieron 50 microlitros de farmaco afadido (es decir construccion a ensayar o control)
al medio de cultivo a concentraciones en aumento. El medio de cultivo, con o sin células, se us6 como controles
positivo y negativo, respectivamente. Las placas se dejaron a 37 °C con CO: al 5 % durante 5 dias. El dia 5, la
inhibicién de la proliferacion celular se evalué afadiendo 20 microlitros de reactivo MTS (Promega, Cat N° G5430).
Después las placas se incubaron adicionalmente a 37 °C con CO: al 5 % durante 2 horas y las DO se leyeron a 490 nm
usando el espectrofotometro del lector de placa. Los valores de fondo se restaron de los valores de la muestra
obtenidos para cada concentracién y los resultados se expresaron como un porcentaje de células viables. Los
resultados muestran que el valor CI50 de VB6-011 es de 350 nM.
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Tabla 1
Péptido Posicion SEC Secuencia Péptido Posicion SEC Secuencia
N2 del primer ID del primer ID
aminoacido 2 aminoacido 2

1 1 32 YNTVSFNLGEAYEYP 46 136 77 EFSIEAIHGKTINGQ
2 4 33 VSFNLGEAYEYPTFI 47 139 78 IEAIHGKTINGQEIA
3 7 34 NLGEAYEYPTFIQDL 48 142 79 IHGKTINGQEIAKFF
4 10 35 EAYEYPTFIQDLRNE 49 145 80 KTINGQEIAKFFLIV
5 13 36 EYPTFIQDLRNELAK 50 148 81 NGQEIAKFFLIVIQM
6 16 37 TFIQDLRNELAKGTP 51 151 82 EIAKFFLIVIQMVSE
7 19 38 | QDLRNELAKGTPVCQ 52 154 83 KFFLIVIQMVSEAAR
8 22 39 RNELAKGTPVCQLPV 53 157 84 LIVIQMVSEAARFKY
9 25 40 LAKGTPVCQLPVTLQ 54 160 85 IQMVSEAARFKYIET
10 28 41 GTPVCQLPVTLQTIA 55 163 86 VSEAARFKYIETEVV
11 31 42 VCQLPVTLQTIADDK 56 166 87 AARFKYIETEVVDRG
12 34 43 LPVTLQTIADDKRFV 57 169 88 FKYIETEVVDRGLYG
13 37 44 TLQTIADDKRFVLVD 58 172 89 IETEVVDRGLYGSFK
14 40 45 TIADDKRFVLVDITT 59 175 90 | EVVDRGLYGSFKPNF
15 43 46 DDKRFVLVDITTTSK 60 178 91 DRGLYGSFKPNFKVL
16 46 47 RFVLVDITTTSKKTV 61 181 92 | LYGSFKPNFKVLNLE
17 49 48 LVDITTTSKKTVKVA 62 184 93 | SFKPNFKVLNLENNW
18 52 49 ITTTSKKTVKVAIDV 63 187 94 | PNFKVLNLENNWGDI
19 55 50 TSKKTVKVAIDVTDV 64 190 95 KVLNLENNWGDISDA
20 58 51 KTVKVAIDVTDVYVV 65 193 96 NLENNWGDISDAIHK
21 61 52 KVAIDVTDVYVVGYQ 66 196 97 | NNWGDISDAIHKSSP
22 64 53 IDVTDVYVVGYQDKW 67 199 98 | GDISDAIHKSSPQCT
23 67 54 | TDVYVVGYQDKWDGK 68 202 99 SDAIHKSSPQCTTIN
24 70 55 | YVWGYQDKWDGKDRA 69 205 100 | IHKSSPQCTTINPAL
25 73 56 | GYQDKWDGKDRAVFL 70 208 101 SSPQCTTINPALQLI
26 76 57 | DKWDGKDRAVFLDKV 71 211 102 | QCTTINPALQLISPS
27 79 58 DGKDRAVFLDKVPTV 72 214 103 | TINPALQLISPSNDP
28 82 59 DRAVFLDKVPTVATS 73 217 104 | PALQLISPSNDPWVV
29 85 60 VFLDKVPTVATSKLF 74 220 105 | QLISPSNDPWVVNKV
30 88 61 DKVPTVATSKLFPGV 75 223 106 | SPSNDPWVVNKVSAQI
31 91 62 PTVATSKLFPGVTNR 76 226 107 | NDPWVVNKVSQISPD
32 94 63 ATSKLFPGVTNRVTL 77 229 108 | WVVNKVSQISPDMGI
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33 97 64 KLFPGVTNRVTLTFD 78 232 109 | NKVSQISPDMGILKF
34 100 65 PGVTNRVTLTFDGSY 79 235 110 | SQISPDMGILKFKSS
35 103 66 TNRVTLTFDGSYQKL 80 238 111 | SPDMGILKFKSSKLT
36 106 67 VTLTFDGSYQKLVNA 81 240 112 | MGILKFKSSKLTQFA
37 109 68 TFDGSYQKLVNAAKV 82 243 113 | LKFKSSKLTQFATMI
38 112 69 GSYQKLVNAAKVDRK 83 246 114 | KSSKLTQFATMIRSA
39 115 70 QKLVNAAKVDRKDLE 84 249 115 KLTQFATMIRSAIVE

40 118 71 VNAAKVDRKDLELGV 85 252 116 | QFATMIRSAIVEDLD
41 121 72 AKVDRKDLELGVYKL 86 255 117 | TMIRSAIVEDLDGDE
42 124 73 DRKDLELGVYKLEFS 87 258 118 | RSAIVEDLDGDELEI

43 127 74 DLELGVYKLEFSIEA 88 261 119 IVEDLDGDELEILEP

44 130 75 LGVYKLEFSIEAIHG 89 264 120 DLDGDELEILEPNIA

45 133 76 YKLEFSIEAIHGKTI

Péptidos de la secuencia de bouganina. Los restos subrayados no estan presentes en la proteina madura

Tabla 2
Donante N¢[(Codigo de almacenamiento de donante [ Alotipo
1 BC63 DRB1*04, DRB1*07, DRB4*01
2 BC86 DRB1*04, DRB1*15, DRB5
3 BC90 DRB1*07, DRB1*15, DRB4*01, DRB5
4 BC134 DRB1*01, DRB1*03, DRB3
5 BC167 DRB1*01, DRB1*07 y DRB4*01
6 BC216 DRB1*14, DRB1*15, DRB3, DRB5
7 BC217 DRB1*04, DRB1*12, DRB3, DRB4*01
8 BC233 DRB1*04, DRB1*11 y DRB3, DRB4*01
9 BC241 DRB1*07, DRB1*11, DRB3, DRB4*01
10 BC246 DRB1*01, DRB1*13 y DRB3
11 BC262 DRB1*03, DRB1*07, DRB3, DRB4*01
12 BC292 DRB1*07, DRB1*13, DRB3, DRB4*01
13 BC293 DRB1*04, DRB1*10, DRB4*01
14 BC231 DRB1*03 o DRB1*03, DRB1*13 y DRB3
15 BC301 DRB1*07, DRB1*14, DRB3
16 BC326 DRB1*03, DRB1*15, DRB3, DRB5
17 BC316 DRB1*13,DRB1*15,DRB3,DRB5
18 BC321 DRB1*01,DRB1*15, DRB5
19 BC382 DRB1*04,DRB1*08,DRB4*01
20 BC336 DRB1*01, DRB1*11, DRB3

Alotipos MHC de donantes PBMC
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Tabla 3
Cebador SEC ID N®  Secuencia
OL1032 121 CATTACAAACGTCTACCAAGTTT
OL1033 122 TTACAAAAGTAGATAAGTAATGTG
OL1322 123 GATATACATATGAAATACCTATTGCCTACG
OL1067 124 TGACACAGTGTTGTACGCTGGTTGGGCAGCGAGTAA
OL1068 125 GCTGCCCAACCAGCGTACAACACTGTGTCATTTAAC
0OL1323 126 CGAGTGCGGCCGCTCAATGGTGATGGTGATGGTGT

Secuencias de cebadores usados en la construccion del gen de bouganina de tipo silvestre (WT)

Tabla 4

Las variantes de bouganina de sustitucion sencilla construidas y ensayadas.

Mutacion Mutaciones de Nucleoétidos Actividad en el ensayo luciferasa* Clon ID**
Control negativo
Y70A TAT-GCT BouY70A
Region Epitopica R1 (péptido 41)
V123T GTG-ACG +/- Bou2
V123A GTG-GCT ++ Bou3
V123D GTG-GAT -- -
V123E GTG-GAA -- -
V123G GTG-GGC -- -
V123H GTG-CAC -- -
V123K GTG-AAG -- -
V123N GTG-AAC -- -
V123P GTG-CCT -- -
V123Q GTG-CAA ++ Bou4
V123R GTG-AGA -- -
V123S GTG-TCA -- -
D127G GAT-GGC ++ Bou5
D127A GAT-GCT ++ Bou6
E129K GAA-AAG -- -
E129R GAA-AGA -- -
E129Q GAA-CAA +/- Bou7
E129G GAA-GGC ++ Bou8
Region Epitopica R2 (péptido 44)
Y133P TAC-CCC -- -
Y133N TAC-AAC ++ Bou9

33




ES 2424 643 T3

Y133T TAC-ACA ++ Bou10
Y133A TAC-GCT ++ Bou11
Y133R TAC-AGA ++ Bou12
Y133D TAC-GAT ++ Bou13
Y133E TAC-GAA +/- Bou14
Y133Q TAC-CAA ++ Bou15
Y133G TAC-GGC ++ Bou16
Y133H TAC-CAC ++ Bou17
Y133K TAC-AAG ++ Bou18
Y133S TAC-TCA ++ Bou19
Region Epitopica R3 (péptido 50)

E151T H52E GAGATA-ACGGAA -- -
1152Q ATA-CAA ++ Bou20
[152A ATA-GCA ++ Bou21
[152E ATA-GAA -- -
F155P TTC- CCA -- -
F155H TTC-CAC -- -
[158P ATT-CCA -- -

*Actividad en el ensayo Luciferasa:

++ = la misma o mayor que la de la proteina de tipo silvestre (WT). + = dentro de 2 veces de actividad de tipo silvestre
(WT). +/- = dentro de 3 veces de actividad de tipo silvestre (WT). - = menos de un tercio de actividad de tipo silvestre
(WT). WT = Proteina de tipo silvestre.

** Clon ID. Denominaciones solo de variantes funcionalmente activas.

Tabla 5

Las variantes de bouganina de sustitucion mdltiple construidas y ensayadas.

Clon ID Region  Epitopica  R1 | Region Epitépica R2 | Region Epitopica R3 | Actividad en ensayo
(péptido 41) (péptido 44) (péptido 51) luciferasa

Bou143 V123Q Y133Q 1152Q ++
Bou144 V123A Y133N 1152A ++
Bou145 V123A Y133Q 1152A ++
Bou146 V123A D127G ++
Bou147 V123A D127A ++
Bou148 V123Q D127G ++
Bou149 V123Q D127A ++
Bou150 vi23Q E129G +

Bou151 V123A E129G +
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Bou156 V123A D127A Y133N 1152A ++

Bou157 V123A D127A Y133Q 1152A ++

*Actividad en ensayo Luciferasa:

++ = la misma o mayor que la de la proteina de tipo silvestre (WT). + = dentro de 2 veces de actividad de tipo silvestre
(WT). +/- = dentro de 3 veces de actividad de tipo silvestre (WT). - = menos de un tercio de actividad de tipo silvestre
(WT). WT = Proteina de tipo silvestre.

Tabla 6

Clon ID Sustitucion o sustituciones* Proteina
Bou32 WT SEC ID N° 1
Bou156 |V123A, D127A, Y133N, [152A SEC IDN° 13
Bou157  |V123A, D127A, Y133Q, I152A SEC IDN° 14
Bou143 |V123Q, Y133Q, 1152Q
Bou144  |V123A, Y133N, [152A
Bou145 |V123A, Y133Q, 1152A
Bou146 |V123A, D127G
Bou147 |V123A, D127A
Bou148 |V123Q, D127G
Bou149 |V123Q, D127A
Bou150 |V123Q, E129G
Bou151 V123A, E129G

Bou2 V123T
Bou3 V123A
Bou4 V123Q
Bou5 D127G
Bou6 D127A
Bou7 E129Q
Bou8 E129G
Bou9 Y133N

Bou10 Y133T
Bou11 Y133A
Bou12 Y133R
Bou13 Y133D
Bou14 Y133E
Bou15 Y133Q
Bou16 Y133G
Bou17 Y133H
Bou18 Y133K
Bou19 Y133S
Bou20 1152Q
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Clon ID Sustituciéon o sustituciones® Proteina

Bou21 1152A

* La numeracion comienza desde el resto 1 de la fase de
lectura de la bouganina y por lo tanto excluye una secuencia
lider PelB incluida en la mayoria de las construcciones.

Tabla 7

SECID N2 1

Proteina

YNTVSENLGEAYEYPTFIQDLRNELAKGTPVCQLPVTLOTIADDKREVLVDITTTSKKTVKVAIDVTDVY
VVGYQDKWDGKDRAVFLDKVPTVAT SKLEPGVINRVT LTFDGSYOQKLVNAAKVDRKDLELGVYKLEFSIE
AIHGKTINGQEIAKFFLIVIOMVSEAARFKYIETEVVDRGLYGS FKPNFKVLNLENNWGDISDATIHKSSP
QCTTINPALQLISPSNDPWVVNKVSQISPDMGILKFKSSK

SECID N2 13
Proteina

YNTVSENLGEAYEYPTFIQDLRNELAKGTPVCQLPV I LOTIADDKRFVLVDITTTSKKTVKVAIDVTEOVY
VVGYQDKWDGKDRAVELDKVPTVATSKLEFPGVINRV I LT FDGSYORKLVNAAKADRKALELGVNKLEFSIE
AIHGKTINGQEAAKFFLIVIQMVSEAARFKYIETEVVDRCGLYGSFKPNFKVLNLENNWGDILSDAIHKSSE
QCTTINPALOLISPSNDPWVVNKVSQISPDMGILKFKSEK

Tabla 8

Péptidos modificados y de tipo silvestre (WT) de la Bouganina ensayada adicionalmente en ensayos con linfocitos T|

Péptido numero | Posicion del primer aminoacido dentro de la bouganina Secuencia* SEC ID N¢
Del-41 121-135 AKADRKALELGVNKL 29
Del-44 130-144 LGVNKLEFSIEAIHG 30
Del-50 149-163 NGQEAAKFFLIVIQM 31

*Los restos (mutantes) sustituidos se subrayan.

Tabla 9

Union de VB6-845 a lineas celulares ginecoldgicas por citometria de flujo. Los resultados se expresan como un
factor de aumento en MF = ETM.

Indicacion Lineas celulares VB6-845 (factor de aumento MF + ETM)

Endometrial HEC-1-A 42,3+0,9
RL95-2 49+0,7

SK-UT-1 1,1+0,1
Ovario NIH:OVCAR-3 33,6 £6,0
SK-OV-3 43+1,0

TOV-112G 1,1£0,1
Cervical HT-3 29,1+1,2
C-4l 6,8+0,6

C-33A 1,1£0,0

Melanoma A-375 11+£0,1
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Tabla 10
Citotoxicidad mediada por VB6-845 mediante ensayo con MTS
Indicacion Linea celular | Clg nM VB6-845 pureza 70 %
Endometrial HEC-1-A 43
KLE >100
RL95-2 100
Ovario NIH-OVCAR-3 3.4
Caov-3 1,3
SK-OV-3 >100
Cervical MS751 0,43
HT-3 23
ME-180 37
C-41 1,7
Melanoma A-375 >100
Tabla 11

Especificidad y selectividad de VB6-845 frente a agentes quimioterapéuticos

C|50 nM

NIH:OVCAR-3 A-375 paupi HMEC
Paclitaxel <10® 49x10°  <10® <10°
Docetaxel <10° <10° <10 <10°
Vincristina 4,4x10°° <10° <10 <10°
Sulfato Vinblastina 1,1x10° <10-° <10 <10°
Topotecan 0,071 1,5 0,009 41
VB6-845 (pureza 90 %) 1 >1000 >1000 220
Doxorrubicina 3 2,8 16x10° 16
Mitomicina C 28 14 2,8 50
Sulfato de Bleomicina 30 170 22 600
Bleomicina A5 150 290 130 1000
Irinotecan 180 900 190 1000
Etopédsido 210 280 1,7 600
Metotrexato >1000 6 3,6 41
Clorambucilo >1000 >1000 >1000  >1000
Fluorouracilo >1000 >1000 >1000 >1000
Ciclofosfamida >1000 >1000 >1000 >1000
Cisplatino >1000 >1000 >1000 >1000
Carboplatino >1000 >1000 >1000 >1000
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Tabla 12: indicaciones de células tumorales VB6-845

INDICACIONES N’ Union para scFv 845 (IgG)”
Géstrico 3 148,9
Ovario 2 84,1
Esofagico 3 72,4
Vejiga 14 59,6
Préstata 5 50,1
Cervical 3 37,5
Endometrial 1 23,8
Pulmén 3 16,4
Cabeza y cuello 2 11,4
Rif6n 3 9,4
Pancreas 3 55
Melanoma 3 1,6

N indica el numero de lineas celulares ensayadas por
indicacion.

2 Factor de aumento medio en mediana de fluorescencia sobre
el anticuerpo control de todas las lineas celulares en cada
indicacion.

Tabla 13: indicaciones de células tumorales VB6-011

INDICACIONES N’ Unién para mAb 011 (IgG)°
Mama 3 16,9
Préstata 3 15,1
Melanoma 3 14,0
Pulmén 3 13,1
Ovario 2 11,1
Colon 3 8,7
Rifion 3 6,9
Higado 2 6,5
Pancreas 3 4,2
Cabeza y cuello 2 29

N indica el nimero de lineas celulares ensayadas por
indicacion. 2 Los valores indican la media calculada a partir de
la suma de la media del factor de aumento en la mediana de
fluorescencia sobre el anticuerpo control de todas las lineas
celulares en cada indicacién. Un valor cero significaria
reactividad no medible con respecto a la actividad control

38




10

15

20

25

30

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> BAKER, Matthew CARR, Francis J. HELLENDOORN, Koen CIZEAU, Jeannick MACDONALD, Glen

ES 2424 643 T3

Christopher ENTWISTLE, Joycelyn BOSC, Denis Georges GLOVER, Nicholas Ronald

<120> PROTEINAS BOUGANINA MODIFICADAS, CITOTOXINAS Y PROCEDIMIENTOS Y USOS DE LAS

MISMAS

<130> 10241-43

<140>
<141>

<150> US 60/554,580

<151> 19-03-2004

<150> US 60/630.571

<151> 26-11-2004

<160> 129

<170> PatentIn versién 3.3

<210> 1
<211> 250
<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis Willd

<400> 1

TyT
1

Phe
Gln
Leu
Asp-
Lys

Lys

Asn

Ile

Leu

Val

50

val

Asp

Leu

Thr val

Gln Asp

20

Pro Val

as

Asp Ile

Thr Asp

Arg Ala

Phe Pro

Ser

Leu

Thr

Vval

val

85

Gly

Phe

Arg

Leu

Thr

Tyr

70

Fhe

val

Asn

Asn

Gln

Thrx

val

Leu

Thr

Leu

Glu

Thr

40

Ser

val

Asp

Asn

39

Gly

Leu

25

Ile

Lys

Gly

Lys

Arg

Glu
10

Ala

Ala

Lys

Tyrxr

Val

30

val

Ala

Lys

Asp

Thr

Gln

Fxo

Thr

Tyx

Gly

Asp

Thr

Leu

Glu

Thr

Lys

45

Lys

Lys

val

Pro

30.

Arg

val

Trp

Ala

Phe

Pro
15

Val
Phe

Ala

Asp

Aép

Thr

Cys

vVal

Ile

Gly

Ser

Gly



10

15

20

ES 2424 643 T3

100 105 110

Ser Tyr Gln Lys Leu Val Asn Ala Ala Lys Val Asp Arg Lys Asp Leu
115 120 125

Glu Leu Gly Val Tyr Lys Leu Glu Phe Ser Ile Glu Ala Ile His Gly
130 135 140¢

Lys Thr Ile Asn Gly Gln Glu Ile Ala Lys Phe Phe Leu Ile Val Ile
145 150 155 160

Gln Met Val Ser Glu Ala Ala Arg Phe Lys Tyr Ile Glu Thr Glu val
165 170 175

Val Asp Arg Gly Leu Tyr Gly Ser Phe Lys Pro Asn Phe Lys Val Leu
180 185 190

Asn Leu Glu Asn Asn Trp Gly Asp Ile Ser Asp Ala Ile His Lys Ser
195 200 208

Ser Pro Gln Cys Thr Thr Ile Asn Pro Ala Leu Gln Leu Ile Ser Pro
210 215 220

Ser Asn Asp Pro Trp Val Val Asn Lys Val Ser Gln Ile Ser Pro Asp
225 230 235 240

Met Gly Ile Leu Lys Phe Lys Ser Ser Lys
245 250

<210> 2

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 2

Ala Lys Val Asp Arg Lys asp Leu Glu Leu Gly Val Tyr Lys Leu
1 5 10 15

<210> 3

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 3

Leu Gly Val Tyr Lys Leu Glu Phe Ser Ile Glu Ala Ile His Gly
1 5 10 15

<210> 4

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis
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<400> 4
Asn Gly Gln Glu Ile Ala Lys Phe Phe Leu Ile Val Ile Gln Met
1 S 10 15
<210>5
<211>15
<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(3)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (7)..(7)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (9)..(9)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (13)..(13)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400>5
Ala Lys Xaa Asp Arg Lys Xaa Leu Xaa Leu Gly Val Xaa Lys Leu
1 - S 10 15
<210>6
<211> 15
<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<220>

<221> misc_feature

<222> (4)..(4)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 6
Leu Gly Val Xaa Lys Leu Glu Phe Ser Ile Glu Ala Ile His Gly
1 5 10 15
<210>7
<211> 15
<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<220>

<221> misc_feature

<222> (5)..(5)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400>7
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aAsn Gly Gln Glu Xaa Ala Lys Phe Phe Lieu Ile Val Ile Gln Met
1 S 10 15

<210> 8

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (3)..(3)

<223> Xaa puedeserToAoQ

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (7)..(7)

<223> Xaa puede ser Go A

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (9)..(9)

<223> Xaa puede serQo G

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (13)..(13)

<223> XaapuedeserNoDoToAoRoQoEoGoHoKoS

<400> 8
Ala Lys Xaa Asp Arg Lys Xaa Leu Xaa Leu Gly Val Xaa Lys Leu
i 5 10 15
<210>9
<211> 15
<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (4)..(4)

<223> XaapuedeserNoDoToAoRoQoEoGoHoKoS

<400> 9
Leu Gly Val Xaa Lys Leu Glu Phe Ser Ile Glu Ala Ile His Gly
1 S 1qQ 15
<210> 10
<211>15
<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (5)..(5)

<223> Xaa puede ser Qo A

<400> 10

Asn Gly Gln Glu Xaa Ala Lys Phe Phe Leu Ile Val Ile Gln Met
1 5 10 15
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<210> 11

<211> 250

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<220>

<221> misc_feature

<222> (123)..(123)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (127)..(127)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (129)..(129)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (133)..(133)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (152)..(152)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 11

Tyr Asn Thr val Ser Phe Asn Leu Gly Glu Ala Tyr Glu Tyr Pro Thr

1 5

Phe Ile Gln Asp Leu Arg Asn Glu Leu Ala Lys Gly Thr Pro Val Cys

20 25

43
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Gln Leu Pro vVal Thr Leu Gln Thr Ile Ala Asp Asp Lys Arg Phe val
35 40 45

Leu Val Asp Ile Thr Thr Thr Ser Lys Lys Thr Val Lys Val Ala Ile

Asp Val Thr Asp Val Tyr Val Val Gly Tyr Gln Asp Lys Trp Asp Gly
65 70 75 80

Lys Asp Arg Ala Val Phe Leu Asp Lys Val Pro Thr val Ala Thr Ser
85 90 95

Lys Leu Phe Pro Gly Val Thr Asn Arg Val Thr Leu Thr Phe Asp Gly
100 105 110

Ser Tyr Gln Lys Leu Val Asn Ala Ala Lys Xaa Asp Arg Lys Xaa Leu
115 120 125

Xaa Leu Gly Val Xaa Lys Leu Glu Phe Ser Ile Glu 2la Ile His Gly
130 13s 140

Lys Thr Ile Asn Gly Gln Glu Xaa Ala Lys Phe Phe Leu Ile Val Ile
145 ' 150 : 155 160

Gln Met Val Ser Glu Ala Ala Arg Phe Lys Tyr Ile Glu Thr Glu val
165 170 175

Val Asp Arg Gly Leu Tyr Gly Ser Phe Lys Pro Asn Phe Lys Val Leu
180 185 190

Asn Leu Glu Asn Asn Trp Gly Asp Ile Ser Asp Ala Ile His Lys Ser
195 200 205

Ser Pro Gln Cys Thr Thr Ile Asn Pro Ala Leu Gln Leu Ile Ser Pro
210 215 220

Ser Asn Asp Pro Trp Val Val Asn Lys Val Ser Gln Ile Ser Pro Asp
225 230 235 240

Met Gly Ile Leu Lys Phe Lys Ser Ser Lys -
245 250

<210> 12

<211> 250

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<220>

<221> MISC_FEATURE
<2225 (123)..(123)
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<223> XaapuedeserTo Ao Q

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (127)..(127)

<223> Xaa puede ser Go A

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (129)..(129)

<223> Xaa puede serQo G

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (133)..(133)

<223> XaapuedeserNoDoToAoRoQoEoGoHoKoS

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (152)..(152)

<223> Xaa puede ser Qo A

<400> 12

Tyr Asn Thr Val Ser Phe aAsn Leu Gly
1 5

Phe Ile Gln Asp Leu Arg Asn Glu Leu
20 25

Gln Leu Pro Val Thr Leu Gln Thr Ile
35 40

Leu Val Asp Ile Thr Thr Thr Ser Lys
50 55

Asp Val Thr Asp Val Tyr Val val Gly
65 70

Lys Asp Arg Ala Val Phe Leu Asp Lys
85

Lys Leu Phe Pro Gly Val Thr Asn Arg
100 105

Ser Tyr Gln Lys Leu Val Asn Ala Ala
115 120
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<210> 13
<211> 250

<212> PRT
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<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 13
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Lya
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Ala

Thr

val
230

Phe

Phe

Arg

Thr

FPhe

Leu

135

Glu

Ala

Gly

Gly

Ile

215

val

Lys

ASn

Asn

Gln

Thr

val

Leu

Glu

Xaa

Arg

Ser

Asp

200

Asn

Asn

Ser

Leu

Glu

Thr

40

Ser

val

Asp

46

Phe

ala

Phe

Fhe

185

Ile

Pro

Lys

Ser

Gly

Leu

25

Ile

Lys

Gly

Lys

Ser

Liys

Lys

170

Lys

Ser

Ala

val

Lys
250

Glu

10

Ala

ala

Lvys

Val

Ile

Phe

155

Pro

Asp

Leu

Ser
235

Ala

Lys

Asp

Thr

Gln
75

Glu

140

Phe

Ile

Asn

ala

Gln

220

Gln

Tyr

Gly

Asp

val

Asp

aAla

Leu

Glu

Phe

Ile

205

Ile

Glu

Thx

Lys

45

Lys

Lys

val

Ile

Ile

Thr

LYS

130

His

Ile

Ser

Pro
30

Arg

Val

Ala

His

val

Glu

175

val

Lys

Ser

Pro

Pro

15

val

Phe

Ala

Asp

Gly

Ile

1560

val .

Leu

Ser

Pro

Asp
240

Thy

Cys

Val

Ile

Gly

Ser



10

Lys

Ser

Glu

Lys

145

Gln

val

Asn

Sexr

Ser
225

<210> 14
<211> 250

<212> PRT

Leu
Tyr
Leu
130
Thr
Met
aAsp
Leu
Pro
210

Asn

Gly

Phe

Gln

115

Gly

Ile

Val

Arg

Glu

165

Gln

Asp

Ile

Pro
100

Lys

val

Asn

Ser

Gly

180

Asn

Cys

Pro

Leu

Gly

Leu

Asn

Gly

Glu

165

Leu

Asn

Thxr

Trp

Lys
245

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 14

Tvr Asn Thr Val Ser

1

5

Phe Ile Gln Asp Leu

20

Gln Leu Pro Val Thr

a5

ES 2424 643 T3

val

val

Lys

Gln

150

Ala

Tyx

Trp

Thr

val

230

Phe

Fhe Asn

Arg Asn

Leu Gln

Thr
Agn
Leu
135
Glu
Ala
Gly
Gly
Ile
215
val

Lys

Asn

Ala

120

Glu

Ala

Arg

Ser

Asp

200

Asn

Asn

Ser

Leu

Glu

Arg

105

Ala

Phe

Ala

Phe

Phe

185

Ile

Pro

Lys

Ser

Val

Lys

Ser

Lys

Lvs

170

Lys

Ser

Ala

val

Lys
250

Thr Ile Ala

40

47

Thr Leu

Ala Asp

Ile Glu

140

Phe Phe

155

Tyr Ile

Pro Asn

Asp Ala

Leu Gln

220

Ser Gln
235

Ala Tyr

Lys Gly

Asp Asp

Thr

Arg

125

Ala

Leu

Glu

Fhe

Ile

205

Leu

Ile

Glu

Phe

110

Lys

Ile

Ile

Lys

190

His

Ile

Serx

Pro
30

Lys Arg

45

Asp

Ala

His

val

Glu

175

Val

Lys

Ser

Pro

Pro
15

vVal

Phe

Gly

Leu

Gly

Ile

160

val

Leu

Ser

Asp
240

Thr

Cys

val
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Leu

Asp

Lys

Lys

Ser

Glu

Lys

145

Gln

val

Ser

Ser
225

Met

<210> 15

<211> 2404

<212> ADN

val

50

val

ASD

Leu

Leu

130

Met

Asp

Leu

Pro

210

Asn

Gly

Asp

Thr

Arg

Phe

Gln

118

Gly

Ile

Val

Arg

Glu

195

Gln

AsSp

Ile

Ile

Asp

Ala

Pro

100

Lys

val

Asn

Ser

Gly

180

Asn

Cys

Pro

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> VB6-845

<400> 15

Thx

val

val

83

Gly

Leu

Gln

Gly

Glu

165

Leu

Asn

Thr

Trp

Lys
245

ES 2424 643 T3

Thr

Phe

val

val

Lys

Gln

150

Ala

Tyr

Trp

val
230

Phe

Thr

55

val

Leu

Thx

Asn

Leu

135

Glu

Ala

Gly

Gly

Ile

215

val

Lys

Ser

Val

Asp

Asn

Ala

120

Glu

Ala

Arg

Ser

Asp

200

Asn

Asn

Ser

48

Lys

Gly

Lys

Arg

105

Ala

Phe

ala

Phe

Phe

185

Ile

Pro

Lys

Ser

Lys

Tyr

val

20

Val

Lys

Ser

Lys

Lys

170

Lys

Ser

Ala

val

Lys
250

Gln
75

Pro

Ala

Ile

Phe

155

Pro

Asp

Leu

Ser
23%

val

60

Asp

Thr

Leu

Asp

Glu

140

Phe

Ile

Asn

Ala

Gln

220

Gln

Lys

Lys

Val

Thx

Arg

128

Ala

Leu

Glu

Phe

Ile

205

Leu

Ile

Val

Trp

Ala

FPhe

110

Lys

Ile

Ile

Thx

Lys

1580

His

Ile

Ser

Ala

Asp

Asp
Ala
His
val
Glu
175
val
Lys

Ser

Pro

Ile

Gly

80

Sex

Gly

Leu

Gly

Ile

160

Val

Leu

Ser

Pro

Asp
240



gaattcctge
tcataatgaa
cagegatygge
ccgttegtat
tcaaacaggc
aatccaccta
gtgctgcata
ceecgtttege
ctagcaccaa
gcacagcggc
ggaactcagy
gactctacte
acatctgcaa
aatcttgrac
ttaaccttgy
ctaagyggcac
gatttgttct
tgacagatgt
tecttgacaa
taacgttaac
aggctctega
cgataaatgg
cagctegget
aacctaattt
acaaatcate
atgacccatyg
ttaaaagcte
atgaaaatte
tggattgtta
ccagatgacc

ctgeegttoe

aggtctatgg
atacctattg
ggaagtacag
ctecttgeget
tccgggtaaa
cgctgactce
cctoccaaate
tatcaaaggt
aggoecatcg
cctgggetge
cgccctgacc
cctcagcage
cgtgaatcac
caggcacagg
agaagcttat
accagtatgt
agttgatate
gtatgttgtg
ggttcctact
atttgatgge
actgggggtt
téaagaggca
caaatatatt
tanagtattyg
cccacaatgt
ggttgtaaat
caaatagtga
tatttecaagg
ttactegetg
cagkceccoegt

accaaatcee

ES 2424 643 T3

aacgataaat
cctacggcag
ctggttcagt
gecttctagtt
ggccktggaat
ttcaaaggte
aacktegcetge
gactactggg
gtettcoecco
ctggtcaagg
agcggegtge
gtggtgaccy
aagcccagea
cageecagag
gagtaccccea
caagttccay
actacgacct
ggttatcaag
gttgcaacta
agctatcaga
aacaaattgg
gecaagttet
gagactgagyg
aacttggaga
accactatta
aaagtgagtc
tctagagteg
agacagtcat
cccaaccage
cctecectgag

tcctgcacte

gcccatgaaa
ccgetggatt
cecggeccggg
acacgttcac
ggatgggctyg
gcttcacttt
gtgoagagga
gtcaaggcac
tggcacccte
actacticce
acaccticec
tgecectecag
acaccaaggt
gctgggagea
cttttataca
tgacactaca
cgaagaaaac
acaaatggga
gtaaactttt
aacttgtgaa
aattttecat
ttettattgt
tggttgatag
acaattgggg
atcoggeact
asattagtce

acctgcaggt

aatgaaatac

gatggcgeac
tgettetgtt

caacggtate

49

attctatttc
gttattactc
tcttgttcaa
caactacgygce
gatcaacacc
ctecctegac
tacagcagte
getgetgace
ctccaagage
cgaaccggty
gagctgtecta
cagcttggge
ggacaagaaa
geototacaac
agatttgege
aaccatagec
agttaaggtt
tggcaaagat
cccaggagty
tgctgccaaa
tgaagcaate
catccaaatg
aggattatat
cgacatctcet
tecagttgata
cgatatgggt
ctatggaacg
ctattgccta
catcatcacce
ggtgaccgtyg

acctaccttt

aaggagacag
gctgeceaac
ccgggtggtte
atgaactogyy
tacaccggty
acaagtgcta
tattactacg
gtttcctegg
acctetgggy
acggtgtegt
cagtcctcag
acccagacct
gttgagecca
accgtgtcat
aatgaattgg
gatgacaégc
gctatagatg
cgagetgttt
actaatcgtyg
gctgatagaa
catggtaaaa
gtiicagagy
ggatcattca
gatgccatte
agccccteaa
atccttaagt
ataaatgcce
cggcagccge
atcacgatat
ttaccatcac

attggtatca

420
480
540
600
660
720
780
2840
800
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800

1860
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acagaaaccg
tgttcegtet
tctgecagecg
ctteggtcay
cttceecgeca
taacttctat
taactcccag
caccctgacg

cecatcaggge

ggtaaagetc

cgtttctcca

gaagacttcg
ggtaccaaag
tetgatgage
cccagagagyg
gagagtgtea
c¢ctgagcaaay

ctgagetoge

ES 2424 643 T3

cgaaacttet
gttctggtte
ctacctacta
ttgaacttaa
agttgaaate
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga

ccgtoacaaa

gatctaccayg
. ggtaccgac
c tgcgetcag
gcgcactgty
t ggaactgcec
g tggaaggty
© agcaaggac
g aaacacasas

gagetteaac

atgtccaacc
ttcaccétga
aacctggaaa
getgeaccat
tctgttgtgt
gataacgecc
agcacctaca
gtctacgect

aggggagagt

tggcttccgg
ccatcteree
tccegegtac
ctgtectteat
gcctgetgaa
tecaateggg
gcctcagecag
gegaagtcac

gttagtaget

cgag

<210> 16
<211> 750
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> VB6-845

<400> 16

Met

1

Ala

Leu

Tyr

Lys

65

Thr

Ser

Lys

Gln

val

Thy

50

Gly

Ala

Ala

Tyr

Pro

Gln

35

Phe

Leu

Ala

Ser

Val

Leu

Ala

20

Pro

Thr

Glu

Asp

Ala
100

Tyr

Leu

Met

Gly

Asn

Trp

Ser

85

Ala

Pro
Ala
G;y
Tyx
Met

70

Phe

Cya

Thr

Glu

Ser

Gly

Gly

Lys

Leu

Ala

Ala Ala

Val Glx:

25

Val
40

Arg

Met Asmn

Ile

Gly Arg

Gln I'le

105

Arg Phe

50

Ala

10

Leu

Ile

Trp

Asn

Phe

90

Asn

Ala

Gly

Val

Ser

Val

Thr

75

Thr

Ser

Ile

Leu

Gln

Cys

Lys

&0

Tyr

Phe

Leun

Lys

Leu

Ser

Ala

45

Gln

Thr

Ser

Arg

Gly

Leu

Gly

30

Ala

Ala

Gly

Leu

Ala
110

Asp

Leu

15

Pro

Ser

Pro

Glu

AsSp

95

Glu

1820
180
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400

2404

Ala
Gly
Gly
Gly
Ser
80

Thr

AsSp



Gly

Ser

145

Ala

Val

Ala

val

His

225

Cys

Val

Asp

val

Ile

305

Asp

Ala

Pro

Gln

130

Vval

Ala

Ser

val

Pro

210

Lys

Thx

Ser

Leu

230

Thr

val

val

Gly

115

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

1985

Ser

Pro

Arg

Fhe

Arg

275

Leu

Thr

Phe

val
355

Pro
Gly
Asn
180
Gln
Ser
Ser
His
Asn
260
Asn
Gln
Thr
val
Leu
340

Thr

Leu

Leu

Cys

165

Ser

Ser

Ser

Asn

Axg

245

Leu

Glu

Thr

Ser

vVal

325

Asp

Asn

ES 2424 643 T3

Leu

Ala

150

Leu

Gly

Ser

Leu

230

Gln

Gly

Ile

Lys

310

Gly

Lys

Arg

Thr

135

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

215

Lys

Pro

Glu

Ala

Ala

295

Lys

Vval

val

120

val

Ser

Lys

Leu

Leu

200

Val

Arg

Ala

Lys

280

Asp

Thr

Gln

Pro

Thr
360

51

Ser Ser

Ser Lys

Asp Tyr
170

Thr Ser
185

Tyr Ser

Gln Thr

Asp Lys

Gly Trp
250

Tyr Glu
265

Gly Thr

Asp Lys

val Lys

Asp Lys
330

Thr Val
345

Leu Thr

ala

ser

155

Phe

Gly

Leu

Lys
235

Glu

Tvr

Pro

Val

315~

Txp

Ala

Phe

ser

140

Thr

Pro

val

Ser

Ile

220

val

Gin

Pro

Val

Phe

300

Ala

Asp

Thr

Asp

125

Thr

Ser

Glu

His

Ser

205

Cys

Glu

Leuy

Cys

285

val

Ile

Gly

Ser

Gly

Lys

Gly

Pro

Thr

190

val

Asn

Tyr

Phe

270

Gln

Len

Asp

Lys

Lys

330

Ser

365 .

Gly

Gly

val

175

the

val

val

Lys

Asn

255

Ile

Lieu

val

val

Asp

335

Leu

Tyr

Pro

Thr

leo

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

240

Gln

Pro

Asp

Thr

320

Arg

Phe

Gln



Lys
val
385
Asn

Ser

Gly

Cys

465

Leu

Ala

His

Ser

545

Leu

Gly

Gly

Leu

370

Asn

Gly

Glu

Leu

Asn

450

Thx

Trp

Lys

Gly

His

530

Val

His

Lys

val

val

Lys

Gln

Ala

Tyr

435

Trp

Thr

val

Fhe

Leu

515

His

Gly

Ser

Ala

Pro
595

Asn

Glu

.Ala

420

Gly

Gly

Ile

Val

Lys

500

Leu

Asp

Asp

Asn

Pro

580

Ser

Ala

Glu

Ala

405

Arg

Ser

Asp

Asn

Asn

485

Ser

Leu

Ile

Arg

Gly

565

Lys

arg

ES 2424 643 T3

Ala
Phe
390
Ala
Phe
Phe
Ile
Pro
470
Lys
Ser
Lieu
Gln
val
550
Ile

Leu

Phe

Lys

375

Ser

Lys

Lya

Lys

Ser

455

Ala

val

Lys

Ala

Met

535

Thr

Thr

Leu

Ser

Ala

Ile

Phe

Pro

440

Asp

Leu

Ser

Met

Ala

520

Thr

Ile

Tyr

Ile

Ser
600

52

Asp

Glu

Phe

Ile

425

Asn

Ala

Gln

Gln

Lys

505

Gln

Gln

Thr

Leu

585

Ser

Arg
Ala
Leu
410
Glu
f’he
Ile
Leu
Ile
490
Tyr
Pro
Ser
Cys
Tyr
570

Gln

Gly

Lys
Ile
ass
Ile
Thr
Lys
His
Ile
475
Ser

Leu

Ala

Arg
555
Tre

Met

Ser

Ala

380

Flis

Val

Slu

Wal

vs

460

Ser

Pro

C.eu

Met

Ser

540

Ser

Tyr

Ser

Gly

Leu

Gly

Ile

Val

Leu

445

Ser

Fro

Asp

Pro

Ala

525

Sexr

Thr

Gln

Asn

Thr
605

Glu

Lys

Gln

val

430

Asn

Ser

Ser

Met

Thxr

510

His

Leu

Lys

Gln

Leu

590

Asp

Leu

Thr

Met

415

Asp

Leu’

Pro

Asn

Gly

455

Ala

His

Ser

Ser

Lys

575

Ala

Phe

Gly

Ile

400

Val

Glu

Gln

Asp

480

Ile

Ala

His

Ala

Leu

560

Pro

Ser

Thr



10

ES 2424 643 T3

53

Leu Thr Ile Ser Ser Leu-Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tvr
610 615 620
Ala Gln Asn Leu Glu Ile Pro Arg Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys
625 630 635
Glu Leu Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro
645 650 655
Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu
660 665 670
Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys val Asp
675 680 685
Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp
690 695 700
Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys
70% 710 715
Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln
725 730 735
Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
740 745 750
<210> 17
<211> 1618
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> VB5-845
<400> 17
gaattcetge aggtctatgyg aacgataasat geccatgaaa attctatttc aaggagacag
teataatgaa atacctattg cctacggcag ccgetggatt gﬁtattactc gctgcccéac
cagcgatgge ggaagtacag ctggttcagt ccocggccecggy tcoktgttcaa ccgggtggtt
ccgtbegtat ctectigeget gettotggtt acacgttcac caactacgge atgaactggg
tcaaacagge tecgggtaaa ggocctggaat ggatgggetg gatcaacace tacaccggtg
aatecaccta cgetgacteoe ttcecaaaggte gettceacttbt ctcoccteogace acaagtgeta
gtgctgecata ¢coteocaaate aactegetge gtgeagagga tacagcagte tattactgeg
cecgtttege tatcaaaggt gactactggg gteaaggcac getgeotgace gttteoctegg

Cys

val
644

Pro

Leu

Asn

Sexr

Ala
720

Cly

60
120
180
240
300
360
420

480
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¢ctageaccaa aggcccateg gtettocccee tggecacccte cteocaagagc acctertgggg 540
geacagegge cctygggetge ctggtcaagg actacttece cgaaccggty acggtgteogt &00
ggaactcagg cgcectgace agcggegtge acacettece ggetgtccta cagtccoctceag 660
gactctactc cctcagcage gtggtgaccyg tgccctecag cagocttggge acccagacct 720
acatctgcaa catgaatcac aagcccagea acaccaaggt ggacaagaaa gttgagecca 7840
aatctbtgtta gtgatctaga gtcgacctge aggtctatgg aacgataaat geccatgaaa 840
attctattte aaggagacag tcataatgaa atacctattg cctacggcag ccgckaggatt 900
gttattactc gctgcccaac cagcgatgge geaccatcat caccatcacg atatccagat 960
gacccagtee cogtectcecoe tgagtgette tgttggtgac cgtgttacca tcacetgecog 10240
ttccaccaaa tccectecige actcoccaacgg tatcacetac ctttattggt atcaacagaa ioso
accgggtaaa gobtcecgaaac ttcetgateta ccagatgtee aacctggett cogatgttee 1140
gtctogttte tecagttetg gttotggtae cgacttcace ctgaccatet cttctctgea 1200
gecggaagac ttegetacct actactgege tcagaacetg gaaatecege gtacctbcogg 1260
tcagggtacc aaagttgaac ttaagegcac tgtggetgea ccatcetgtet teatettceco 1320
gecatetgat gagcagttga aatctggaac tgoctetgtt gtgtgectge tgaataactt 1380
ctatcccaga gaggccaaag tacagtggaa ggtggataac gcectccaat cgggtaacte 1440
ccaggagagt gtcacagage aggacagceaa ggacagcacce tacageoctea gecagcacect 1500
gacgctgage aaagcagact acgagaaaca caaagtctac geoctgcgaag tcacccatca 1560
gggectgage tegeccogtca caaagagctt caacagggga gagtgttagt agetegag 1618

<210> 18

<211> 488

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> VB5-845

<400> 18

Met Lys Tyr Leu Leu Pro Thr Ala Ala Ala Gly Leu Leu Leu Leu Ala
1 S 10 15

Ala Gln Pro Ala Met Ala Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Pro Gly
20 25 30

Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser Val Arg Ile Sexr Cys Ala Ala Ser Gly
a5 40 45

54



Lys

65

Ser

Thr

Gly

Ser

145

2Ala

Val

Ala

Val

Hig

225

Cys

Ala

Met

Thxr
50

Gly

Ala

Ala

Gln

130

val

Ala

Ser

Val

Pro

210

Lys

Met

Ala

Thr

Phe

Leu

Ala

Ser

val

115

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

195

Ser

Pro

Lys

Gln

Gln
275

Thx

Glu

Asp

Ala
100

Tyr

Thr

Pro

Gly

Asn

180

Gln

Ser

Ser

Tyy

Pro

260

Ser

Asn

Trp

Ser

85

Ala

Tyr

Leu

Cys

165

Ser

Ser

Ser

Asn

Leu

245

Ala

Pro

ES 2424 643 T3

Tyx

Met

70

fhe

Cys

Leu

Ala

150

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

230

Leu

Met

Ser

Gly

55

Gly

Lys

Leu

Ala

Thr

135

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

215

Lys

Pro

Ala

Ser

Met

Trp

Gly

Gln

Arg

120

Val

Ser

Lys

Leu

Leu

200

Thr

Val

Thr

His

Leu

280

55

Asn

Ile

Arg

Ile

105

Phe

Ser

Ser

Asp

Thr

185

Gln

Asp

Ala

Hisg

265

Serx

Trp

Asn

Phe

80

Asn

Ala

Ser

Lys

Tyr

170

Ser

Ser

Thry

Lys

Ala

250

His

Ala

vVal

75

Thr

Ser

Ile

Ala

Ser

155

Phe

Gly

Len

Lys

235

Ala

His

Ser

Lys
60

Tyr
Phe
Leu
Lys
Ser
140
Thr
Pro
Val
Ser
Ile
220
Val
Gly

His

val

Gln

Thr

Ser

Arg

Gly

125

Ser

Glu

His

Ser

205

Cys

Glu

Leu

His

Gly
285

Ala

Gly

Leu

Ala

110

Asp

Lys

Gly

Pro

Thr

190

val

Aszn

i?ro

Leu

Asp

270

Asp

Pro

Glu

Asp

Glu

Tyr

Gly

Gly

val

175

Phe

Val

Val

Lys

Leu

255

Ile

Arg

Gly
Ser
80

Thr

Asp

Thr
160

Thr

Pro

Asn
Ser
240
Leu

Gln

val
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Thr Ile
290

Thr Tyr
aps

Leu Ile

Ser Ser

Gln Pro

Pro Arg
370

Ala Ala
i85

Ser Gly

Glu Ala

Ser Gln

Leu Ser
_450

Val Tyr
465

Lys Ser

<210> 19
<211> 2404
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Thr

Leu

'S o

Ser

Glu

355

Thr

Pro

Lys

Glu

435

Ser

Ala

FPhe

Cys

Gln

Gly

340

Asp

Phe

Ser

Ala

val

420

Ser

Thr

Cys

Asn

Arg

Trp

Met

325

Ser

Phe

Gly

val

Ser

405

Gln

Val

Len

Glu

Arg
485

<223> VB6-845-CL-de-bouganina

<400> 19

ES 2424 643 T3

Ser

310

Ser

Gly

Ala

Gln

Thr
29%

Gln

Asn

Thr

Gly

- 375

Phe

350

val

Trp

Thr

Thr

val

270

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

Leu

455

Thr

Glu

Lys

Gln

Leu

Asp

360

Thr

Phe

val

Gln

440

Ser

His

Cys

56

Ser

Lys

Ala

Phe
345

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

425

Asp

Lys

Gln

Leu

Pro

Ser

330

Thr

Cys

val

Pro

Leu

410

Asn

Ser

Ala

Gly

Leu

Gly

315

Gly

Leu

Ala

Glu

Ser

395

Asn

Ala

Lys

aAsp

Leu
475

His

o0

Lys

val

Thr

Gln

Leu

igo0

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr
460

Ser

Ser

Ala

Pro

Ile

Asn

365

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

445

Glu

Ser

Asn

Pro

Ser

Ser

350

Leu

Arg

Gln

Ser

430

Thr

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

335

Ser

Glu

Thr

Leu

Pro

415

Gly

His

val

Ile

Leu

320

Phe

DLeu

Ile

val

Lys

400

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr
480



gaattcctge
tcataatgaa
cagegatgge
ttgttcaacc
actacggcat
tcaacaccta
ccctcegacac
cagcagtcta
tgctgaccgt
ccaagagcac
aaccggtgac
ctgtcctaca
gcttgggcac
acaagaaagt
cgataaatge
tacggcagce
gacccagtce
ttccaccaaa
accgggtaaa
gtctegttte
gccggaagac
tcagggtacc
gccatctgat
ctatceccaga
ccaggagagt
gacgctgagce
gggcctgage
geccagagge
gtacceccact
acttccagty

tacgacetog

aggtctatag
atacctattg
geaccatcat
gggtggttce
gaactgggtc
caceggtgaa
aagtgctagt
tktactgegee
ttecctegget
ctctgggggce
ggtgtegtgg
gtectecagga
ccagacctac
tgagcccaaa
ccatgaaaat
gctggattigt
ccgteccteee
tecetectge
gctccgaaac
tccagttctg
ttcgectacet
aaagttgaac
gagcagtiga
gaggeceaaaqg
gtcacagagce
aaagcagact
tecgecccgtca
tgggagcage
tttatacaag
acactacaaa

aagaaaacag

ES 2424 643 T3

aacgataaat
cctacggeag
caccatcacg
gttcgtatct
aaacaggctc
tccacctacg
gctgcatacc
cgtttcgeta
agcaccaaag
acagcogygece
aactcaggceg
ctetacteec
atctgcaacg
tcetgttagt
tetatttecaa
tattactcge
tgagtgctte
actccaacgy
ttctygatcta
gttctggtac
actactgcge
ttaagcgcac
aatctggaac
tacagtggaa
aggacagcaa
acgagaaaca
caaagagctt
tctacaacac
atttgcgcaa
ccatageccga

ttaaggttgc

geccatgaaa
ccgectggatt
aagtacaget
cttgegetge
cgggtaaagyg
ctgactecett
tccaaatcaa
tcaaaggtga
gcocecatcocggt
tgggctgect
gcctgaccag
tcagcagcgt
tgaatcacaa
gatctagagt
ggagacagtc
tgcccaacca
tgttggtgac
tatcacctac
ccagatgtce
cgacttcace
teocagaacctyg
tgtggctgca
tgectotgtt
ggtggataac
ggacagcacc
caaagtctac
caacagggga
cgtgtcattt
tgaattgget
tgacaagega

tatagatgtyg

57

attectattte
gttattactc
ggttcagtce
ttctggttac
cctggaatgg
caaaggtege
ctegetgegt
ctactggggt
cttceoecectg
ggtcaaggac
cggocgtgeac
ggtgaccgtyg
goecageaac
cgacctgecag
ataatgaaat
gcgatggegg
cgtgttacca
ctttactggt
aacctggctt
ctgaccatct
gaaatccege
ccatctgtcet
gtgtgcctge
gocetecaat
tacagecctca
gcctgegaag
gagtgtaceca
aaccttggag
aagggcacac
tttgttctayg

acagatgtgt

aaggagacag
gctgcccaac
ggccegggtc
acgttcacca
atgggctgga
ttcactttet
gcagaggata
caaggoacge
gcacecteet
tactteceecy
acettececygy
ccoctbecagea
accaagotgyg
gtctatggaa
acctattgece
atatccagat
tcacctgceg
atcaacagaa
ccgétgttcc
cttetctgea
gtacettcgg
tcatecttecec
tgaataactt
cgggtaactc
geagecacect
tcacccaktca
ggcacaggca
aagcttatga
cagtatgtca
ttgatatcac

atgttgtggyg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

500

360

1020

1080

1140

1200

1260-

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860



ES 2424 643 T3

ttatcaagac aaatgggatg gcaaagatcyg agctgttttec cttgacaagg ttectactgt 12920
tgcaactagt aaacttttee caggggtgac taategtgta acgttaacat ttgatggcag 1980
ctatcagaaa cttgtgaatg ctgccaaagc tgatagaaag gctctcgaac tgggggttaa 2040
caaattggaa ttttccattyg aagcaatcca tggtaaaacg ataaatggbc aagaggcage 2100
caagttcttt cttattgbtca teccaaatggt ttcagaggeca geteggttca aatatattga 2160
gactgagygtg gttgatagag gattatatgg atcattcaaa cctaattktta aagtattgaa 2220
cttggagaac aattggggcg acatctctga tgecattecac aaatecatcoc cacaatgtac 2280
cactattaat ccggcactbte agttgataag cceoctcaaat gacccatggg ttgtaaataa 2340
agtgagtcaa attagteoccyg atatgggtat ccttaagbtt aaaagctcca aatagtaget 2400
cgag 2404
<210> 20
<211> 750
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> VB6-845-CL-de-bouganina
<400> 20
Met Lys Tyr Leu Leu Pro Thr Ala Ala Ala Gly Leu Leu Leu Leu Ala
1 5 10 15
Ala Gln Pro Ala Met Ala His His His His His His Glu Val Gln Leu
20 25 30
Val Gln Ser Gly Pro Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser Val Arg 1Ile
35 40 45
Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr Gly Met Asn Trp
50 55 60
Val Lys Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met Gly Trp Ile Asn
65 70 75 80
Thr Tyr Thr Gly Glu Ser Thr Tyr Ala Asp Ser Phe Lys Gly Arg Phe
85 90 95
Thr Phe Ser Leu Asp Thr Ser Ala Ser Ala Ala Tyr Leu Gln Ile Asn
100 105 110
Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr ala Val Tyr Tyr Cys Ala aArg Phe Ala

58



Ile

Ala

145

Ser

Phe

Gly

Leu

225

Lys

Ala

Met

Thr

Thr

305

Leu

Ser

Gln

Lys

130

Ser

Thr

PFro

val

Ser

210

Ile

Val

Gly

Thr

Ile

290

Ile

Ser

Pro

115

Gly

Thr

Ser

Glu

His

195

Ser

Cys

Glu

Leu

Gln

275

Thr

Leu

Tyr

Ser

Glu
355

Asp

Lys

Gly

Pro

180

Thr

val

Asn

Pro

Leu

260

Ser

Cys

Gln

Gly
340

Asp

Gly

Gly

165

val

Phe

Val

Val

Lys

245

Leu

Pro

Arg

Trp

Met

325

Ser

Phe

ES 2424 643 T3

Trp

Pro

150

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

230

Ser

Leu

Ser

Ser

310

Serxr

Gly

Ala

Gly

135

Ser

Ala

Val

Ala

val

215

His

Cys

Ala

Ser

Thr

. 295

Gln

Asn

Thr

120

Gln

Val

Ala

Ser

vVal

200

Pro

Lys

Met

Ala

Leu

280

Lys

Gln

Leu

Asp

59

Gly

Phe

Leu

TP

185

Leu

Ser

Pro

Lys

Gln

265

Ser

Ser

Lys

Ala

Phe
345

Thr

Pro

Gly

170

Asn

Gln

Ser

Ser

250

Pro

Ala

Leu

Ser
330

Thr-

Cys

Leu

Leu
155

Cys
Ser
Ser
Ser
Asn
235
Leu
Ala
Ser
Len
Gly
315
Gly

Leu

Ala

Leu

140

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

220

Thr

Leu

Met

val

His

300

Lys

val

Thr

Gln

125

Thr

Pro

val

Ala

Gly

205

Gly

Lys

Ala

Gly

285

Ser

Ala

Pro

Ile

Asn
365

val

Ser

Lys

Leu

190

Leu

Thr

val

Thr

Asp

270

Asp

Asn

Pro

Ser

Ser

350

Leu

Ser

Ser

Asp

175

Thr

Gln

Asp

Ala

255

Ile

Gly

Lys

Arg

335

Sex

Glu

Ser
Lys
160
Ser
Sex
Thxr
Lys
240
Ala
Gln
Yal
Ile
Leu
320
Phe
Leu

Ile



Pro

Ala

ass

Ser

Glu

Ser

Leu

val

465

Lys

Trp

Glu

Thr

Lys

545

Lys

Lys

val

Arg

370

Ala

Gly

Ala

Gin

Ser
450

Tyr

Ser

Glu

Tvyr

Pro

530

Arg

val

Trp

Ala

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

435

Ser

Ala

Phe

Gln

Fro

515

val

Phe

Ala

Asp

Thr
595

Phe

Sar

Ala

Val

420

Ser

Thr

Cys

Asn

Leau

500

Thr

Cys

val

Ile

Gly

580

Ser

Gly

val

Ser

405

Gln

val

Leu

Glu

Arg

485

Fhe

Gln

Leu

Asp

565

Lys

Lys

ES 2424 643 T3

Gln

Phe

390

val

Trp

Thr

Thr

val

470

Gly

Asn

ile

Leu

val

550

val

Asp

Leu

Gly

375

Ile

val

Lys

Glu

Leu

435

Thr

Glu

Thr

Gln

Pro

535

Asp

Thr

Arg

Phe

Thr

Phe

Cys

val

Gln

440

Ser

His

Cys

val

Asp

520

Val

Ile

Asp

Ala

Pro
600

60

Lys

Pro

Leu

Asp

425

Asp

Lys

Gln

Thr

Ser

505

Leu

Thr

Thr

val

val

585

Gly

val

Pro

Leu

410

Asn

Ser

Ala

Gly

Arg

490

Fhe

Arg

Leu

Thr

570

Phe

val

Glu

Ser

395

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu

4175

His

Asn

Asn

Gln

Thr

335

vVal

Leu

Leu
380

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

460

Ser

Arg

Leu

Glu

Thr

540

Ser

Val

Asp

Asn

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

445

Glu

Ser

Gln

Gly

Leu

525

Ile

Lys

Gly

Lys

Arg
605

Arg

Gln

Tyr

Ser

430

Thr

Lys

Pro

Pro

Glu

510

Ala

Ala

Lys

Tyr

Val

590

Val

Thr

Leu

Fro

415

Gly

His

val

Arg

485

aAla

Lys

Asp

Thr

Gln

575

Pro

val

Lys

400

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr

480

Gly

Tyr

Gly

Asp

val

Se0

Asp

Thr

Leu
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Thr

Phe

Asp Gly

610

Arg

25

Ala

Leu

Glu

Phe

Lys

Ile

Ile

Thr

Lys

Ala Leu

His Gly

Ser

Glu

Lys

ES 2424 643 T3

Gln
615

Leu
630

Gly

Thr Ile

645

Val Ile

660

Glu
675

val

Val Leu

690

Ile
705

Leu

Ile

<210> 21
<211> 2404
<212> ADN

His

Ile

Ser

Lys Ser

Ser Pro

Gln

Val

Asn

Ser

Ser

Met Val

Asp

Arg

Glu
595

Leu

Pro Gln

710

Asn AsD

725

Pro Asp

740

<213> Secuencia artificial

<220>

Met

Gly Ile

<223> VB6-845-NVH-de-bouganina

<400> 21

gaattcectge
tcataatgaa
cagcgatgge
ttatacaaga
cactacaaac
agaaaacagt
aatgggatgy

aacttttece

aggtctatgy
atacctattg
gtacaacacc
tttgegcaat
catageccgat
taaggttgct
caaagatcga

aggggtgact

aacgataaat
cctacggcag
gktgtcattta
gaattggcta
gacaagcgat
atagatgtga
gctgtttiee

aatcgtgtaa

Lys Leu

val

Asn

Asn Gly

val Asn

Lys Leu

Gln Glu

Ala
620

Glu
635

Ala

650

Glu
665

Ser

Gly
680

Leu

Asn Asn

Cys Thr

Pro Trp

Ala Ala

Tyr Gly

Trp Gly

Thr Ile

Val val

Arg

Ser

Ala

FPhe

Ala

Phe

Phe

Lys Ala

Ile

Ser

FPhe
655

Lys

Lys
670

Tyr

Lys Pro

685

Asp
700

Asn
715

Asn

730

Leu Lys

745

gcceatgaaa
ccgotggatt
acctitggaga
agggcacacc
ttgttctagt
cagatgtgta
ttgacaaggt

cgkttaacatt

61

Phe Lys

Ser

attctattte
gttattactc
agcttaktgag
agtatgtcaa
tgatatcact
tgttgtgggt
tcotactgtt

tgatggcagc

Ile

Pro

Lys

Ser

Ser Asp

Ala Leu

Val Ser

735

Lys
750

aaggagacag
gctgcccaac
taccccactt
cttccagtga
acgacctcga
tatcaagaca
gcaactagta

tatcagaaac

Asp

Glu

640

Phe

Ile

Asn

Ala

Gln

720

Gln

60
120
180
240
300
360
420

480



ttgtgaatge
Ltteccattga
ttattgtcat
ttgatagagg
attggggega
cggecacttca
ttagtcccga
gaggctggga
gtggtbtccgt
actgggtcaa
¢ecggtgaate
gtgctagtge
actgecgececeg
ccteggetag
ctgggggeac
tgtecgtggaa
cctcaggact
agacctacat
agcccaadate
atgaaaatte
tggattgtta
ccagatgaecc
ctgecgttee
acagaaaccy
tgttcegtect
tctgeagoey
ctteggtcag
cttecegeea
taacttctat

taactcccag
caccctgacy
ccatcaggye

cgag

tgccaaaget
agcaatccat
ccaaatggtt
attataktgga
catctectgat
gttgataagc
ratgggtatc
gcagctegaa
tcgtatctek
acaggctecg
cacctacget
tgcatacctc
tctegectate
caccaaaggc
agecggecetg
ctocaggegeo
cktactcccte
ctgcaacgtg
ctgtctagtga
tatttcaagg
ttactcgetg
cagfccccgt
accaaatecece
ggtaaagcte
cgtttcteca
gaagactteyg
ggtaccaaag
tctgatgage
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaag

ctgagetcge

ES 2424 643 T3

gatagaaagg
ggtaaaacga
tcagaggoag
tcattcaaac
goecattceaca
ccctcaaatg
cttaagttta
gtacagctgg
tgcgetgctt
ggtaaaggece
gactecctteca
caaatcaact
aaaggtgact
ccateggtcet
ggctgcetgg
ctgaccageyg
agcagcegtgg
aatcacaagc
tctagagtcg
agacagtcat
cccaaccagc
ccteocectgag
tectgcoacte
cgaaacttcet
gttctggtte
ctacctacta
ttgaacttaa
agttgaaate
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga

cegtoacaaa

ctecteogaactkt
taaatggtca
cteggttcaa
ctaattttaa
aaktcatccec
acccatgggt
aaagctccaa
ttcagteegy
ctggttacac
tggaatggat
aaggtcgett
cgctgegtge
actyggggtea
tcecocctgge
tcaaggacta
gegbgeacac
tgaccgtgee
ccagcaacac
acctgcaggt
aatgaaatac
gatggcgcac
tgettectgtee
caacggtate
gatctaccag
tggtacegac
ctgegetcag
gegocactytg
tggaactgcecce
gtggaaggtyg
cagcaaggac
gaaacacaaa

gagectteaac

62

gggggttaac
agaggcagec
atatattgag
agtattgaac
acaatgtacc
tgtazataaa
aaccaggeac
ccegggtett
gttcaccaac
gggctggatc
cactttctec
agaggataca
aggcacgetyg
acccetecteo
cttcoococgaa
cttooecgget
ctecageage
caaggtggac
ctatggaacg
ccattgeocta
catcatcacc
ggtgaccgtg
acctaccttt
atgtccaacc
ttcacccoctga
aacctggaaa
gotgcaccak
tetgttgtgt
gakaacgeec
agcacctaca
gtctacgect

aggggagagt

aaattggaat
aagttcttte
actgaggtgg
Etggagaaca
actattaate
gtgagtcaaa
aggeagecoca
gttcaaccgg
tacggcatga
aacacctaca
ctegacacaa
gecagtectatt

ctgacegttet

aagagcacct: .

ccggtgacgy
gtcctacagt
ttgggcacce
aagaaagttg
ataaatgcce
cggcageege
atcacgatat
ttaccatecac
attggtatca
tggctitecgg
ccatctctte
tcececgegtac
ctgtettecat
gcctgetgaa
tcecaategay
gcctcagcag
gcgaagtcac

gttagtaget

540
600
660
720
780
840
800
9€0
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400

2404
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<210> 22
<211> 750
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> VB6-845-NVH-de-bouganina

<400> 22

Met

1

Ala

Ala

Lys

aAsp

Thr

Gln

Pro

Thr

Ala

145

Ile

Lys

Gln

in's o

Gly

50

Asp

Val

Asp

Thr

Leu

130

Asp

Glu

TYyr

Pro

Glu

a5

Thr

Lys

Lys

Lys

val

115

Thr

Ala

Leu

Ala
20

TYr

Pro

Arg

Val

Trp

100

Ala

Phe

Lys

Ile

Leu

Met

Pro

Val

Phe

Ala

85

Asp

Thr

Asp

Ala

His
165

ES 2424 643 T3

Pro

Ala

Cys

val

70

Ile

Gly

Ser

Gly

Leu

150

Gly

Thr

Tyr

Fhe

Gln

55

Lau

Asp

Lys

Lys

Ser

135

Glu

Lys

Ala
Asn
Ile
40

Leu
val
val
Asp
Leu
120

Leu

Thr

63

Ala

Thr

25

Gln

Pro

Asp

Thr

Arg

105

Phe

Gln

Gly

Ile

Ala

10

Val

Asp

Val

Ile

Asp

Ala

Pro

Lys

Val

Asn
170

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

val

Val

Gly

Leu

Asn

155

Gly

Leu

Phe

Arg

Leu

60

Thr

Tyx

Phe

Val

Val

140

Lys

Gln

Leu

Asn

Asn

45

Gln

Thr

Val

Leu

Thr

125

Asn

Leu

Glu

Leu

Leu

a0

Glu

Ser

Val

Asp

110

Asn

Ala

Glu

Ala

Leu

15

Gly

Leu

Ile

Lys

Gly

Lys

Arg

Ala

Phe

Ala
175

Ala

Glu

Ala

Ala

Lys

80

Val

Val

Lys

Ser

160

Lys



ES 2424 643 T3

Phe Phe Leu Ile Val Ile Gln Met Val Ser Glu Ala Ala Arg Phe Lys
180 185 130

Tyr Ile Glu Thr Glu Val Val Asp Arg Gly Leu Tyr Gly Ser Phe Lys
195 200 205

Pro Asn Phe Lys Val Leu Asn Leu Glu Asn Asn Trp Gly Asp Ile Sexr
210 215 220

Asp Ala Ile His Lys Ser Ser Pro Glin Cys Thr Thr TYle Asn Pro Ala
225 230 23% 240

Let Gln Leu Ile Ser Pro Ser Asn Asp Pro Trp Val Val Asn Lys Val
245 250 255

Ser Gln Ile Ser Pxo Asp Met Gly Ile Leu Lys Phe Lys Ser Ser Lys
260 265 270

Thr Arg His Arg Gln Pro Arg Gly Trp Glu Gln Leu Glu Val Gln Leu
275 280 285

val Gln Ser Gly Pro Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser val aArg Ile
290 295 300

Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr Gly Met aAsn Tip
305 310 315 320

val Lys Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met Gly Trp Ile Asn
325 330 335

Thr Tyr Thr Gly Glu Ser Thr Tyr Ala Asp Ser Phe Lys Gly Arg Phe
340 345 350

Thr Phe Ser Leu Asp Thr Ser Ala Ser Ala Ala Tyr Leu Gln Ile Asn
355 360 365

Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala Arg Phe Ala
370 375 380

Ile Lys Gly Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Leu Thr Val Ser Ser
38s 390 395 400

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys
405 410 415

Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr

64



ES 2424 643 T3

420 425 430

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser
435 440 445 ' :

Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser
450 455 460

Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr
465 470 475 480

Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys
485 490 495

Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Met Lys Tyr Leu Leu Pro Thr aAla aAla
500 505 510

Ala Gly Leu Leu Leu Leu Ala Ala Gln Pro Ala Met Ala His His His
515 520 525

His His His Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala
530 535 540

Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ser Thr Lys Ser Leu
545 550 555 560

Leu His Ser Asn Gly Ile Thr Tyr Leu Tyr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
565 570 575

Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Gln Met Ser Asn Leu Ala Ser
580 585 590

Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Ser Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
595 600 605

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys
610 615 T 620

Ala Gln Asn-Leuw Glu Ile Pro Arg Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys val
625 630 635 640

Glu Leu Ly Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro
645 650 655

Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu
660 665 . 670 ’

65
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Asn

Ala

Lys
705

Asp

Leu

<210> 23
<211> 2404
<212> ADN

Asn

Leu

690

Asp

Ser

Phe Tyr Pro

675

Gln Ser Gly

Ser Thr Tyr

Glu Lys His

ES 2424 643 T3

Arg Glu

Ala

Lys Val

680

Ser
695

Asn

Ser Leu

710

Lys Val

725

Ser Pro Val

740

<213> Secuencia artificial

<220>

Lys

<223> VB6-845-NVL-de-bouganina

<400> 23

gaattcctgce
tcataatgaa
cagcgatgge
ttgttcaace
actacggecat
. tcaacaccta
coctogacac
cagcagtcta
tgctgaccgt
ccaagagcac
aaccggtgac
ctgtcctaca
gettgggeac
acaagaaagt

cgaktaaatge

aggtctatgg
atacctattyg
gcaccatcat
gggtggttce
gaactgggte
caccggtgaa
aagtgctagt
ttactgegece
ttcoctogget
ctetgggggc
ggtgtcegtgg
gtcctcagga
ccagacetac
tgagccecaaa

ccatgaaaat

aacgataaat
cctacggecag
caccatcacg
gttegtatct
aaacaggctc
tccacctacyg
gectgecatacce
cgtttegcta
agcéccaaag
acagcggccc
aactcaggcyg
ctctactecc
atctgcaacy
tettgttagt

tcectatttcaa

Gln

Ser

Sexr

Glu Ser

Ser

Ala Cys

730

Phe
745

Asn

gcccatgaaa
ccgectggatt
aagtacagct
cttgogctge
cgggtaaagg
ctgactectt
tccaaatcaa
tcaaaggtga
gcccatcggt
tgggctgect
ccctgaccag
tcagcagegt
tgaatcacaa
gatctagagt

ggagacagtc

66

Gln Trp

Lys Val

685

val Thr

700

Leu Thr

715

Glu val

Arg Gly

attctattte
gttattacte
ggttcagtec
ttctgattac
cctggaatgg
caaaggtcgc
ctcgctgegt
ctactggggt
cttceccetyg
ggtcaaggac
cggegtgcac
ggtgaccgtg
gcccageaac
cgacctgecag

ataatgaaat

Glu Gln

Leu Ser

Thr His

735

Glu Cys

750

aaggagacag

gctgcccaac

ggccegggte’

acgttcacca

atgggctgga

ttcactttet,

gcagaggata
caaggeacgc
gcacccteot
tacttccoccecyg
accttecocygg
ccctoccagea
accaaggtgyg
gtctatggaa

acctattgec

Asp Asn

Asp Ser

Lys Ala

720

Gln Gly

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

500



10

tacggecagec
gtcatttaac
attggctaag
caagcgattt
agatgtgaca
tgttttccott
tcgtgtaacyg
tagaaaggct
taaaacgata
agaggcagct
attcaaacct
cattcacaaa
ctcaaatgac
taagtttaaa
ccagatgace
ctgcegtteeo
acagaaaccg
tgttecegtct
tctgeagecg
ctteggtcag
cttecegeca
taacttetat
taacteccag
cacectgacg
ccatcaggge

cgag

<210> 24

<211> 750
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> VB6-845-NVL-de-bouganina

<400> 24

gectggattgt
cttggagaag
ggcacaccag
‘gttctagttyg
gatgtgtatg
gacaaggttc
ttaacattkg
ctcgaactgg
aatggtcaag
cggttcaaat
aattctaaag
tcatccecac
ccatgggttyg
agctccaaaa
cagtcccegt
accaaatccc
ggtaaagcete
cgtttetcea
gaagacttcyg
ggtaccaaag
tctgataage
cccagagagg
gagagtgtea
ctgagcaaag

ctgagetege

ES 2424 643 T3

tattactege
cttatgagta
tatgtcaact
atatcactac
ttgtgggtta
ctactgttge
atggcagcta
gggttaacaa
aggcagccaa
atattgagac
tattcgaactt
aatgtaccac
taaataaagt
ccaggcacag
cctoeoctgag
tcctgcackte
cgaaacttct
gttcorggtee
ctacctacta
ttgaacttaa
agttgaaate
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga

ccgtcacaaa

tgcccaacca
ccccacttet
tccagtgaca
gacctcgaag
tcaagacaaa
aactagtaaa
tcagaaactt
attggaattt
gttctttctt
tgaggtggtt
ggagaacaat
tattaateccg
gagtcaaatt
goagoocaga
tgecttetgtt
caacggtatc
gatctaccag
tggtaccgag
ctgcgctcay
gogeactgtg
tggaactgecc
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa

gagcttcaac

67

gegatggegt
atacaagatt
ctacaaacca
aaaacagtta
tgggatggea
cttttceccag
gtgaatgctg
tccattgaag
attgtcatce
gatagaggat
tggggcgaca
gcacttcagt
agtccecgata
ggctgggage
ggtgaccgtg
acctaccttt
atgtccaace
ttcacccega
aacctggaaa
gctgcaccat
tecegttgege
gataacgecec
agcacctaca
gtctacgeet

aggggagagt

acaacaccgt
tgcgcaatga
tagccgatga
aggttgctat
aagatcgagce
gggtgactaa
ccasagctga
caatccatgg
aaatggttte
tatatggatc
tctctgatge
tgataagcec
tgggtatecet
agctcgatat
ttaccatcac
actggtatca
tggcteccgy
ccatctette
teccgegtacoc
ctgtcttcat
gcectgcectgaa
tccaatcggg
gecetcageag
gcgaagtcecac

gttagtagect

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
100
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400

2404



Mek

Ala

Val

Sex

val

€5

Thr

Ser

Ile

aAla

145

Ser

Phe

Gly

Leu

225

Lys

Gln

Gln

Cys
50

Lys

Phe

Leu

Lys

130

Ser

Thr

Pro

val

Ser

210

Ile

Pro

Ser

35

Ala

Gln

Thr

Ser

Arg

115

Gly

Ser

Glu

His

195

Ser

Cys

Leu

Ala

20

Gly

Ala

Ala

Gly

Leu

100

Ala

Asp

Lys

Gly

Pro

180

val

Asn

Leu

Met

Pro

Ser

Pro

Glu

B85

Asp

Glu

Gly

Gly

165

Val

Phe

val

Val

ES 2424 643 T3

Pro

Ala

Gly

Gly

Gly

70

Ser

Thr

Asp

Trp

Pro

150

Thrx

Pro

Thr

Asn
230

Thr

His

Leu

Lys

Thr

Ser

Thr

Gly

135

Ser

Ala

Val

Ala

val

218

His

Ala

His

val

40

Thr

Gly

Ala

ala

120

Gln

Val

Ala

Ser

Val

200

Pro

Lys

68

Ala

His

25

Gln

Phe

Leu

Ala

Ser

105

val

Gly

Phe

Leu

185

Leu

Ser

Pro

Ala

10

His

Pro

Thr

Glu

Asp

20

Ala

Thr

Pro

Gly

170

Gln

Ser

Ser

Gly

His

Gly

Asn

Trp

75

Ser

Ala

Leu

Leu
155

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn
235

L.eu

His

Gly

Tyr

60 .

Meat

Phe

Tyr

Cys

Leu

1490

Ala

Lieu

Gly

Ser

Lieu

220

Thr

Peu
Glu
Ser
Gly
Gly
Lys
Leu
Ala
125
Thr
Pro
val
Ala
Gly
205

Gly

Lys

Leu

val

30

val

Met

Trp

Gly

Gln

110

Arg

Val

Serx

Lys

Leu

120

Leu

Thr

Val

Leu
15

Gln

Asn

Ile

Arg

95

Tle

Phe

Ser

Ser

Asp

175

Thr

TYyr

Gln

Asp

Ala

Leu

Ile

Trp

Asn

80

Phe

Asn

Ala

Ser

Lys

160

Tyr

Ser

Ser

Lys
240



Lys

Ala

Val

Asp

val

305

Ile

Asp

Ala

Pro

Lys

385

val

Asn

Ser

Gly

Asn
465

Val

Gly

Ser

Leu

290

Thr

Thr

val

val

Gly

370

Leu

Asn

Gly

Glu

Leu

450

Asn

Glu

Leu

Phe

275

Arg

Leu

Thr

TYr

Phe

355

Val

Val

Lys

Gln

Ala

435

Tyr

Trp

Pro

Leu

260

Asn

Asn

Gln

Thr

val

340

Leu

Thr

Asn

Leu

Glu

420

Ala

Gly

Gly

Lys

245

Leu

Leu

Glu

Thr

Ser

325

Val

Asn

Ala

Glu

405

Ala

Ser

Asp

ES 2424 643 T3

Ser

Leu

Gly

Leu

Ile

310

Lys

Gly

Lys

Arg

Ala

390

Phe

Ala

Phe

Phe

Ile
470

Cys

Ala

Glu

ala

295

Ala

Lys

Tyr

val

vVal

375

Lys

Ser

Lys

Lys

Lys

455

Ser

Met

Ala

Ala

280

Lys

Asp

Thr

Gln

Pro

360

Thr

Ala

Ile

Phe

440

Pro

Asp

69

Lys

Gln
265

Tyr

Gly

Asp

val

Asp

345

Thx

Leu

Asp

Glu

Phe

425

Ile

Asn

Ala

250

Pro

Glu

Thr

Lys

Lys

330

Lys

val

Thx

Arg

Ala

410

Leu

Glu

Phe

Ile

Lau

Ala

Pro

Arg

315

val

Trp

Ala

Phe

Lys

395

Ile

Ile

Thr

Lys

His
475

Leu

Met

Pro

Pro

Ala

Thr

+ 285

Vval

300

Phe

Ala

Asp

Thr

Asp

380

Ala

His

Val

Glu

Val

460

Lys

Cys

Val

Ile

Gly

Ser

365

Gly

Leu

Gly

Ile

Val

445

Leu

Sexr

Thr

Tyr

270

Phe

GEln

L,eu

Asp

Lys

350

Liys

Ser

Glu

Liy=

Gln

430

Val

Asn

Ser

Ala

255

Asn

Ile

Leu

vVal

val

335

Asp

Leu

Leu

Thr

415

Met

Asp

Leu

Pro

Ala

Gln

Pro

Asp

320

Thr

Arg

Phe

Gln

Gly

400

Ile

val

Arg

Glu

Gln
480



Cys

Pro

L.eu

Glu

Ser

545

Leu

Gly

Gly

Leu

Ala

€25

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

705

Asp

Thr

Trp

Lys

Gln

530

Val

His

Lys

val

610

Gln

Leu

Asp

Asn

Leu

690

AsSp

Thr

vVal

Phe

515

Leu

Gly

Ser

Ala

Pro

595

Ile

Asn

Lys

Glu

Phe

675

Gln

Ser

Glu

Ile

Val

500

Lys

Asp

Asp

Asn

Pro

580

Ser

Ser

Leu

Arg

Gln

660

Ser

Lys

Asn

485

Asn

Ser

Ile

Gly

565

Lys

Arg

Ser

Glu

Thr

645

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

ES 2424 643 T3

Pro

Lys

Ser

Gln

val

550

Ile

Leu

Phe

Leu

Ile

630

val

Lys

Arg

Asn

Ser

710

Lys

Ala

val

Lys

Met

535

Thr

Leu

Ser

Gln

615

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

695

Leu

val

Leu

Ser

Thr

520

Thr

Ile

Ile

Ser

600

Pro

Arg

Ala

Gly

Ala

680

Gln

Ser

70

Gln

Gln

505

Arg

Gln

Thr

Leu

585

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

665

Lys

Glu

Serx

Ala

Leu

490

Ile

His

Ser

Cys

Tyr

570

Gln

Gly

Asp

Phe

Ser

650

Ala

val

Ser

Thr

Cys

Ile

Ser

Arg

Pro

555

Trp

Met

Ser

Fhe

Gly

635

val

Ser

Gln

Val

Leu

715

Glu

Ser

Pro

Gln

Ser

540

Ser

Ser

Gly

Ala

620

Gln

FPhe

Val

Trp

Thr

700

Thr

val

Pro

Asp

Pro

525

Ser

Thr

Gin

Asn

Thr

605

Thr

Gly

Ile

val

Lys

685

Glu

Leu

Thr

Ser

Met

510

Arg

Leu

Lys

Gln

Leu

590

Asp

Thr

Phe

Cys

670

val

Gln

Ser

His

Asn

495

Gly

Gly

Ser

Ser

Lys

575

Ala

Fhe

Lys

Pro

655

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln

Asp

Ile

Trp

Ala

L:eu

S60

Pro

Ser

Thy

Cys

Val

640

Pro

L.eu

Asn

Ser

Ala

720

Gly



ES 2424 643 T3

71

725 730 738
Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
740 745 750

<210> 25

<211> 2407

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> VB6-845-gelonina

<400> 25
gaattcetge aggtctatgyg aacgataaatt geoccatgaaa attctatttc aaggagacag 60
tcataatgaa atacctattg cctacggcag ccgotggatt gttattacte geotgccocaac 129
cagcegatgge ggaagtacag ctggttcag ccoggecoeggyg toettgttcaa ccocgggtggtt 180
ccgttegtat ctettgeget gottetggtt acacgtteac caactacgge atgaactggg 240
tcaaacagge tecgggtaaa ggcoctggaat ggakgggctg gatcaacace tacaccggtg 300
aatceocaccta cgotgacteoe ttcaaaggte getteactit cteoectogac acaagtgeta 360
gtgcoctgrata cctcoccaaatc aactcogebgoe gtacagagga tacagcagtce tattactgceg 420
cocgtttoge tatcaaaggt gactactgggr gtcaaggcac gotgcetgace gttteetegg 480
ctagcaccaa aggcccatcg gtetteccee tggecacecte ctcecaagagce acctcetgggg 540
gtacagegge cotgggctge ctggteaagy actacttceccce cgaacoggtg acggrtgtegt 600
ggaactcagyg cgccctgace agcggcgtgcl acaccttcce ggcectgtoccta cagtcctcag 660
gactectacke cctecageage gtggtgaccg tgcccteccag cagcettggge acccagacct 720
acatctgcaa cgtgaatcac aagcccagca acaccaaggt ggacaagaaa gttgagecca 780
aatcttgtac caggcacagg cagcccagag gctgggagea goteggoctyg gacacoegtga 840
gckttageac taaaggtgcocc acttatatta cctacgtgaa tttottgaat gagctacgag 900
ttaaattgaa accecgaaggt aacagecaty gaatccecatt gcoctgcgcaaa aaatgtgatg 260
atectggaaa gtgtbtcgtt ttggtagege tttcaaatga caatggacag ttggoggaaa 1020
tagctataga tgttacaagt gtttatgtgg tgggctatca agtaagaaac agatcttact 1080
tetttaaaga tgetecagat getgectitacyg aaggeocctctt caaaaacaca attaaaacaa 1140
gacttcattt tggecggcagcec tatecctcocge tggaaggtga gaaggcatat agagagacaa 1200
cagacttggyg cattgaacca ttaaggattyg gcatcaagaa acttgatgaa aatgcgatag 1260
acaattataa accaacggayg atagctagtt ctctattggt tgttattcaa atggtgtcectg 1320
aagcageteg attcaccttt attgagaace aaattagaaa taacttbcaa cagagaatec 1380



10

gcccgacgaa
ggacatcagg
aaaaatacta
tcgataaaga
cccatgaaaa
cgetggattg
tatccagacyg
cacctgecegt
tcaacagaaa
cggtgttccy
ttetectgeag
taccttcggt
catcttcecg
gaataacttce
gggtaactec
cagcaccctg
cacccatcag
getogag -
<210> 26

<211> 751
<212> PRT

taatacaatc
tgcaaatgga
tgtcaccgca
tcctaaatag
ttctacttea
ttattactcg
acceagtece
tccaccaaat
ccgggtaaag
tctocgtitet
ccggaagact
cagggtacca
ccatctgatg
tatcccagag
caggagagtg
acgctgagca

ggcctgaget

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> VB6-845-gelonina

<400> 26

ES 2424 643 T3

agccttgaga
atgttttegg
gttgatcaayg
tgatctagag
aggagacagt
ctgeccaace
cgtccteoccte
ccctectgea
ctccgaaact
ccagttctgg
tegctacceta
aagttgaact
agcagttgaa
aggccaaagt
tcacagagea
aagcagacta

cgecegteac

ataaatgggg
aggcagttga
taaaacccaa
tecgacctgea
cataatgaaa
agcgatggcyg
gagtgcttct
ctecaacggt
tctgatctac
ttctggtacc
ctactgeget
taagegeact
atctggaact
acagtggaag
ggacagcaag
cgagaaacac

aaagagcttc

taaactcteg
attggaacgt
aatagcactc
ggtctatgga

tacctattgce

‘caccatcatc

gttggtgace
atcacctacc
cagatgtceca
gacttcacec
cagaacctgg
gtggetgcac
gectetgttyg
gtggataacy

gacagcacct

aaagtctacyg

aacaggggayg

ttccagatee
gcaaatggca
ttgaagttcyg
aégataaatg
ctacggcagce
accatcacga
gtgttaccat
tttattggta
acctggettc
tgaccatcte
aaatccegeyg
catctgtett
tgtgeoetget
ccctecaate
acagcctecag
cctgegaagt

agtgttagta

Met Lys Tyr Leu Leu Pro Thr
1 5

ala Gln Pro Ala Met Ala Glu
20

Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser
a5

Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr Gly

Ala Ala Ala Gly Leu Leu Leu Leu Ala
10 15

Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Pro Gly
25 30

Val Arg Ile Ser Cys Ala Ala Ser Gly
40 45

Met Asn Trp Val Lys Gln Ala Pro Gly

72

1440

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400

2407



Lys

65

Thr

Ser

Thr

Gly

Ser

145

val

Ala

Val

His

225

Cys

Phe

Gly

50

Gly

Ala

Ala

Gln

130

val

Ala

Ser

val

Pro

210

Lys

Thr

val

Leu

Ile
250

Leu

Ala

Ser

Val

11s

Gly

Phe

Len

Trp

Leu

1985

Ser

Pro

Arg

Ser

Asn

275

Pro

Glu

Asp

Ala

100

Thr

Pro

Gly

Asn

180

Gln

Ser

Ser

His

Phe

260

Glu

Leu

Trp

Ser

es

Ala

Leu

Lieu

Cys

165

Ser

Ser

Ser

Asn

Arg

245

Ser

Leu

Leu

ES 2424 643 T3

Met
T0

Phe

Leu

Ala

150

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

230

Gln

Thr

Axg

55

Gly

Lys

Leu

Ala

Thr

135

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

215

Lys

Pro

Lys

val

Lys
295

Trp

Gly

Gln

Arg

120

Val

Ser

Lys

Leu

Leu

200

Thr

val

Arg

Gly

Lys

280

Lys

73

Ile

Arg

Ile

105

Phe

Ser

Ser

Asp

Thr

185

Gln

aAsp

Gly

Ala

265

Leu

Cys

Asn

Phe

9Q

aAsn

Ala

Sar

Lys

Tyvr

170

Ser

Ser

Thr

Lys

250

Thr

Lys

Asp

Thr

75

Thr

Ser

Ile

Ala

Ser

155

Phe

Gly

Leu

Lys
235

Glu

Pro

Asp

60

Tyx

Fhe

Leu

Ly s

Sex

14 0

Thx

Pro

va 1

Seex

Il e

220

vVal

Gln

Il e

GLu

Pro
300

Thr

Ser

Axg

Gly

125

Ser

Glu

His

Ser

205

Cys

Glu

Leu

Thr

Gly

285

Gly

Gly

Leu

Ala

110

Asp

Lys

Gly

Thr
190

Val

Asn,

Pro

Gly

Tyr

270

Asn

Lys

Glu

Asp

Glu

Gly

Gly

val

175

Phe

val

Val

Lys

Leu

255

val

Ser

Cys

Ser

80

Thr

Asp

Txp

Pro

160

Thr

Pro

Asn

Ser

240

Asp

Asn

His

Phe



val

305

Ile

S5er

Lys

Leu

Pro

38s

val

Asn

Asn

Gly

465

Lys

Ala

His

Leu

Asp

Asn

Glu

370

Leu

Lys

Ser

fhe

Lys

450

Met

Phe

Ala

His
530

val

Val

Phe

Thr

355

Gly

Arg

Pro

Glu

Gln

435.

Trp

Phe

val

val

Gly

515

His

Ala

Thr

Phe

340

Ile

Glu

Ile

Ala

420

Gln

Gly

Ser

Thr

AsSp

500

Leu

His

Leu
Ser
325
Lys
Lys
Lys
Gly
Glu
405
Ala
Arg
Lys
Glu
Ala
485
Lys

Leu

Asp

ES 2424 643 T3

Ser

310

val

Asp

Thr

Ala

Ile

3920

Ile

Axrg

Ile

Leu

Ala

470

Val

Asp

Leu

Ile

Asn

Tyr

Ala

Arg

Tyr

375

Lys

Ala

Phe

Arg

Serxr

455

val

Asp

Pro

Leu

Gln
535

Asp

val

Pro

Leu

360

Arg

Lys

Ser

Thr

Pro

440

Phe

Glu

Gln

Lys

Ala

520

Met

74

Asn

val

Asp

345

His

Glu

Leu

Ser

Phe

425

Thr

Gln

Leu

val

Mek

505

Ala

Thr

Gly

Gly

330

Ala

Phe

Thr

Asp

Leu

410

Ile

Asn

Tle

Glu

Lys

490

Lys

Gln

Gln

Gln
315

Tyr

Ala

Gly

Thr

Glu

355

Leu

Glu

Asn

Arg

Arg

475

Pro

TYY

Pro

Ser

Leu

Gln

Gly

Asp

380

Asn

val

Asn

Thr

Thr

460

Ala

Lys

Leu

Ala

Pro
540

Adla

Val

Glu

Ser

i1s5

Leu

Ala

vVal

Gln

Ide

445

Serxr

Assn

Ide

Leau

Met

525

Ser

Glu

Gly

350

Gly

Ile

Ile

Ile

430

Ser

Gly

Gly

Ala

Pro

510

Ala

Ser

Ile

Asn

338

Leu

Pro

Ile

Asp

Gln

415

Arg

Leu

Ala

Lys

Leu

495

His

Leu

Ala

izo

Arg

Phe

Ser

Glu

Asn

400

Met

Asn

Glu

Asn

Lys

480

Leu

Ala

His

Ser



10

Ala
545

Leu

Pro

Ser

Cys
625

vVal

Pro

Leu

Asn

Ser

705

Ala

Gly

<210> 27
<211> 2431
<212> ADN

Ser

Leu

Bly

Gly

Leu

610

Ala

Glu

Ser

Ala

690

Lys

Asp

Leu

val

His

Lys

val

595

Thr

Gln

Leu

Asp

Asn

675

Leu

Asp

Ser

Gly

Ser

Ala

580

Pro

Ile

Asn

Lys

Glu

660

Fhe

Gln

Ser

Glu

Ser
740

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> VB6-011

<400> 27

Asp
Asn
565
Pro
Ser
Ser
Leu
Arg
645
Gln
Tyr
Ser

Thr

Lys

ES 2424 643 T3

Arg

550

Gly

Lys

Arg

Ser

Glu

630

Thr

Lau

Pro

Gly

TyY

710

His

725

Pro

Val

val

Ile

Leu

Fhe

Leu

615

Ile

val

Lys

Arg

Asn

695

Ser

Lys=

Thr

Thr

Thr

Leu

Ser

600

Gln

Pro

Ala

Serxr

Glu

680

Ser

Leu

val

Lys

75

Tie

Tyr

Ile

585

Ser

Pro

Arg

Ala

Gly

665

Ala

Gln

Ser

TYr

Ser
745

Leu
570

Ser

Glu

Thr

Pro

6350

Thr

Lys

Glu

Ser

Ala

730

Phe

Cys

555

Gln

Gly

Asp

Phe

635

Ser

Ala

Val

Ser

715

Cys

Asn

Arqg

Trp

Met

Ser

Phe

620

Gly

val

Ser

Gln

val

700

Leu

Glu

Arg

Ser

TVYr

Ser

Gly

605

Ala

Gln

Phe

val

Trp

685

Thr

Thr

Val

Gly

Thr

Gln

Asn

590

Thr

Gly

Ile

val

670

Lys

Glu

Leu

Glu
750

Lys

Gin

575

Leu

Asp

Tyr

Thr

Phe

655

Cys

val

Gln

Ser

His

735

Cys

Ser

560

Lys

Ala

Phe

Tyr

Lys

640

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

720

Gln



gaattcctge
tcataatgaa
cagcgatggc
cectgagact
tecegecaggc
ctaaatacta
acacggtgta
cgagagatca
aagggaccac
cacecteete
acttcceoega
cettocegge
cctcecageag
ccaaggtgga
gggagcagct
ttatacaaga
cactacaaac
‘agaaaacagt
aatgyggatgg
aacttttceoe
ttgtgaatge
tttccattga
tcattgtcat
ttgatagagg
attggggega
cggracttca
ttagtecega
tgcaggteta
gaaataccta

ggecgeakcac

aggtctatgg
atacctattg
gcaggtgcag
ctectgtgea
tctaggcaag
egeagactec
tctaaaaatg
gageectgttg
ggtcacggtce
caagagcaceo
accggtgacg
tgtcctacag
ctigggeacc
caagaaagtt
ctacaacace
tttgcgcaat
catagccgat
taaggttget
caaagatcga
aggggtgact
tgocaaaget
agcaatccat
ccaaatggtt
attatatgga
¢catctctgat
gttgataage
tatgggtate
tggaacgata
ctgectacgg

catcaccate

ES 2424 643 T3

aacgataaat
cctacggeag
ctggtggagt
gectectoagat
gggctggagt
gtgaagggec
aacagcctga
ggtgactaty
tcttcaécta
tctgggggca
agtgtcgtgga
tcctcaggac
cagacctaca
gagcccaaat
gtgtcattta
gaattggcta
gacaagcgat
atagatgtga
getgttitee
aatcgtgtaa
gatagaaagg
ggtaaaacga
tcagaggcag
tcattecaaac
gecattcaca
cectcaaatg
cttaagttta
aatgcccatg
cagccgorgg

acgatategt

gccecatgaaa
ccgetggatt
ctgggggagg
teccctteay
gggtggcagt
gattcaccét
gaactgagga
accactacta
gcaccaaagg
cageggecct
actcaggecge
tetacteccet
tctgcaacat
cttgtaccag
accttggaga
agggcacace
ttgttctagt
cagatgtgta
ttgacaaggt
cgttaacatt
ctctcgaact
taaatggtca
ctcggttcaa
ctaattttaa
aatcatcece
acccatgggt
aaagctecaa
aaaattctat
attgttatta

gttgacgcag

76

attctattte
gttattactc
cgtggtecag
aagetetget
tatatcatat
ctecagagac
cacggetgtc
cggtttggac
cccatcggte
gagctgectyg
cctgaceage
cagcagcgtyg
gaatcacaag
gcacaggcag
agcttatgag
agtatgtcaa
tgatatcact
tgttgtgggt
tecctactgtt
tgatggcagc
gggggttaac
agaggcagcc
atatattgag
agtattgaac
acaatgtacc
tgtaaataaa
atagtgatct
ttcaaggaga
ctegetgece

tectcocaggea

aaggagacag
gctgeccaac
cectgggaggt
atgecactyggg
gatggaagca
acttccaaga
tattactgty
gtctygogea
tteccecegy
gtcaaggact
ggcgtgcaca
gtgaccgtgce
cecagcaaca
cccagagact
taceceactt
ctteccagtga
acgacctcga
tatcaagaca
gcaactagta
tatcagaaac
aaattggaat
aagttcetttc
actgaggtgg
ttggagaaca
actattaate
gtgagtcaaa
agagtcgacc
cagtcataat
aaccagcgat

cecctgtettt

R
12 ¢
18 0
24 0
300
K1y
42z 0
480
54:0
600
650
720
780
340
800
860

1020

10830

d140

1200
120
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
170

18 Q0
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77

gtctccaggg gaaagageca ccoctecbtecckg cagggecagt cagagtgtta gtagcagota
cttagcctgg taccagcaga aaccktggeca ggckoccagg chocctcatcet atggtgeate
caccagggcc actggcatge cagacaggit cagtggeagt gggtceggga cagacttcac
tctcaccate agtagactygy agcctgaaga ttttgragbg tattactgtc agecagtatgg
tagctcacct cagacacctc agatcacttt cggcggaggd accaaagtgg agatcaaacg
aactgtggct gecaccatetg tecttcatctt cocgocatet gatgagecagt tgaaatctgg
aactgcoctet gttgtgtgec tgotgaataa cttctatece agagaggeca aagtacagtg
gaaggtggat aacgccctec aatcgggtaa ctoccaggag agtgtcacag agcaggacag
caaggacagc acctacagcc tcagcagcoac cctgacgctg agcaaagcag actacgagaa
acacaaagtc tacgcecctgeg aagtcaceca tcagggectyg agetegeocecg tcacaaagag
cttcaacagg ggagagtgtt aétgactcga g
<210> 28
<211> 759
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> VB6-011
<400> 28
Met Lys Tyr Leu Leu Pro Thr ala Ala Ala Gly Leu Leu Leu Leu
1 5 10 15
Ala Gln Pro Ala Met Ala Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly
20‘ 25 30
Val Val Gln Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
35 40 45
Phe Pro Phe Arg Ser Phe Ala Met His Trp Val Arg Gln Ala Leu
50 55 60
Lys Gly Leu Glu Trp Val Ala val Ile Ser Tyr Asp Gly Ser Thr
65 70 75
Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Sex Arg Asp
85 90 95
Ser Lys Asn Thr Val Tyr Leu Lys Met Asn Ser Leu Arg Thr Glu
100 10% 110

1860
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400

2431

Ala

Gly

Gly

Gly

Lys

a0

Asp



Thr
Asp
val
145
Ser
Lys
Leu
Leu
Thr

225

Val

Ala
Lys
Asp
308

Thx

Gln

Ala

His

130

Ser

Ser

Asp

Thr

210

Gln

Asp

Gly

Tyr

Gly

290

Asp

Val

Asp

Thr

val
115

Tyr

Ser

Lys

Tvr

Ser

195

Ser

Thr

Lys

Glu

275

Thr

Lys

Lys

Lys

val

Tyr

Ala

Ser

Phe

i8¢

Gly

Leu

Lys

Glu

260

Pro

Arg

Val

Tyr

Gly

Ser

Thr

165

Pro

val

Ser

Ile

Val

245

Gln

Pro

Val

Phe

Ala

328

Asp

ES 2424 643 T3

Cys

Leu

Thr

150

Ser

Glu

His

Ser

Cys

230

Glu

Leu

Thr

Cys

val

310

Ile

Gly

Ser

Ala

Asp

135

Lys

Gly

Pro

vVal

215

Asn

Pro

Tyr

Phe

Gln

235

Leu

Asp

Lys

Lys

Arg

120

Val

Gly

Gly

val

Phe

200

val

Val

Lys

Asn

Ile

280

Leu

Val

Val

Asp

Leu

78

Asp

Trp

Pro

Thr

-Thr

185

Pro

Thr

Asn

Ser

Thr

265

Gln

Pro

Asp

Thr

Arg

345

Phe

Gln

Gly

Ser

Ala

170

val

Ala

Val

His

Cys

250

val

Asp

val

Ile

Asp

330

Ala

Pro

Ser

Lys

Val

155

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

2358

Thr

Ser

Leu

Thr

Thr

315

Val

val

Gly

Leu

Gly

140

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

220

Pro

phe

Arg

Leu

300

Thr

Tyx

Phe

val

Leu
125

Gly
Asn
Gln
205
Ser
Ser
His
Asn
Asn
285
Gln
Thr
Val

Leu

Thr

Gly

Thr

Leu

Cys

Ser

150

Ser

Ser

Asn

Arg

Leu

270

Glu

Thr.

Ser

val

Asp

350

Asn

AsSp

Val

Ala

Leu

175

Gly

Ser

Leu

Thr

Gln

253

Gly

Leu

Ile

Lys

Gly

335

Lys

Axg

Thr

Pro

160

val

Ala

Gly

Gly

Lys

240

Glu

Ala

Ala

Lys

320

Tyr

val

val



Thr
aAla
385

Ile

Phe

Pro
Asp
465
Leu
Ser
Mat
Ala
Thr
545
Leu

Tyr

Ser

Leu

370

Asp

Glu

Phe

Ile-

Asn

450

Ala

Gln

Glin

Lys

Gln

530

Gln

Ser

Gin

Thr

355

Thr

Arg

Ala

Leu

Glu

435

Phe

Ile

Leu

Ile

515

Pro

Ser

Cys

Gln

Arg
595

Phe
Lys
Ile
Ile
420
Lys
His
Ile
Ser
500
Leu
Ala
Pro
Arg
Lys
S80

Ala

Asp

Ala

His

405

Val

Glu

val

Lys

Ser

485

Pro

Leu

Met

Gly

Ala

565

Pro

Thr

ES 2424 643 T3

Gly

Leu

390

Gly

Ile

Val

Leu

Ser

470

Pro

Asp

Pro

Ala

Thr

S350

Ser

Gly

Gly

Ser
375
Glu
Lys
Gln
val
Asn
455
Ser
Ser
Met
Thr
His
535
Leu
Gln

Gln

Met

360

Leu

Thr

Met

Asp

440

Leu

Pro

Asn

Gly

Ala

520

His

Ser

Ser

Ala

Pro
600

79

Gln

Gly

Ile

val

425

hArg

Glu

Gln

Asp

Ile

505

Ala

His

Leu

val

Pro

585

Asp

Lys

val

Asn

410

Ser

Gly

Asn

Cys

Pro

490

Leu

Ala

His

Ser

Ser

570

Arg

Arg

Leu

Asn

3ss

Gly

Glu

Leu

Asn

Thr

475

Trp

Lys

Gly

His

Pro

555

Ser

Leu

Phe

Val

380

Lvs

Gln

Ala

Trp

460

Thr

val

Phe

Leu

His

540

Gly

Ser

Leu

Ser

365

Asn

Leu

Glu

Ala

Gly

445

Gly

Ile

val

Lys

Leu

525

Asp

Glu

Tyr

Ile

Gly
605 .

Ala

Glu

Ala

Arg

430

Ser

Asp

Asn

Asn

Ser

510

Leu

Ile

Aryg

Leu

580

Ser

Ala

Phe

Ala

415

Phe

Phe

Ile

Pro

Lys

495

Ser

Leu

val

Ala

Ala

575

Gly

Gly

Lys

Ser

400

Lys

Lys

Lys

Ser

Ala

480

Val

Lys

Ala

Leu

560

Trp

Ala

Ser



10

15

20

Gly Thr
610

Ala val
625

Ile Thr

Ala Pro

Gly Thr

Ala Lys
690

Gin Glu
705

Ser Ser

Tyr Ala

Ser Phe

<210> 29
<211>15
<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 29

Asp

Tyr

Phe

Ser

Ala

675

val

Ser

Thr

Cys

Asn
755

Phe
Tyr
Gly
val
660
Ser
Gln
val
Leu
Glu
740

Arg

Thr

Cys

Gly

645

Phe

val

Trp

Thr

Thr

725

val

Gly

ES 2424 643 T3

Leu

Gln

630

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

710

Leu

Thr

Glu

Thr

615

Gln

Thr

Phe

Cys

val

695

Gln

Ser

His

Ile

Tyr

Lys

Pro

Leu

680

Asp

Asp

Lys

Gln

Serxr

Gly

val

Pro

665

Asn

Ser

Ala

Gly
745

Arg Leu

Sexr Ser
635

Glu Ile
650

Ser Asp

Asn Asn

Ala Leu

Lys Asp
715

Asp Tyr
730

Leu Ser

Glu

620

Pro

Lys

Glu

Phe

Gln

700

Ser

Glu

Ser

Pro

Gln

Arg

Gln

€85

Ser

Thr

Lys

Pro

Glu

Thr

Thr

Leu

670

Pro

Gly

His

val
750

AsSp

Pro

val

655

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys
735

Phe

Gln

640

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

720

Val

Lys

Ala Lys Ala Asp Arg Lys Ala Leu Glu Leu Gly Val Asn Lys Leu
15

1

<210> 30
<211>15
<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 30

5

10

Leu Gly Val Asn Lys Leu Glu Phe Ser Ile Glu ala Ile His Gly

80

10

15
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<210> 31

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 31

Asn Gly Gln Glu Ala Ala Lys Phe Phe Leu Ile Val Ile Gln Met
1 5 10 15

<210> 32

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 32

Tvr Asn Thr Val Ser Phe Asn Leu Gly Glu Ala Tyr Glu Tyr Pro
1 5 10 . 15

<210> 33

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 33

Val Ser Phe Asn Leu Gly Glu Ala Tyr Glu Tyr Pro Thr pPhe Ile
1 5 : 10 15

<210> 34

<211>15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 34

Asn Leu Gly Glu Ala Tyr Glu Tyr Pro Thr Phe Ile Gln Asp Leu
1 5 10 : 15

<210> 35

<211>15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 35

Glu Ala Tyr Glu Tvr Pro Thr Phe Ile Gln Asp Leu Arg Asn Glu
i 5 10 15

<210> 36

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 36

Glu Tyr Pro Thr Phe Ile Gln Asp Leu Arg Asn Glu Leu Ala Lys
i 5 10 15

<210> 37
<211>15

81



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2424 643 T3

<212> PRT
<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 37

Thr Phe Ile Gln Agp Leu Arg Asn Glu Leu Ala Lys Gly Thr Pro
1 5 10 15

<210> 38

<211>15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 38

Gln Asp Leu Arg Asn Glu Leu Ala Lys Gly Thr Pro Val Cys Gln
1 5 10 15

<210> 39

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 39

Arg Asn Glu Leu Ala Lys Gly Thr Pro Val Cys Gln Leu Pro Val
1 5 16 15

<210> 40

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 40

Leu Ala Lys Gly Thr Pro Val Cys Gln Leu Pro Val Thr Leu Gln
1 5 10 15

<210> 41

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 41

Gly Thr Pro Val Cys Gln Leu Pro Val Thr Leu Gln Thr Ile Ala
1 S 10 i5

<210> 42

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 42
Val Cys Gln Leu Pro Val Thr Leu Gln Thx Ile Ala Asp aAsgp Lys
1 5 10 15
<210> 43
<211> 15

82
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<212> PRT
<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 43

Leu Pro Val Thr Leu Gln Thr Ile Ala Asp Asp Lys Arxg Phe Val
1 5 10 15

<210> 44

<211>15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 44

Thr Leu Gln Thr Ile Ala Asp Asp Lys Arg Phe Val Leu Val Asp
1 5 10 15

<210> 45

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 45

Thr Ile Ala Asp Asp Lys Arg Phe Val Leu Val Asp Ile Thr Thr
1 S i0 15

<210> 46

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 46

Asp Asp Liys Arg Phe Val Leu Val Asp Ile Thr Thr Thr Ser Lys
1 . 5 10 15

<210> 47

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 47

Arg Phe Val Leu Val Asp Ile Thr Thr Thr Ser Lys Lys Thr-Val
1 S 10 15

<210> 48

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 48

Leu Val Asp Ile Thr Thr Thr Ser Lys Lys Thr Val Lys Val Ala
1 5 10 15

<210> 49

<211>15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis
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<400> 49

Ile Thr Thr Thr Ser Lys Lys Thr Vval Lys Val Ala Ile Asp Val
1 5 10 15

<210> 50

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 50

Thr Ser Lys Lys Thr Val Lys Vval Ala Ile Asp Val Thr Asp Val
1 s 10 15

<210> 51

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 51

Lys Thr Val Lys Val Ala Ile Asp Val Thr Asp Val Tyr Vval Val
1 5 10 15

<210> 52

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 52

Lys Vval Ala Ile Asp Val Thr Asp Val Tyr Val Val Gly Tyr Gln
1 5 10 15

<210> 53

<211>15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 53

Ile Asp Val Thr Asp Val Tyr Val Val Gly Tyr Gln Asp Lys Trp
1 5 10 15

<210> 54

<211> 15
<212> PRT
<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 54

Thr Asp Val Tyr Val WVal Gly Tyr Gln Asp Lys Trp Asp Gly Lys
1 5 10 15

<210> 55

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis
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<400> 55

Tyr Val val Gly Tyr Gln Asp Lys Trp Asp Gly Lys Asp Arg Ala
1 5 10 ) 15

<210> 56

<211>15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 56

Gly Tyr Gln Asp Lys Trp Asp Gly Lys Asp Arg Ala Val Phe Leu
1 5 10 15

<210> 57

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 57

Asp Lys Trp Asp Gly Liys Asp Arg Ala Vval Phe Leu Asp Lys Val
1 5 10 15

<210> 58

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 58

Asp Gly Lys Asp Arg Ala Val Phe Leu Asp Lys Val Pro Thr Val
1 5 10 15

<210> 59

<211>15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 59

Asp Arg Ala Val Phe Leu Asp Lys Val Pro Thr val Ala Thr Ser
1 5 10 15

<210> 60

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 60

Vval Phe Leu Asp Lys Val Pro Thr val Ala Thr Ser Lys Leu Phe
1 S . 10 15

<210> 61

<211>15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis
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<400> 61

Asp Lys Val Pro Thr val Ala Thr Ser Lys Leu Phe Pro Gly Val
1 s 10 15

<210> 62

<211>15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 62

Pro Thr val Ala Thr Ser Lys Leu Phe Pro Gly Val Thr Asn Arg
1 5 10 i5

<210> 63

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 63

Ala Thr Ser Lys Leu Phe Pro Gly Val Thr Asn aArg val Thr Leu
1 5 i0 1s

<210> 64

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 64

Lys Leu Phe Pro Gly Val Thr Asn Arg Val Thr Leu Thr Phe Asp
1 S . 10 15

<210> 65

<211>15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 65

Pro Gly Val Thr Asn Arg Val Thry Leu Thr Phe Asp Gly Ser Tyr
1 5 . 10 15

<210> 66

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 66

Thr Asn Arg Val Thr Leu Thr Phe Asp Gly Ser Tyr Gln Lys Leu
1 5 10 15

<210> 67

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 67
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Val Thr Leu Thr Phe Asp Gly Ser Tyr Gln Lys Leu Val Asn Ala
1 5 10 15

<210> 68

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 68

Thr Phe Asp Gly Ser Tyxr Gln Lys Leu Val Asn Ala Ala Lys Val
1 S 10 15

<210> 69

<211>15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 69

Gly Sexr Tyr Gln Lys Leu Val Asn Ala Ala Lys Val Asp Arg Lys
1 S 10 15

<210> 70

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 70

Gln Lys Leu Val Asn Ala Ala Lys Val Asp Arg Lys Asp Leu Glu
1 5 10 15

<210> 71

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 71

Val Asn Ala Ala Lys Val Asp Arg Lys Asp Leu Glu Leu Gly val
1 s 10 i5 -

<210> 72

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 72

Ala Lys Val Asp Arg Lys Asp Leu Glu Leu Gly Val Tyr Lys Leu
1 5 10 15

<210> 73

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 73
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Asp Arg Lys Asp Leu Glu Leu qu Val Tyr Lys Leu Glu Phe Ser
1 5 10 15

<210> 74

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 74

Asp Leu Glu Leu Gly Val Tyr Lys Leu Glu Phe Ser Ile Glu Ala
1 5 10 5

<210> 75

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 75

Leu Gly vVal Tyr Lys Leu Glu Phe Ser Ile Glu Ala Ile His Gly
i 5 10 15

<210> 76

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 76

Tyr Lys Leu Glu Phe Ser Ile Glu Ala Ile His Gly Lys Thr Ile
1 5 10 15

<210> 77

<211> 15
<212> PRT
<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 77

GlIu Phe Ser Ile Glu Ala Ile His Gly Lys Thr Ile Asn Gly Gln
1 5 10 15

<210> 78

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 78

Ile Glu Ala Ile His Gly Lys Thr Ile Asn Gly Gln Glu Ile Ala
1 S 10 15

<210> 79

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 79
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Ile His Gly Lys Thr Ile Asn Gly Gln Glu Ile Ala Lys Phe Phe
1 5 10 15

<210> 80

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 80

Lys Thr Ile Asn Gly Gln Glu Ile Ala Ls Phe Phe Leu Ile Val
1 5 10 15

<210> 81

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 81

Asn Gly Gln Glu Ile Ala Lys Phe Phe Leu Ile Val Ile Gln Met
1 5 io 15

<210> 82

<211>15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 82

Glu Ile Ala Lys Phe Phe Leu Ile Val Ile Gln Met Val Sexr Glu
1 S 10 15

<210> 83

<211>15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 83

Lys Phe Phe Leu Ile Val Ile Gln Met Val Ser Glu Ala Ala Arg
1 5 10 15

<210> 84

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 84

Leu Ile Val Ile Gln Met Val Ser Glu Ala Ala Arg Phe Lys Tyr
1 . =3 10 15

<210> 85

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 85
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Ile G6ln Met Val Ser Glu Ala Ala Arg Phe Lys Tyr Ile Glu Thr
i 5 10 15

<210> 86

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 86

val Ser Glu Ala Ala Arg Phe Lys Tyr Ile Glu Thr Glu Val Val
1 5 10 i5

<210> 87

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 87

Ala Ala Arg Phe Lys Tyr Ile Glu Thr Glu Val Val Asp Arg Gly
1 5 10 15

<210> 88

<211>15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 88

Phe Lys Tyr Ile Glu Thr Glu Val Val Asp Arg Gly Leu Tyr Gly
1 S 10 15

<210> 89

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 89

Ile Glu Thr Glu Vval Val Asp Arg Gly Leu Tyr Gly Sexr Phe Lys
1 5 10 is

<210> 90

<211>15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 90

Glu Val val Asp Arg Gly Leu Tyr Gly Ser Phe Lys Pro Asn Phe
1 5 10 15

<210> 91

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 91
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Asp Arg Gly Leu Tyr Gly Ser Phe Lys Pro Asn Phe Lys Val Leu

1 5 10 15

<210> 92

<211>15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 92

Leu Tyr Gly Ser Phe Lys Pro Asn Phe Lys Val Leu Asn Leu Glu
1 S 10 15

<210> 93

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 93

Ser Phe Lys Pro Asn Phe Lys Val Leu asn Leu Glu Asn Asn Trp
1 5 10 15

<210> 94

<211>15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 94

Pro Asn Fhe Lys Val Leu Asn Leu Glu Asn Asn Trp Gly Asp Ile
1 5 10 15

<210> 95

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 95

Lys Val Leu asn Leu Glu Asti Asn Trp Gly Asp Ile Ser asp ala
1 S 10 15

<210> 96

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 96

Asn Leu Glu Asn Asn Trp Gly Asp Ile Ser Asp Ala Ile His Lys
1 5 10 15

<210> 97

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 97
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Asn Asn Trp Gly Asp Ile Ser Asp Ala Ile His Lys Ser Ser Pro
1 S 10 15

<210> 98

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvilleea spectabilis

<400> 98

Gly Asp Ile Ser Asp Ala Ile His Lys Ser Ser Pro Gln Cys Thr
1 5 10 1s

<210> 99

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 99

Ser Asp Ala Ile His Lys Ser Ser Pro Gln Cys Thrxr Thr Ile Asn
1 5 10 15

<210> 100

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 100

Ila His Lys Ser Ser Pro Gln Cys Thr Thr Ile Asn Pro Ala Leu
1 5 10 15

<210> 101

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 101

Ser Sexr Pro Gln Cys Thr Thr Ile Asn Pro Ala Leu Gln Leu Ile
1 5 10 15

<210> 102

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 102

Gln Cys Thr Thr Ile Asn Pro Ala Leu Gln Leu Ile Ser Pro Ser
1 5 10 - is

<210> 103

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 103
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Thr Ile Asn Pro Ala Leu Gln Leu Ile Ser Pro Ser Asn Asp Prc
1 S 10 is

<210> 104

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 104
Pro Ala Leu Gln Leu Ile Ser Pro Ser Asn Asp Pro Trp Val val
1 5 10 15
<210> 105
<211> 15
<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 105

GIin Leu Ile Ser Pro Ser Asn Asp Pro Trp Val Val Asn Lys Val
kN 5 10 15

<210> 106

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 106

Ser Pro Ser Asn Asp Pro Trp Val Val Asn Lys Val Ser Gln Ile
1 S 10 . 15

<210> 107

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 107

asn Asp Pro Trp Val Val Asn Lys Val Ser Gln Ile Ser Pro Asp
1 5 10 15

<210> 108

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 108

Trp Val val Asn Lys Val Ser Gln Ile Ser Pro Asp Met Gly Ile
1 5 10 15

<210> 109

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 109
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Asn Lys Val Ser Gln Ile Ser Pro Asp Met Gly Ile Leu Lys Phe
1 5 10 15

<210> 110

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 110

Ser Gln Ile Ser Pro Asp Met Gly Ile Leu Lys Phe Lys Ser Ser
1 5 10 15

<210> 111

<211> 15
<212> PRT
<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 111

Ser Pro Asp Met Gly Ile Leu Lys Phe Lys Ser Ser Lys Leu Thr
1 5 10 15

<210> 112

<211>15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 112

Met Gly Ile Leu Lys Phe Lys Ser Ser Lys Leu Thr Gln Phe Ala
1 5 10 15

<210> 113

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 113

Leu Lys Phe Lys Ser Ser Lys Leu Thr Gln Phe Ala Thr Met Ile
1l 5 10 15

<210> 114

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 114

Lys Sexr Ser Lys Leu Thr Gln Phe Ala Thr Met Ile Arg Ser Ala
1 5 10 15

<210> 115

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 115

94



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2424 643 T3

Lys Leu Thr Gln Phe ala Thr Met Ile Arg Ser Ala Ile Val Glu
1 5 10 15

<210> 116

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 116

Gln Phe Ala Thr Met Ile Arg Ser Ala Ile Val Glu Asp Leu Asp
i 5 10 15

<210> 117

<211>15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 117

Thr Met Ile Arg Ser Ala Ile Val Glu Asp Leu Asp Gly Asp Glu
1 . 5 10 15

<210> 118

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 118

Arg Ser Ala Ile val Glu Asp Lau Asp Gly Asp Glu Leu Glu Ile
1 5 10 5

<210> 119

<211>15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 119

Ile val Glu Asp Leu Asp Gly Asp Glu Leu Glu Ile Leu Glu Pro
1 5 10 15

<210> 120

<211> 15

<212> PRT

<213> Bougainvillea spectabilis

<400> 120

Asp Leun Asp Gly Asp Glu Leu Glu Ile Lieu Glu Pro Asn Ile Ala
1 5 10 15

<210> 121

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador OL1032

<400> 121
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cattacaaac gtctaccaag tit 23

<210> 122

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador OL1033

<400> 122
ttacaaaagt agataagtaa tgtg 24

<210> 123

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador OL1322

<400> 123
gatatacata tgaaatacct attgcctacg 30

<210> 124

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador OL1067

<400> 124
tgacacagtg ttgtacgctg gttgggcagc gagtaa

<210> 125

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador OL1068

<400> 125
gctgcccaac cagegtacaa cactgtgtca tttaac

<210> 126

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador OL1323

<400> 126
cgagtgeggc cgctcaatgg tgatggtgat ggtgt

<210> 127

<211>13

<212> PRT

<213> Virus de la gripe

<400> 127

36

36

35
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Pro Lys Tyr Val Lys Gln Asn Thr Leu Lys Leu Ala Thr
i 5 10

<210> 128
<211> 15
5 <212> PRT
<213> Chlamydia sp.

<400> 128

Lys val val Agp Gln Ile Lys Lys Ile Ser Lys Pro Val Gln His

1l 5 10 15
10
<210> 129
<211> 250
<212> PRT
15 <213> Bougainvillea spectabilis
<400> 129

Tyr Asn Thr Val Ser Phe Asn Leu Gly Glu Ala- Tyr Glu Tyr Pro Thr
1 5 10 15
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Phe Ile Gln Asp Leu Arg Asn Glu Leu Ala Lys Gly Thr Pro Val Cys
20 25 30

Gln Leu Pro Val Thr Leu Gln Thr Ile Ala Asp Asp Lys Arg Phe val
35 40 45

Leu Val Asp Ile Thr Thr Thr Ser Lys Lys Thr val Lys Val Ala Ile
50 55 60

Asp val Thr Asp Val Ala Val Val Gly Tyr Gln Asp Lys Trp Asp Gly

Lys Asp Arg Ala Val Phe Leu Asp Lys Val Pro Thr val Ala Thr Ser
85 g0 95

Lys Leu Phe Pro Gly Val Thr Asn Arg Val Thr Leu Thr Phe Asp Gly
100 105 i 1io0

Ser Tyr Gln Lys Leu Val Asn Ala Ala Lys Val Asp Arg Lys Asp Leu
115 120 125

Glu Leu Gly Val Tvyr Lys Leu Glu Phe Ser Ile Glu Ala Ile His Gly
130 135 140

Lys Thr Ile Asn Gly Gln Glu Ile Ala Lys Phe Phe Leu Ile Val Ile
145 150 155 160

Gln Met Val Ser Glu Ala Ala Arg Phe Lys Tyr Ile Glu Thr Glu val
165 170 175

Val Asp Arg Gly Leu Tvr Gly Ser Phe Lys Pro Asn Phe Lys Val Leu
180 185 190

Asn Leu Glu Asn Asn Trp Gly Asp Ile Ser Asp Ala Ile His Lys Ser
195 200 205

Ser Pro Gln Cys Thr Thr Ile Asn Pro Ala Leu Gln Leu Ile Ser Pro
210 215 220

Ser Asn Asp Pro Trp Val Val Asn Lys Val Ser Gln Ile Ser Pro Asp
225 230 235 240

Met Gly Ile Leu Lys Phe Lys Ser Sexr Lys
245 250
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina bouganina modificada en donde dicha bouganina modificada tiene una propension reducida para
activar una respuesta inmunitaria en comparacion con una bouganina no modificada, en donde dicha bouganina
tiene una sustitucion de aminoacidos de uno o mas de X', X%, X3, X* 0 X®> en un epitopo de linfocitos T seleccionado
del grupos que consiste en:
a) AKX'DRKXCLXLGVX*KL (regién epitopica R1, SEC ID N: 8)
b) LGVX*KLEFSIEAIHG (region epitopica R2, SEC ID N%: 9); y
¢) NGQEX’AKFFLIVIQM (region epitopica R3, SEC ID N2: 10) en donde:
X'esToAoQ;
XPesGoA;
X2es Qo G;
X*esNoDoToAoR0oQoEoGoHO0KoO0S:y
X°esQoA.

2. Una proteina bouganina modificada de la reivindicacion 1, en donde la secuencia de aminoacidos de la proteina
bouganina modificada comprende:

YNTVSFNLGEAYEYPTFIQDLRNELAKGTPVCQLPVTLQTIADDKRFV
LVDITTTSKKTVKVAIDVTDVYWGYQDKWDGKDRAVFLDKVPTVAT
SKLFPGVTNRVTLTFDGSYQKLVNAAKX'DRICCLCLGVX*KLEFSIEA
IHGKTINGQEX®AKFFLIVIQMVSEAARFKYIETEVVDRGLYGSFKPNF
KVLNLENNWGDISDAIHKSSPQCTTINPALQLISPSNDPWVVNKVSQI
SPDMGILKFKSSK

en donde:

X'esToAoQ;

X2esGoA:;

X®es Qo G;

X*esNoDoToAoRoaoEoGoHoKoS;y

X°es Qo A (SEC ID N2 12).
3. Una proteina bouganina modificada de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o0 2, en la que X' es A.
4. Una proteina bouganina modificada de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o0 2, en la que X2 es A.
5. Una proteina bouganina modificada de acuerdo con la reivindicacion 1 0 2, en la que X* es N.
6. Una proteina bouganina modificada de acuerdo con la reivindicacion 1 0 2, en la que X° es A.

7. Una proteina bouganina modificada de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la bouganina modificada
comprende la siguiente secuencia

YNTVSFNLGEAYEYPTFIQDLRNELAKGTPVCQLPVTLQTIADDKRFV
LVDITTTSKKTVKVAIDVTDVYVVGYQDKWDGKDRAVFLDKVPTVAT

SKLFPGVTINRVTLTFDGSYQKLVNAAKADRKALELGVNKLEFSIEAIH
GKTINGQEAAKFFLIVIQMVSEAARFKYIETEVVDRGLYGSFKPNFKVL
NLENNWGDISDAIHKSSPQCTTINPALQLISPSNDPWVVNKVSQISPD
MGILKFKSSK (SEC ID N°: 13).

8. Una citotoxina que comprende

(a) un resto diana unido a;
(b) una proteina bouganina modificada de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.
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9. Una citotoxina que comprende

(a) un ligando que se une a una célula cancerosa unida a;
(b) una proteina bouganina modificada de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-7

10. La citotoxina de la reivindicacién 9, en la que el ligando es un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo que se
une a una célula cancerosa.

11. La citotoxina de la reivindicacién 10, en la que el anticuerpo o el fragmento de anticuerpo se une a Ep-CAM en la
superficie de la célula cancerosa.

12. La citotoxina de la reivindicacion 11, en la que el anticuerpo o el fragmento de anticuerpo que se une a Ep-CAM
es un anticuerpo humanizado o un fragmento de anticuerpo que se une al dominio extracelular de Ep-CAM-humana
y comprende secuencias de la regién determinante de la complementariedad derivadas de un anticuerpo MOC-31.

13. La citotoxina de la reivindicacién 12, que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N¢: 16.

14. La citotoxina de la reivindicacién 10, en la que el anticuerpo o el fragmento de anticuerpo se une a un antigeno
asociado a tumor en la superficie de la célula cancerosa.

15. La citotoxina de la reivindicacién 14, que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N¢: 28.

16. Un uso de una citotoxina de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 15 en la fabricacién de un
medicamento para inhibir o destruir una célula cancerosa.

17. Una citotoxina de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 15 para su uso en la inhibicion o la
destruccién de una célula cancerosa.

18. Un uso de una citotoxina de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8-15 en la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento del cancer.

19. Una citotoxina de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8-15 para su uso en el tratamiento del
cancer.

20. El uso de la reivindicacién 16 o 18, o la citotoxina para su uso de la reivindicacion 17 o 19, en el que el cancer se
selecciona del grupo que consiste en cancer colorrectal, cancer de mama, cancer de ovario, cancer pancreatico,
cancer de cabeza y cuello, cancer de vejiga, cancer hepatico, cancer renal, melanomas, cancer gastrointestinal,
cancer de prostata, cancer pulmonar microcitico y no microcitico, sarcomas, gliomas, linfomas de linfocitos T y B.

21. Una composicién farmacéutica que comprende la citotoxina de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 8 a 15 y un vehiculo diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptables.

22. Un procedimiento para preparar una composicién farmacéutica para el tratamiento de un animal con cancer que
comprende

(a) identificar epitopos de linfocitos T de la bouganina;

(b) modificar uno 0 mas restos de aminoacidos en un epitopo de linfocitos T para preparar una bouganina
modificada que tenga una propension reducida para activar linfocitos T de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7;

(c) preparar una citotoxina que tenga un ligando de unién a cancer unido a la bouganina modificada; y

(d) suspender la citotoxina en un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptables.

23. El procedimiento de la reivindicacion 22, en el que el cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer
colorrectal, cancer de mama, cancer de ovario, cancer pancreatico, cancer de cabeza y cuello, cancer de vejiga,
cancer hepatico, cancer renal, melanomas, cancer gastrointestinal, cancer de préstata, cancer pulmonar microcitico
y no microcitico, sarcomas, gliomas, linfomas de linfocitos Ty B.

24. Una molécula de acido nucleico que codifica una bouganina modificada de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7.

25. Una molécula de acido nucleico que codifica una citotoxina de acuerdo con la reivindicacion 8-15.

26. Un péptido epitdpico de linfocitos T que tiene una propensién reducida para activar una respuesta inmunitaria en
comparacioén con el epitopo de linfocitos T no modificado que comprende una secuencia modificada que comprende:
AKX'DRKXCLXLGVX*KL

en la que al menos uno de X', X x® y X* esta modificado desde la secuencia no modificada de las siguiente manera:

X'esToAoQ;
X2esGoA:;
X’esQoG;y

100
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X*esNoDoToAoR0OQoEoGoHOKOS (SEC ID N2 8).
27. Un péptido epitdpico de linfocitos T que tiene una propension reducida para activar una respuesta inmunitaria en
comparacioén con el epitopo de linfocitos T no modificado que comprende una secuencia modificada que comprende:
LGVX*KLEFSIEAIHG
enlaqueX*esNoDo0ToA0OROQOE0GoHOKOS (SECID N2 9).
28. Un péptido epitdpico de linfocitos T que tiene una propensién reducida para activar una respuesta inmunitaria en
comparacioén con el epitopo de linfocitos T no modificado que comprende una secuencia modificada que comprende:
NGQEX®AKFFLIVIQM
enlaque X° es Qo A (SEC ID N2: 10).

29. Una molécula de &cido nucleico que codifica el péptido epitdpico de linfocitos T de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones 26 a 28.

30. Una proteina bouganina modificada que tiene una propensién reducida para activar una respuesta inmunitaria en
comparacién con la bouganina no modificada que comprende la secuencia:

YNTVSFNLGEAYEYPTFIQDLRNELAKGTPVCQLPVTLQTIADDKRFVLYV
DITTTSKKTVKVAIDVTDVAVWGYQDKWDGKDRAVFLDKVPTVATSKLFP
GVTNRVTLTFDGSYQKLVNAAKVDRKDLELGVYKLEFSIEAIHGKTINGQ
EIAKFFLIVIQMVSEAARFKYIETEVVDRGLYGSFKPNFKVLNLENNWGDI

SDAIHKSSPQCTTINPALQLISPSNDPWVVNKVSQISPDMGILKFKSSK
[SEC ID N°: 129].
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YVEE-845 Pagine 1 de 2

GAAITCCTUCQGGTCT&TEGAACS#TAAATCCCCAICAAﬁﬂTTCTAFTTCAAGEAGACAG?CATA:ESAAAYACCTATTGCCTnc

r PeB3

LI S S S S

GETASCLGCTAGATTETTAT TACTCOL TRLCCAACLAGCGAT GELOBAAGTACAGC TOGTTCAGTCIGELCCREETCTTOTTCRA
PaiB : maie g8 VH ﬁ

4 & A G & L L L A A O P« B A E VoL VY CS E P L YO
CCCRGTEGT TCCETTCGTATC TCT TeLCLTaCTTCVRATTACACAT TEACCARL TACGUTANGAAL YOGE TCAAACAGRE TLEGS
P ¢ ¢ & ¥ R | 5 €C A A S C Y F F T N ¥ & HNWVY £ 0 4 p
GTARAGGCL TERAATRGATREGE TEBATCAACALL TACACCOSTGAAY CCACE TACGCIGACTCCY ICARAGGTEGC T TLACTTY
& K 6L Ewmn G w i NT Y YT EE §$ T Y aDS§F K GCRF TF
CICCCICEACACRAGTGCTARTOCTSCATACETCCARATCAALT CLETRCRTECAGAGGATALAGCAGTCTA [ TACE CEGCLLET

5 L DT 8 A S5 A A Y L B I NS LRAELCDT AUV Y ¢ £ AR

TTCOL TATCAAAGRYEACTAE TGEOGYCAACCCACCC YRCTCACCOY Y ICCTCEOTU T AUC AT CAAACOCCCATERRTE T TCLCCT
3treme de YH inicio de TH
F A + kR ¢ 0 ¥ W ¢ 0 ¢ 1T L L 7 ¥V 8 § a4 8 7T kKEC® 5 V F P

BRCACLCTCC TELAMGAGE ACCTC TRRGHREALARCGEEICTRGRCTREC TAGTEL AARGAL TACTTCCCORAALC CRTAACGRT
L AP S 5 K ST S 36T aALELCLYEKDYFPEPVI Y
GTCGTLGAAC TLARGLGLCe TRAL LARCGOER TRCAL ACC T TCCLGRE TGTCLTACAGTLLTCAGSACTC TAL TCCL TCARGAGE
5 W 4 § G A LT § &Y # FF P A4 v L QS S G 4L ¢ 5 L § 8
GIGGTUACLGTGCCE1EC&G(;-QGC"15GW&CCE‘AGACI:TN'J"C3EZAAEG]GMIC&CA#GCCE&GC.UACDCCA\&GS‘GGACA
v v T VP §8$ 3 L GT 2T VY I & NV NHKKKZEPSNTEGKVD

ACGAAAGTTCAGCCCARATCITATACCAGECACAGUCAGLCCAGACGE TEEOAGCABC YL TACAACACCETR YCATTTAACCTTES
extremo dg CH § o garce o Furing W inicio d@ DE-Bouganina 155

K £ ¥ £ P £ 8 C T R BHREB PR CWEOLVY®HNTVES T KLG
AGAAGLT TATRAGTACCTCACT 1 TTATACAAGAT TTGCOCAAT GAAT TGRE TAAGEOCADACCAG T ATSTC 2ACTTCCAGTEACA
I & YL Y P T F ) OOCLRKNEWLSEETPVYCSCO LA vV T
CYACABACCATACUUGATGACAAGERATYYLVIC TASFTGATATCAC TACGACE TCGAAC AAAALALT FAAGC TICCTATACATE
LO\'IADQR.RFVLVDITFTSKKIYKU’AID
TGACASATCTGTATCTTGIGGEE | TATCAAGACAAATGEGA TRCCAAAGATLCAGCTGTT 1 FCC TIGACAABGT TCCTAL TRTTELE
v T 0 ¢ ¥ ¥ ¥ € ¥ € 0 K WpG6KDERAVF LD KV P T ¥ a
AACTAGTAARCTTFTECCAGGOCTEACTAATCOTG TAACCY TAACAT T TGATECCAGC TATCAGAAAL T TLTCAATCE TECLAAA
T 5 K L F P B ¥V T NEBRBY T LT F O G § Y @KL VN A AE
GCTCATACAAACCCITCTC CARCTCCCOCTTAACAAATTCCAATTY TCCAT TCAACCAA TCUATCRTAAAACCATAAATCC TCAAL
4 6 R X A L E L 6 v N K L EF 3 ! E A 1 W 35 KT | N & 8
ASCCAGLCAACTTETTTCTTATTETCATCCAZATBET T TCACAGECACC TCOETTEAAATATATTCACAC TGACCTECTTEATAD
£ A a K F F L I ¥ 1 0 M VY S & A4 ARFIKY I ETEUVVY DR
ARCATTATATCCATCAT TCAAMCCTAATTT TAAACTAT TCASCTTCOAC AACARTFECUELCACATCTCTRATRCCAYTCACARA
G L Yre s FfF K P W F XV LELEHNHSER®WYZSEZOD I §D 8 3 HK
TCATCCLCACARTETACCACTATTAATCCGECALTICAGTITEATAAGCCCCTCARATRALTCCATSCETIGTARATAAAGTGAGTC

SSPDGTTINPALQLISFSNDPVVVNK\J-S

FIGURA 2B
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VBE-845 Piginaz de2

ABATTAGTCCCGATATGRCTATCCTTAAGTTTAAAAGE TCCAAATAGTGATCTAGAGTCGACCTGCACGYCTATGRAACCATRAA 1615
h extremo de DE-Bouganina 156

Q1 SPOHECILEKFIXS S K .

TGCCUATGAAAATTCTATTTCAAGGAGACACTCATAATGAAATACCTATTGCCTACCGCAGCCGCTGCATTGTTATTACTCGETE 1700
PelB s——————

4 K ¥ L L P T A AAGLTLLL A

CCCAACCAGCGATGGCGCACCATCATCACCATCACGATATCCAGATGACCCAGTCCCLOTCCTCCUTCAGTFGCTTCTGTTGGTGA 1765

e 0|3 e[ GHiE ] inicio de VL
A @ P A HAFKHMHHGHHMEG OTI1! 0H8TOQCS PSS S5LS A SVGED

-

CCGTGTTACCATCACCTGECGTTCCACCAAATCCLTCCTGLALTCCAACGETATCACCVACCTTTATTCGTATCAACAGAAACLG 1870
R vV 7T I T CR ST KB SLLHS NG I TYLYWYOQSOQKTFP

GGTAAAGCTCCGAAACTTCTGATCTACCAGATGTCCAACCTRGCTTCCGGTGTTCCGTCTCGFTTCTCCAGTTCTCOTTCTGGTA 19565
G K AP KL L } ¥ OMN S NL A SEEGVFPF SRF S S S G S G

CCBACTTCACCCTRACCATCTCTTCTC TGCAGCCBGRAGACTICGCTACCTACTACTGCGCTCAGAACC TGGAAATCCCGCGTAC 2080
T OFTLTT 18§ 5L OFP EDF & T Y Y CAONLETILPRT

'CITEGGI’CM:GGTACCAAAET‘IG#ACTTAAGCGL‘ACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCITCCCCCATCTG&TBAGCAG‘I’TB 2125
extremo de VL ﬂm inicie de CL
F GO0 6 T K VEULIEKRTUVYAAP S VY F | F PP 3 9? E QL

AAATCTGGAACTBLCTCTGITGTGTEBCCTGLTGAATAACTTCTATCCCACAGAGGCCAAACTACACTCGAAGGTGGATAACECEE 2210
K 8§ C 7T A 858 V VY CLLNWNZFUYPREAEKDYOWIEVDNA

TCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCACCAGCACCCTGACGCTGAG 2285
LG s e NSODESVTEQODSEKDSTY L SETLTLS

CAAABCAGACTACBAGAAACACAAAGTCTACGLCTACGAASTCACCCATCAGGBCCTGAGCTCACCCATCACAAAGAGCTTLAAL 2380
K A& DY E KHK VY Y A CEVYTHUOGLS S5 PVY T K SF N

AGGGGAGAGFGTTAGTAGCTCRAG 2408

extremo de CL
R G EC ., .

FIGURA 3B CONT.
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Mapa del vector de expresion. Los inscrtos se ligan en ¢l vector 3302 usando los sitios
de restriccién EcoRI y Xhol

Sstl

pING3302

(5400 pb)

FIGURA 4
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VB5-845 Pagina 1 de 2

GAATTCCTGCAGGTCTATCGAACCATAAATGCCCATGAAAATTCTATTTCAAGCAGACAGTCATAATRAAATACCTATYECCTAC 85
Pelb ssm———

HmK Y L LEPT

GGCAGCCGCTGGATTGTTATTACTCGCTGCCCAACCAGCGATRGCGGAAGTACAGCTGGTTCAGTCLEECCCGGGTLTTGTTCAA 170
EE—— | : — inicic de VH

A A A G L L L L AADODPAMAEVOILVOQSTEGEG®POGBGBL V QD
CCGGRTRETTCCRTTCETATCTCTTGCBCTGCTTCTGGTTACACGTTCACCAACTACGCCATGAACTCGCTCAAACAGGLTCLGG 255
P 6 G S v R 1 8§ C A A S G Y T F T NYCH NWV K 0 A P
GTAAAGGCCTGGAATGGATGEECTGGATCAACACCTACACCGETGAATCCACCTACGCTGACTCCTTCAAAGGTCGCTTCACTTT 340
6 K 6 L EWMGW I NT Y TG E ST Y A DS F K ERF T F
CTCCETCGACACAAGTGCTAGTGCTGCATACCTCCAAATCAACTCGCTGCGTGCAGAGGATACAGCAGTCTATTACTGCGCCLGT 425
S LOT S A S A A Y L OIDINSLRAEDT AV Y Y L AR

TTCBCTATCAAAGGTGACTACTGGGGTCAAGGCACGCTGLCTBACCGTTTCCTCGBLC TAGCACCAAAGGCCCATCGGTCTTCCCCE 510
extremo de VH  me— e— nicio dé CH

F A 1 K GO Y WG 0 G T LULTV S5 S A STIKGP SV F P
TEECACCCTCETCCAABAGCACE TCTGEGEECACAGCGECEC TERECTECCTEETCAARGACTACTTCCCCEAACCEETGACRET 595
L AP S S ¥ ST S 6 6 T A ALGCLVY KDY FPEPV TV
GTCGTGRAALTCAGGCGCCCTGACCAGCRGCETGCACACCTTCLCAGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTECTACTCCCTCAGCAGE €80

S WNIS G ALT S GV HTF®PAVY L OSSGLY S L S &
GTBGTBACCGTRCCCTCCAGCAGC TTGGGCACCUABACCTACATETGCAACGTGAATCACAAGCCCABCAACACCAAGGTERALA 765
v v T v P § § §L GG T OTY 1 CNVNHIEKZPSNTYIKWVD

AGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTTAGTGATCTAGAGTCGACCTGCAGETCTATGEAACGATAAATGCCCATGAAAATTCTATTTC 850
extremo de CH

K K v E P K S C

AAGGAGACAGTCATAATGAAATACCTATTGCCTACGGCAGCCGCTGGATTGTTATTACTCGCTGCCCAACCAGCGATGGCECACE 935
I PelB i[6x_
m K Y L L P T A A A G L L L L A A 0P A MM A H

ATCATCACCATCACGATATCCAGATGACCCAGTCCCCRTCCYCCCTGAGTGCTTCTGTTEGGTEACCRTGTTACCATCACCTECCG 1020

BxHIs inico de VL
H H H HHD I 0OM T QS P S SL S ASV EQCRV TI TCR

TTCCACCAAATCCCTCCTGCACTCCAACGGTATCACCTACCTTTATTGETATCAACAGAAACCGGGTAAAGCTCCGARACTTCTG 1105
S T K S5 L L H S§NG I T Y LY WY ODOKPGEEKAPIKTLL

FIGURA 5B
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VB5-B45 Pigina 2 de 2

ATCTACCAGATGTCCAACCTGGCTTCCGETATTCCGTCTCGTTTCTCCAGTFTCTGBTTCTGETACCGACT TCACCCTGACCATCT 1190
[YOMSNLASGVPSRFSSSGSGTDFT_LT]

CTTC TCTGCAGCCGEAAGACTTCGCTACCTACTACTGCGE TCAGAACCTEGAAATCCCGCGTACCTTCBRTCAGEGETACCAAAGT 1275
§ 8 L. O PEDF AT Y Y C A& OMNILETIIPRTTFG8QQGETK V

TGAACTTAAGCGCACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGUCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTETT 1360
de VL wdl inicio de CL

E L KR TV A A P SV F 1 F PP SO0EUDOLZKSE&TASV

GYGTGCCTBBTGAATA#CTICTATCCCAG#GAGBCCA&AGTAEAGTGGAAE&TGGATAACGCEETCCAATCGGGIAAC‘ICCEAGG 1445
v C L L N NF Y P REAIHKV OWZIK V DN ALOGOSIGNZS O

AGAGTGTCACAGAGCAGEACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACECTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACA 1530
E S v T EQD S KD ST Y 8§ L & §TLTUL GBS K ACYE K H

CAAAGTCTACGLCTGCGAAGTCACCCATCAGEGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGLTTCAACAGGGGAGAGTGTTAGTAGCTC 1815

extremo de CL
K v ¥y A C EV T HDOG L S 8 P VT K STF NRGEGETC

GAG 1618

FIGURA SB CONT.
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VERB45 CLeBoug Paginaf de 3

BAATTCOTGUAGGTCTAT GRAACCATAAATGLC AT CARAATTCTAT T TCARGLACACALTCATAATRAAATALLTATTCLLTAL
: Peil

L O T

GGCAGLCELTGEATTETT ATTALTCGCTHCUCAACCARCEATERIGTAL CATCATCACCATLALCAARTATABCTSBTTLAGTLL
BB ] dxHis e inicic de VH

A A A G L L L L oA A QP AR A H A HHAHEHMEEVY QL VYOS
AR ARG YT GT I CAA LG TRGTIT LTI RTAT O IC TT G AT TRC T TE TRE T TACACGTTCADCAACTALBGLATRAALT
GOF G L VW D & 8 &S V E IS C A AS &Y T F T N Y B AN
GLATCAAMCARSETCCOG BT AR AGGCCTREAATLOATRAEC TERATOAACAC TAL ACCOBTRAATLCACCTACCOTSALTCLYY
W ¥V K O & P G K 6 L E W M 6 W I N T Y F B E S T Y A D SEF
CAAABGTLECYTCACTI T CTECOTCRAL ACAASTEU TAGTGLTELAT ACLTCCARATCAAC TLBLTHCG THC ACAGBBAT ACABT A
¥ 4 R F T F § L B T % A % A& & ¥ & 0 I N B L R A E D T 4

STLTATTACTHOGLOCET TTCSU TATCAARBE TEAL T AL TEGGRTCAARGEAL O TEL FRACCET TTCC T GEC TABCACL 454G
axtremo de VH weweemmae nicio de CH

v ¥ Yy £ 04 R F A& ¥ K B D Y W B B8 B T L L T V¥ B 3 A F T K

1

SOECATCROTETILOCCE THRCACCETOE TC CARBABLALLTC THOREACALABC RBECLL TARBL T RECTEGTCARBBAL TACT T
w— inicio g2 CH el

g P B ¥ F P L. & F 5 B - K 3 7T 8 68 8 1T A & L 4 C L V £ D Y F
COCUEAACIGRTRACGET GTCOTRESAACTCAGOUGLLLTCAUCACLEBCE TECACACCTTCCLGGE TR YCUTALAGTIL ¥CALES
P F Y T W OB W N B 8 AL T H B V¥V H Y F P AW E O G & &
CTCTACTLOCOTOAGCAGE GTOLTEACCOTIGUOUTECAGCAGT TTCGGLADLTAGALC TACATLTRCAALGTEAATOALANGLCCA
LY 8 ¢ & & w v T ¥ P 5 858 8§ 4L & T C T ¢ [ & N ¥V N HEK P

B8 AACACLAAGOTEGACA ABAAALTTGAGEC L ARA T Y TRTTALTOATC TAGARTEGAZLTACABGTCTATAEAACBATAAATES
extremo de CH

S N T K v 0O ¥ K ¥ £ P K % C

CLATEAMSATTILTATTTC AAGRABACARTCA TA‘?.TG&ﬁAT!\CETAITGCCT{&CGGCAGECGCTGGATTGTTKTTJ&CT CGLTRECC
Fei
L

M K ¥ L L 2T A A K 6 L W kL oA A

AACCM}’C%TGGCG&‘&.TA TCCAGATRALLCAGTCLCCRYCLTOLUTRAL TGO T TOIGTIGRYGAC LA TRTTALLATL ACDTELLE
Felg inicio de VL

¢C P oA B AR 1 B R Y 2 3 f s & L3 45 VY E DR VY P COR

TIGUAUCRAATCLCTCLT GLACTCLARCGGTATCALL TACLT FTTATTGRTATLAACARRAMAL CRGG TAAARCTCORAARLTTUTR
§ T ¥ § L L H 3 N & 1Y Y LY W YR O K PG E AP K L L

FIGURA 8B
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VB6-845 CL-BougPagina 2 de 3

ATCTACCAGATGTCCAACCTRGCTTCCGGTETTCCGTCTCETTTCTCCAGTTCTEGT TCTGGTACCGACTTCACCCTGACCATCY
1 Yy 0 m §$ N L A SB VP S RF S S5 5466 S5 6T I F T L T |

CTTCTCTGCAGCCGGAABACTTCBCTACCTACTACTGCGC TEAGAACCTGBAAATCCCGCGTACCTTCGGTCAGEBTACCAAAGT
§ § L O P E DF A T ¥ Y C A OWHNULE ] PRTFEOGTKV

TEAACTTAAGCBCACTGTGECTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATRAGLAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTT
' extremo de VL '— inicio de CL
E L KR T V A AP S5 V¥V F I F PP S DEUOLIK S GT A S V

GTGTECCTGLTEAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGEAAGGTEGATAACGCCCTCCAATCGEGTAACTCCCAGSE
¥ C L L NNFYPS&EAEKVOQWKVDNALU OSTGWNSIQT

AGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTEACGCTEGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACA
E $ v T EO0O D S KD S T Y S L 8 S5 T1LTUL S K ATDY E K H

CAAAGTCIACGCCTGCGAAGTBACCCATCAGGBCCTGAGETCBCCCG'CACAAAGAGETTCAAEAGGGGAGAGTGT&CCAGBBAC
= extremo de oL wmf] CME2E0 0 o

K v Yy 4 ¢c E VvV T HOGL S S PV T K S FNRGECLCTRH

AGGCAGCCCAGAGGCTGGGAGCAGCTCTACAACACCGTGTCATTTAACCTTGGAGAAGCTTATGAGTACCCCACTTTTATACAAG
s cngarce de Furina =mm  Inicio de De-Bouganinal56

R 0O PR GWEUOL VY NTVSFNLGEAYETY P T F I O

ATTTGCGCAATGAATTGGCTAAGGGCACACCAGTATGTCAACTTCCAGTGACALTACAAACCATAGCCGATGACAAGCGATTTGT
D L RNEUL A KEBTPVCODL®PV T L OT 1 ADUDTEKRTF V

TCTAGTTGATATCACTACEACCTCGAACAAAACAGT TAAGGTTGCTATAGATGTCACAGATGTETATGTTETCGGTTATCAACAL
L vDp 1! TTT S KK TV KV A I DV TDODV Y V V G Y 00D

AAATGGBQTBGCAAAG&TCBhGCTGTTTTCCTTGACAAGGTTCCTACTBTTGCAACTAGTAAACTTI?CECAGGBBTGACTAATC
K wW DG KD R AV F L DKV PT VAT S KL F P BE VY TN

GTGTAACGTTAACATTTGATGGCAGCTATCAGAAACTTGTGAATGCTGCCAAAGCTGATAGAAAGGCTCTCGAACTGGEGGTTAA
RV T L TF DG S Y 0 KL V NAAIKAMDRIKALTEILTUGVHN

CAAATTGGAATTTTCCATTGAAGCAATCCATGGTAAAACGATAAATGGTCAAGABGGCAGCCAAGTTCTTTCTTATTGTCATCCAA
K LEF S 1 EAI HGK T IT NEDEAAKTFFL IV IO

ATGGTTTCAGAGGCAGC TCGGTTCAAATATATTGAGACTGAGGTGGTTGATAGAGGATTATATGGATCATTCAAACCTAATTTTA
M ¥ 8§ E A A R F K Y + ETE V VYV DRGILY 6 S F K P NF

AAGTATTGAACTTGGAGAACAATTGGGGCGACATCTCTGATGCCATTCACAAATCATCCCCACAATGTACCACTATTAATCCRGL
K VLNLEMNNWGEGDI SDATIHKEKSS?POQOCTT I NP A
FIGURA 6B CONT.
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ACTTCAGYTGATAAGCCCCTCAAATGAC CCATCGGTTRTAAATAAAGTGAGTCAAATTAGTCCCGATATGGRTATCCTTAABTTT 2380
extremo de De-Bouganina 156 el

L OL I § P SND P WV VNZEKUVY S G I &8P DHMHNGI1 L K F

AAAAGCTCCAAATABTAGCTCGAG 2404

®.¢extremo de De-Bouganina 156
K § 3 K
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VB6-845 Boug NVH Pigina1de2

GAATTCCTGCAGGTCTATGGAACEATARATGECCATCAAAATTCTATTTCAAGGAGACAGTCATAATGAAATACCTATTGCCTAL
Peil} se——

B K YL L PT

GGCAGCCECTEGATTETTATTAC TCGLTECCCAACCAGCCATGECGTACAACACCGTOTCATITAACCTTEEAGAAGE TTATGAG
Peld ' | inicio de De-B 156 >

A A A G L L LL A& AOP A HWARYNTV SF NLGES GTYE
raccccacl‘ﬂmucancnﬂtctc:urcu‘rm:t:'ruecccacaccncu‘lcrcaucnccncrcncumcmatcu.nc
Y P TF I 00DLRNELA AZEKTEGTPVEECOLPVITLOT.I
CCGATGACAAGCGATTTGTYCTAGT TGATATCAL TACGACCTCGAAGAAAACACTTAAGETTGCTATAGATGTGACAGATGTETA
ADODKRFVYLVY B! TT TS5 KIEKTWVEKWVYAIDUYVTODVY
TGTTGTCECTTATCAACACAAATGECATGGCAAAGATC GAGCTGTTTTCL YTCGACAABGT TCCTACTGTTGCAACTAGTAAACTT
v v &6 Y 0ODKWDGERKDRAWVFLOX VP TV AT S K L
TTCCCAGGEGTGACTAATCGTGTAACBTTAACATTTGA TGGCAGC TATCAGAAACTFGTCAATECTGCCAARGC TGATAGAAAGE
FPGY TNRVYTLTFDGSYO0EXL VHAATK ATDREK
CTCTCGAACTGGGGGTTAACAAATTGGAATTTTCCATTGAAGCAATCCATGG TAAAAC GATAAATOGTCAAGAGGCAGC CAAGTT
AL ELEVYNIEKLTETFTS I E a1l HGEKTII NGO OEASATKTF
CTTITCIYATTGICATCCAAATGGTT TCAGAGGCAGCTCGRTTCAAATATATTGAGACTGAGRTAGTTEATAGAGGATTATATGEA
FLIVIOHVSEAAlRFKYlETEVVDRﬁL!G
TCATTCAAACCTAATITTAAAGTAT TEAACT TGGABAAC ARTTGGGRCGACATCTCTGATGECATTCACAAATCATECCCACAAT
S F XK P NF X VLNLENASNMWGEGDTI SDATILHEKTSSTF PO
GTACCACTATVAATCCGGCACTTCAGT TGATAAGCCCC TCAAATGACCCATGEETTGTAAATAAAGTGAGTCAAATTAGTCCEGA
C 1T T 1 NP AL QL I 5P S NDPWV Y NEKVYSAAaISPOD

TATCCGTATCCTTAAGT TTAARAGCTCCAAAALCACCCACACGCAGCLCAGAGCCTOGOAGCACCTCGAAGTACAGCTGATTCAG
boxmrno de De-Bouganina 156 ‘_ Engarce de Furina _—-'— inicio de VH  mafl

M C I L KF K S S KTRHAROPRTGCWEU®QWLEV QL VY Q
TCCGGCCCBGGTCTIGTTCAACCCEGTGGTTCCGTICETATCTCTTCCGCTGCTTCIGG TTACACGTTCACCAACTACGGCATGA
S &P G&GLVOUOPLGGEES VYR I §C A ASGYTFTNTYGH
ACTGGGTCAAACAGGETCCOGGTAAAGGCCTECAATGEATGRGCTGCATCAACACCTACACCGRTGAATCCACCTACSGCTEACTE
N W ¥V K 0 AP G K E L EW MG W 1 NTVY T 66 E ST Y a0 s
CTICAAACGTCGCTTCACTTTCTCCCTCRACACAAGTGC TAGTGCTGCA';’ACC'CCARATCJM CTCECTGCGTGCAGAGGATACA
F K& R FTF S L DTS A S A A Y L O 1 M S5 LRAETUDT

GCABTCTATTACTGCGCCCGTTTCBCTATCAAAGGTGAC TACTGGRGTCAABGCACGCTGCTGACCETTICCTCOGCTAGCACCA
extremo de VH ﬁ\ inicio de CH g

AV Y Y C ARGF A I K GD Y W6 0CT L L YT VS S A ST

AAGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGLACCCTCLTCCAAGACCACCTCTGGGGGCACAGCEELECTEUGGETGELIGETCAAGGACTA
e inicio de CH

K ¢GPS VF PL AP S S K ST S G66TaAatc L VKDY
CTTCCCCGRACCGGTGACCETCTEGTGGAALTCAGULGE CCTGACCABELGLG FGLACACCTTCCCGGCTGTCCFACAGTCLTCA

FPEP VI VY SWNJSBSGATULTOBGEVYHTT FPAVLOSS
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VB6:845 Boug NVH Pégina 2 de 2

GGALTCTACTCCCTCAGCABCETGETGACCGYRCCCTCCAGCAGCTTGGGCALCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGE
6 L Y 5 L S S VvV I T V¥ PSS SLGET aT T XY 1 € NNVNHK

CCAGCAACACCAAGCTCCACAAGAAAGTTCACCCCAARTCTTGTTAGTGATCTAGA GTCCACCTCCAGCRTCTATCGAACGATAAA
extremo de CH

P § N T K VDK EKVE®PIKSTC. .
TGCCCATGAAAATTCTAT lIC.&AGGAGACnG'lCATA:fGAAATACC'M'TGCCT#CGGCAGCCGI: TCGATTGTTATFACTLGLTE

PelB
m KYLLP T A A AGLLLLA

CCCAACCAGCCATCCCCCACCATCATCACCATCACCATATCCACATCACCCAGTCC CCGTCCTCCLTGAGTECTTCTETTGETCA
———l

——— ol [ GxHls | Iniclo de VL
A 0 P A M A HHHHMHMNMODODII 0o# T Qs P S S L S A S V 6 p

CCCTCTTACCATCACCTCCCGTTCCACCAAATCCCTCUTCCACTCCAACGOTATCACCTACCTTTATTCGTATCAACAGAAACLE
R v I | T CR ST K S LLMS®S NG T YL Y WY 0O0ZKP

GGTAAAGCTCCGARACTTCTGATCTACCAGATGTCCAACCTGGCT TCCGRIGT TCCGTCTCGTTTETCCAGTTCTCGTTUTGETA
G K AP KL LI Y OHSHNLASGY P 5RF S5 565 €

CCGACTTCACCCTGACCATCTCTTCTC TGCAGCCBGAAGACTTCGCTACCTACTAC TRCGE TCAGAACCTGRAAATLLCGLGTAC
T O F T LT I1I §S%S L OFPEDTF &A&TY Y CAQCNULTETLPRT

CTTCGGTCAGGBTACCAAAGTTGAACT TARGCGCACTGTGGCTECACCATCTGTCT YCATCYTCCCGCCATCTGATGAGCAGT TG
extremo de Vi sl se—— inicio de CL

F G o6 T K VY ELKRTV A APSY F I FPPSDEDTL

AAATCTGCAACTGCCTCTOTTATETGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGC CARAGTACAGTGGAAGRTGGATAACGCCE
XK 8 6 T A SV V CLLNNTFZYPREATIKDYVOEWIEKVDNA

TECAATCGEGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAECAGGACAGCAAGGACAGCACC TACAGCLCTCAGCAGCACCCTGALGLTGAG
L OS é¢mHwW S5S0CE SV FEOD S KD ST ¥ 5 LSS5 TLTL S

CAAAGCACAC TACGAGAAACACAAAGTCTACGELTGCGAAGTCACCCATCACBGLE 'I:GAGC'ltGCtCGTtACAR&BAGCTTCRM:
K A DY E K WK VY A CEWVTHOG L S S5 P VT K S F N

ACBGOABACTGTTAGTAGCTCGAG 2404
= extremo de CL

R CEC . .
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GAATTCCTGCARGTCTATGGAACGATAARTECCCATGARAATTCTATTTCAAGGAGACAGTCATAATGAAATACC TATTGCCTAC

n K Y L L P T

GGCAGCCGCTGGATTCTTATTACTCGETGCCCARCCAGCGATGGEGCACCATCATCACCATCACGAAGTACAGCTGGTTCAGTCL

PelB [ GxHis___ ] inicio de VH e—|p
A A A 6 L L L L A AQPFP AH ARHHBHGHBEGAWEWVDL v o §

BGCCCGGGETCTTGTTCAACCBEBTCRTTCCATTCOTAYCTCTTGCGCTACTTCTREYTACACGTTCACCAACTACGGCATGAACT
cPEGL Y OPGEG S VR 1 SCAASEGEGY T FTANY G 1N
GBGTCAAACAGGE TCCGGGTARAGGCCTEGAATGEATBGGL TEGATCAACACCTACACCGG TEAATCCACCTACGC TEACTCCTT
WV %¥ @ AP G K GLEWMNGWIEI NTYTGEESTY ADSF
CARAGGTCGETTCACTTTCTCLCTCRACACARGTGCTAGTGETECATALCTCCAAATCAACTCGETGCGTGCAGAGGATACAGCA

K CGRF TF S L DTS A S A AY LOQI N S5LRATE O T A

CTCTATTACTECGCCCGTTTCGCTATCAAAGETBACTACTEGCE TCAAGGCACGC TECTEACCEGTTTCCTCRGLTA GCACCARAG
extremo de VH wemsesmasmnlam inicio de CH =

vYYCARTFAI KEDY WG O0CGET L LT VS S A S TK

GCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCYCCTCCAABAGCACCTCTGGGGCCACAGCCGLCCTGGBCTGCCTGBTCAA GGACTACTT
S ¢ xtreme de CH .

G P S VF PL AP SSKSTSGEGETARWLGECLV K D TYF
CCCCBAALCGGTEACEOTGICGTRCAACTCACGCGCCCTBACCAGEGBCCTGCACALLTTCLCGRCTCTCCTACAG TCCTCAGCA
PEP VT VS WNS .G A LT S G VY HTF P AV LG 5 S5 G
CTCTACTCCCTCAGCAGCGTGRTGACLAYGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACG TGAATC ACAAGCCCA
Lt ¥Ys LS SV VY TWVPS S S§LGEGTYT OTY I TNV NHKTP

GCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGT TEAGCCCAAATCYTGTTAGTGATCTAGAGTCGACGCTGLAGGTCTATGGAAC GATAAATGEC
extremo de CH

$ N T K VDK K Vv EP K S5 C .

CCATGlMA‘I'I‘t‘l‘.ﬂ'lTTCAAGGAGﬁCAGTCA‘I’A:\'I'GMIATACCY&TTGCCTM:GGI:AGCCGClGGnTTB‘"M‘TnL‘.‘I‘tGC‘I’GtCI’:
PeiB
H K Y LEPTAAAGLL L L A A

AACCAGLGATGGLGTACAACACCGTGTCATTTAACCTTRGAGAAGC TTATGAGTACCCCACTTTTATACAAGATTT GCGCAATGA
anse P | emaenlf esm——ricio de De-Bouganina 166
C P A M A Y NT V S FNUL1TGE AYETYPTF I 0 DL RNE

ATTGGC TAAGGGCACACCAGTATGTCAACTTCCAGTGACACTACAAACCATAGCLGATGACAAGCEATTTGITCTAGTTGATATE
L AK G TF VCOULPVY TLOT 1 &A40DPKRTFV L Vv Ol

ACTACSACCTCGAAGARAACAGTTAAGGTTGCTATABATETRACAGATGTGTATETTCFCGGTTATCAAGACAART GEGATGCCA
T TTF S X KTV XV a1l DV TDVY VVGEY QDK WD E

AAGATCGAGCTGTTTTCCTTGACAAGGTTCCTACTGTTGCAACTAGTAAACTTTTCCLAGGGGTGALTAATCG TGTAACETTAAC
K O R AV FLDIKWV®PT VYV ATSEKLF®PGCVTINR RV T LT

ATTTCATGGCAGC TATCAGARACTTGTCAATGCTCCCAAACCTCATAGAAAGGCTCTCCAACTGEEELTTAACAAR T TGGAATTT
F OGS Y O KLWVHNAAKAKKDREKH ALEHLGEGVHK L EF

TCCATTGAAGCAATCCATGLTAAAACGATAAATGGTCAAGAGGCAGCCAAGTICTTTCTIATTGTCATCCAAATOR T FTCAGAGE
5 | E Al H & KT HIHNGOEAAKTFTFL I VI 08wV §5E
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CAGCTCOGTTCAAATATATTGAGACTGAGGTEGTTCATAGAGGATTATATEEATCATTCAAACCTAATTTTAAAGTATTGAACTT
A AR F K Y I ETEWVVDRGLYGE S5 F KPMHF kK Vv L N L

GGAGAACAATTGGGGCGACATCTCTGATGCCATTCACAAATCATCCCCACAATRTACCACTATTAATCCGGCACTTCAGTTGATA
ENNWGD I 5D A1 HKSSPOCTT I NPALTUDOLI

AGCCLCTCAAATGACLCATAGGTTIGTAAATAAAGTGAGTCAAATTAGTCCCGATATGERTATEC TTAAGTTTAAAAGE TCCMA;

s P s.N O P WV VN K V 8 0TLl 8P DHG I L KF K § 8K

CCAGGCACAGECACCCCAGAGGCTGGCAGCAGLT CG# FATCCAGATGACCCAGTCCCCGTCCYCCCTGAGTELTTCTGTTCEGTGA
sssssss——  Engarce de Furina inicio de VL
TRHROPRGWEGLUIOHTOSPSSLSAS\'Cl:l

BCBI‘BTHCC.\IClCCTGCCGI’FCL’.kCCMAICCCTCCTGCAC'CCAAtGGH'ICM:C'lACCTTTATTGOTA?CAM:AGA!ACCG
R v [ P T CR § T K S L L H S NGEG T Y LY w Y 0 QK P

BGTAAAGCTCCGAAACTTCTGATCTACCAGATGTCCAACCTOGCITCCGGFGTTCCGTCTCGTTTCYCCAGTTCTGGITCTGLTA
G K AP K LL I ¥0HM S HNLOASGEV P SRF S S SGC S G

CCCACTTCACCCTGACCATCICTTCICIGCAGCCGGAAGAC TTCGC TACCTACTACTGCGCICAGAACCTRCAAATCCCCCRTAC
T F YT LTI & 5L 0P EDODF AT Y Y CaAQ@NULEI PR T

CITCCGTCAGGGTACCAAAGT TGAACT TAAGCGCACTGTGCCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCBCCATCTGATGAGCAGTTG
extremo de VL woumel eese—  inicio de CL  r—

FCQGT KV ELEKTE RTTYAAPSVEFEI11FPPSODESG G@L

AAATCTGGAACTGLCYCTCTTCTCTCCCTCCTEAATAACTTCTATCCCACACACCCCAAACTACACTCCAACCTCCATAACCCCC
K § G T A S V¥ ¥V CL L NNTFUYUPREA SAWK V 0D WK V D N A

TCCAATCGGGTAAC TCCCAGGAGAGTGTCACAGAGTAGGACAGTAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACECTGAR
L 0 S G NSODE SV T EAQ@DSZUKDL ST Y SLSSTLTL S

[ARAGCAGACTACCAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGL TCCCCCGTCACAAAGAGCTTCAAL
K A DY E K H K VY Y acEV THOEEL S SP VY T K S F N

AGGGGACAGTGTTAGTAGCTCEBAG 2404
= extremo de CL wef]

R G & C . .
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VBG6-845
VVB6-845-C_-de-bouganina

VB6-845-C-de-bouganina

VB6-845

— 62 T T — 62

NR . NR
Anti-4D5 Anti-Kappa

cadena-L

Las figuras ilustran la expresion de VB6-845 y VB6-845-C -de-bouganina en el sobrenadante de células E104
inducidas a escala de laboratorio (matraz agitador). Una parte alicuota del sobrenadante, 16 ul, se cargdé en
condiciones no reductoras en un gel de poliacrilamida SDS-PAGE y se analiz6 por transferencia de Western usando
un anticuerpo anti-4D5 policlonal de conejo, seguido de un anticuerpo anti-conejo de cabra (1/2000), o anti cadena
L-Kappa humana de cabra conjugado con HRP (1/1000), para confirmar la identidad y el tamafo de la proteina
recombinante. La flecha indica la longitud completa de VB6-845 y VB6-845-C\-de-bouganina. La transferencia de
Western del sobrenadante del cultivo E104 no inducido reveld bandas no correspondientes lo que demuestra la
especificidad de los anticuerpos.

FIGURA 8
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Intensidad de Fluorescencia

Reactividad de VB6-845 y VB6-845-Ci-de-bouganina, detectada por citometria de flujo. La reactividad y la
especificidad de VB6-845 y VB6-845-C|-de-bouganina se evaluaron con las lineas celulares Ep-CAM-positivas, CAL
27 y NIH:OVCAR-3 y la linea celular Ep-CAM negativa A-375. Brevemente, se incubaron VB6-845 y VB6-845-C_-de-
bouganina con 0,45 x 10° células durante una hora en hielo. Después del lavado, VB6-845 y VB6-845-Cy-de-
bouganina unidas a la superficie celular se detectaron con anti-bouganina de conejo durante una hora en hielo. Las
células se lavaron y se incubaron con anti IgG de conejo de oveja conjugado con FITC durante 30 minutos en hielo.
Posteriormente, las células se lavaron, se resuspendieron en PBS con FCS al 5 % que contenia yoduro de propidio
para evaluar la unién de los anticuerpos por citometria de flujo.

No se detectaron cambios en la fluorescencia media después de incubacion con VB6-845 y VB6-845-C.-de-
bouganina con A-375. Por otro lado, se observé un cambio en la fluorescencia media con las lineas celulares Ep-
CAM positivas, CAL 27 y NIH:OVCAR-3.

FIGURA 10A
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Intensidad de Fluorescencia

Reactividad de VB6-845-gelonina en comparaciéon con VB6-845.

La actividad bioloégica de VB6-845-gelonina se comparé con VB6-845 por citometria de flujo. La reactividad y la
especificidad de VB6-845-gelonina y VB6-845 se evaluaron con las lineas celulares Ep-CAM-positivas, CAL 27 y
NIH:OVCAR-3 y la linea celular Ep-CAM negativa A-375. Brevemente, VB6-845-gelonina y VB6-845 se incubaron
con 0,45 x 10° células durante una hora en hielo. Después del lavado, la VB6-845-gelonina y VB6-845 unidas a la
superficie celular se detectaron con una etiqueta anti His de ratén durante una hora en hielo. Las células se lavaron
y se incubaron con anti IgG de ratén de oveja conjugado con FITC durante 30 minutos en hielo. Posteriormente, las
células se lavaron, se resuspendieron en PBS con FCS al 5 %, que contenia yoduro de propidio para evaluar la
unién de los anticuerpos por citometria de flujo.

FIGURA 10B
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Ensayo de competencia - VB6-845 y Proxinium - NIH:OVCAR-3

120

100

80

i VBG-845 1,0 pg/l
Qe VBG-845 -10 ug/l

60 - Ap 4B5-PE frente a VB6-845 (10 pg/mi)

.

.,
*u

40

[0JjU0D B BjUaL§ UQIUN 3P %,

....
e

20

0 20 40 60 &0 100

Concentracion de Proxinium - pg/ml

Condiciones:

- 0,3 x 10° células/grupo.

- concentraciones de VB6-845 y Proxinium mezcladas en iguales volimenes.

- 1 h de incubacién en hielo.

- dilucién 1/200 de anti-bouganina de conejo-biotina como 2° Ab-1 hora en hielo.
- fluorocromo — dilucion 1/120 de estreptavidina — citocromo — 1/2 h en hielo.

- 100 % unido — 0 ug/ml de Proxinium.

Ensayo de competencia entre VB6-845 y Proxinium™ por citometria de flujo:

VB6-845 a 1 y 10 pg/ml y concentraciones en aumento de Proxinium™ que variaban de 0 a 100 ug/ml, se incubaron
con células NIH:OVCAR-3. Después de 1 hora de incubacién a 4 °C, las células se lavaron y la unién de VB6-845 se
detecté con un anti-bouganina de conejo biotinilado seguido por estreptavidina-citocromo.

Se realiz6 el mismo experimento con 4B5-PE que se us6 como un control negativo.

FIGURA 11
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Ensayo acelular
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Concentracién pM

Las proteinas VB6-845 y de-bouganina purificadas, a diversas concentraciones se incubaron a 30 °C durante 90
minutos con la siguiente mezcla:

Lisado de reticulocitos de conejo Flexi 35 pl

Mezcla de amino&cidos, sin leucina 1wl
®H-leucina 5l
Cloruro de potasio 1,4 ul
RNasin 1l
ARN control luciferasa, 1 mg/ml 1ul

Hasta un volumen final de 50 ul

Después de completarse la reaccion de traduccién, se tom6 una muestra de 2 pl, se mezclé con 98 ul de NaOH 1
M/H20; al 2 % y se incubd a 37 °C durante 10 minutos. La proteina traducida se precipitdé con la adicion de TCA al
25 % enfriado con hielo/casaminoacidos al 2 % y se incubd en hielo durante 30 minutos. Después el precipitado se
recogio en un filtro de fibra de vidrio Whatman GF/C (prehumedecido con TCA enfriado al 5 %) por centrifugacion a
8000 rpm durante 5 minutos. El filiro se aclaré 3 veces con TCA al 5 % enfriado con hielo y una vez con acetona.
Después de secar el filtro, se afnadié mezcla de centelleo y los recuentos se determinaron en un contador de

centelleo liquido.

FIGURA 12
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CAL 27 5 dias
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0.1 1 10 100 1000

concentracion nM

Clso
VBo6-845 3nM
VB6-845-gelonina 0,7 nM
gelonina >100 nM

Citotoxicidad in vitro de VB6-845-gelonina. Ensayo con MTS de VB6-845-gelonina en comparacion con VB6-845: se
incubaron células CAL 27 con una concentracién equimolar de VB6-845, VB6-845-gelonina y gelonina que variaba
de 100 a 0,1 nM. Después de 5 dias de incubacion, se midié la viabilidad y se determiné el valor Clso.

FIGURA 13A
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NIH:OVCAR-3 5 dias

120
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0.1 1 10 100 1000

concentracion nM

Clso
VB6-845 2-3nM
VB6-845-Cr-de-bouganina 0,6-0,7 nM
de-bouganina 30-35nM

Citotoxicidad in vitro de VB6-845-C_-de-bouganina. Ensayo con MTS de VB6-845-C,-de-bouganina en comparacion
con VB6-845: se incubaron células NIH:OVCAR-3 con una concentracion equimolar de VB6-845-C,-de-bouganina,
VB6-845 y bouganina que variaba de 100 a 0,1 nM. Después de 5 dias de incubacién, se midi6 la viabilidad y se
determiné el valor de Clso.

FIGURA 13B
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CAL 27 § dias
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concentracion nM

Clso
VB6-845 3nM
VB6-845-gelonina 0,7 nM
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Citotoxicidad in vitro de VB6-845-gelonina. Ensayo con MTS de VB6-845-gelonina en comparacion con VB6-845: se
incubaron células CAL 27 con una concentracion equimolar de VB6-845, VB6-845-gelonina y gelonina que variaba
de 100 a 0,1 nM. Después de 5 dias de incubacion, se midi6 la viabilidad y se determiné el valor Clso.
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Citotoxicidad in vitro de VB6-845-gelonina. Ensayo con MTS de VB6-845-gelonina en comparacion con VB6-845: se
incubaron células NIH:OVCAR-3 con una concentracién equimolar de VB6-845, VB6-845-gelonina y gelonina que
variaba de 100 a 0,1 nM. Después de 5 dias de incubacién, se midi6 la viabilidad y se determiné el valor de Clso.
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Citotoxicidad in vitro de VB6-011. Ensayo con MTS de VB6-011: se incubaron células MB-435S con diferentes
concentraciones de VB6-011 que variaban de 100 nM a 1 nM. Después de 5 dias de incubacion, se midi6 la
viabilidad y se determiné el valor Clso.
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