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DESCRIPCION
Bibliotecas de proteinas de fusién de transferrina
Solicitudes relacionadas

La presente solicitud esta relacionada con la Solicitud Internacional PCT PCT/US2006/023742, presentada el 19 de
junio de 2006, que reivindica el beneficio de la Solicitud Provisional de Estados Unidos 60/691.229, presentada el 17
de junio de 2005. La presente solicitud también esta relacionada con la Solicitud de Patente de Estados Unidos
10/515.429, presentada el 23 de noviembre de 2004; la Solicitud Provisional de Estados Unidos 60/485.404,
presentada el 9 de julio de 2003; la Solicitud de Patente de Estados Unidos 10/384.060 presentada el 10 de marzo
de 2003; y la Solicitud Provisional de Estados Unidos 60/406.977, presentada el 30 de agosto de 2002.

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a proteinas de fusion, bibliotecas de proteinas de fusion.
Antecedentes de la invencion

Sistemas de despliegue de la superficie celular

Los procedimientos combinatorios de cribado y seleccién de bibliotecas han llegado a ser herramientas de
investigacion comunes (Phizicky et al. (1995) Microbiological Reviews 59: 94 - 123). Una de las técnicas mas
extendidas es el despliegue en fago, mediante el cual una proteina se expresa en forma de una fusién de
polipéptidos a una proteina de recubrimiento de bacteriéfago y posteriormente se seleccionan mediante la unién a un
ligando inmovilizado o biotinilado soluble. La presentacion de péptidos aleatorios a menudo se lleva a cabo mediante
la construccion de proteinas quiméricas expresadas sobre la superficie exterior de bacteriéfagos filamentosos tales
como M13, fd y f1. El despliegue en fago se ha aplicado de manera exitosa a anticuerpos, proteinas de unién a ADN,
inhibidores de proteasa y enzimas. Véase Hoogenboom et al. (1997) Trends in Biotechnol. 15: 62 - 70; Ladner
(1995) Trends in Biotechnol. 13: 426 - 430; Lowman et al. (1991) Biochemistry 30: 10832 - 10838; Markland et al.
(1996) Biochemistry 35: 8045 - 8057; y Matthews et al. (1993) Nucleic Acids Res. 21: 1727 - 1734.

Ademas del despliegue en fago, se han desarrollado varios procedimientos de despliegue en la superficie celular
bacteriana. Véase Georgiou et al. (1997) Nat. Biotechnol. 15: 29 - 34. Un planteamiento tomado en los
procedimientos de despliegue en la superficie celular bacteriana ha sido usar una proteina de fusiéon que comprende
una proteina pilina (TraA) o una parte de la misma y un polipéptido heterélogo que despliega el péptido de la
biblioteca en la superficie exterior de una célula huésped bacteriana capaz de formar pelo. Véase la Patente de
Estados Unidos 5.516.637.

La biblioteca de péptidos aleatorios FLITRX™ (Invitrogen™ Life Technologies) usa la proteina flagelar bacteriana,
FliC, and tioredoxina, TrxA, para desplegar una biblioteca de péptidos aleatorios de dodecameros sobre la superficie
de E. coli de una manera conformacional restringida. Véase Lu ef al. (1995) BioTechnology 13: 366. Estos sistemas
se han aplicado al mapeo de epitopos de anticuerpo, el desarrollo y construcciéon de sistemas de distribucion de
vacunas bacterianas y la generacién de bioabsorbentes de células enteras para los propodsitos de depuracion
ambiental y diagndstico. Las secuencias de péptidos que se unen a dianas especificas de tumor sobre las células
epiteliales derivadas de tumor también se han identificado usando el sistema FLITRX™. Véase Brown et al. (2000)
Annals of Surgical Oncology, 7(10): 743.

Se han desarrollado sistemas de despliegue sobre la superficie celular de levaduras para la seleccion de bibliotecas
y han superado con éxito algunas de las limitaciones de los sistemas de despliegue en fago y en bacterias. Los
sistemas de despliegue sobre la superficie de levaduras, tal como el Kit pYD1 Yeast Display Vector (Invitrogen™ Life
Technologies), usan el receptor de a-aglutinina de S. cerevisiae para desplegar proteinas extrafias sobre la
superficie de la célula. El receptor de a-aglutinina consta de dos subunidades codificadas por los genes AGAT y
AGA2. La proteina Aga1 (Agalp, 725 aminoacidos) se secreta de la célula y se llega a unir de manera covalente a
B-glucano en la matriz extracelular de la pared celular de levadura La proteina Aga2 (Aga2p, 69 aminoacidos) se une
a Agalp mediante dos enlaces disulfuro y después de la secrecién se mantiene unida a la célula mediante su
contacto con Agalp. La parte N-terminal de Aga2p se requiere para la unién a Aga1p, mientras que las proteinas y
péptidos se pueden fusionar al extremo C para la presentacion sobre la superficie celular de levaduras. La aglutinina
es una proteina de levadura natural que normalmente funciona como un contacto de unién especifico para fusionar
células de levadura durante el apareamiento. Como tal, se ha desarrollado la unién proteina-proteina sin excesivo
impedimento estérico de los componentes de la pared celular. Boder et al. en “Yeast Surface Display for Directed
Evolution of Protein Expression, Affinity , and Stability”, Applications of Chimeric Genes and Hybrid Proteins, (Jeremy
Thorner et al.), Academic Press, 2000, Vol. 328, paginas 430 - 439; documentos de US 6.699.658; y US 6.423.538.

Sin embargo, uno de los inconvenientes de este sistema, es que, como la proteina de fusion Aga2p -y Agalp se
requieren para formar un enlace disulfuro con el fin de que la proteina Aga2p se sujete a la pared celular, la eficacia
del despliegue es relativamente baja, desplegando de manera eficaz solamente 40% al 60% de las células de
levadura la proteina sobre la superficie. Véase Feldhause et al. (2003) Nat. Biotechnol. 21(2): 163 - 70. Existe una
necesidad de un sistema de despliegue en levadura que presente la mayoria de, si no todas, las proteinas de una
biblioteca sobre una superficie celular.

Otro inconveniente del sistema de despliegue en levadura de Agalp y Aga2p es que este requiere que el ligando a
seleccionar esté unido al extremo C de Aga2p. Como resultado, el sistema no se puede usar para seleccionar
péptidos en los que se requiera un extremo N libre para la unién y/o se requiera para actividad. De acuerdo con lo
anterior, existe una necesidad de un sistema de despliegue flexible que no requiera la union del extremo N del
ligando a una proteina celular de levadura.
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Proteina de fusion de transferrina

La transferrina (Tf) de suero es una glucoproteina monomérica con un peso molecular de 80.000 daltons que se une
al hierro en la circulacion y lo transporta a diversos tejidos mediante el receptor de transferrina (TfR) (Aisen et al.
(1980) Ann. Rev. Biochem. 49: 357 - 393; MacGillivray et al. (1981) J. Biol. Chem. 258: 3543 - 3553; y la Patente de
Estados Unidos 5.026.651). Tf es una de las moléculas en suero mas comunes, que comprende hasta
aproximadamente 5 - 10% de las proteinas en suero totales. La transferrina deficiente en carbohidratos se produce
en niveles elevados en la sangre de individuos alcohdlicos y muestra una semivida mas larga (aproximadamente 14
- 17 dias) que la de la transferrina glucosilada (aproximadamente 7 - 10 dias). Véase van Eijk ef al. (1983) Clin.
Chim. Acta 132: 167 - 171; Stibler (1991) Clin. Chem. 37: 2029 - 2037; Arndt (2001) Clin. Chem. 47(1): 13 - 27; y
Stibler et al. en “Carbohydrate-deficient consumption”, Advances in the Biosciences, (Ed Nordmann et al.),
Pergamon, 1988, Vol. 71, paginas 353 - 357). La estructura de Tf se ha caracterizado bien y se han elucidado los
mecanismos de unién al receptor, union a hierro y liberacion y unioén del ion carbonato. Véanse las Patentes de
Estados Unidos 5.026.651, 5.986.067 y MacGillivray et al. (1983) J. Biol. Chem. 258(6): 3543 - 3546.

Las mucinas son una familia de proteinas altamente glucosiladas. Las mucinas y proteinas de tipo mucina se han
usado para elevar un dominio de ligando de una proteina de fusidn a una distancia sustancial de una
microdisposicion. Se ha propuesto la hipotesis de que elevar un ligando una distancia significativa de un sustrato
incrementa la unién del ligando a un receptor desplegado en las células que expresan el receptor. Véase el
documento WO 01/46698.

En la presente invencién se han desarrollado previamente bibliotecas de proteinas de fusién de transferrina. Véase
la Solicitud de Patente de Estados Unidos 10/515,429. La presente invencion proporciona una proteina de fusion de
transferrina que contiene un resto de tipo tallo, tal como una mucina o una proteina de tipo mucina, disefiada para
reducir el impedimento estérico e incrementar la uniéon al ligando. La proteina de fusion se puede expresar y
desplegar sobre la superficie de una célula huésped, tal como levadura, de manera que la proteina de fusion de
transferrina se pueda usar como una plataforma de seleccion de péptidos. Ademas, la transferrina y la parte de
ligando de la proteina de fusién se puede escindir y usar como un agente terapéutico. Esto puede que no sea
posible llevarlo a cabo con la tecnologia de despliegue en levadura existente ya que la retirada de la proteina Aga2
fusionada N-terminal afectaria probablemente la conformacién de un pequeiio ligando unido a transferrina.

Sumario de la invenciéon

Como se describe en mas detalle mas adelante, la presente divulgacion incluye una proteina de fusién con un resto
de transferrina (Tf). En una realizacion de la divulgacion, la proteina de fusién comprende un resto de transferrina, un
resto del tallo y un grupo de unién a la pared celular. En esta realizacion de la divulgacion, la proteina de fusion se
expresa sobre una superficie celular de la célula y se une a la pared celular mediante el grupo de unién a la pared
celular. En otra divulgacion de la invencion, la proteina de fusion comprende un resto de transferrina que esta unido
a una membrana celular mediante un anclaje, por ejemplo, un anclaje GPI.

El resto de transferrina de la divulgacion contiene una proteina de transferrina o una porcion de la misma. Por
ejemplo, el resto de transferrina puede ser una parte del dominio N, es decir I6bulo, de la proteina de transferrina. El
resto Tf puede ser una proteina Tf modificada de manera que la parte Tf de la proteina de fusibn muestra
glucosilacion reducida comparada con la Tf de tipo natural. En una divulgacion, la parte de transferrina de la proteina
de fusion no muestra glucosilacion. En otra realizacion de la presente invencion, el resto de transferrina de la
proteina de fusion esta modificada de manera que muestre afinidad reducida al hierro, bicarbonato y/o afinidad
reducida a un receptor de transferrina comparada con la transferrina de tipo natural. El resto de transferrina se puede
modificar de manera que sea incapaz de unirse a un receptor de transferrina, a hierro o a bicarbonato. De acuerdo
con lo anterior, la presente invencion incluye restos de transferrina modificados en los que el resto de transferrina
esta modificado en uno o mas sitios a partir del grupo que consiste en un sitio de glucosilacion, sitio de union a
hierro, sitio de articulacion, sitio de bicarbonato y sitio de unién al receptor.

El ligando de la invencién reivindicada puede formar complejos o fusionarse con el resto de transferrina de diversas
maneras. Ademas, un resto de transferrina puede tener mas de un ligando asociado con él. El resto de ligando se
puede fusionar al extremo N, al extremo C del resto de transferrina, o se puede localizar dentro del resto de
transferrina. En una divulgacion, el ligando esta insertado en una o mas posiciones de aminoacidos del I6bulo N (N4
o Nz) seleccionados entre el grupo que consiste en las posiciones de aminoacido Asp33, Asn55, Asn75, Asp90,
Gly257, Lys280, His289, Ser298, Ser105, Glu141, Asp166, GIn184, Asp197, Lys217, Thr231 y Cys241.

La divulgacion también incluye un ligando que se localiza sobre un bucle expuesto del resto de transferrina. La
proteina de fusién se puede construir de manera que el resto del ligando esté en fase con el resto de transferrina,
por ejemplo, mediante la expresion en una célula huésped de un vector que codifica la proteina de fusion de
transferrina y ligando.

En otra divulgacion, el resto de ligando puede comprender uno o mas restos de aminoacidos expuestos de superficie
aleatorios con el resto de transferrina. Por ejemplo, el resto de transferrina puede contener al menos
aproximadamente 3, aproximadamente 4, aproximadamente 5, aproximadamente 6, aproximadamente 7,
aproximadamente 8, aproximadamente 9 o aproximadamente 10 o mas restos de aminoacidos expuestos de
superficie aleatorios. En una realizaciéon, una biblioteca de proteinas de transferrina de fusién o proteinas de
transferrina se construye usando aproximadamente seis restos de aminoacido expuestos de superficie. Los
aminoacidos expuestos de superficie de transferrina se pueden aleatorizar usando procedimientos de mutagénesis
conocidos en la técnica. Los restos de aminoacidos distribuidos al azar pueden ser secuenciales o estar en racimos
en una region expuesta. Las regiones expuestas de superficie de transferrina incluyen, pero no se limitan a los
aminoacidos en aproximadamente la posicion 85 a aproximadamente la posicién 92, aproximadamente la posicion
276 a aproximadamente la posicion 298 o aproximadamente la posicion 207 a aproximadamente 217.
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El ligando puede tomar muchas formas, incluyendo, pero sin limitacion a, un anticuerpo de una sola cadena,
anticuerpo, fragmento de anticuerpo, region variable de anticuerpo, péptido aleatorio, o regidon determinante de la
complementariedad del anticuerpo (CDR). Los ligandos pueden contener una region variable o aleatoria y una region
no variable. En una divulgacion, el ligando es un péptido aleatorio. Un resto de ligando de péptido aleatorio
expresado con un resto de transferrina se puede crear mediante muchos procedimientos conocidos en la técnica
incluyendo, pero no limitados a, recuperacion de PCR y ADN propensa a error. Un resto de ligando también se
puede afiadir a una proteina de fusion de transferrina después que esta Ultima se haya ya trasladado.

El ligando puede ser un ligando de interés o un ligando en una biblioteca de ligandos. El ligando puede ser capaz de
unirse a uno o mas receptores o agentes tales como un péptido, antigeno, receptor, anticuerpo, toxina, metabolito y
acido nucleico.

En una realizacion de la invencion, el ligando es una secuencia de unién a ligando conocida que contiene uno o mas
aminoacidos distribuidos al azar dentro de la secuencia de unién al ligando o en proximidad estrecha a la secuencia
de unién al ligando. Por ejemplo, el ligando puede ser la secuencia de unién a integrina Arg-Gly-Asp (RGD) con uno
o0 mas restos de aminoacidos distribuidos al azar que flanquean o bien un lado o ambos lados de la secuencia de
RGD. En una divulgacion, el ligando es CXXXRGDXXXC, donde X es un resto de aminoacido aleatorizado. En una
divulgacion adicional, el ligando es XXXRGDXXX.

Como se ha descrito anteriormente, en una realizacién, la proteina de fusién comprende un resto de tallo. El resto
del tallo se puede orientar de manera que su extremo N esté fusionado al resto de transferrina y su extremo C
localizado en la célula, por ejemplo, en la pared celular. En una realizacion, el extremo C del resto del tallo esta
fusionado a un resto de anclaje. En una realizacion, el resto del tallo de la presente invencion atraviesa la pared
celular de una célula de levadura y en general es un péptido moderada a altamente glucosilado. Al atravesar la
pared celular, el resto del tallo puede actuar como un miembro de unién a la pared celular para atar la proteina de
fusion a través de la pared celular. En otra realizacién de la invencion, el resto del tallo se extiende sobre la pared
celular y se despliega sobre la superficie celular. La composicion del resto del tallo puede proporcionar una
conformacioén de tipo bastén que reduce el impedimento estérico que de otra manera existiria entre la proteina de
fusion, notablemente el ligando y la célula huésped.

El resto del tallo puede contener o constar de una mucina, variante de mucina o fragmento de la misma. El
mucidominio N puede incluir, por ejemplo, MUC1, MUC2, MUC3, MUC4, MUC5AC, MUC5B, MUC6, MUC7, MUCS,
MUC9, MUC10, MUC11, MUC12, MUC13, MUC14, MUC15, MUC16, MUC17, MUC18, MUC19, MUC20, MUC21 y
sus variantes. En una divulgacion, el resto del tallo contiene un dominio MUC1 humano tal como el péptido que
corresponde a la secuencia de acido nucleico de la SEC ID NO: 5 o un fragmento de la misma. En otra realizacion,
el resto del tallo comprende dos o mas repeticiones de una mucina, por ejemplo, dos 0 mas repeticiones de MUC1 o
MUC3. En una realizacién adicional, el resto del tallo comprende dos o mas proteinas de mucina o variantes o
fragmentos de la misma a partir del grupo que consiste en MUC1, MUC2, MUC3, MUC4, MUC5AC, MUC5B, MUCB,
MUC7, MUC8, MUC9, MUC10, MUC11, MUC12, MUC13, MUC14, MUC15, MUC16, MUC17, MUC18, MUC19,
MUC20 y MUC21. Las variantes de mucina y variantes de otras proteinas de tallo se pueden modificar por ingenieria
genética mediante procedimientos conocidos en la técnica, por ejemplo, mediante mutagénesis al azar.

El resto del tallo también puede contener o constar de otras proteinas que estan moderada a altamente glucosiladas,
incluyendo proteinas nativas de la pared de levadura. Por ejemplo, en una realizacidon de la invencion, el resto del
tallo contiene o consta de Aga1, una variante de of Aga 1, o uno de sus fragmentos.

Las proteinas de fusion de la presente invencién también pueden incluir un miembro de unién a la pared celular que
actua para inmovilizar o atar la proteina de fusidon a una célula huésped. EI miembro de unién a la pared celular
puede unir de manera covalente o no covalente la proteina de fusiéon de la invencion a la pared célular de levadura.
En una realizacién de la invencién, el resto del tallo de la proteina de fusiéon es el miembro de unién a la pared
celular. Por ejemplo, O-glucanos del resto del tallo pueden reticularse a beta glucanos de la pared celular. Otros
miembros de union a la pared celular, incluyen, pero no se limitan a, péptidos que contienen restos de cisteina libres.
Por ejemplo, un resto del tallo o resto de anclaje que contiene uno o mas residuos de cisteina no emparejados
pueden formar un(os) enlace(s) disulfuro con uno o mas restos de cisteina no emparejados de proteinas en la pared
celular.

La proteina de fusiéon de la invencidon puede opcionalmente contener un resto de anclaje que también actda para
inmovilizar o atar la proteina de fusion de transferrina a la célula huésped. El resto de anclaje puede ser un miembro
de unioén a la pared celular o puede atar la proteina de fusién a una membrana celular.

Un dominio de anclaje capaz de atar la proteina de fusidon de la presente invencidon a una membrana celular de
levadura, entre otras, es un anclaje de péptido glucosil-fosfatidil-inositol (GPI) que se afiade mediante la modificacion
de la proteina después de la traduccion al sitio w en la secuencia del péptido de sefial GPI, tal como la secuencia del
péptido de sefial proporcionada en la SEC ID NO: 15. Un anclaje de péptido GPI también se puede usar para anclar
una proteina de fusidon de la invencion a una membrana celular de un eucariético superior, por ejemplo, una
membrana celular de mamifero o una membrana celular de plantas. En una realizacion de la invencion, un anclaje
tal como el proporcionado por una secuencia de sefial modificada de GPI ata de manera transitoria la proteina de
fusién a una membrana de la célula huésped o pared celular antes de que se escinda. Una vez escindida, la proteina
de fusion permanece atada a la célula mediante el miembro de union a la pared celular como resultado de glucanos
del resto del tallo que se esta reticulando en los beta glucanos de la pared celular.

En ofra realizacion de la invencion, el anclaje es un dominio transmembrana. El dominio transmembrana (TMD)
puede ser la regidon de una sola proteina de membrana de tipo | o tipo Il de un solo paso o una cualquiera de las
varias regiones transmembrana de una proteina de membrana de multiextension.

La presente invencion también incluye la molécula de acido nucleico que codifica la proteina de fusion reivindicada.
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El acido nucleico puede estar insertado en un vector y usarse para transformar una célula huésped tal como
levadura. Una vez que se ha transformado con el acido nucleico de la presente invencion, la célula huésped puede
expresar la proteina de fusiéon. La induccién de la expresién de la proteina de fusidon se puede controlar mediante
procedimientos conocidos en la técnica, por ejemplo, mediante el uso de un promotor que se puede inducir. La
presente invencion incluye una biblioteca de proteinas de fusion expresadas en una coleccion de células huésped,
por ejemplo, una coleccion de células de levadura que expresan la proteina de fusion de la invencion que despliega
péptidos distribuidos al azar.

En otra realizacién de la presente invencion, la proteina de fusiéon se usa para seleccionar la actividad de unién de
un ligando o agente. Una biblioteca de células huésped capaces de expresar la proteina de fusién reivindicada se
puede exponer a un agente, que incluye pero no se limita a, un antigeno o receptor y después se seleccionan por la
actividad de union. Las bibliotecas de despliegue sobre la superficie celular se pueden seleccionar usando los
procedimientos conocidos en la técnica, que incluyen, pero no se limitan a, FACS y perlas magnéticas.

Breve descripcion de los dibujos

La FIGURA 1 muestra una biblioteca de péptidos aleatorios o CDR desplegada sobre una proteina de fusion de
transferrina y la unién del ligando con una diana.

La FIGURA 2 proporciona la secuencia del péptido de anclaje de GPI de la levadura YIR0O19C y resalta los
aminoacidos responsables de la unién a la membrana celular.

La FIGURA 3 proporciona el mapa del vector para pREX0549.

La FIGURA 4 proporciona el mapa del vector para pREX0995.

La FIGURA 5 proporciona el mapa del vector para pREX0667.

La FIGURA 6 proporciona el mapa del vector para pREX1012.

La FIGURA 7 proporciona el mapa del vector para pREX0759.

La FIGURA 8 muestra la presencia de levadura marcada con Flag después de dos rondas de separacion de MACS.
La FIGURA 9 proporciona el mapa del vector para pREX0855.

La FIGURA 10 proporciona el mapa del vector para pREX1087.

La FIGURA 11 proporciona el mapa del vector para pREX1106.

La FIGURA 12 muestra el analisis de FACS con MUC1 y AGA1.

La FIGURA 13 muestra fragmentos A y B obtenidos mediante la amplificacion de pREX 1106 con los cebadores
P1980/P2181 y P2127/P1173.

La FIGURA 14 muestra la unién directa de transcuerpos RGD a integrina.

La FIGURA 15 muestra el analisis de unién competitiva de unién de trans-cuerpo RGD.

La FIGURA 16 muestra la inhibicion de la agregacion plaquetaria de ratdon mediante un clon de transcuerpo de RGD.
La FIGURA 17 es un analisis FACS de variantes hMUC3 expresadas en levadura.

La FIGURA 18 proporciona el mapa del vector para pREX0757.

LA FIGURA 19 proporciona el mapa del vector para pREX1234.

La FIGURA 20 proporciona el mapa del vector para pREX1235.

La FIGURA 21 es una transferencia de Western preparada usando lisados de células de mamifero que expresan la
transferrina etiquetada con Flag y probada con anticuerpos anti-Flag o anti-transferrina.

La FIGURA 22 es una transferencia de Western de proteinas de membrana de plasma expuestas.

La FIGURA 23 es un analisis FACS de pREX1235.

Descripcion detallada

Descripcion General

En la presente invencién se ha desarrollado una proteina de fusién multifuncional que se puede usar por ejemplo,
como parte de un sistema de despliegue sobre la superficie celular para seleccionar bibliotecas, por ejemplo,
bibliotecas de péptidos aleatorios o bibliotecas CDR. La proteina de fusién incluye un resto de transferrina que forma
complejo con o se fusiona a uno o mas ligandos. El resto de transferrina también puede servir como un ligando
mediante restos de aminoacidos expuestos de superficie distribuidos al azar.

La invencion incluye una proteina de fusion que contiene una proteina diferente de la transferrina mientras que la
otra proteina es soluble y es capaz de conferir una semivida en suero incrementada a los uno o mas ligandos
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fusionados cuando se escinde del remanente de la proteina de fusion, o cuando se reconstruye sin el remanente de
la proteina de fusiéon. Por ejemplo, albumina o una variante o fragmento de la misma se puede usar en lugar de
transferrina.

En una divulgacion, el resto de transferrina de la proteina de fusidon esta fusionado a un resto del tallo, que esta
moderada a altamente glucosilado. En esta realizacion de la invencion, la proteina de fusién contiene un miembro de
unioén a la pared celular que es capaz de unir de manera covalente o no covalente la proteina de fusién a la pared
celular de una célula de levadura.

En otra realizacion de la invencion, la proteina de fusion contiene un resto de anclaje tal como un dominio
transmembrana. La proteina de fusion también puede estar anclada a una membrana celular mediante un anclaje de
GPI. Tales anclajes se pueden usar para expresar la proteina de fusion de la invencidon sobre una célula de
mamifero. Aunque una proteina de fusién de la invencién puede contener tanto un resto del tallo como un resto de
anclaje, la invencion incluye proteinas de fusion que comprenden un resto del tallo y ningun resto de anclaje asi
como un resto de anclaje y ningun resto del tallo.

En una realizaciéon de la invencién, la proteina de fusién se expresa en levadura. Tal proteina de fusiéon ofrece
ventajas sobre la técnica anterior que incluye proporcionar un incremento en porcentaje de clones con los péptidos
desplegados sobre la superficie celular comparado con el sistema de despliegue sobre levadura de Agalp y Aga2p.
La proteina de fusidon de la invencion también ofrece la flexibilidad de seleccion de ligandos que requieren un
extremo N para unién. De manera adicional, mediante el anclaje de la proteina de fusion de la invenciéon a una
membrana celular de mamifero, la proteina de fusién de la invencion también es capaz de expresarse y presentarse
sobre células de mamifero.

La presente invencion también incluye composiciones terapéuticas que comprenden las proteinas de fusion o partes
de las mismas y procedimientos de tratamiento, prevencion, o mejora de enfermedades o trastornos mediante la
administracion de las proteinas de fusion o partes de las mismas a un sujeto en necesidad de tal agente terapéutico.
Una proteina de fusion de la invencion incluye al menos un fragmento o variante de una proteina terapéutica
supuesta como un resto de ligando. En una realizacion de la invencion, la transferrina y ligando, es decir, la parte
terapéutica de la proteina de fusion, se puede escindir de la célula y usarse para preparar un compuesto
biofarmacéutico o vacuna. Por ejemplo, la parte terapéutica de la proteina de fusién se puede escindir del resto del
tallo o anclaje.

Definiciones

Como se usa en el presente documento, el término “actividad biolégica” se refiere a una funcién o conjunto de
actividades realizadas por una molécula terapéutica, resto de ligando, proteina o péptido en un contexto bioldgico, es
decir, en un organismo o un facsimile in vitro del mismo. Las actividades bioldgicas pueden incluir, pero no se limitan
a, las funciones de la parte de la molécula terapéutica de las proteinas de fusién reivindicadas, tales como, pero no
se limitan a, la induccion de secrecion de la matriz extracelular de las lineas celulares sensibles, la induccion de la
secrecion de hormonas, la induccion de quimiomotaxis, la induccién de mitogénesis, la induccion de la
diferenciacion, o la inhibicién de una divisién celular de las células sensibles. Una proteina de fusion o péptido de la
invencion se considera que es bioldgicamente activo si muestra una o mas actividades biolégicas de su homologo
nativo de la proteina terapéutica.

Como se usa en el presente documento, un “aminoacido correspondiente a” o un “aminoacido equivalente” en una
secuencia de transferrina se identifica mediante alineaciéon para maximizar la identidad o similitud entre una primera
secuencia de transferrina y al menos una segunda secuencia de transferrina. El nimero usado para identificar un
aminoacido equivalente en una segunda secuencia de transferrina se basa en el nimero usado para identificar el
aminoacido correspondiente en la primera secuencia de transferrina. En ciertos casos, estas frases se pueden usar
para describir los residuos de aminoacidos en la transferrina humana comparados con ciertos residuos en
transferrina de suero de conejo.

Como se usa en el presente documento, los términos “resto Tf", “fragmento de una proteina Tf’ o “proteina Tf,” o
“parte de una proteina Tf’ se refieren a una secuencia de aminoacidos que comprende al menos aproximadamente
el 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de una proteina Tf de
origen natural o mutante de la misma.

Como se usa en el presente documento, el término “gen” se refiere a cualquier segmento de ADN asociado a una
funcién biologica. De este modo, los genes incluyen, pero no se limitan a, secuencias de codificacion y/o las
secuencias reguladoras requeridas para su expresion. Los genes también pueden incluir segmentos de ADN no
expresados que, por ejemplo, forman secuencias de reconocimiento para otras proteinas. Los genes se pueden
obtener a partir de una diversidad de fuentes, incluyendo clonacién a partir de una fuente de interés y o sintesis a
partir de la informacion de secuencia conocida o predicha y pueden incluir secuencias disefiadas para tener los
efectos deseados.

Como se usa en el presente documento, un “polinucleétido heterélogo” o un “acido nucleico heterélogo” o un “gen
heterélogo” o una “secuencia heteréloga” o un “segmento de ADN exdgeno” se refiere a un polinucledtido, acido
nucleico o segmento de ADN que se origina a partir de una fuente extrafia para la célula huésped particular, o, si es
a partir de la misma fuente, se modifica a partir de su forma original. Un gen heterélogo en una célula huésped
incluye un gen que es enddgeno para la célula huésped particular, pero se ha modificado. De este modo, los
términos se refieren a un segmento de ADN que es extrafio o heterdlogo a la célula, u homdlogo a la célula pero en
una posicién dentro del acido nucleico de la célula huésped en la que el elemento no se encuentra de manera
ordinaria. Como un ejemplo, una secuencia sefial nativa a una célula de levadura pero unida a una secuencia de Tf
humana es heterologa.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 535358 T3

Como se usa en el presente documento, una secuencia de acido nucleico “aislada” se refiere a una secuencia de
acido nucleico que esta esencialmente libre de otras secuencias de acido nucleico, por ejemplo, al menos
aproximadamente 20% puro, preferiblemente al menos aproximadamente 40% puro, mas preferiblemente
aproximadamente 60% puro, incluso mas preferiblemente aproximadamente 80% puro, lo mas preferiblemente
aproximadamente 90% puro e incluso lo mas preferiblemente aproximadamente 95% puro, como se determina
mediante electroforesis en gel de agarosa. Por ejemplo, una secuencia de acido nucleico aislada se puede obtener
mediante procedimientos de clonacion convencionales usados en ingenieria genética para volver a localizar la
secuencia de acido nucleico a partir de su localizaciéon natural a un sitio diferente donde se reproducira. Los
procedimientos de clonacion pueden implicar la escision y aislamiento de un fragmento de acido nucleico deseado
que comprende la secuencia de acido nucleico que codifica el polipéptido, la insercion del fragmento en una
molécula vector e incorporacion del vector recombinante en una célula huésped donde se replicaran copias multiples
o clones de la secuencia de acido nucleico. La secuencia de acido nucleico puede ser de, ADNc, ARN, genémico de
origen semisintético, sintético, o cualquier combinacién de los mismos.

Como se usa en el presente documento, dos 0 mas secuencias que codifican ADN se dice que estan “unidas” o
“fusionadas” cuando, como resultado de las fusiones en fase entre las secuencias que codifican ADN, las
secuencias que codifican ADN se traducen en un polipéptido de fusion. El término “fusién” con relacion a la proteina
de fusion comprende un resto de ligando, resto del tallo y resto de anclaje. Una proteina Tf de fusidn es una fusién
de un resto de transferrina a un resto del tallo y contiene un miembro de unién a la pared celular.

“Transferrina modificada” como se usa en el presente documento se refiere a una molécula de transferrina que
muestra al menos una modificaciéon de su secuencia de aminoacidos, comparado con la transferrina de tipo natural.

“Proteina de fusiéon de transferrina modificada” como se usa en el presente documento se refiere a una proteina
formada por la fusién de al menos una molécula de transferrina modificada (o un fragmento o variante de la misma)
que forma complejo o fusionada a un ligando, que esta condensado a un resto del tallo.

Como se usa en el presente documento, los términos “acido nucleico” o “polinucledtido” se refieren a
desoxirribonucledtidos o ribonucleétidos y polimeros de los mismos en forma o bien de una sola cadena o de doble
cadena. Salvo que se limite especificamente, los términos abarcan acidos nucleicos que contienen analogos de
nucledtidos naturales que tienen propiedades de unién similares al acido nucleico de referencia y se metabolizan de
una manera similar a los nucleétidos de origen natural. Salvo que se indique de otra manera, una secuencia de acido
nucleico particular también abarca de manera implicita sus variantes modificadas de manera conservadora (por
efemplo, sustituciones de coddn degenerado) y secuencias complementarias asi como la secuencia indicada de
manera explicita. De manera especifica, las sustituciones de codén degenerado se pueden lograr mediante la
generacion de secuencias en las que la tercera posicion de uno o mas (o todos) los codones seleccionados esta
sustituida con restos de base mezclados y/o desoxiinosina (Batzer et al. (1991) Nucleic acid Res. 19: 5081; Ohtsuka
et al. (1985) J. Biol. Chem. 260: 2605 - 2608; Cassol et al. (1992); Rossolini et al. (1994) Mol. Cell. Probes 8: 91 -
98). El término acido nucleico se usa indistintamente con gen, ADNc y ARNm codificado por un gen.

Como se usa en el presente documento, un segmento de ADN se califica como “unido de manera operativa” cuando
esta puesto en relacion funcional con otro segmento de ADN. Por ejemplo, ADN para una secuencia de sefial esta
unido de manera operativa a ADN que codifica una proteina de fusiéon de la invencién si se expresa como una
preproteina que participa en la secrecion de la proteina de fusién; un promotor o potenciador esta unido de manera
operativa a una secuencia codificante si estimula la transcripcion de la secuencia. En general, las secuencias de
ADN que estan unidas de manera operativa son contiguas y en el caso de una secuencia de sefial o proteina de
fusion tanto contiguas como en fase de lectura. Sin embargo, los potenciadores no necesitan ser contiguos con las
secuencias codificantes cuya transcripciéon controlan. Unién, en este contexto, se lleva a cabo mediante la unién a
sitios de restriccion convenientes o a adaptadores o engarces insertados en su lugar.

Como se usa en el presente documento, el término “promotor” se refiere a una regiéon de ADN implicada en la unién
de la ARN polimerasa para iniciar la transcripcion.

Como se usa en el presente documento, el término “recombinante” se refiere a una célula, tejido u organismo que
experimenta la transformacién con ADN recombinante.

Como se usa en el presente documento, una entidad de direccion, proteina, polipéptido o péptido se refiere a una
molécula que se une de manera especifica a un tipo de célula particular, por ejemplo, célula normal, tal como un
linfocito, o célula anormal, tal como una célula cancerosa, por lo tanto se pueden usar para dirigir una proteina Tf de
fusién o compuesto (farmaco, o agente citotdxico) al tipo de célula de manera especifica.

Como se usa en el presente documento, “proteina terapéutica” se refiere a proteinas, polipéptidos, anticuerpos,
péptidos o fragmentos o variantes de los mismos, que tienen una o mas actividades terapéuticas y/o bioldgicas. Las
proteinas terapéuticas abarcadas por la invencion incluyen pero no se limitan a proteinas, polipéptidos, péptidos,
anticuerpos y compuestos biolégicos. Los términos péptidos, proteinas y polipéptidos se usan de manera indistinta
en el presente documento. De manera adicional, el término “proteina terapéutica” se puede referir a la
correspondiente enddgena o de origen natural de una proteina terapéutica. Mediante un polipéptido que despliega
una “actividad terapéutica” o una proteina que es “terapéuticamente activa” se quiere decir un polipéptido que posee
una o mas actividades bioldgicas y/o terapéuticas conocidas asociadas a una proteina terapeutica tal como una o
mas de las proteinas terapéuticas descritas en el presente documento o conocidas de otra manera en la técnica.
Como un ejemplo no limitante, una “proteina terapeutica” es una proteina que es Uutil para tratar, prevenir o mejorar
una enfermedad, afeccién o trastorno. Tal enfermedad, afeccién o trastorno puede estar en seres humanos o en un
animal no humano, por ejemplo, uso veterinario.

Como se usa en el presente documento, el término “transformacion” se refiere a la transferencia de acido nucleico,
es decir, un polimero de nucledtido, en una célula. Como se usa en el presente documento, el término
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“transformacion genética” se refiere la transferencia e incorporacion de ADN, especialmente ADN recombinante, en
una célula.

Como se usa en el presente documento, el término “transformante” se refiere a una célula, tejido u organismo que ha
experimentado transformacion.

Como se usa en el presente documento, el término “transgén” se refiere a un acido nucleico que esta insertado en
un organismo, célula huésped o vector de una manera que asegura su funcion.

Como se usa en el presente documento, el término “transgénico” se refiere a células, cultivos de células,
organismos, bacterias, hongos, animales, plantas y progenie de cualquiera de los anteriores, que han recibido un
gen extrafio o modificado y en particular un gen que codifica una proteina de fusion Tf modificada mediante uno de
los diversos procedimientos de transformacion, en los que el gen extrafio o modificado procede de especies iguales
o diferentes de las especies del organismo que recibe el gen extrafio o modificado .

“Variantes o variante” se refiere a un polinucleétido o acido nucleico que difiere de un acido nucleico o polipéptido de
referencia, pero que retiene sus propiedades esenciales. En general, las variantes son en conjunto similares y en
muchas regiones, idénticas al acido nucleico o polipéptido de referencia. Como se usa en el presente documento,
“variante” se refiere a una parte de de proteina terapéutica de una proteina de fusiéon de transferrina de la invencion,
que difiere en secuencia de una proteina terapéutica nativa pero que retiene al menos una propiedad funcional y/o
terapéutica de la misma como se describe en cualquier parte en el presente documento o se conoce de otra manera
en la técnica.

Como se usa en el presente documento, el término “vector” se refiere de manera amplia a cualquier plasmido,
fagémido o virus que codifica un acido nucleico exégeno. El término también se considera que incluye compuestos
no plasmidos, no fagémidos y no virales que facilitan la transferencia de acido nucleico en viriones o células, tales
como, por ejemplo, compuestos de polilisina y similares. El vector puede ser un vector viral que es adecuado como
un vehiculo de distribucién para la distribucion del acido nucleico, o mutante del mismo, a una célula, o el vector
puede ser un vector no viral que es adecuado para el mismo propdsito. Los ejemplos de vectores virales y no virales
para la distribucion de ADN a las células y tejidos se conocen bien en la técnica y se describen, por ejemplo, en Ma
et al. (1997, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 94: 12744 - 12746). Los ejemplos de vectores virales incluyen, pero no se
limitan a, un virus vaccinia recombinante, un adenovirus recombinante, un retrovirus recombinante, un virus adeno-
asociado recombinante, un poxvirus aviar recombinante y similares (Cranage et al., 1986, EMBO J. 5:3057 - 3063;
Solicitud de patente Internacional N° WO094/17810, publicada el 18 de agosto de 1994; Solicitud de patente
Internacional N° WQ94/23744, publicada el 27 octubre de 1994. Los ejemplos de los vectores no virales incluyen,
pero no se limitan a, liposomas, poliamina derivados de ADN y similares.

Como se usa en el presente documento, el término “tipo natural” se refiere a una secuencia de polinucleétidos o
polipéptidos que es de origen natural.

Como se usa en el presente documento, “proteina de estructura”, “polipéptido de estructura”, o “estructura” se refiere
a una proteina a la que se puede fusionar las secuencias de aminoacidos tales como péptidos aleatorios. Los
péptidos son exdgenos a la estructura.

Como se usa en el presente documento, “secuencia de péptido aleatorio” se refiere a una secuencia de aminoacidos
compuesta de dos o mas mondémeros aminoacidicos y construida mediante un procedimiento estocastico o al azar.
Un péptido aleatorio puede incluir restos de marco conservado o de estructura, que pueden comprender secuencias
invariantes. Una secuencia de péptido aleatorio puede contener una parte no variante, es decir, aminoacidos no
aleatorios.

Como se usa en el presente documento “biblioteca de péptidos aleatorios” se refiere a un conjunto de secuencias de
polinucledtidos que codifican un conjunto de péptidos aleatorios y al conjunto de péptidos aleatorios codificados por
esas secuencias de polinucleétidos, asi como a las proteinas de fusidon que contienen los péptidos aleatorios.

Como se usa en el presente documento, el término “pseudoaleatorio” se refiere a un conjunto de secuencias que
tienen variabilidad limitada, de manera que por ejemplo, el grado de variabilidad de resto en una posicion es
diferente del grado de variabilidad del resto en otra posicion, pero cualquier posicién pseudoaleatoria permite algun
grado de variacion de resto, sin embargo circunscrita.

Como se usa en el presente documento, el término “marco conservado de secuencia definida” se refiere a un
conjunto de secuencias definidas que se seleccionan en una base no aleatoria, en general en base a los datos
experimentales o datos estructurales, por ejemplo, un marco conservado de secuencia definida puede comprender
un conjunto de secuencias de aminoacidos que se predice que forman una estructura de hoja 8 o puede comprender
un resto de repeticion de cremallera en grupos de siete de leucina, un dominio de dedo de cinc, entre otras
variaciones. Una “secuencia definida interna” es un conjunto de secuencias que abarcan un alcance limitado de
variabilidad. Mientras una secueBcia completamente aleatoria de 10-meros de los 20 aminoacidos convencionales
puede ser cualquiera de las (20) ~ secuencias y una secuencia pseudoaleatoria de 10-meros de los 20 aminoacidos
convencionales puede ser cualquiera de las (20) " secuencias pero mostraran un sesgo para ciertos restos en
ciertas posiciones y/o en conjunto, una secuencia definida interna es un subconjunto de secuencias que es menor
que el nUmero maximo de secuencias potenciales si se permite que cada posicion de resto sea cualquiera de los 20
aminoacidos convencionales (y/o que permiten amino/iminoacidos no convencionales). Una secuencia interna
definida en general comprende posiciones de residuos variantes e invariantes y/o comprende posiciones de residuos
variantes que pueden comprender un residuo seleccionado entre un subconjunto definido de residuos de
aminoacidos y similares, o bien de manera segmentada o sobre la longitud completa de la secuencia del miembro de
la biblioteca seleccionada individual. Las secuencias internas definidas se refieren a bien las secuencias de
aminoacidos o bien las secuencias de polinucleotidos.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 535358 T3

Como se usa en el presente documento, “engarce” o “espaciador” se refiere a una molécula o grupo de moléculas
que conecta dos moléculas, tal como una proteina de union a ADN y un péptido aleatorio y sirve para colocar las dos
moléculas en una configuracion deseable, por ejemplo, de manera que el péptido aleatorio se pueda unir a un
receptor con minimo impedimento estérico de la proteina de unién a ADN.

Como se usa en el presente documento, el término “segmento variable” se refiere a una parte de un péptido naciente
que comprende una secuencia aleatoria, pseudoaleatoria, o interna definida. Un segmento variable puede
comprender tanto posiciones de resto variantes como invariantes y el grado de variacion de resto en una posicién de
resto variante puede estar limitada; ambas opciones se seleccionan a la discrecion del profesional. Tipicamente, los
segmentos variables son de aproximadamente 3 a 20 restos de aminoacidos de longitud, por ejemplo, 8 a 10
aminoacidos de longitud, aunque segmentos variables pueden ser mas largos y pueden comprender partes de
anticuerpo o proteinas receptoras, tales como un fragmento de anticuerpo, una proteina de unién a acido nucleico,
una proteina receptora y similares.

Como se usa en el presente documento, el término “epitopo” se refiere a la parte de un antigeno u otra
macromolécula capaz de formar una interacciéon de unidon que interactia con el bolsillo de unién a la region variable
de un anticuerpo. De manera tipica, tal interaccién de union se manifiesta en forma de un contacto intermolecular
con uno o mas restos de aminoacidos de una CDR.

Como se usa en el presente documento, el término “receptor,” “diana,” o “agente” se refiere a una molécula que tiene
una afinidad por un ligando dado. Los receptores pueden ser moléculas de origen natural o sintéticas. Los
receptores se pueden emplear en estado no alterado o agregados con otras especies. Los receptores pueden estar
unidos, de manera covalente o no covalente, a un miembro de unién, es decir, ligando, bien directamente o bien
mediante una sustancia de unién. Los ejemplos de receptores incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos, que
incluyen anticuerpos monoclonales y reactivos antisueros con determinantes antigénicos especificos (tales como
sobre virus, células, u otros materiales), receptores de la membrana celular, antigenos, moléculas que contienen
epitopos, carbohidratos complejos y glucoproteinas, enzimas y receptores de hormona.

Como se usa en el presente documento, el término “ligando” o “resto de ligando” se refiere a una molécula, tal como
un péptido aleatorio o una secuencia de segmento variable, que se reconoce por un receptor o agente particular.
Como los expertos en la técnica reconoceran, una molécula (o complejo macromolecular) puede ser tanto un
receptor como un ligando.

Como se usa en el presente documento, “fusionado”, “que forma complejo” o “unido de manera operativa” significa
que el péptido aleatorio y la proteina de estructura estan unidos conjuntamente, de tal manera que se minimice la
interrupcion con la estabilidad de la estructura.

Como se usa en el presente documento, el término “anticuerpo de una sola cadena” se refiere a un polipéptido que
comprende un dominio V4 y un dominio V. en el enlace de polipéptido, en general unido mediante un péptido
espaciador (por ejemplo, [Gly-Gly-Gly-Gly-Ser]x SEC ID NO: 17) y que puede comprender secuencias adicionales de
aminoacidos en los extremos amino- y/o carboxi. Por ejemplo, un anticuerpo de una sola cadena puede comprender
un segmento de atadura para unirse al polinucleétido de codificacién. Como un ejemplo, un scFv es un anticuerpo de
una sola cadena. Los anticuerpos de una sola cadena son en general proteinas que constan de uno o mas
segmentos de polipéptidos de al menos 10 aminoacidos contiguos codificados sustancialmente por los genes de la
superfamilia de inmunoglobulina (por ejemplo, véase The Immunoglobulin Gene Superfamily, A. F. Williams y A. N.
Barclay, en Immunoglobulin Genes, T. Honjo, F. W. Alt y T. H. Rabbitts, eds., (1989) Academic Press: San Diego,
Calif., p. 361 - 387), la mayoria codificada por una secuencia de genes de cadena pesada o ligera de roedor, de
primate no humano, aviar, porcino, bovino, ovino, cabra, o humana. Un anticuerpo de una sola cadena funcional en
general contiene una parte suficiente de un producto génico de la superfamilia de inmunoglobulina de manera que
retenga la propiedad de unirse a una molécula diana, de manera tipica un receptor o antigeno (epitopo).

Como se usa en el presente documento, el término “region determinante de complementariedad” y “CDR” se refieren
al término reconocido en la técnica como se ejemplifica por las definiciones de CDR de Kabat y Chothia también en
general conocidas como regiones hipervariables o bucles hipervariables. Véase Chothia y Lesk (1987) J. Mol. Biol.
196: 901; Chothia et al. (1989) Nature 342: 877; E. A. Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest
(National Institutes of Health, Bethesda, Md.) (1987); y Tramontano et al. (1990) J. Mol. Biol. 215: 175. Los dominios
de region variable de manera tipica comprenden los aproximadamente 105 - 115 aminoacidos amino-terminal de una
cadena de inmunoglobulina de origen natural, por ejemplo, aminoacidos 1 - 110, aunque los dominios variables algo
mas cortos o mas largos son también adecuados para formar anticuerpos de una sola cadena.

Una regién variable de cadena ligera o pesada consta de una region de “marco” interrumpida por tres regiones
hipervariables también llamadas CDR. El grado de la regiéon de marco conservado y las CDR se han definido de
manera precisa. Véase, “Sequences of Proteins of Immunological Interest’, E. Kabat et al., 42 Ed., Departamento de
Salud y Servicios Humanos, Bethesda, Md. (1987). Las secuencias de las regiones de marco conservado de
diferentes cadenas ligeras y pesadas estan relativamente conservadas dentro de una especie. Como se usa en €l
presente documento, una “regién de marco humana” es una region de marco que es sustancialmente idéntica
(aproximadamente 85% o mas, usualmente 90 - 95% o mas) a la regién de marco de una inmunoglobulina humana
de tipo natural. La regién de marco de un anticuerpo, que es las regiones de marco combinadas de las cadenas
ligera y pesada constituyentes, sirve para posicionar y alinear las CDR. Las CDR son principalmente responsables
de la unién a un epitopo de un antigeno.

Salvo que se defina de otra manera, todas las técnicas y términos cientificos usados en el presente documento
tienen el mismo significado que cominmente se entiende por los expertos en la técnica a los que la invencion
pertenece. Aunque cualesquiera procedimientos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente
documento se pueden usar en la practica o ensayo de la presente invencion, se describen los procedimientos y
materiales preferidos.
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Transferrina y modificaciones de transferrina

Las proteinas de fusion de la presente divulgacion incluyen una proteina de transferrina (Tf) o parte de la misma que
es capaz de presentar un ligando tal como un péptido aleatorio o CDR a un receptor o agente. El resto Tf esta
fusionado al extremo N del resto del tallo. La proteina Tf o parte de la misma de la proteina de fusién se puede
denominar como una “parte”, “region” o “resto” de Tf de la proteina de fusion. Como se usa en el presente
documento, una proteina de fusién de transferrina es una proteina de transferrina o resto fusionado al resto del tallo
y contiene un miembro de unién a la pared celular y opcionalmente un resto de anclaje, o es una proteina de

transferrina o resto fusionado directamente a un anclaje de membrana celular.

Cualquier transferrina se puede usar para preparar las proteinas de fusion Tf modificadas de la invencion. Como un
ejemplo, una Tf humana de tipo natural (Tf) es una proteina de 679 aminoacidos, de aproximadamente 75 kDa (no
responsable de la glucosilacion), con dos Idbulos o dominios principales, N (aproximadamente 330 aminoacidos) y C
(aproximadamente 340 aminoacidos), que parece originarse a partir de una duplicaciéon génica. Véanse los numeros
de acceso del GenBank NM001063, XM002793, M12530, XM039845, XM 039847 y S95936 (www.ncbi.nIm.nih.gov),
todos las cuales se incorporan en el presente documento como referencia en su totalidad, asi como las SEC ID
NOS: 1, 2y 3. Los dos dominios han divergido con el tiempo pero mantienen un gran grado de identidad / similitud.

Cada uno de los dominios N y C ademas se divide en dos subdominios, N1 y N2, C1 y C2. La funcién de Tf es
transportar hierro a las células del cuerpo. Este proceso esta mediado por el receptor de Tf (TfR), que se expresa en
todas las células, particularmente células que crecen activamente. TfR reconoce la forma de hierro unido de Tf (dos
moléculas de las cuales estan unidas por el receptor), después se produce endocitosis mediante la cual el complejo
TfR/Tf se transporta al endosoma, momento en el que la caida localizada de pH da como resultado la liberacién del
hierro unido y el reciclado del complejo TfR/Tf a la superficie celular y liberacion de Tf (conocida como apoTf en su
forma de hierro no unida). La union del receptor es principalmente a través del dominio C de Tf. Los dos sitios de
glucosilacion en el dominio C no parecen estar implicados en la unién del receptor ya que Tf unida a hierro no
glucosilado no se une al receptor.

Cada molécula de Tf puede llevar dos iones de hierro (Fe*). Estos forman complejos en el espacio entre los
subdominios N1 y N2, C1y C2 que dan como resultado un cambio conformacional en la molécula.

En la transferrina humana, los sitios de unién a hierro comprenden al menos los aminoacidos Asp 63 (Asp 82 de la
SEC ID NO: 2 que incluye la secuencia de sefal natural de Tf), Asp 392 (Asp 411 de la SEC ID NO: 2), Tyr 95 (Tyr
114 de la SEC ID NO: 2), Tyr 426 (Tyr 445 de la SEC ID NO: 2), Tyr 188 (Tyr 207 de la SEC ID NO: 2), Tyr 514 o
517 (Tyr 533 o Tyr 536 SEC ID NO: 2), His 249 (His 268 de la SEC ID NO: 2) e His 585 (His 604 de la SEC ID NO:
2) de la SEC ID NO: 3. Las regiones de articulacion comprenden al menos restos de aminoacidos del dominio N 94 -
96, 245 - 247 y/o 316 - 318 asi como los restos de aminoacidos del dominio C 425 - 427, 581 - 582 y/o 652 - 658 de
la SEC ID NO: 3. Los sitios de unién al carbonato comprenden al menos los aminoacidos Thr 120 (Thr 139 de la
SEC ID NO: 2), Thr 452 (Thr 471 de la SEC ID NO: 2), Arg 124 (Arg 143 de la SEC ID NO: 2), Arg 456 (Arg 475 de la
SEC ID NO: 2), Ala 126 (Ala 145 de la SEC ID NO: 2), Ala 458 (Ala 477 de la SEC ID NO: 2), Gly 127 (Gly 146 de la
SEC ID NO: 2) y Gly 459 (Gly 478 de la SEC ID NO: 2) de la SEC ID NO: 3.

En una divulgacion, las proteinas de fusién incluyen una transferrina humana modificada, aunque se puede usar
cualquier molécula de Tf animal para producir las proteinas de fusiéon de la invencion, incluyendo las variantes Tf
humanas, vaca, cerdo, oveja, perro, conejo, rata, raton, hamster, equidna, ornitorrinco, pollos, rana, gusano cornudo,
mono, simio, asi como otras especies bovinas, caninas y aviares. Todas estas secuencias de Tf estan faciimente
disponibles en GenBank y otras bases de datos publicas. Esta disponible la secuencia de nucleétidos de Tf (véanse
las SEC ID NOS: 1, 2 y 3y los numeros de acceso descritos anteriormente y disponibles en www.ncbi.nlm.nih.gov) y
se pueden usar para preparar fusiones genéticas entre Tf o un dominio de Tf y la molécula terapéutica de eleccion.
También se pueden preparar fusiones a partir de moléculas relacionadas tales como lactotransferrina (lactoferrina)
GenBank Acc: NM_ 002343) o melanotransferrina.

Lactoferrina (Lf), una proteina de unién a hierro de defensa natural, se ha encontrado que posee actividad
antibacteriana, antimicotica, antiviral, antineoplasica y antiinflamatoria. La proteina esta presente en secreciones
exocrinas que estan de manera comun expuestas a la flora normal: leche, lagrimas, exudado nasal, saliva, moco
bronquial, fluidos gastrointestinales, moco cervico-vaginal y fluido seminal. De manera adicional, Lf es un
constituyente principal de los granulos especificos secundarios de neutrdfilos polimorfonucleares circulantes (PMN).
La apoproteina se libera tras la desgranulacion de los PMN en areas sépticas. Una funcién principal de Lf es la de
depuracion de hierro libre en los fluidos y areas inflamadas de manera que supriman el dano mediado por radical
libre y disminuye la disponibilidad pargque el metal invada las células microbianas y neoplasicas. En un estudio que
examino la relacion de recambio de “°I Lf en adultos, se mostrd que Lf es rapidamente captada por el higado y la
radio?ctividad persistia durante varias semanas en el higado y bazo (Bennett et al. (1979), Clin. Sci. (Lond.) 57: 453
- 460).

En una divulgacion, la parte de transferrina de la proteina de fusién de la invencion incluye una variante de ayuste de
transferrina. En un ejemplo, una variante de ayuste de transferrina puede ser una variante de ayuste de transferrina
humana. En una realizacion especifica, la variante de ayuste de transferrina humana puede ser la del n® de acceso
de Genbank AAA61140.

En otra realizacion, la parte de transferrina de la proteina de fusion de la invencion incluye una variante de ayuste de
lactoferrina. En un ejemplo, una variante de ayuste de lactoferrina de suero humana puede ser una variante de
ayuste novedosa de una lactoferrina humana. En una realizaciéon especifica, la variante de ayuste de lactoferrina
neutréfila puede ser la de n° de acceso de Genbank AAA59479. En otra realizacion especifica, la variante de ayuste
de lactoferrina neutrdfila puede comprender la siguiente secuencia de aminoacidos EDCIALKGEADA (SEC ID NO:
4), que incluye la region novedosa de la variante de ayuste.
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La fusion también se puede realizar con melanotransferrina (GenBank n° de acceso NM_013900, melanotransferrina
murina). La melanotransferrina es una proteina glucosilada encontrada a altos niveles en células de melanoma
maligno y se denominé originalmente antigeno p97 de melanoma humano (Brown et al., 1982, Nature, 296: 171 -
173). Posee alta homologia de secuencia con la transferrina de suero humana, lactoferrina humana y transferrina de
pollos (Brown ef al., 1982, Nature, 296: 171 - 173; Rose et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 1986, 83: 1261 - 1265). Sin
embargo, a diferencia de estas proteinas, no se ha identificado ningun receptor celular para melanotransferrina. La
melanotransferrina se une de manera reversible a hierro y existe en dos formas, una de las cuales se une a las
membranas celulares mediante un anclaje de glucosil fosfatidilinositol mientras la otra forma es tanto soluble como
secretada activamente (Baker et al., 1992, FEBS Lett, 298: 215 - 218; Alemany et al., 1993, J. Cell Sci., 104: 1155 -
1162; Food et al., 1994, J. Biol. Chem. 274: 7011 - 7017).

Las fusiones de Tf modificadas se pueden realizar con cualquier proteina Tf, fragmento, dominio, o dominio
modificado. Por ejemplo, se pueden producir proteinas de fusion usando la secuencia de Tf de longitud completa,
con o sin la secuencia de senal de Tf nativa. También se pueden preparar transcuerpos usando un dominio de Tf
individual, tal como un dominio N o C individual. También se pueden preparar los transcuerpos con un dominio de Tf
doble, tal como un dominio N doble o un dominio C doble. En alguna realizacién, se pueden producir las fusiones de
una proteina terapéutica a un dominio C individual, en las que el dominio C esta alterado para reducir, inhibir o evitar
la glucosilacion, unién de hierro y/o unién al receptor de Tf. En otras realizaciones, el uso de un dominio de N
individual es ventajoso ya que los sitios de glucosilacion de Tf residen en el dominio C y el dominio N, sobre el
mismo, no se une al hierro o al receptor de Tf. En una realizacién la proteina de fusion Tf tiene un dominio N
individual que se expresa a alto nivel.

Como se usa en el presente documento, un dominio C terminal o I6bulo modificado para funcionar como un dominio
de tipo N se modifica para mostrar patrones de glucosilacion o propiedades de unidon a hierro sustancialmente
similares a las del dominio N o I6bulo nativo o de tipo natural. En una realizacién, el dominio C o lébulo se modifica
de manera que no esta glucosilado y no esta unido a hierro mediante la sustitucién de las regiones relevantes del
dominio C o aminoacidos con las presentes en las regiones o sitios correspondientes de un dominio N nativo o de
tipo natural.

Como se usa en el presente documento, un resto Tf que comprende “dos dominios N o lébulos” incluye una
molécula de Tf que se modifica para reemplazar el dominio C o I6bulo nativo con un segundo dominio N o I6bulo
nativo o de tipo natural o un dominio N o Iébulo modificado o contiene un dominio C que se ha modificado para
funcionar de manera sustancial como un dominio N de tipo natural o modificado. Véase la Solicitud de Provisional de
Estados Unidos 60/406.977.

El analisis de los dos dominios mediante la superposicion de la estructura de tres dimensiones de los dos dominios
(Swiss PDB Viewer 3.7b2, Iterative Magic Fit) y la alineacion directa de aminoacidos (alineacion multiple ClustalW)
revela que los dominios han divergido con el tiempo. La alineaciéon de aminoacido muestra un 42% de identidad y
59% de similitud entre los dos dominios. Sin embargo, aproximadamente 80% del dominio N coincide con el dominio
C para equivalencia estructural. El dominio C también tiene varios enlaces disulfuro extra comparado con el dominio
N.

La alineacion de los modelos moleculares para el dominio N y dominio C revela los siguientes equivalentes
estructurales:

178 283
36- - -
Domi- 72 138 | 149 | 168 | 198 | 219 | 259 | 263 | 271 | 279 | 288 | 309
A N S Bl B e il Eol o EA E
(1-330) 75- 139 | 164 | 173 | 200 | 255 | 260 | 268 | 275 | 280 | 290 | 327
88 - -
214 304
425

Ei%mi-c 340 | 365 | 437 | 470 | 475 | 492 | 507 | 555 | 593 | 597 | 605 | 614 | 620 | 645

(340-

679) 361 | 415 | 439 | 471 | 490 | 497 | 542 | 591 | 594 | 602 | 609 | 615 | 640 | 663

468

os enlaces disulfuro para los dos dominios se alinean como sigue:

N Cc
C339-C596

C9-C48 C345-C377

C19-C39 C355-C368
C402-C674
C418-C637
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(continuacion)

N Cc
C118-C194 C450-C523
C137-C331
C474-C665
C158-C174 C484-C498
C161-C179
Cc171-C177 C495-C506
C227-C241 C563-C577
C615-C620

En una divulgacion, la parte de transferrina de la proteina de fusidn incluye al menos dos I6bulos N terminal de
transferrina. En realizaciones adicionales, la parte de transferrina de la proteina de fusion incluye al menos dos
I6bulos N terminales de transferrina derivada de transferrina de suero humana.

En otra divulgacion, la parte de transferrina de la proteina de fusion incluye, comprende, o consta de al menos dos
I6bulos N terminales de transferrina que tienen una mutacion en al menos un resto de aminoacido seleccionado
entre el grupo que consiste en Asp63, Gly65, Tyr95, Tyr188 y His249 de la SEC ID NO: 3.

En otra divulgacion, la parte de transferrina de la proteina de fusién modificada incluye un mutante de I6bulo N-
terminal de transferrina de suero humana recombinante que tiene una mutaciéon en Lys206 o His207 de la SEC ID
NO: 3.

En otra divulgacion, la parte de transferrina de la proteina de fusion incluye, comprende, consta esencialmente de, o
consta de al menos dos lébulos C terminales de transferrina. En realizaciones adicionales, la parte de transferrina de
la proteina de fusion incluye al menos dos lébulos C terminales de transferrina derivados de transferrina de suero
humano.

En una divulgacion adicional, el mutante del l6bulo C terminal ademas incluye una mutacién de al menos uno de
Asn413 y Asn611 de la SEC ID NO: 3 que no permite glucosilacion.

En otra divulgacion, la parte de transferrina incluye al menos dos Iébulos C terminales de transferrina que tienen una
mutacién en al menos un resto de aminoacido seleccionado entre el grupo que consiste en Asp392, Tyr426, Tyr514,
Tyr517 e His585 de la SEC ID NO: 3, en la que el mutante retiene la capacidad de unirse a iones metalicos. En una
divulgacion alternativa, la parte de transferrina incluye al menos dos lébulos C terminales de transferrina que tienen
una mutacion en al menos un resto de aminoacido seleccionado entre el grupo que consiste en Tyr426, Tyr514,
Tyr517 y His585 de la SEC ID NO: 3, en el que el mutante tiene una capacidad reducida de unirse a iones metalicos.
En otra divulgacion, la parte de transferrina incluye al menos dos Iébulos C terminales de transferrina que tienen una
mutacién en al menos un resto de aminoacido seleccionado entre el grupo que consiste en Asp392, Tyr426, Tyr517
y His585 de la SEC ID NO:3, en el que el mutante no mantienen la capacidad de unirse a iones metalicos y funciona
sustancialmente como un dominio N.

En alguna divulgacion, la Tf o parte de Tf tendra suficiente longitud para incrementar la semivida circulatoria in vivo,
estabilidad en suero, estabilidad en solucién in vitro o biodisponibilidad del ligando, es decir, sera terapéutica,
cuando la Tf o parte de Tf y el ligando de la proteina de fusidon se escinden del resto de la proteina de fusion
comparada con la semivida circulatoria in vivo, estabilidad en suero (semivida), estabilidad in vitro o biodisponibilidad
del ligando en un estado no fusionado, es decir, no fusionado a Tf. Tal incremento en estabilidad, semivida
circulatoria in vivo o biodisponibilidad puede ser aproximadamente un 30%, 50%, 70%, 80%, 90% o mas de
incremento sobre la regién del resto de ligando no fusionado. En algunos casos, el resto de ligando que comprende
la transferrina modificada muestra una semivida en suero de aproximadamente 1 o mas dias, 1-2 o mas dias, 3-5 o
mas dias, 5-10 o mas dias, 10-15 o mas dias, 10-20 o mas dias, aproximadamente 12-18 dias o aproximadamente
14-17 dias comparado con el ligando en un estado no fusionado.

Cuando el dominio C de Tf es parte de la proteina de fusion, los dos sitios de glucosilacion unidos a N, restos de
aminoacido que corresponden a N413 y N611 de la SEC ID NO: 3 se pueden mutar para la expresion en un sistema
de levadura para evitar la glucosilacion o hipermanosilacion y ampliar la semivida en suero de la proteina de fusion
(para producir asialo-, o en algunos casos, monosialo-Tf o disialo-Tf). Ademas de los aminoacidos de Tf que
corresponde a N413 y N611, mutaciones para los restos dentro de o adyacentes al sitio de glucosilacion N-X-S/T
evitan o sustancialmente reducen la glucosilacién. Véase la Patente de Estados Unidos n°® 5.986.067 de Funk et al.
Por ejemplo, la invencion incluye modificaciones en los aminoacidos S415 y T613. En una realizacion, el resto de
transferrina contiene las modificaciones S415A y T613A. En esta divulgacion, las modificaciones de aminoacidos
corresponden a S415y T613 de la SEC ID NO: 3.

También se ha resefiado que el dominio N de Tf expresado en Pichia pastoris llega a estar glucosilado unido a o con
una sola hexosa en S32 que también se puede mutar o modificar para evitar tal glucosilacion. Ademas, la
glucosilacion unida a O se puede reducir o eliminar en una célula huésped de levadura con mutaciones en uno o
mas de los genes PMT.
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De acuerdo con lo anterior, en una divulgacion, la proteina de fusion incluye una molécula de transferrina modificada
en la que la transferrina muestra una glucosilacion reducida, que incluye pero no se limita a formas asialo-
monosialo- y disialo- de Tf. En otra divulgacion, la parte de transferrina de la proteina de fusion incluye un mutante
de transferrina recombinante que se muta para evitar la glucosilacion. En otra divulgacion, la parte de transferrina de
la proteina de fusion incluye un mutante de transferrina recombinante que esta totalmente glucosilado. En una
divulgacion adicional, la parte de transferrina de la proteina de fusion incluye un mutante de transferrina de suero
humana recombinante que esta mutado para evitar la glucosilacion, en el que al menos uno de Asn413 y Asn611 de
la SEC ID NO: 3 estda mutado a un aminoacido que no permite glucosilacion. En otra realizacion, la parte de
transferrina de la proteina de fusion incluye un mutante de transferrina de suero humana recombinante que esta
mutado para evitar o sustancialmente reducir la glucosilacion, en el que las mutaciones pueden estar dentro del sitio
de glucosilacion N-X-S/T. Ademas, la glucosilacion se puede reducir o evitar mediante mutacion del resto de serina o
treonina. Por ejemplo, en una divulgacion de la invencion, la parte de transferrina de la proteina de fusién incluye un
mutante de transferrina de suero humana recombinante que esta mutado para evitar la glucosilacién, en la que al
menos uno de Ser415 y Thr613 de la SEC ID NO: 3 esta mutado a un aminoacido que no permite la glucosilacion.
Ademas, el cambio de X a prolina se sabe que inhibe la glucosilacion.

Como se describe en mas detalle mas adelante, las proteinas de fusion Tf modificadas, que comprenden una Tf
modificada, de la invencion también se puede modificar por ingenieria genética para unir y/o no unir el hierro al
receptor Tf. En otras realizaciones de la invencion, la unién del hierro se mantiene y la capacidad de union al hierro
de Tf se puede usar para distribuir una proteina terapéutica o péptido(s) al interior de una célula y/o mediante la
barrera hematoencefalica (BBB). El dominio N solo no se une a TfR cuando esta cargado con hierro y el hierro unido
al dominio C se unira a TfR pero no con la misma afinidad que la molécula global.

En otra divulgacion, la parte de transferrina de la proteina de fusién de transferrina, incluye un mutante de
transferrina recombinante que tiene una mutacién en la que el mutante no mantiene la capacidad de unirse a iones
metalicos. En una divulgacion alternativa, la parte de transferrina de la proteina de fusidon de transferrina incluye un
mutante de transferrina recombinante que tiene una mutacién en la que el mutante tiene una afinidad de unién mas
débil para iones metalicos que la transferrina de suero de tipo natural. En una divulgacion alternativa, la parte de
transferrina de la proteina de fusion de transferrina incluye un mutante de transferrina recombinante que tiene una
mutacioén en la que el mutante tiene una afinidad de unién mas fuerte por los iones metalicos que la transferrina de
suero tipo natural.

En otra divulgacion, la parte de transferrina incluye un mutante de transferrina recombinante que tiene una mutacion
en la que el mutante no retiene la capacidad de unirse a al receptor de transferrina. En una divulgacion alternativa, la
parte de transferrina incluye a mutante de transferrina recombinante que tiene una mutacion en la que el mutante
tiene una afinidad e unién mas débil por el receptor de transferrina que la transferrina de suero de tipo natural. En
una divulgacion alternativa, la parte de transferrina incluye un mutante de transferrina recombinante que tiene una
mutacion en la que el mutante tiene una afinidad de unidon mas fuerte para el receptor de transferrina que la
transferrina de suero de tipo natural.

En otra divulgacion, la parte de transferrina incluye un mutante de transferrina recombinante que tiene una mutacion
en la que el mutante no mantiene la capacidad de unirse a los iones carbonato. En una divulgaciéon alternativa, la
parte de transferrina incluye un mutante de transferrina recombinante que tiene una mutacién en la que el mutante
tiene una afinidad de unién mas débil para los iones carbonato que la transferrina de suero de tipo natural. En una
divulgacion alternativa, la parte de transferrina incluye un mutante de transferrina recombinante que tiene una
mutacion en la que el mutante tiene una afinidad de unién mas fuerte para los iones carbonato que la transferrina de
suero de tipo natural.

En otra divulgacion, la parte de transferrina incluye un mutante de transferrina de suero humana recombinante que
tiene una mutacion en al menos un resto de aminoacido seleccionado entre el grupo que consiste en Asp63, Gly65,
Tyr95, Tyr188, His249, Asp392, Tyr426, Tyr514, Tyr517 y His585 de la SEC ID NO: 3, en la que el mutante mantiene
la capacidad de unir se a iones metalicos. En una divulgacion alternativa, un mutante de transferrina de suero
humana recombinante que tiene una mutacion en al menos un resto de aminoacido seleccionado entre el grupo que
consiste en Asp63, Gly65, Tyr95, Tyr188, His249, Asp392, Tyr426, Tyr514, Tyr517 y His585 de la SEC ID NO: 3, en
la que el mutante tiene una capacidad reducida para unirse a iones metalicos. En otra divulgacion, un mutante de
transferrina de suero humana recombinante que tiene una mutacién en al menos un resto de aminoacido
seleccionado entre el grupo que consiste en Asp63, Gly65, Tyr95, Tyr188, His249, Asp392, Tyr426, Tyr517 y His585
de la SEC ID NO: 3, en la que el mutante no mantiene la capacidad de unirse a iones metalicos.

En otra divulgacion, la parte de transferrina incluye un mutante de transferrina de suero humana recombinante que
tiene una mutacion en Lys206 o His207 de la SEC ID NO: 3, en la que el mutante tiene una avidez de union mas
fuerte para los iones metalicos que la transferrina de suero tipo natural humana (véase la Patente de Estados Unidos
5.986.067). En una divulgacion alternativa, la parte de transferrina incluye un mutante de transferrina de suero
humana recombinante que tiene una mutaciéon en Lys206 o His207 de la SEC ID NO: 3, en la que el mutante tiene
una avidez de unién mas débil para los iones metalicos que la transferrina de suero tipo natural humana. En una
divulgacion adicional, la parte de transferrina incluye un mutante de transferrina de suero humana recombinante que
tiene una mutacién en Lys206 o His207 de la SEC ID NO: 3, en la que el mutante no se une a iones metalicos.

Se puede usar cualquier técnica disponible para producir la proteina de fusion de la invencion, que incluye pero no
se limita a técnicas moleculares disponibles cominmente, por ejemplo, las descritas en Sambrook et al. Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 22 Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989. Cuando se llevan a cabo las
sustituciones de nucleotidos usando las técnicas para llevar a cabo mutagénesis especifica de sitio que se conocen
bien en la técnica, los cambios de aminoacidos son preferiblemente de una naturaleza secundaria, esto es,
sustituciones de aminoacido conservadoras, aunque también se contemplan otras sustituciones no conservadoras,
particularmente cuando se producen una parte de transferrina modificada, por ejemplo, una proteina de fusion
modificada que muestra glucosilacion reducida, uniéon a hierro reducida y similares. De manera especifica se
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contemplan sustituciones de aminoacidos, pequefas supresiones o inserciones, de manera tipica de uno a
aproximadamente 30 aminoacidos; las inserciones entre dominios de transferrina; pequefias extensiones amino- o
carboxilo-terminales, tales como un resto de metionina amino-terminal, o pequefios péptidos de engarce de menos
de 50, 40, 30, 20 o 10 restos entre dominios de transferrina o uniéon de una proteina de transferrina de y proteina o
péptido terapéutico, ligando, o una region de anticuerpo variable o region de tallo; o una pequefia extension que
facilita la purificacion, tal como un espacio de poli-histidina, un epitopo antigénico o un dominio de unién.

Los ejemplos de sustituciones de aminoacidos conservadoras son sustituciones realizadas dentro del mismo grupo
tales como sustituciones dentro del grupo de aminoacidos basicos (tales como arginina, lisina, histidina),
aminoacidos acidos (tales como acido glutamico y acido aspartico), aminoacidos polares (tales como glutamina y
asparagina), aminoacidos hidréfobos (tales como leucina, isoleucina, valina), aminoacidos aromaticos (tales como
fenilalanina, triptéfano, tirosina) y aminoacidos pequefios (tales como glicina, alanina, serina, treonina, metionina).

Las sustituciones no conservadoras abarcan sustituciones de aminoacidos de un grupo por aminoacidos de otro
grupo. Por ejemplo, una sustituciéon no conservadora incluiria la sustituciéon de un aminoacido hidréfobo por un
aminoacido polar. Para una descripcion general de sustitucion de nucleotidos, véase, por ejemplo, Ford et al. (1991),
Prot. Exp. Pur. 2: 95 - 107. Las sustituciones no conservadoras, supresiones e inserciones son particularmente utiles
para producir proteinas de fusién Tf, preferiblemente transcuerpos, de la invencién que no muestran unién o
muestran %Jnic')n reducida de hierro y/o no muestran unién o muestran union reducida de la proteina de fusion al
receptor Tf.

En el polipéptido y proteinas de la invencion, se sigue el siguiente sistema para designar aminoacidos de acuerdo
con la siguiente lista convencional:

TABLA DE AMINOACIDOS

AMINOACIDO SIMBOLO DE UNA SIMBOLO DE

LETRA TRES LETRAS
Alanina A Ala
Arginina R Arg
Asparagina N Asn
Acido aspartico D Asp
Cisteina C Cys
Glutamina Q GIn
Acido glutamico E Glu
Glicina G Gly
Histidina H His
[soleucina [ lle
Leucina L Leu
Lisina K Lys
Metionina M Met
Fenilalanina F Phe
Prolina P Pro
Serina S Ser
Treonina T Thr
Triptéfano W Trp
Tirosina Y Tyr
Valina V Val

La union a hierro y/o union al receptor se puede reducir o interrumpir por mutaciéon, que incluye supresion de,
sustitucion de o inserciéon en, restos de aminoacido que corresponden a uno o mas de restos de dominio N de Tf
Asp63, Tyr95, Tyr188, His249 y/o restos de dominio C Asp 392, Tyr 426, Tyr 514 y/o His 585 de la SEC ID NO: 3. la
union a hierro también puede estar afectada por mutacién a los aminoacidos Lys206, His207 o Arg632 de la SEC ID
NO: 3. La union a carbonato se puede reducir o interrumpir por mutacion, incluyendo supresion de, sustitucion de o
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inserciéon en, restos de aminoacido que corresponden a uno o mas de los residuos de dominio N de Tf Thr120,
Arg124, Ala126, Gly 127 y/o residuos de dominio C Thr 452, Arg 456, Ala 458 y/o Gly 459 de la SEC ID NO: 3. Una
reduccion o interrupcion de union a carbonato puede afectar de manera adversa a la unién a hierro y/o receptor.

La unién al receptor de Tf receptor se puede reducir o interrumpir mediante mutacion incluyendo, supresion de,
sustitucion de o insercidon en, restos de aminoacidos que corresponden a uno o mas restos de dominio N de Tf
descritos anteriormente para la unién al hierro.

Como se ha descrito anteriormente, la glucosilacién se puede reducir o evitar mediante mutacién, que incluye
supresion de, sustitucion de o insercion en, restos de aminoacidos correspondientes a uno o mas restos de dominio
C de Tf dentro de los sitios N-X-S/T correspondientes a los restos del dominio C N413 y/o N611. Véase la Patente
de Estados Unidos N° 5.986.067. Por ejemplo, el N413 y/o N611 pueden estar mutados a restos Glu como pueden
ser los aminoacidos adyacentes. En una realizacion, S415 y/o T613 estan mutados a los restos Ala.

En los casos donde las proteinas de fusion de Tf de la invencion no estén modificadas para evitar la glucosilacion, la
union a hierro, unién a carbonato y/o unién al receptor, glucosilacion, los iones hierro y/o carbonato se pueden
eliminar o escindir de la proteina de fusion. Por ejemplo, se pueden usar las desglucosilasas disponibles para
escindir los restos de glucosilacion de la proteina de fusion, en particular los restos de azucar unidos a la parte Tf,
levadura deficiente en enzimas de glucosilacion se pueden usar para evitar la glucosilacion y/o células
recombinantes se pueden hacer crecer en la presencia de un agente que evite la glucosilacion, por ejemplo,
tunicamicina.

Los carbohidratos en la proteina de fusiéon también se pueden reducir o eliminar completamente mediante enzimas
tratando la proteina de fusién con desglucosilasas. Las desglucosilasas se conocen bien en la técnica. Los ejemplos
de desglucosilasas incluyen, pero no se limitan a, galactosidasa, PNGasa A, PNGasa F, glucosidasa, mannosidasa,
fucosidasa y Endo H desglucosilasa.

Se pueden realizar mutaciones adicionales en Tf para alterar la estructura de tres dimensiones de Tf, tales como
modificaciones en la region de articulacion para evitar el cambio conformacional necesario para la unién al hierro y
reconocimiento del receptor de Tf. Por ejemplo, se pueden realizar mutaciones en o alrededor de los restos de
aminoacidos 94 - 96, 245 - 247 y/o 316 - 318 del dominio N asi como los C restos de aminoacidos 42 - 427, 581 -
582 y/o 652 - 658 del dominio Ademas, se pueden realizar mutaciones en o alrededor de las regiones flanqueantes
de estos sitios para alterar la estructura y funcion de Tf.

En una divulgacion, la proteina de fusiéon puede funcionar como una proteina vehiculo para ampliar la semivida o
biodisponibilidad del ligando asi como, en algunos casos, la distribucion del ligando en el interior de las células y
mantiene la capacidad de cruzar la barrera hematoencefalica. En una divulgacion alternativa, la proteina de fusion
incluye una molécula de transferrina modificada en la que la transferrina no mantiene la capacidad de cruzar la
barrera hematoencefalica.

En ofra divulgacion, la proteina de fusidn incluye una molécula de transferrina modificada en la que la molécula de
transferrina mantiene la capacidad de unirse al receptor de transferrina y transportar la regién variable de anticuerpo
en el interior de las células. En una divulgacion alternativa, la proteina de fusion incluye una molécula de transferrina
modificada en la que la molécula de transferrina no mantiene la capacidad de unirse al receptor de transferrina y
transportar la region variable de anticuerpo en el interior de las células.

En divulgacion adicional, la proteina de fusién incluye una molécula de transferrina modificada en la que la molécula
de transferrina mantiene la capacidad de unirse al receptor de transferrina y transportar la region variable de
anticuerpo en el interior de las células, pero no mantiene la capacidad de cruzar la barrera hematoencefalica. En una
divulgacion alternativa, la proteina de fusion incluye una molecula de transferrina modificada en la que la molécula
de transferrina mantiene la capacidad de cruzar la barrera hematoencefalica, pero no mantiene la capacidad de
unirse al receptor de transferrina y transportar la region variable de anticuerpo en el interior de las células.

Proteinas de fusion de transferrina

Las proteinas de fusion de la divulgacion pueden contener una o mas copias del ligando, region variable de
anticuerpo o péptido aleatorio unido al extremo N y/o al extremo C de la Proteina Tf. En una divulgacion, el resto de
ligando esta unido al extremo N de la proteina Tf. En algunas divulgaciones, el ligando, regién variable o péptido se
une al Extremo N- y C de la proteina Tf y la proteina de fusién puede contener uno o mas equivalentes de estas
regiones sobre cualquiera o ambos extremos de Tf.

En otras divulgaciones, el uno mas ligandos estan insertados en el péptido de transferrina, por ejemplo en dominios
conocidos de la proteina Tf tales como en uno o mas de los bucles de Tf. Véase Ali et al. (1999) J. Biol. Chem. 274
(34): 24066 - 24073.

En una divulgacion, el ligando esta insertado en el I6bulo N de transferrina. Por ejemplo, la invencion también incluye
que puedan estar realizadas una o mas inserciones en o alrededor de otras posiciones en los dominios N1y N del
I6bulo N mostrados en la tabla a continuacion

N4 N

Asp33 Ser105
Asnb5 Glu141
Asn75 Asp166
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(continuacion)

N4 N
Asp90 GIn184
Gly257 Asp197
Lys280 Lys217
His289 Thr231
Ser298 Cys241

En todavia otra divulgacion, el ligando comprende residuos de aminoacidos distribuidos al azar en los residuos de
aminoacidos de superficie expuesta sobre la proteina de transferrina. Los residuos de aminoacidos distribuidos al
azar se pueden localizar en una regién de aminoacidos expuestos de superficie o en una o mas region de
aminoacidos expuestos de superficie. Por ejemplo, los aminoacidos distribuidos al azar pueden estar contenidos en
una o mas de las regiones constituidas por aproximadamente 85 residuos de aminoacido a aproximadamente 92
residuos de aminoacido, aproximadamente 276 residuos de aminoacido a aproximadamente 298 residuos de
aminoacido, o aproximadamente 207 residuos de aminoacido a aproximadamente 217 residuos de aminoacido de la
SEC ID NO: 3. En una divulgacion, los residuos de aminoacido distribuidos al azar se localizan en las posiciones
Y85, G86, S87, E89, D90 y Q92 de la SEC ID NO: 3. En otra divulgacion, los residuos de aminoacido distribuidos al
azar se localizan en las posiciones K276, D277, K280, Q283, S286 y D297 y de manera opcional S298 de la SEC ID
NO: 3. En todavia otra realizacion, los residuos de aminoacidos distribuidos al azar se localizan en las posiciones
H207, S208, F211, E212 y A215 y de manera opcional N216 y/o K217 de la SEC ID NO: 3.

Aunque el ndmero de restos de aminoacidos distribuidos al azar por region puede variar, preferiblemente al menos
aproximadamente 3, al menos aproximadamente 4, al menos aproximadamente 5, al menos aproximadamente 6, al
menos aproximadamente 7, al menos aproximadamente 8, al menos aproximadamente 9 o al menos
aproximadamente 10 o mas restos de aminoacidos estan distribuidos al azar por region.

En una divulgacion, el resto de ligando contiene una secuencia de union de ligando conocida tal como una
secuencia de ligando capaz de unirse a una integrina, que incluye, pero no se limita a, una alfa 4 integrina (por
efemplo, a4b1 y a4b7). Tales ligandos incluyen, pero no se limitan a, VCAM y MadCAM. Véase Jackson, 2002,
Current Pharmaceutical Design. *; 1229 - 1253.

Los procesos inflamatorios que conducen a un dafio de tejido y enfermedad estan mediados en parte por las
integrinas alfa 4, a4b1 y a4b7, expresadas sobre la superficie de la célula de leucocitos. Estos receptores de
glucoproteina modulan la adhesién de la célula mediante la interaccion con sus ligandos primarios, molécula de
adhesion de la célula vascular (VCAM) y molécula de adhesion de la célula de adresina mucosal (MAdCAM),
expresada en el tejido afectado. Tras la union, las interacciones de integrina/CAM en la superficie de la célula dan
como resultado la adhesion firme del leucocito al vaso seguida por la entrada en el tejido afectado. La expresion de
la molécula de adhesion de la célula (CAM) en diversos érganos esta ligada a varias enfermedades autoinmunes. En
una realizacién de la invencion, un transcuerpo (es decir, una proteina de fusién que comprende transferrina y un
ligando) que contiene uno o mas péptidos capaces de unirse a alfa-4 integrinas o sus ligandos CAM se puede
administrar a un sujeto para tratar un sujeto a tratar y/o mediar inflamacion. En una divulgacion, un transcuerpo que
contiene uno o mas péptidos capaces de unirse a alfa-4 integrinas o sus ligandos CAM se pueden administrar a un
sujeto para el tratamiento de una enfermedad autoinmune.

En otra divulgacion, el resto de ligando comprende una secuencia de union a ligando conocida y restos de
aminoacidos distribuidos al azar bien dentro de la secuencia de union a ligando o bien sobre cualquiera o sobre
ambos lados de la secuencia de unién a ligando. Por ejemplo, la invencion incluye una proteina de fusion de
transferrina que contiene la secuencia de unién a integrina RGD rodeada de restos de aminoacido distribuidos al
azar. Tal proteina de fusidon se puede insertar en el resto de transferrina, por ejemplo, entre los aminoacidos 289 y
290 de la SEC ID NO: 3. En una realizacion de la invencion, la secuencia de union a integrina resto de péptido
aleatorizado de ligando es CXXXRGDXXXC, en el que X es un resto de aminoacido aleatorizado. En otra
divulgacion, la secuencia de union a integrina y resto de péptido aleatorizado de ligando es XXXRGDXXX. La
divulgaciéon también incluye, pero no se limita a, la secuencia de unidén a integrina KGD rodeada de péptidos
distribuidos al azar y la secuencia de union a integrina LDV rodeada de péptidos distribuidos al azar.

En otra divulgacion, el resto de ligando es una region variable de anticuerpo. En esta divulgacion, en general, la
proteina de fusion de transferrina de la invencion puede tener una region derivada de transferrina modificada y una
region variable de anticuerpo. Sin embargo, mas de una region variable de anticuerpo se puede usar para preparar
una proteina de fusién de transferrina de la invencion, produciendo por lo tanto una Proteina de fusion Tf multi-
funcional modificada.

En una divulgacion, la proteina de fusion de la invencion contiene una region variable de anticuerpo o parte del
mismo fusionada a una molécula de transferrina o parte de la misma. En otra divulgacion, la proteina de fusion de la
invencion contiene una region variable de anticuerpo fusionada al extremo N de una molécula de transferrina. En
una divulgacion alternativa, la proteina de fusidon de la invencidon contiene una region variable de anticuerpo
fusionada al extremo C de una molécula de transferrina. En una divulgacion adicional, la proteina de fusion de la
invencion contiene una molécula de transferrina fusionada al extremo N de una region variable de anticuerpo. En
una divulgacion alternativa, la proteina de fusion de la invencién contiene una molécula de transferrina fusionada al
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extremo C de una region variable de anticuerpo.

La presente invencion también proporciona una proteina de fusion que contiene una region variable de anticuerpo o
parte de la misma fusionada a una molécula de transferrina modificada o parte de la misma.

En otra divulgacion, la proteina de fusion de la invenciéon contiene una region variable de anticuerpo fusionada a
tanto el extremo N como el extremo C de transferrina modificada. En otra divulgacion, la region variable de
anticuerpos fusionada a los extremos N- y C- se unen a los mismos antigenos. También, las regiones variables de
anticuerpos que se unen al mismo antigeno se pueden derivar de anticuerpos diferentes y de este modo, se unen
diferentes epitopos sobre la misma diana. En una divulgacion alternativa, la region variable de anticuerpos fusionada
a los extremos N- y C- se unen a diferentes antigenos. En otra divulgacion alternativa, la region variable de
anticuerpos fusionada a los extremos N- y C- se unen a diferentes antigenos que pueden ser Utiles para activar dos
células diferentes para el tratamiento o prevencion de enfermedad, trastorno, o afeccién. En otra divulgacion, la
region variable de anticuerpos fusionada a los extremos N- y C- se unen a diferentes antigenos .que pueden ser
utiles para unién por puentes de dos antigenos diferentes para el tratamiento o prevencion de enfermedades o
trastornos que se conocen en la técnica en la técnica que se producen de manera comun en pacientes de manera
simultanea.

De manera adicional, la proteina de fusiéon de transferrina de la invenciéon también se puede producir mediante la
insercion de la region variable de anticuerpo de interés, por ejemplo, un anticuerpo de una sola cadena que se une a
una proteina terapéutica o un fragmento o variante de la misma, en una region interna de la transferrina modificada.
Las regiones internas de la transferrina modificada incluyen, pero no se limitan a, las regiones de bucle, el sitio de
unioén a hierros, las regiones de articulacion, los sitios de union a bicarbonato o el dominio de unién al receptor.

Dentro de la secuencia de proteina de la molécula de transferrina modificada existen un cierto nimero de bucles o
curvas, que estan estabilizados por enlaces disulfuro. Estos bucles son utiles para la insercion, o fusion interna, de
péptidos terapéuticamente activos, preferiblemente regiones variables de anticuerpos, particularmente las que
requieren una estructura secundaria para ser funcionales, o proteinas terapéuticas, preferiblemente region variable
de anticuerpos, para generar una molécula de transferrina modificada con actividad bioldgica especifica.

Cuando los ligandos tales como regiones variables de anticuerpos, preferiblemente CDR, se insertan en o
reemplazan al menos un bucle de una molécula de Tf, se pueden realizar inserciones dentro de cualquiera de las
regiones de bucles expuestas de superficie, ademas de otros areas de Tf. Por ejemplo, se pueden realizar
inserciones dentro de los bucles que comprenden los aminoacidos 32 - 33, 74 - 75, 256 - 257, 279 - 280 y 288 - 289
de Tf. Véase Ali et al., supra. Como se ha descrito anteriormente, se pueden realizar inserciones dentro de otras
regiones de Tf tal como los sitios para union a hierro y a bicarbonato, las regiones de articulacion y la uniéon al
dominio del receptor como se describe en mas detalle mas adelante. También se pueden usar bucles en la
secuencia de proteina Tf que son responsables de la modificacién/reemplazo de la inserciéon de proteinas o péptidos
para el desarrollo de de una biblioteca que se puede seleccionar de inserciones de péptidos aleatorias. Se pueden
usar cualesquiera procedimientos para producir inserciones de acido nucleico para la generacion de bibliotecas de
péptido, incluyendo sistemas de visualizacién de fago y bacterianos, antes de clonar en un dominio Tf y/o fusion a
los extremos de Tf.

El extremo N de Tf esta libre y apunta hacia fuera de la proteina de fusion. Las fusiones de un ligando o ligandos
sobre el extremo N de transferrina es una realizacion de la invencion. Tales fusiones pueden incluir una region de
engarce, tal como pero sin limitacién a un tramo de poli-glicina o un engarce PEAPTD (SEC ID NO: 18) para separar
el ligando de Tf.

El extremo C de Tf parece que esta enterrado o parcialmente enterrado y asegurado por un enlace disulfuro de 6
aminoacidos del extremo C. En Tf humana, el aminoacido C-terminal es una prolina que, dependiendo de la forma
en que esté orientada, bien apuntara una proteina de fusiéon hacia fuera o bien en el cuerpo de la molécula. Un
engarce o resto espaciador en el extremo C se puede usar en algunas realizaciones de la invenciéon. También existe
una prolina cerca del extremo N. En una divulgacion, la prolina en los extremos N- y/o el C- se puede modificar o
sustituir %on otro aminoacido. En otra divulgacion, el enlace disulfuro C-terminal se puede eliminar para no atar el
extremo C.

Resto del tallo

El resto del tallo de la divulgacion esta fusionado en su extremo N a un resto de transferrina o ligando y puede de
manera opcional estar fusionado a un resto de anclaje en su extremo C. Cuando se expresa en una célula de
levadura, el extremo C del resto del tallo se localiza dentro de la célula, por ejemplo, dentro de la pared celular. En
una realizacion de la invencion, el resto del tallo actia como un miembro de unién a la pared celular para unir de
manera covalente o no covalente la proteina de fusién a la pared celular de una célula de levadura.

El resto del tallo de la presente invencion tiene una conformacion de tipo bastén o de tipo brocha. Este tipo de
conformacion es tipica de un péptido moderadamente a altamente glucosilado. El resto del tallo de la invencion
contiene N-glucanos u O-glucanos. Véase el documento U.S. 6.114.147. La presencia de O-glucanos se prefiere
sobre los N-glucanos debido a que los O-glucanos permiten que el resto del tallo tome la forma de una mas de una
conformacioén extendida, de tipo baston cuando se compara con los N-glucanos. El resto del tallo también puede
contener moderada a alta glucosilacion de sitios de glucosilacion de serina y treonina.

El resto del tallo de la proteina de fusion de la invencion contiene un porcentaje moderado a alto de restos de serina
o treonina. Por ejemplo, la invencién incluye un resto del tallo con al menos aproximadamente 5% o mas residuos de
serina y/o treonina, al menos aproximadamente 10% o mas residuos de serina y/o treonina, al menos
aproximadamente 20% o mas o mas residuos de serina y/o treonina, al menos aproximadamente 30% o mas o mas
residuos de serina y/o treonina, al menos aproximadamente 40% o mas o mas residuos de serina y/o treonina, al
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menos aproximadamente 50% o mas o mas residuos de serina y/o treonina, al menos aproximadamente 60% o mas
o mas residuos de serina y/o treonina, al menos aproximadamente 70% o mas o mas residuos de serina y/o
treonina, al menos aproximadamente 80% o mas o mas residuos de serina y/o treonina, o al menos
aproximadamente 90% o mas o mas residuos de serina y/o treonina. En una realizacién de la invencion, el residuo
del tallo contiene aproximadamente 20 - 30% residuos de serina y/o treonina, aproximadamente 20 - 40% residuos
de serina y/o treonina, aproximadamente 30 - 40% residuos de serina y/o treonina, aproximadamente 20 - 50%
residuos de serina y/o treonina, aproximadamente 30 - 50% residuos de serina y/o treonina, aproximadamente 20 -
60 residuos de serina y/o treonina o aproximadamente 30 - 60% residuos de serina y/o treonina.

El resto del tallo puede contener al menos aproximadamente 5% o mas N- u O-glucanos en peso, al menos
aproximadamente 10% o mas N- u O-glucanos en peso, al menos aproximadamente 20% o mas N- u O-glucanos en
peso, al menos aproximadamente 30% o mas N- u O- glucanos en peso, al menos aproximadamente 40% o mas N-
u O- glucanos en peso, al menos aproximadamente 50% o mas N- u O-glucanos en peso, al menos
aproximadamente 60% o mas N- u O-glucanos en peso, al menos aproximadamente 70% o mas N- u O-glucanos en
peso, al menos aproximadamente 80% o mas N- u O-glucanos en peso, o al menos aproximadamente 90% o mas
N- u O-glucanos en peso. En una realizacion de la invencion, el resto del tallo contiene aproximadamente 20-30% O-
glucanos en peso, aproximadamente 20 - 40% O-glucanos en peso, aproximadamente 30-40% O-glucanos en peso,
aproximadamente 20 - 50% O-glucanos en peso, aproximadamente 30-50% O-glucanos en peso, aproximadamente
20 - 60% O-glucanos en peso o aproximadamente 30 - 60% O- glucanos. En otra realizacién, la presencia de
glucanos, en particular O- glucanos, permite que el resto del tallo se reticule con los beta glucanos presentes en
proteinas de la pared celular. Como tal, el resto del tallo de la invencién es capaz de funcionar como miembro de
union a la pared celular.

El resto del tallo puede comprender una proteina de mucina o parte de una proteina de mucina, es decir un miembro
de las proteinas de tipo MUC. Las mucinas de tipo MUC son una familia de las moléculas relacionadas de manera
estructural que estan altamente glucosiladas y se expresan en epitelio de los tractos respiratorios, gastrointestinal y
reproductor, por ejemplo, MUC1 (GenBank Numero de acceso AF125525), MUC2 (GenBank Numero de acceso
L21998), MUC3 (GenBank Numero de acceso AF113616), MUC4 (GenBank Numero de acceso AJ000281),
MUC5AC (GenBank Numero de acceso U83139), MUC5B (GenBank Numero de acceso AJ001402), MUC6
(GenBank Numero de acceso U97698), MUC7 (GenBank Numero de acceso L13283), MUC8 (GenBank Numero de
acceso U14383), MUC9 (GenBank Numero de acceso AW271430). En una divulgacion, el resto del tallo contiene
hMUC1 o una parte de la proteina hMUC1, por ejemplo, SEC ID NO: 71 codificada por el acido nucleico de la SEC
ID NO: 70 asi como el polipéptido codificado por el acido nucleico de la SEC ID NO: 5. En otra divulgacion, el resto
del tallo contiene hMUC3 o una parte de la proteina hMUC3. Por ejemplo, la invencion incluye el tallo hMUC3 de la
SEC ID NO: 69 que esta codificado por el acido nucleico de la SEC ID NO: 68.

La proteina de fusidon de la invencion también incluye tallos que comprenden variantes tales como analogos y
derivados de proteinas de mucina, proteinas de tipo mucina y partes de las mismas. Las variantes se pueden crear
para optimizar el despliegue de las proteinas sobre la superficie de una célula. Las variantes se pueden crear
mediante procedimientos conocidos en la técnica. Por ejemplo, las variantes se pueden modificar por ingenieria
genética eliminando los restos de aminoacidos repetitivos y/o sometiendo los péptidos a mutagénesis aleatoria y
seleccion.

El resto del tallo de la divulgacion también se puede derivar de proteinas glucosiladas diferentes de mucina, que
incluyen, pero no se limitan a, AGA1 (por ejemplo, SEC ID NO: 73, codificada por la secuencia de acido nucleico de
la SEC ID NO: 72), MAdCAM-1, GlyCAM-1, CD34; repeticiones de consenso de E-selectina, P-selectina, o L-
selectina; o fijacion de glucoproteina virales (tales como virus de influenza, herpes simplex, inmunodeficiencia
humana, o del mosaico de tabaco) y variantes y fragmentos de los mismos. Véase el documento WO 01/46698,
Girard et al. (1995) Immunity 2: 113 - 123 y Van Kinken et al. (1998) Anal. Biochem. 265: 103 - 116, todas las cuales
se incorporan en el presente documento como referencia en su totalidad. La invencion incluye repeticiones de dos o
mas proteinas glucosiladas o fragmentos de las mismas asi como las combinaciones de dos o mas tipos de
proteinas glucosiladas.

En otra realizacion de la invencion, el tallo se modifica por ingenieria genética para que contenga uno o mas restos
de cisteina libres. El uno o mas restos de cisteina libres son capaces de formar enlaces disulfuro con restos de
cisteina libres de proteinas en la pared celular de una célula de levadura. La formacion de uno o mas enlaces
disulfuro dentro de la pared celular representa otro procedimiento que se puede usar para modificar por ingenieria
genética un resto del tallo capaz de funcionar como un miembro de unién a la pared celular.

Si la proteina de fusién de la invencidon se va a expresar en una célula de levadura, el resto del tallo es
preferiblemente de suficiente longitud para atravesar la pared celular entera de una célula de levadura.
Preferiblemente, el extremo N del resto del tallo se sitta en el exterior de la pared celular, lo mas preferiblemente, se
extiende en una configuraciéon de tipo baston fuera de la célula de levadura para reducir el impedimento estérico
entre el resto de transferrina y ligando y la célula de levadura huésped. El resto del tallo debe ser de al menos
aproximadamente 25 aminoacidos, de al menos aproximadamente 50 aminoacidos, de al menos aproximadamente
75 aminoacidos, de al menos aproximadamente 100 aminoacidos, de al menos aproximadamente 125 aminoacidos,
de al menos aproximadamente 150 aminoacidos, de al menos aproximadamente 175 aminoacidos, de al menos
aproximadamente 200 aminoacidos, de al menos aproximadamente 225 aminoacidos, de al menos
aproximadamente 250 aminoacidos, de al menos aproximadamente 275 aminoacidos, de al menos
aproximadamente 300 aminoacidos, de al menos aproximadamente 325 aminoacidos, de al menos
aproximadamente 350 aminoacidos, de al menos aproximadamente 375 aminoacidos, de al menos
aproximadamente 400 aminoacidos, de al menos aproximadamente 425 aminoacidos, de al menos
aproximadamente 450 aminoacidos, de al menos aproximadamente 475 aminoacidos de longitud, de al menos
aproximadamente 500 aminoacidos de longitud, de al menos aproximadamente 525 aminoacidos de longitud, de al
menos aproximadamente 550 aminoacidos de longitud, de al menos aproximadamente 575 aminoacidos de longitud,
de al menos aproximadamente 600 aminoacidos de longitud, de al menos aproximadamente 625 aminoacidos de
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longitud, o al menos aproximadamente 650 aminoacidos de longitud. En una realizacién, el resto del tallo es
aproximadamente 500 aminoacidos de longitud. En otra realizacion, el resto del tallo es aproximadamente 300 a 600
aminoacidos de longitud.

Resto de anclaje

El resto de anclaje de la proteina de fusion de la presente invencion es una parte de la proteina de fusion que ata de
manera fisica la proteina de fusién a una superficie de la superficie de la célula huésped o superficie de sustrato. En
una realizacion de la invencion, el resto de anclaje ata la proteina de fusién a una membrana celular tal como, pero
sin limitacién a, una membrana celular de mamifero. En otra realizacion de la invencion, el resto de anclaje puede
atar o inmovilizar la proteina de fusién a una pared celular tal como, pero sin limitacién a, una pared de la célula de
levadura. Cuando el anclaje ata la proteina de fusidn a una pared celular es un miembro de unién a la pared celular.

El resto de anclaje puede de manera transitoria unir una proteina de fusion a una pared celular o membrana celular.
En una realizacion de la invencién, el resto de anclaje de manera transitoria une una proteina de fusién a una pared
celular o membrana celular que proporciona una oportunidad para que el resto del tallo se una de manera covalente
0 no covalente a la pared celular. Por ejemplo, la atadura transitoria de un anclaje en una célula puede permitir que
los O-glucanos de un resto del tallo se reticulen con los beta glucanos de la pared celular.

En una realizacion de la presente invencion, el resto de anclaje se adhiere a membranas celulares o paredes de
microorganismos, por ejemplo, eucariotas inferiores tales como levaduras y hongos asi como células de mamifero
tales como lineas celulares de mamifero. El resto de anclaje puede tener un largo extremo C que lo ancla en la
men)1brana celular o pared celular con aminoacidos tal como prolina (Kok (1990) FEMS Microbiology Reviews 87: 15
- 42).

Un resto de anclaje se puede anclar a una célula mediante el uso de un anclaje de glucosil fosfatidilinositol (GPI).
Véase Conzelmann et al. EMBO 9: 653 - 661 y Lipke y Ovalle (1998) J. Bacteriol. 180: 3735 - 3740. Un péptido de
secuencia sefial GPI, tal como los péptidos sefial GPI descritos en el presente documento, sefiala para la unién de
GPI al extremo C de la proteina de fusion. La propia sefial de GPI tiene tres dominios: la regidon que contiene el sitio
de unién de GPI (el sitio ®) mas el primer y segundo aminoacidos cadena abajo del sitio ®, un espaciador de 5 a 10
aminoacidos y un tramo hidréfobo de 10 a 15 aminoacidos. Una proteina que contiene la sefial de GPI se escinde en
el sitio o y el extremo carboxi resultante de la proteina se une de manera covalente al resto GPI. Esta reaccion se
produce en el reticulo endoplasmico. Estando asociados con membranas mediante el resto de GPI, las proteinas
unidas a GPI después se transportan a la superficie de la célula y se mantiene sobre la membrana plasmatica como
proteinas ancladas a GPI si las proteinas contiene restos basicos (R y/o K) en la regién menos corta de . Las
proteinas asociadas a GPl con V, |, o L en el sitio -4/-5 de ® € Y o N en el sitio -2 de ® se incorporan en la
membrana celular. Véase Hamada et al. (1999) J. Bacteriol. 181: 3886 - 3889; Nuoffer et al. (1993) J. Biol. Chem.
268: 10558 - 10563; De Nobel et al. (1994) Trends Cell Biol. 4: 42-45.; Hamada et al. (1998) Mol. Gen. Genet. 258:
53 - 59; y Van Der Vaart et al. (1998) Biotechnol. Genet. Eng. Rev. 15: 387 - 411.

En una realizacion de la invencion, se usa levadura GPI YIR019C para proporcionar el resto de anclaje de la
proteina de fusion de transferrina. La figura 2 proporciona un diagrama de la GPI YIR019C. El sitio o en la secuencia
de aminoacidos (SEC ID NO: 15) es glicina y se ilustra por tener un espacio sobre cualquier lado de él. Los espacios
son indicativos de regiones de espaciador sobre cualquier lado del sitio ®. Los aminoacidos | € Y impresos en letra
negrita enfrentada son los sitios -5/-4 y -2 de , respectivamente.

Se conocen en la técnica varios restos de anclajes de Saccharomyces y se pueden usar para construir las proteinas
de fusién de la presente invencion. Otros ejemplos de proteinas de sefal de GPI de levadura incluyen, pero no se
limitan a, YDR534C, YNL327W, YOR214C, YDR134C, YPL130, YOR009W, YER150W, YDRO7/W, YOR383C,
YJR151C, YJRO04, YJLO78C, YLR110C y YNL300W. Ademas, las proteinas de sefial de GPI se pueden usar de
otros organismos tal como el GPI de EPA1 de Canidida glabrata, Hwp1p de Candida albicans, o VSG de
Trypanosoma brucei.

En una realizacion de la invencion, el resto de anclaje es un resto de mamifero o derivado o fragmento del mismo.
En otra realizacién de la invencion, un péptido de seial de GPI es una proteina de sefial de GPl de mamifero. Por
ejemplo, la presente invencion incluye derivados de proteina de senal de MDP GPI humana tales como los
divulgados en la Tabla1 (véase el Ejemplo 5).

La invencion también incluye una proteina de fusién que comprende un resto de anclaje con uno o mas restos de
cisteina no unidos. Los restos de cisteina pueden actuar para atar la proteina de fusion a la célula formando enlaces
disulfuro con restos de cisteina de proteinas en la pared celular.

La invencion incluye proteinas de fusion que comprenden unos dominios transmembrana (TMD) como un resto de
anclaje. En una realizacion de la invencién, el TMD es una region de un solo tipo | de paso | o proteina de
membrana. Por ejemplo, la invencion incluye, pero no se limita a, residuos 70 - 98 de FUS1.

En otra realizacion de la invencién, el TMD comprende una o mas de las varias regiones transmembrana de una
proteina de membrana multiextendida. En una realizacién de la invencioén, el TMD es una region de una proteina de
membrana multiextendida que comprende aproximadamente 10 a 60 aminoacidos, aproximadamente 15 a 60
aminoacidos, aproximadamente 20 a 60 aminoacidos, aproximadamente 30 a 60 aminoacidos o aproximadamente
25 a 50 aminoacidos. Por ejemplo, la invencién incluye, pero no se limita a, uno o mas TMD de STE6 de
Saccharomyces del grupo que consiste en los residuos 25 - 30, 73 - 100, 171 - 198, 249 - 277, 714 - 742, 761 - 789,
838 - 858, 864 - 884, 940 - 967 y 979-1000 (Saccharomyces anotacion de Base de Datos del genoma).

En otra realizacion, el resto de anclaje se usa para atar la proteina de fusion de transferrina a un sustrato solido tal
como una microdisposicion. El resto de anclaje es preferiblemente una etiqueta de epitopo corto (es decir una
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secuencia reconocida por un anticuerpo, de manera tipica un anticuerpo monoclonal) tal como sefializacion de
polihistidina, SEAP, o M1 y M2. Véanse Bush et al. (1991) J. Biol. Chem. 266: 13811 - 13814, Berger et al. (1988)
Gene 66: 1 - 10, Patente de Estados Unidos 5.011.912, Patente de Estados Unidos 4.851.341, Patente de Estados
Unidos 4.703.004 y Patente de Estados Unidos 4.782.137, todas las cuales se incorporan por referencia en su
totalidad. En una realizacion, el dominio del tallo se ata a un sustrato mediante un anticuerpo de secuencia anti tallo
tal como un anticuerpo anti-mucina.

Albumina

La divulgacion también incluye una proteina de fusion que emplea una proteina o fragmento de proteina diferente de
transferrina para “presentar” un ligando a una diana. Las proteinas adecuadas son unas que son solubles y de al
menos aproximadamente 50 aminoacidos de longitud o mas largas. En una realizacion de la invencion, la proteina o
fragmento de proteina contiene una estructura secundaria similar a la de la transferrina.

Es preferible que la proteina o fragmento de la misma sea capaz de incrementar la semivida del ligando cuando se
escinde de la parte de tallo de la proteina de fusién y se usa como agente terapéutico. Por ejemplo, la presente
divulgacién contempla el uso de una proteina de fusion que contiene un resto de albumina, un resto del tallo y un
miembro de unién a la pared celular. La presente invencion también contempla el uso de una proteina de fusién que
contiene un resto de albumina y un resto de anclaje. El resto de albumina es capaz de conferir una semivida
incrementada en suero para el ligando, es decir, agente terapéutico, cuando la parte de albumina y de ligando de la
proteina de fusidn se escinde del remanente de la proteina de fusidn y se administra a un paciente en necesidad del
ligando como agente terapéutico.

Una proteina de fusién que contiene un resto de albumina puede contener una proteina de albumina, una variante
de albumina o fragmento de la misma. En una divulgacion, la proteina de albumina comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEC ID NO: 67 que esta codificada por la secuencia de acido nucleico de la SEC ID NO: 66. La
invencion incluye modificaciones de albumina que se conocen en la técnica.

Acidos nucleicos

Las moléculas de acido nucleico también se proporcionan por la presente invencion. Estas codifican una proteina de
fusién Tf modificada divulgada que comprende una proteina de transferrina o una parte de una proteina de
transferrina unida o acoplada de manera covalente a un resto de ligando. La proteina de fusién puede ademas
comprender una region de enlace, por ejemplo un engarce de menos de aproximadamente 50, 40, 30, 20, o 10
restos de aminoacido. El engarce puede estar de manera covalente a y entre la proteina de transferrina o parte de la
misma y la parte de ligando. Las moléculas de acido nucleico de la invencion pueden estar purificadas o no.

También se proporcionan las células huésped y vectores para replicar las moléculas de acido nucleico y que
expresan las proteinas de fusidon modificadas. Se pueden usar cualesquiera vectores o células huésped, bien
procaridticos o bien eucariéticos, pero se pueden preferir los sistemas de expresion procariéticos, en particular los
sistemas de expresion de levadura y sistemas de expresion de mamifero. Muchos vectores y células huésped se
conocen en la técnica para tales propodsitos. Esta también dentro de la experiencia en la técnica seleccionar un
conjunto apropiado para la aplicacion deseada.

Secuencias de ADN que codifican transferrina, partes de transferrina y proteinas terapéuticas de interés se pueden
clonar a partir de una diversidad de bibliotecas genémicas o de ADNc conocidas en la técnica. Las técnicas para
aislar tales secuencias de ADN que usan procedimientos basados en sondas son técnicas convencionales y se bien
conocen bien por los expertos en la técnica. Las sondas para aislamiento de tales secuencias de ADN se pueden
basar en secuencias de ADN o de proteinas (véase, por ejemplo, Baldwin, G.S. (1993) Comparison of Transferrin
SECuences from Different Species. Comp. Biochem. Physiol. 106B/1:203-218). De manera alternativa, se puede
usar el procedimiento de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) descrito por Mullis et al. (Patente de Estados
Unidos N° 4.683.195) y Mullis (Patente de Estados Unidos N° 4.683.202). La eleccion de biblioteca y seleccion de
sondas para el aislamiento de tales secuencias de ADN esta dentro de la experiencia ordinaria en la técnica.

Como se sabe en la técnica, “similitud” entre dos polinucleétidos o polipéptidos se determina por comparacion de la
secuencia de nucledtidos o aminoacidos y sus sustitutos de nucleétidos o aminoacidos de un polinucleétido o
polipéptido con la secuencia de un segundo polinucleétido o polipéptido. Como se conoce en la técnica es
“identidad” que significa el grado de relacion de secuencia entre dos secuencias de polipéptido o dos de
polinucleétidos como se determina por la identidad de la coincidencia entre dos hebras de tales secuencias. Tanto la
identidad como la similitud se pueden calcular facilmente

(Computational Molecular Biology, Lesk, A. M., ed., Oxford University Press, Nueva York, 1988; Biocomputing:
Informatics and Genome Projects, Smith, D. W., ed., Academic Press, Nueva York, 1993; Computer Analysis of
SECuence Data, Part |, Griffin, A. M., and Griffin, H. G., eds., Humana Press, Nueva Jersey, 1994; SECuence
Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press, 1987; y SECuence Analysis Primer, Gribskov, M. y
Devereux, J., eds., M Stockton Press, Nueva York, 1991).

Aunque existen numerosos procedimientos para medir la identidad y similitud entre dos secuencias de de
polinucledtidos o polipéptidos, los términos “identidad” y “similitud” son bien conocidos por los expertos en la técnica
(Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press, 1987; Sequence Analysis Primer,
Gribskov, M. and Devereux, J., eds., M Stockton Press, Nueva York, 1991; y Carillo, H. y Lipman, D., SIAM J.
Applied Math., 48: 1073 (1988). Los procedimientos empleados de manera comun para determinar la identidad o
similitud entre dos secuencias incluyen, pero no se limitan a los descritos en Guide to Huge Computers, Martin J.
Bishop, ed., Academic Press, San Diego, 1994 y Carillo, H. y Lipman, D., SIAM J. Applied Math. 48: 1073 (1988).

Los procedimientos preferidos para determinar la identidad se disefian para proporcionar la mayor coincidencia entre
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las dos secuencias ensayadas. Los procedimientos para determinar la identidad y similitud se codifican en
programas de ordenador. Los procedimientos de programas de ordenador preferidos para determinar la identidad y
similitud entre dos secuencias incluyen, pero no se limitan a, paquete de programa GCG (Devereux, et al., Nucl. Acid
Res. 12 (1):387 (1984)), BLASTP, BLASTN, FASTA (Atschul, et al., J. Mol. Biol. 215: 403 (1990)). El grado de
similitud o identidad mencionado antes se determina como el grado de identidad entre las dos secuencias, indicando
a menudo una derivacion de la primera secuencia de la segunda. El grado de identidad entre dos secuencias de
acido nucleico se puede determinar mediante programas de ordenador conocidos en la técnica tales como GAP
proporcionado en el paquete de programa GCG (Needleman and Wunsch J. Mol. Biol. 48: 443 - 453 (1970)). Para
los propositos de determinar el grado de identidad entre dos secuencias de acidos nucleicos para la presente
invencion, GAP se usa con las siguientes situaciones: fallo de creacion de GAP de 5,0 y fallo de extension de GAP
de 0.3.

Optimizacion de codoén

La degeneracion del codigo genético permite variaciones de la secuencia de nucledtidos de una proteina de
transferrina y/o proteina terapéutica de interés, aunque todavia se esté produciendo un polipéptido que tiene la
secuencia de aminoacidos identica a la del polipéptido codificado por la secuencia de ADN nativo. El procedimiento,
conocido como “optimizacion de codén” (descrito en la Patente de Estados Unidos 5.547.871) proporciona un medio
de disefiar tal secuencia de ADN alterada. El disefio de genes de codon optimizado debe tener en cuenta una
diversidad de factores, incluyendo la frecuencia de uso de coddén en un organismo, lo mas cerca de las secuencias
vecinas, estabilidad de ARN, el potencial de la formacién de la estructura secundaria, la via de sintesis y las
manipulaciones de ADN futuras propuestas de ese gen. En particular, los procedimientos disponibles se pueden
usar para alterar los codones que codifican una proteina de fusién dada con los que se reconocen mas facilmente
por la levadura cuando se usan los sistemas de expresion en levadura.

La degeneracion del codigo genético permite que la misma secuencia de aminoacidos se codifique y traduzca de
muchas maneras diferentes. Por ejemplo, leucina, serina y arginina estan cada una de ellas codificada por seis
codones diferentes, mientras que valina, prolina, treonina, alanina y glicina estan cada una de ellas codificada por
cuatro codones diferentes. Sin embargo, la frecuencia de uso de tales codones sin6nimos varia de genoma en
genoma entre eucariotas y procariotas. Por ejemplo, los patrones de eleccién de codones sinénimos entre
mamiferos son muy similares, mientras que los organismos distantes de manera evolutiva tales como levadura (S.
cerevisiae), bacterias (tal como E. coli) e insectos (tal como D. melanogaster) revelan un patron claramente diferente
de frecuencias de uso de codon genémico (Grantham, R., et al., Nucl. Acid Res., 8, 49 - 62 (1980); Grantham, R., et
al., Nucl. Acid Res., 9, 43 - 74 (1981); Maroyama, T., et al., Nucl. Acid Res., 14, 151 - 197 (1986); Aota, S., et al.,
Nucl. Acid Res., 16, 315 - 402 (1988); Wada, K., et al., Nucl. Acid Res., 19 Sup., 1981 - 1985 (1991); Kurland, C. G.,
FEBS Lett., 285, 165 - 169 (1991)). Estas diferencias en patrén de eleccion de codon parecen contribuir a los niveles
de expresion global de genes individuales modulando las velocidades de elongacion de péptidos. (Kurland, C. G,
FEBS Lett., 285, 165 - 169 (1991); Pedersen, S., EMBO J., 3, 2895 - 2898 (1984); Sorensen, M. A., J. Mol. Biol.,
207, 365 - 377 (1989); Randall, L. L., et al., Eur. J. Biochem., 107, 375 - 379 (1980); Curran, J. F. y Yarus, M., J. Mol.
Biol., 209, 65 - 77 (1989); Varenne, S., et al., J. Mol. Biol., 180, 549 - 576 (1984), Varenne, S., et al., J. Mol, Biol.,
180, 549 - 576 (1984); Garel, J.-P., J. Theor. Biol., 43, 211 - 225 (1974); Ikemura, T., J. Mol. Biol., 146, 1 - 21 (1981);
Ikemura, T., J. Mol. Biol., 151, 389 - 409 (1981)).

Las frecuencias de uso de codén para un gen sintético deben reflejar los usos de coddn de genes nucleares
derivados del genoma exacto (o tan estrechamente relacionados como sea posible) de la célula/organismo que se
pretende usar para la expresion de la proteina recombinante, particularmente la de especies de levaduras. Como se
ha descrito anteriormente, en una realizaciéon la secuencia de Tf humana es de codén optimizado, antes o después
de la modificacion como se describe en el presente documento para la expresion de levadura como puede ser la(s)
secuencia(s) de nucleotidos de proteina(s) terapéutica(s).

Vectores

Las unidades de expresion para uso en la presente invencion comprenderan en general los siguientes elementos,
unidos de manera operativa en una orientacién 5 a 3’: un promotor transcripcional, una secuencia de sefial
secretora, una secuencia de ADN que codifica una proteina de fusién Tf modificada que comprende proteina de
transferrina o una parte de una proteina de transferrina unida a una secuencia de ADN que codifica una proteina
terapéutica o péptido de interés y un terminador transcriptional. Como se ha descrito anteriormente, cualquier
disposicion de la proteina terapéutica o péptido fusionado a o dentro de la parte Tf se puede usar en los vectores de
la invencion. La seleccion de promotores adecuados, secuencias de sefal y terminadores se determinaran por la
célula huésped seleccionada y sera evidente para los expertos en la técnica y se describen mas de manera
especifica mas adelante.

Los vectores de levadura adecuados para uso en la presente invencion se describen en la Patente de Estados
Unidos 6.291.212 e incluyen YRp7 (Struhl et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 76: 1035 - 1039, 1978), YEp13
(Broach et al., Gene 8: 121 - 133, 1979), pJDB249 y pJDB219 (Beggs, Nature 275: 104 - 108, 1978), pPPC0005,
pSeCHSA, pScNHSA, pC4 y sus derivados. Los vectores de plasmido de levadura utiles también incluyen pRS403-
406, pRS413-416 y los vectores de Pichia disponibles de Stratagene Cloning Systems, La Jolla, CA 92037, Estados
Unidos. Los plasmidos pRS403, pRS404, pRS405 y pRS406 son plasmidos que se integran en levadura (Ylps) e
incorporan los marcadores que se pueden seleccionar de levadura HIS3, TRP1, LEU2 y URAS3. Los plasmidos
pRS413~41.6 son plasmidos de centromero de levadura (YCps).

Tales vectores incluiran en general un marcador que se puede seleccionar, que puede ser uno de cualquier nimero
de genes que muestran un fenotipo dominante para el que existe un ensayo fenotipico para permitir que los
transformantes se seleccionen. Los marcadores que se pueden seleccionar preferidos son los que complementan la
auxotrofia de la célula huésped de complemento, proporcionan resistencia a antibiéticos o permiten que una célula
utilice fuentes de carbono e incluyen LEU2 (Broach et al. ibid.), URA3 (Botstein et al., Gene 8: 17, 1979), HIS3
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(Struhl et al., ibid.) o POT1 (Kawasaki y Bell, EP 171,142). Otros marcadores que se pueden seleccionar adecuados
incluyen el gen CAT, que confiere resistencia a cloranfenicol sobre células célula de levadura. Los promotores
preferidos para uso en levadura incluyen promotores de genes glucoliticos de levadura (Hitzeman et al., J Biol.
Chem. 225: 12073 - 12080, 1980; Alber y Kawasaki, J. Mol. Appl. Genet. 1: 419 - 434, 1982; Kawasaki, Patente de
Estados Unidos N° 4.599.311) o genes de alcohol deshidrogenasa (Young et al., en Genetic Engineering of
Microorganisms for Chemicals, Hollaender et al., (eds.), p. 355, Plenum, N.Y., 1982; Ammerer, Meth. Enzymol. 101:
192 - 201, 1983). A este respecto, los promotores que se pueden usar son el promotor TPI1 (Kawasaki, Patente de
Estados Unidos N° 4.599.311) y el promotor ADH2-4~ (véase la Patente de Estados Unidos 6.291.212 (Russell et al.,
Nature 304: 652 - 654, 1983). Las unidades de expresion también pueden incluir terminador transcriptional. Un
terminador transcriptional es el terminador TP/1 (Alber and Kawasaki, ibid.).

Ademas de levadura, las proteinas de fusion modificadas de la presente invencion se pueden expresar en hongos
filamentosos, por ejemplo, cepas de los hongos Aspergillus. Los ejemplos de promotores utiles incluyen los
derivados de genes glucoliticos de Aspergillus nidulans, tal como el promotor adh3 (McKnight et al., EMBO J. 4:
2093 - 2099, 1985) y el promotor tpiA. Un ejemplo de un terminador adecuado es el terminador adh3 (McKnight et
al., ibid.). Las unidades de expresion que utilizan tales componentes se pueden clonar en vectores que son capaces
de insercion en el ADN cromosémico de Aspergillus, por ejemplo.

Los vectores de expresion de mamiferos para uso para llevar a cabo la presente divulgacion incluiran un promotor
capaz de dirigir la transcripcion de la proteina de fusion Tf modificada. Los promotores incluyen, pero no se limitan a,
promotores virales y promotores virales. Por ejemplo, promotores virales incluyen el promotor tardio principal de
adenovirus 2 (Kaufman and Sharp, Mol. Cell. Biol. 2: 1304 - 13199, 1982) y el promotor SV40 (Subramani et al., Mol.
Cell. Biol. 1: 854 - 864, 1981). Los promotores celulares incluyen el promotor de metalotioneina 1 de ratén (Palmiter
et al., Science 222: 809 - 814, 1983) y un promotor V6 de raton (véase la Patente de Estados Unidos 6.291.212)
(Grant et al., Nuc. Acids Res. 15: 5496, 1987). Tal promotor es un promotor V4 de ratén (véase la Patente de
Estados Unidos 6.291.212) (Loh et al., ibid.). Tales vectores de expresion también pueden contener un conjunto de
sitios de ayuste de ARN localizados cadena abajo del promotor y cadena arriba de la secuencia de ADN que codifica
la proteina de fusion de transferrina. Los sitios de ayuste de ARN se pueden obtener, por ejemplo, a partir de genes
de adenovirus y/o inmunoglobulina.

También contenida en los vectores de expresion es una sefial de poliadenilacion localizada cadena abajo de la
secuencia codificante de interés. Las sefiales de poliadenilacion incluyen las sefiales de poliadenilacion tempranas o
tardias de SV40 (Kaufman y Sharp, ibid.), la sefal de poliadenilacion de la regién E1B de adenovirus 5 y el
terminador del gen de la hormona de crecimiento humano (DeNoto et al., Nucl. Acid Res. 9: 3719 - 3730, 1981). Una
tal sefal de poliadenilacion es el terminador del gen Vy (véase la Patente de Estados Unidos 6.291.212) (Loh et al.,
ibid.). Los vectores de expresion pueden incluir una secuencia guia viral no codificante, tal como la guia tripartita de
adenovirus 2, localizada entre el promotor los sitios de ayuste de ARN. Los vectores preferidos también pueden
incluir secuencias potenciadoras, tal como el potenciador SV40 y el potenciador de ratdon: (véase la Patente de
Estados Unidos 6.291.212) (Gillies, Cell 33: 717 - 728, 1983). Los vectores de expresion también pueden incluir
secuencias que codifican los ARN de adenovirus VA.

Transformacion

Las técnicas para transformar hongos se conocen bien en la bibliografia y se han descrito, por ejemplo, por Beggs
(ibid.), Hinnen et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 75: 1929 - 1933, 1978), Yelton et al., (Proc. Natl. Acad. Sci.
EE.UU. 81: 1740 - 1747, 1984) y Russell (Nature 301: 167 - 169, 1983). El genotipo de la célula huésped en general
contendra un defecto genético que se complementa por el marcador que se puede seleccionar presente sobre el
vector de expresion. La eleccion de un huésped y marcador que se puede seleccionar particular esta dentro del nivel
de la experiencia ordinaria en la técnica.

Las secuencias de ADN que comprenden las proteinas de fusién de Tf modificadas de la invencién se pueden
introducir en células de mamifero cultivadas mediante, por ejemplo, la transfecciéon mediada por fosfato de calcio
(Wigler et al., célula 14: 725, 1978; Corsaro and Pearson, Somatic Cell Genetics 7: 603, 1981; Graham y Van der Eb,
Virology 52: 456, 1973). Se pueden usar también otras técnicas para introducir secuencias de ADN clonadas en
células de mamifero, tales como electroporacion (Neumann et al., EMBO J. 1: 841 - 845, 1982), o lipofeccién. Con el
fin de identificar las células que tienen integrado el ADN clonado, un marcador que se puede seleccionar se
introduce en general en las células junto con el gen o ADNc de interés. Los marcadores que se pueden seleccionar
preferidos para uso en las células de mamifero cultivadas incluyen genes que confieren resistencia a farmacos, tales
como neomicina, higromicina y metotrexato. El marcador que se puede seleccionar puede ser un marcador que se
puede seleccionar que se puede amplificar. Un marcador que se puede seleccionar que se puede amplificar es el
gen DHFR. Un marcador que se puede amplificar es DHFR' (véase la Patente de Estados Unidos 6.291.212) ADNc
(Simonsen and Levinson, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 80: 2495 - 2499, 1983). Los marcadores que se pueden
seleccionar estan recapitulados por Thilly (Mammalian Cell Technology, Butterworth Publishers, Stoneham, Mass.) y
la eleccion de marcadores que se pueden seleccionar esta dentro de la experiencia ordinaria en la técnica.

Células huésped

La presente invencion también incluye una célula, por ejemplo, una célula de levadura o una célula de mamifero,
transformada para expresar una proteina de fusién de transferrina modificada de la invenciéon. Ademas de las
propias células huésped transformadas, la presente invencion también incluye un cultivo de las células, por ejemplo,
un cultivo monoclonal (clonalmente homogéneo), o un cultivo derivado de un cultivo monoclonal en un medio
nutritivo. Si el polipéptido se secreta, el medio contendra el polipéptido, con las células, o sin las células si se han
separado por filtracién o centrifugacion.

Las células huésped para uso en la practica de la presente invencion incluyen células eucaridticas, en algunos casos
células procarioticas, capaces de transformarse o transfectarse con ADN exdgeno y crecimiento en cultivo, tales
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como células de mamifero, de insecto, de hongos, de plantas y de bacterias.

Las células de hongos, que incluyen especies de levadura (por ejemplo, Saccharomyces spp.,
Schizosaccharomyces spp., Pichia spp.) se pueden usar como células huésped dentro de la presente invencion. Los
géneros ejemplares de levadura contemplados que son utiles en la practica de la presente invencion como
huéspedes para la expresion de la proteina de fusion de transferrina de la invencion son Pichia (incluyendo las
especies anteriormente clasificadas como Hansenula), Saccharomyces, Kluyveromyces, Aspergillus, Candida,
Torulopsis, Torulaspora, Schizosaccharomyces, Citeromyces, Pachysolen, Zygosaccharomyces, Debaromyces,
Trichoderma, Cephalosporium, Humicola, Mucor, Neurospora, Yarrowia, Metschunikowia, Rhodosporidium,
Leucosporidium, Botryoascus, Sporidiobolus, Endomycopsis y similares. Son ejemplos de Saccharomyces spp. S.
cerevisiae, S. italicus y S. rouxii. Los ejemplos de Kluyveromyces spp. son K. lactis y K. marxianus. Una especie
adecuada es T. delbrueckii. Son ejemplos de Pichia (Hansenula) spp. P. angusta (antes H. polimorpha), P. anomala
(antes H. anomala) y P. pastoris.

Las células huésped particularmente utiles para producir las proteinas de fusion de Tf de la divulgacion son la Pichia
pastoris metanoltrofica (Steinlein ef al. (1995) Protein Express. Purif. 6:619 - 624). Pichia pastoris ha sido
desarrollada para ser un huésped destacado para la produccion de proteinas extrafias ya que su promotor de la
alcohol oxidasa se aislo y se clond; su transformacion se resefio primero en 1985. P. pastoris puede utilizar metanol
como una fuente de carbono en ausencia de glucosa. El sistema de expresion de P. pastoris puede usar el promotor
de la alcohol oxidasa (AOXT7) inducida por metanol, que controla el gen que codifica la expresion de la alcohol
oxidasa, la enzima que cataliza la primera etapa en el metabolismo de metanol. Este promotor se ha caracterizado e
incorporado en una serie de vectores de expresion de P. pastoris. Ya que las proteinas producidas en P. pastoris
estan de manera tipica plegadas correctamente y secretadas en el medio, la fermentacion de P. pastoris modificada
por ingenieria genética proporciona una excelente alternativa a los sistemas de expresion de E. coli. Se han
producido numerosas proteinas usando este sistema, incluyendo fragmento de toxina de tétanos, pertactina de
Bordatella pertussis, albumina de suero humano y lisozima.

La transformacioén de F. oxysporum puede, por ejemplo, llevarse a cabo como se describe por Malardier et al. (1989)
Gene 78: 147 - 156.

Las cepas de la levadura Saccharomyces cerevisiae son otro huésped preferido. En una realizacién, se usa una
célula de levadura, o de manera mas especifica, una célula huésped de Saccharomyces cerevisiae que contiene una
deficiencia genética en un gen requerido para la glucosilacion ligada a asparagina de glucoproteinas. Células
huésped de S. cerevisiae que tienen tales defectos se pueden preparar usando técnicas convencionales de
mutacion y seleccion, aunque muchas cepas de levadura se han modificado para prevenir o reducir la glucosilacion
o hipermanosilacion. Ballou et al. (J. Biol. Chem. 255: 5986 - 5991, 1980) han descrito el aislamiento de mutantes de
la sintesis de mannoproteina que son defectuosos en genes que afectan a la glucosilacién asociada a asparagina.
Gentzsch y Tanner (Glicobiology 7:481 - 486, 1997) han descrito una familia de al menos seis genes (PMT1-6) que
codifican las enzimas responsables de la primera etapa en la O-glucosilacion de proteinas en levadura. Los
mutantes defectuosos en uno o mas de estos genes muestran glucosilacion ligada a O reducida y/o especificidad
alterada de O-glucosilacion.

Para optimizar la produccion de las proteinas heterdlogas, se puede preferir que la cepa huésped lleve una
mutacion, tal como la mutacion S. cerevisiae pep4 (Jones, Genetics 85: 23 - 33, 1977), que da como resultado la
actividad proteolitica reducida. Las cepas huésped que contienen mutaciones en otras regiones que codifican
proteasas son particularmente Utiles para producir grandes cantidades de proteinas de fusién de Tf de la invencion.

Las células huésped que contienen construcciones de ADN de la presente invenciéon se desarrollan en un medio de
crecimiento apropiado. Como se usa en el presente documento, el término “medio de crecimiento apropiado”
significa un medio que contiene nutrientes requerido para el crecimiento de las células. Los nutrientes requeridos
para el crecimiento de la célula pueden incluir una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno, aminoacidos
esenciales, vitaminas, minerales y factores de crecimiento. El medio de crecimiento en general seleccionara las
células que contienen la construccion de ADN, por ejemplo, por seleccion de farmaco o deficiencia en un medio
nutriente esencial que se complementa por el marcador que se puede seleccionar sobre la construccion de ADN o
transfectado de manera conjunta con la construccion de ADN. Las células de levadura, por ejemplo, se desarrollan
preferiblemente en un medio definido quimicamente, que comprende una fuente de carbono, por ejemplo, sacarosa,
una fuente de nitrégeno de no aminoacido, sales inorganicas, vitaminas y suplementos de aminoacidos esenciales.
El pH del medio se mantiene preferiblemente a un pH mayor que 2 y menor que 8, preferiblemente a pH 5,5 a 6,5.
Los procedimientos para mantener un pH estable incluyen tamponacion y control de pH constante, preferiblemente
mediante la adicion de hidréxido de sodio. Los agentes de tamponacion preferidos incluyen acido succinico y Bis-
Tris (Sigma Chemical Co., San Luis, Mo.). Las células de levaduras que tienen un defecto en un gen requerido para
la glucosilacion ligada a asparagina se desarrollan preferiblemente en un medio que contiene un estabilizador
osmoético. Un tal estabilizador osmotico es sorbitol suplementado en el medio a una concentracion entre 0,1 My 1,5
M., preferiblemente a 0,5 M o 1,0 M.

Las células de mamifero cultivadas se desarrollan en general en medios comercialmente disponibles que contienen
suero o sin suero. La seleccion de un medio apropiado para la linea de células particular usada esta dentro del nivel
de la experiencia ordinaria en la técnica. Las células de mamifero transfectadas se dejan crecer durante un periodo
de tiempo, de manera tipica 1 - 2 dias, para comenzar la expresion de la(s) secuencia(s) de ADN de interés. La
seleccion de farmacos se aplica después para seleccionar el crecimiento de las células que expresan el marcador
que se puede seleccionar de una manera estable. Para las células que se han transfectado con un marcador que se
puede seleccionar que se puede amplificar la concentracion de farmaco se puede aumentar de una manera por
etapas para seleccionar el nUmero de copias incrementado de las secuencias clonadas, incrementando por lo tanto
los niveles de expresion.

Los sistemas de expresion de baculovirus/células de insectos también se pueden usar para producir las proteinas de
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fusién de Tf modificadas de la invencion. El Sistema de expresion de Baculovirus BacPAK™ (BD Biosciences
(Clontech)) expresa las proteinas recombinantes a altos niveles en células huésped de insecto El gen diana se
inserta en un vector de transferencia, que se transfecta de manera conjunta en células huésped de insecto con el
ADN viral de BacPAKG® linealizado. EI ADN de BacPAK6 ADN esta ausente en una parte esencial del genoma de
baculovirus. Cuando el ADN se recombina con el vector, se reestablece el elemento esencial y el gen diana se
transfiere al genoma del baculovirus. Después de la recombinacion, se recogen unas pocas placas virales y se
purifican y se verifica el fenotipo recombinante. El virus recombinante recientemente aislado después se puede
amplificar y usar para infectar los cultivos de células de insecto para producir grandes cantidades de la proteina
deseada.

Secuencias de seinal secretoras

Los términos “secuencia de sefial secretora” o “secuencia de sefial” o “secuencia guia de secrecidon” se usan
indistintamente y se describen en, por ejemplo la Patente de Estados Unidos 6.291.212 y la Patente de Estados
Unidos 5.547.871, las cuales se incorporan en el presente documento como referencia en su totalidad. Las
secuencias de sefial secretoras o secuencias de sefial o secuencias guia de secrecion codifican péptidos secretores.
Un péptido secretor es una secuencia de aminoacidos que actda para dirigir la secrecion de un polipéptido o
proteina maduro de una célula. Los péptidos secretores estan en general caracterizados por un nucleo de
aminoacidos hidréfobos y de manera tipica (pero no exclusivamente) se encuentran en los extremos amino de las
proteinas recientemente sintetizadas. Muy a menudo el péptido secretor se escinde de la proteina madura durante la
secrecion. Los péptidos secretores pueden contener sitios de procesamiento que permiten la escision del péptido de
sefial de la proteina madura ya que pasa a través de la ruta secretora. Los sitios de procesamiento pueden estar
codificados dentro del péptido de sefial o se pueden afiadir al péptido de sefial, por ejemplo, mutagénesis in vitro.

Los péptidos secretores se pueden usar para dirigir la secrecion de proteinas de fusién de Tf modificadas de la
invencion. Un péptido secretor tal que se puede usar en combinacidon con otros péptidos secretores es el tercer
dominio de la proteina de barrera de levadura. Las secuencias de sefial secretoras o secuencias de sefial o
secuencias guia de secrecion se requieren para una serie compleja de etapas de procesamiento después de la
traduccion de una proteina. Si una secuencia de sefial intacta esta presente, la proteina que se expresa entra en el
lumen del reticulo endoplasmico rugoso y después se transporta a través del aparato de Golgi a vesiculas secretoras
y finalmente se transporta al exterior de la célula. En general, a la secuencia de sefal sigue inmediatamente el
codon de inicio y codifica un péptido de sefial en el extremo amino-terminal de la proteina a secretar. En la mayoria
de los casos, la secuencia de sefial se retira por escision mediante una proteasa especifica, llamada una peptidasa
de sefial. Las secuencias de sefal preferidas mejoran el procesamiento y eficacia de exportacion de la expresion de
la proteina recombinante usando vectores de expresion virales, de mamiferos o levaduras. En algunos casos, la
secuencia de sefial de Tf nativa se puede usar para expresar y secretar las proteinas de fusion de la invencion.

Engarces

El resto Tf y el ligando de las proteinas de transferrina de fusion modificadas de la divulgacion se pueden fusionar
directamente o usando un péptido de engarce de diversas longitudes para proporcionar mayor separacion fisica y
permitir mas movilidad espacial entre las proteinas fusionadas y de esta manera maximizar la accesibilidad de la
region variable de anticuerpo, por ejemplo, para unirse a su receptor afin. El péptido de engarce puede constar de
aminoacidos que son flexibles o mas rigidos. Una divulgacion incluye un engarce sustancialmente no helicoidal tal
como (PEAPTD), (SEC ID NO: 18). En ofra divulgacion, la proteina de fusién de la invencién contiene un engarce
con un tramo poli-glicina. El engarce puede ser de menos de aproximadamente 50, 40, 30, 20, o 10 restos de
aminoacido. El engarce se puede unir de manera covalente a y entre la proteina de transferrina o porcion de la
misma y la region variable de anticuerpo.

También se pueden usar engarces para unir la region variable de anticuerpos dentro de un ligando o ligandos. Los
engarces adecuados para unir la region variable de anticuerpos son los que permiten que las regiones variables de
anticuerpos se plieguen en una estructura de tres dimensiones que mantiene la especificidad de unién de un
anticuerpo completo.

Procedimientos de seleccion

El nimero de moléculas diana posible para el que se pueden identificar ligandos mediante la seleccién de bibliotecas
de proteinas de fusidon de la presente invencion es virtualmente ilimitado. Por ejemplo, la molécula diana, es decir
receptor o agente, puede ser un anticuerpo (o parte de union del mismo) o antigeno. El antigeno al que se une el
anticuerpo puede conocerse y quizas incluso secuenciarse, en cuyo caso la divulgacion se puede usar para mapear
los epitopos del antigeno. Si no se conoce el antigeno, tal como con ciertas enfermedades autoinmunes, por
ejemplo, suero, fluidos, tejido, o células de pacientes con la enfermedad se pueden usar en el presente
procedimiento de seleccion para identificar péptidos y por consiguiente el antigeno, que provocan la respuesta
autoinmune. Una vez se ha identificado un péptido, ese péptido puede servir como, o proporcionar la base para, el
desarrollo de una vacuna, un agente terapéutico, un reactivo de diagnéstico, etc. Véase el documento WO 01/46698
para una lista de moléculas diana sobre la que se pueden seleccionar los ligandos.

La seleccion se puede realizar mediante el uso de los procedimientos bien conocidos por los expertos en la técnica,
tales como bioafinidad, FACS o MACS. En una realizacion de la invencion, la seleccion se realiza para la activacion
del receptor. La diana puede estar bien purificada y en solucidon o bien unida a superficie o asociada a célula. La
diana puede estar marcada, por ejemplo, con biotina o mediante otros procedimientos conocidos en la técnica.

Los polipéptidos y péptidos que tienen la propiedad deseada se pueden aislar e identificar mediante la secuenciacion
de la secuencia de acidos nucleicos correspondiente o mediante secuenciacion de aminoacidos o espectrometria de
masas. La optimizacién posterior se puede realizar mediante repeticiéon del reemplazo de las subsecuencias por
secuencias diferentes, preferiblemente mediante secuencias aleatorias y la etapa de seleccion una o mas veces.
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Una vez que se ha construido una biblioteca de péptidos, las células huésped se transforman con los vectores de
biblioteca. Los transformantes exitosos se seleccionan de manera tipica mediante crecimiento en un medio selectivo
o en condiciones selectivas, por ejemplo, un medio de crecimiento apropiado u otros dependiendo del vector usado.
Esta seleccion se puede hacer sobre medio de crecimiento sélido o liquido. Para el desarrollo de células bacterianas
sobre medio solido, las células se desarrollan a una alta densidad (aproximadamente. 10% a 10” transformantes por
m®) sobre una gran superficie de, por ejemplo, L-agar que contiene el antibiotico selectivo para formar esencialmente
un césped confluente. Para el desarrollo en cultivo liquido, las células se pueden desarrollar en medio de cultivo L
(con seleccion de antibiotico) a través de aproximadamente 10 o mas duplicaciones. El desarrollo en cultivo liquido
puede ser mas conveniente debido al tamafo de las bibliotecas, mientras el desarrollo sobre medio sélido del mismo
proporciona menos oportunidad de desviacion durante el procedimiento de amplificacion.

Si se va a seleccionar una biblioteca de péptidos de proteina de fusién de transferrina mediante despliegue en la
superficie de la células de levadura, las células de levadura se transformaran con el vector de expresién que codifica
la proteina de fusion de transferrina. Es consistente una gama completa de procedimientos de mutagénesis con la
construccion de biblioteca de despliegue en la superficie de levadura tal como reaccién en cadena de la polimerasa
propensa a error y recomposicion de ADN. Véase Boder et al. (2000) Methods of Enzymology 328: 430 - 444. De
manera alternativa, el resto de tranferrina de las proteinas de fusion expresadas pueden servir como una estructura
para las secuencias de péptido aleatorio o CDR.

Se conocen en la técnica varios planteamientos para identificar los péptidos deseables una vez que se ha creado
una biblioteca de péptidos de proteina de fusion de transferrina de célula de levadura. Por ejemplo, los péptidos se
pueden distinguir mediante la union equilibrada con bajas concentraciones de diana marcada de manera
fluorescente, es decir receptor o agente, en los casos de concentraciones de bastante baja afinidad (K4 > nM, o sin
afinidad si la biblioteca se esta seleccionando para aislar especificidad de unién novedosa). Para las aplicaciones
disefiadas para desarrollar proteinas de fuerte unién, pueden ser necesarios grandes volumenes de soluciones
diana diluidas para mantener un exceso molar de ligando, complicando la manipulacion de las muestras. En tales
casos, las mejoras en la afinidad de unién se pueden aproximar mediante cambios en la cinética de disociacion. La
competicion cinética por una diana estequiométricamente limitante se puede usar para identificar clones mejorados
dentro de la poblacién (Hawkins et al. (1992) J. Mol. Biol. 226: 889); sin embargo, este planteamiento elimina las
cantidades predecibles del planteamiento de seleccion y no se recomienda en general. Véase Boder et al. (2000)
Methods of Enzymology 328: 430 - 444.

Las dianas pueden estar biotiniladas o marcadas de manera fluorescente, o de manera alternativa, se puede marcar
un ligando de interés, es decir un péptido desplegado sobre transferrina. Preferiblemente, las dianas estan
marcadas. Las dianas marcadas, por ejemplo, dianas biotiniladas, se pueden incubar con una biblioteca de péptidos
de proteina de fusion de transferrina. La biblioteca puedéa tener al menos aproximadamente 10 mierglbros (es decir
péptidos desplegados), al menos aproximadamente 10° miembros, al menos aproximadamente 10° miembros, al
menos aproximadamente 10" miembros, al menos aproximadamente 10° miembros, al mengs aproximadamente 10
miembros, al menos_aproximadamente 10~ miembros, al menos_ aproximadamente 10 miembros, al menos
aproximadamente 10 “ miembros, al menos aproximadamente 10~ miembros, al menos aproximadamente 10"
miembros, al menos aproximadamente 10 ® miembros, o al menos aproximadamente 10 ° miembros.

Después de la incubacién, las células se pueden marcar con una segunda etiqueta tal como anticuerpos
secundarios, una molécula marcada con estreptavidina, u otro procedimiento conocido en la técnica. El anticuerpo
secundario puede ser un anticuerpo anti-biotina. Las molécula marcadas con estreptavidina, incluyen, pero no se
limitan a, microperlas de estreptavidina-ficoeritrina o estreptavidina.

Se puede usar citometria de flujo para analizar poblaciones de células como se conoce en la técnica. Cuando se
hace esto, solamente se analiza la fraccion de despliegue de la poblacion. Véase Boder et al. (2000) Methods of
Enzymology 328: 430 - 444 y Kondo et al. (2004) Appl. Microbiol. Biotechnol. 64: 28 - 40, las cuales se incorporan en
el presente documento como referencia en su totalidad.

De manera alternativa, si se usa un segundo marcado que consiste en perlas marcadas, es decir perlas marcadas
con anti-biotina o estreptavidina, la mezcla de ligandos y moléculas diana se pueden aislar usando un protocolo de
aislamiento como se describe en Yeung et al. (2002) Biotechnol. Prog. 18: 212 - 220. Se puede usar un kit MACS®
MicroBeads con este protocolo de seleccion (Miltenyi Biotec GmbH). El aislamiento magnético se puede usar junto
con FACS.

En una divulgacion, es deseable caracterizar un solo ligando de interés expresado en una célula de levadura. La
proteina expresada se puede seleccionar de una diversidad de formas. Si la proteina tiene una funciéon se puede
ensayar directamente. Por ejemplo, los anticuerpos de una sola cadena expresados sobre la superficie de levadura
son completamente funcionales y se pueden seleccionar basandose en la unién a un antigeno. Si la proteina no
tiene una funcién detectable que se pueda ensayar facilmente, la expresion del ligando se puede controlar usando
un anticuerpo. Debido a que una célula de levadura es mucho mayor que el fago, se puede usar citometria de flujo
para controlar el fenotipo de la proteina sobre una sola célula de levadura.

En otra realizacion de la presente invencion, la union del resto de ligando con un receptor o agente se realiza
mediante medios conocidos en la técnica, distintos del despliegue sobre la superficie de la célula, tal como mediante
ELISA, ensayos de unidon competitiva cuando se conoce la pareja de unién nativa de la diana, ensayos de sandwich,
ensayos de radiorreceptor usando un ligando radiactivo cuyo enlace esta bloqueado por la biblioteca de péptido, efc.
En estos procedimientos, las células huésped transformadas con la biblioteca de péptidos de la proteina de fusion Tf
se lisan. Los péptidos de la proteina de fusion Tf estan anclados al sustrato de ensayo mediante un resto de anclaje
apropiado tal como, pero no limitado a, un anticuerpo anti-MUC1. El procedimiento de seleccién implica la reaccion
de la biblioteca de péptidos de Tf con la diana de interés para establecer un nivel de unién de linea de base contra el
que las actividades de union de las bibliotecas de péptidos posteriores se comparan. La naturaleza del ensayo no es
critica mientras sea suficientemente sensible para detectar pequefias cantidades de union de péptidos a o
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competicion de union para la union a la diana. Las condiciones de ensayo se pueden variar para tener en cuenta las
condiciones de unién optimas para diferentes sustancias de union de interés u otras actividades biolégicas. De este
modo, el pH, temperatura, concentracion salina, volumen y duraciéon de union, efc. se pueden usar para lograr la
union del péptido a una diana en condiciones que se parecen a las del ambiente de interés.

Una vez que se determina que la biblioteca de los péptidos de Tf posee un péptido o péptidos que se unen a la diana
de interés, los procedimientos de la invencion se pueden usar para identificar la secuencia del (de los) péptido(s) en
la mezcla. Los péptidos que se despliegan sobre las células que se unen a la diana se pueden aislar de la poblacion
general de la biblioteca mediante seleccion de MACS o FACS. El procedimiento de seleccion se repite durante 2 a 3
veces sobre los aislamientos iniciales para reducir drasticamente cualesquiera enlaces no especificos. Después se
realiza una ronda final de selecciéon mediante aislamiento de FACS basandose en la afinidad de unién. Se recupera
el ADN de plasmido a partir de células aisladas y el ADN para la regién de la insercidon se secuencia para determinar
la secuencia de proteinas. Después se pueden determinar los restos comunes entre los aislamientos.

Moléculas de ligando terapéuticas

Los ligandos de la divulgacion pueden ser moléculas terapéuticas supuestas o conocidas. Como se usa en el
presente documento, una molécula terapéutica es de manera tipica una proteina o péptido capaz de ejercer un
efecto biolégico beneficioso in vitro o in vivo e incluye proteinas o péptidos que ejercen un efecto beneficioso en
relacion con la homeostasis normal, fisiologia o un estado patolégico. Las moléculas terapéuticas no incluyen
parejas de fusion usadas comunmente como marcadores o auxiliares de purificacion de proteina, tales como
galactosidasas (véase por ejemplo, la Patente de Estados Unidos 5.986.067 y Aldred et al. (1984) Biochem. Biophys.
Res. Commun. 122: 960 - 965). Por ejemplo, un efecto beneficioso relacionado con un estado patoldgico incluye
cualquier efecto que es ventajoso para el sujeto tratado, incluyendo prevencion de enfermedad, estabilizacion de
enfermedad, la reduccién o alivio de los sintomas de enfermedad o una modulacién, alivio o cura del defecto
subyacente para producir un efecto beneficioso al sujeto tratado.

Se puede fusionar un ligando terapéutico directamente a un resto de transferrina o indirectamente mediante un resto
de engarce como se ha descrito previamente. En una divulgacion, puede ser deseable escindir la proteina de fusién
para separar la parte de transferrina y ligando de la proteina de fusion del remanente de la proteina de fusion. En
otra realizacion, puede ser deseable escindir el ligando del remanente de la proteina de fusion.

El resto de ligando de la proteina de fusion de la invenciéon puede contener al menos un fragmento o variante de una
proteina terapéutica, y/o al menos un fragmento o variante de un anticuerpo. En una divulgacién adicional, las
proteinas de fusion pueden contener fragmentos de péptido o variantes de péptido de proteinas o anticuerpos en las
que la variante o fragmento retiene al menos una actividad terapéutica o biolégica. Las proteinas de fusion pueden
contener proteinas terapéuticas que pueden ser fragmentos de péptido o variantes de péptido de al menos
aproximadamente 3, al menos aproximadamente 4, al menos 5, al menos 6, al menos 7, al menos 8, al menos 9, al
menos 10, al menos 11, al menos 12, al menos 13, al menos 14, al menos 15, al menos 20, al menos 25, al menos
30, al menos 35, o al menos aproximadamente 40, al menos aproximadamente 50, al menos aproximadamente 55,
al menos aproximadamente 60 o al menos aproximadamente 70 o mas aminoacidos de longitud fusionados a los
extremos N y/o C, insertados dentro, o insertados en un bucle de una transferrina modificada.

En ofra divulgacion, el resto de ligando de la proteina de fusion de la presente invencion contiene una parte de
proteina terapéutica que puede ser fragmentos de una proteina terapéutica que incluyen la proteina de longitud
completa asi como polipéptidos que tienen uno o mas restos suprimidos del extremo amino de la secuencia de
aminoacidos.

En otra divulgacion, el resto de ligando de la proteina de fusidon de la presente invencion contiene una parte de la
proteina terapéutica que puede ser fragmentos de una proteina terapéutica que incluyen la proteina de longitud
completa asi como polipéptidos que tienen uno o mas restos suprimidos del extremo carboxi de la secuencia de
aminoacidos.

En otra divulgacion, el resto de ligando de las proteinas de fusién de la presente invencion contienen una parte de la
proteina terapéutica que pueden tener uno o mas aminoacidos suprimidos de ambos extremos amino y carboxi.

En otra divulgacion, la proteina de fusién contiene una parte de proteina terapéutica, es decir resto de ligando, que
es al menos aproximadamente el 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a una proteina terapéutica
de referencia establecida en el presente documento, o sus fragmentos. En realizaciones adicionales, las moléculas
de fusion de transferrina contienen una parte de la proteina terapéutica que es al menos aproximadamente 80%,
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a los polipéptidos que tienen la secuencia de aminoacidos de las
supresiones N- y C-terminal como se ha descrito anteriormente.

En otra divulgacion, la proteina de fusion contiene la parte de la proteina terapéutica que es al menos
aproximadamente el 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100%, idéntica a, por ejemplo, la secuencia de
aminoacidos nativa o de tipo natural de una proteina terapéutica. Los fragmentos, de estos polipéptidos también se
proporcionan.

Las proteinas terapéuticas que corresponden a una parte de la proteina terapéutica de una proteina de fusién de
transferrina modificada de la invencion, tal como la superficie de la célula y proteinas secretoras, se pueden
modificar mediante union de uno o mas grupos oligosacaridicos. La modificacion denominada glucosilacién, puede
afectar de manera significativa a las propiedades fisicas de proteinas y puede ser importante en la estabilidad de la
proteina, secrecion y localizacion. La glucosilacion se produce en localizaciones especificas junto con la estructura
central del polipéptido. Existen usualmente dos tipos principales de glucosilacion: glucosilacion caracterizada por la
oligosacaridos ligados a O, que estan unidos a restos de serina o treonina; y glucosilacién caracterizada por
oligosacaridos ligados a N, que estan unidos a restos de asparagina en una secuencia Asn-X-Ser/Thr, donde X
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puede ser un aminoacido salvo prolina. Las variables tales como estructura de proteina y tipo de célula influyen en el
numero y naturaleza de las unidades de carbohidrato dentro de las cadenas en diferentes sitios de glucosilacion. Los
isdbmeros de glucosilacion son también comunes en el mismo sitio dentro de un tipo de célula dada. Por ejemplo,
varios tipos de interferon humano estan glucosilados.

Las proteinas terapéuticas que corresponden a una parte de la proteina terapéutica de una proteina de fusién de la
divulgacion, asi como sus analogos y variantes, se pueden modificar de manera que la glucosilacion en uno o mas
sitios se altera como un resultado de la manipulacion(es) de su secuencia de acido nucleico por la célula huésped en
las que se expresan, o debido a otras condiciones de su expresion. Por ejemplo, se pueden producir los isémeros de
glucosilacion mediante abolicion de o introduccion de los sitios de glucosilacion, por ejemplo, mediante sustitucion o
supresion de restos de aminoacido, tales como sustitucion de glutamina para asparagina, o proteinas recombinantes
no glucosiladas se pueden producir mediante la expresion de las proteinas en las células huésped que no las
glucosilaran, por ejemplo, en levadura deficiente en glucosilacion. Estos planteamientos se conocen en la técnica.

Las proteinas terapéuticas y sus secuencias de acido nucleico se conocen bien en la técnica y estan disponibles en
las bases de datos publicas tales como las bases de datos de los servicios de los Resimenes de Quimica (por
efemplo, el Registro CAS), GenBank y GenSEC.

La presente divulgacion se refiere ademas a proteinas de fusion que comprenden fragmentos de las proteinas
terapéuticas descritas en el presente documento. Incluso si la supresién de uno o mas aminoacidos del extremo N
de una proteina da como resultado la modificacion o pérdida de una o mas funciones biolégicas de la parte de
proteina terapéutica, otras actividades y/o actividades funcionales (por ejemplo, actividades bioldgicas, capacidad de
multimerizarse, capacidad de unirse a un ligando) se pueden todavia retener. Por ejemplo, la capacidad de los
polipéptidos con supresiones N-terminales para inducir y/o unirse a anticuerpos que reconocen las formas completas
o0 maduras de los polipéptidos en general se retendran con menos de la mayoria de los restos del polipéptido
completo del extremo N. Si un polipéptido particular que carece de los restos N-terminales de un polipéptido
completo retiene tales actividades inmunoldgicas se pueden ensayar mediante procedimientos de rutina descritos en
el presente documento y conocidos de otra manera en la técnica. No es probable que un mutante con un gran
numero de residuos de aminoacidos N-terminal suprimidos pueda retener algunas actividades bioldgicas o
inmunogénicas. De hecho, los péptidos compuestos de tan pocos como seis residuos de aminoacidos pueden a
menudo inducir una respuesta inmune.

También como se ha mencionado anteriormente, incluso si la supresién de uno o mas aminoacidos del extremo N o
extremo C de una proteina terapéutica da como resultado la modificacién o pérdida de uno o mas funciones
biolégicas de la proteina, otras actividades funcionales, por ejemplo, actividades biologicas, capacidad de
multimerizarse, capacidad de unirse a un ligando, y/o actividades terapéuticas todavia se pueden retener. Por
ejemplo la capacidad de polipéptidos con supresiones C-terminales para inducir y/o unirse a anticuerpos que
reconocen las formas completas o0 maduras del polipéptido en general se retendran cuando menos de la mayoria de
los residuos del polipéptido completo o maduro se eliminan del extremo C. Si un polipéptido particular que carece de
los residuos N-terminales y/o, C-terminales de un polipéptido de referencia retiene la actividad terapéutica se puede
determinar facilmente mediante procedimientos descritos en el presente documento y/o de otra manera conocidos
en la técnica.

Los fragmentos de péptido de las proteinas terapéuticas pueden ser fragmentos que comprenden, o de manera
alternativa, consisten en, una secuencia de aminoacidos que muestra una actividad terapéutica y/o actividad
funcional, por ejemplo, actividad bioldgica, de la secuencia de polipéptidos de la proteina terapéutica de la que la
secuencia de aminoacidos es un fragmento.

Otros fragmentos de polipéptido son fragmentos biolégicamente activos. Los fragmentos biolégicamente activos son
los que muestran actividad similar, pero no necesariamente idéntica a una actividad de una proteina terapéutica
usada en la presente invencion. La actividad biologica de los fragmentos puede incluir una actividad deseada
mejorada, o una actividad no deseable disminuida.

En general, las variantes de proteinas son en conjunto muy similares y en muchas regiones, idénticas a la secuencia
de aminoacidos de la proteina terapéutica que corresponde a una parte de la proteina terapéutica de una proteina
de fusién de transferrina de la invenciéon. Los acidos nucleicos que codifican estas variantes estan también
abarcados por la invencion.

Ademas los polipéptidos terapéuticos que se pueden usar en la divulgacion son polipéptidos codificados por los
polinucleétidos que se hibridan al complemento de una molécula de acido nucleico que codifica una secuencia de
aminoacidos de una proteina terapéutica en condiciones de hibridacion rigurosas que son conocidas por los expertos
en la técnica. Véase, por ejemplo, Ausubel, F.M. et al., eds., 1989 Current protocol in Molecular Biology, Green
Publishing Associates, Inc. y John Wiley & Sons Inc., Nueva. York. Los polinucleétidos que codifican estos
polipéptidos estan también abarcados por la invencion.

Por un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos al menos, por ejemplo, 95% “idéntica” a una secuencia
de aminoacidos de investigacion de la presente invencion, se pretende que la secuencia de aminoacidos del
polipéptido sujeto sea idéntica a la secuencia de investigacion salvo porque la secuencia de polipéptido sujeto puede
incluir hasta cinco alteraciones de aminoacido por cada 100 aminoacidos de la secuencia de aminoacidos de
investigacion. En otras palabras, para obtener un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos al menos 95%
idéntica a una secuencia de aminoacidos de investigacion, hasta el 5% de los restos de aminoacidos en la secuencia
sujeto se pueden insertar, suprimir, o sustituir con otro aminoacido. Estas alteraciones de la secuencia de referencia
se puede producir en las posiciones amino- o carboxi-terminal de la secuencia de aminoacidos de referencia o en
cualquier parte entre las posiciones terminales, entremezclados o bien individuales entre los restos en la secuencia
de referencia, o en uno o mas grupos contiguos dentro de la secuencia de referencia.
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Como un tema practico, si cualquier polipéptido particular es al menos aproximadamente el 80%, 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98% o 99% idéntico a, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de una proteina de fusion de la
invencion o un fragmento de la misma (tal, como la parte de la proteina terapéutica de la proteina de fusién o parte
de la misma), se puede determinar de manera convencional usando programas de ordenador conocidos. Un
procedimiento para determinar la mejor coincidencia global entre una secuencia de investigacion (una secuencia de
la presente invencion) y una secuencia sujeto, también denominada una alineacion de secuencia global, se puede
deter?}inar)l)Jsando el programa de ordenador FASTDB basado en el algoritmo de Brufiag et al. (Comp. App. Biosci
245- (1990)).

Las variantes polinucleotidicas de la divulgacion pueden contener alteraciones en las regiones codificantes, regiones
no codificantes, o ambas. Las variantes de polinucleétido que contienen alteraciones que producen sustituciones
silenciosas, adiciones o supresiones, pero no alteran las propiedades o actividades del polipéptido codificado se
pueden usar para producir restos de ligando modificados. Se pueden utilizar las variantes de nucleétido producidas
por las sustituciones silenciosas debidas a la degeneracion del codigo genético. Ademas, también se pueden utilizar
las variantes de polipéptido en las que menos de aproximadamente 50, menos de 40, menos de 30, menos de 20,
menos de 10,05-50,5-25,5-10, 1 -5, 0 1 - 2 aminoacidos estan sustituidos, suprimidos, o afiadidos en cualquier
combinacién. Las variantes de polinucledtido se pueden producir por una diversidad de razones, por ejemplo, para
optimizar la expresion de codones para un huésped particular (los codones de cambio en el ARNm humano a los
preferidos por un huésped, tal como, levadura o E. coli como se ha descrito anteriormente).

En otras divulgaciones, el resto de proteina terapéutica, es decir, resto de ligando, tiene sustituciones conservadoras
comparadas con la secuencia de tipo natural. Por “sustituciones conservadoras” se pretenden intercambios dentro
de grupos tales como reemplazos de los aminoacidos alifaticos o hidréfobos Ala, Val, Leu e lle; reemplazo de los
residuos hidroxilo Ser y Thr; reemplazo de los residuos acidos Asp y Glu; reemplazo de los residuos amida Asn y
GIn, reemplazo de los residuos basicos Lys, Arg e His; reemplazo de los residuos aromaticos Phe, Tyry Trp y
reemplazo de los aminoacidos de tamafio pequeno Ala, Ser, Thr, Met y Gly. La guia con relacion a cémo preparar
sustituciones de aminoacidos silenciosos fenotipicamente se proporciona, por ejemplo, en Bowie et al., “Deciphering
the Message in Protein Sequences: Tolerance to Amino Acid Substitutions,” Science 247:1306 - 1310 (1990). En
divulgaciones especificas, los polipéptidos de la invencién comprenden, o de manera alternativa, constan de,
fragmentos o variantes de la secuencia de aminoacidos de una proteina terapéutica descrita en el presente
documento y/o transferrina de suero, y/o proteina de transferrina modificada de la invencion, en la que los
fragmentos o variantes tienen 1 -5,5- 10, 5- 25, 5- 50, 10 - 50 o 50 - 150 adiciones, sustituciones, y/o supresiones
de restos de aminoacido cuando se comparan con la secuencia de aminoacidos de referencia. En realizaciones
adicionales, las sustituciones de aminoacidos son conservadoras. Los acidos nucleicos que codifican estos
polipéptidos también estan abarcados por la divulgacion.

Las proteinas de fusion modificadas de la presente invencién se pueden componer de aminoacidos unidos entre si
por enlaces peptidicos o enlaces péptidicos modificados y pueden contener aminoacidos distintos de los 20
aminoacidos codificados por genes. Los polipéptidos se pueden modificar mediante cualesquiera procedimientos
naturales, tales como procesamiento después de la traduccién, o mediante técnicas de modificaciéon quimica que se
conocen bien en la técnica. Tales modificaciones se describen bien en los textos basicos y en monografias mas
detalladas, asi como en una bibliografia de investigacion voluminosa.

Las modificaciones se pueden producir en cualquier lugar en un polipéptido, incluyendo la estructura central del
péptido, las cadenas laterales de aminoacido y los extremos amino o carboxi. Se apreciara que el mismo tipo de
modificacion en los mismos o en grados variables en varios sitios de un polipéptido dado. También, un polipéptido
dado puede contener muchos tipos de modificaciones. Los polipéptidos pueden ser ramificados, por ejemplo, como
resultado de la ubiquitinacion y pueden ser ciclicos, con o sin ramificacion. Los polipéptidos ciclicos, ramificados y
ciclicos ramificados se pueden producir a partir de procedimientos naturales de postraduccion o se pueden preparar
mediante procedimientos sintéticos. Las modificaciones incluyen acetilacion, acilacion, ADP-ribosilacion, amidacion,
union covalente de flavina, unién covalente de un resto hemo, uniéon covalente de un nucleétido o derivado de
nucleétido, unién covalente de un lipido o derivado de lipido, unién covalente de fosfotidilinositol, reticulacion,
ciclacién, formacién de enlace disulfuro, desmetilacion, formaciéon de reticulaciones covalentes, formacion de
cisteina, glucosilacion, formacion de anclaje de GPI, hidroxilacion, yodacion, metilacion, miristilacion, oxidacion,
pegilacion, procesamiento proteolitico, fosforilacion, prenilacion, racemizacion, sulfonacion, adicion mediada por el
ARN de transferencia de aminoacidos a proteinas tal como arginilacion y ubiquitinacion. (Véase, por ejemplo,
PROTEINS — STRUCTURE AND MOLECULAR PROPERTIES, 22 Ed.,, T. E. Creighton, W. H. Freeman and
Company, Nueva York (1993); POST-TRANSLATIONAL COVALENT MODIFICATION OF PROTEINS, B. C.
Johnson, Ed., Academic Press, Nueva York, paginas. 1 - 12 (1983); Seifter et al. (1990) Meth. Enzymol. 182: 626 -
646; Rattan et al., Ann. N.Y. Acad. Sci. 663: 48 - 62.

Las moléculas terapéuticas que se pueden usar como restos de ligando incluyen, pero no se limitan a, hormonas,
proteinas de matriz, inmunosupresores, broncodilatadores, agentes cardiovasculares, enzimas, agentes del CNS,
neurotransmisores, proteinas o péptidos receptores, hormonas de crecimiento, factores de crecimiento, péptidos
antivirales, péptidos inhibidores fusogénicos, citocinas, linfocinas, monocinas, interleucinas, factores estimulantes de
colonia, factores de diferenciacion de colonias, factores angiogénicos, ligandos receptores, proteinas asociadas a
cancer, antineoplasicos, péptidos virales, péptidos antibidticos, proteinas de sangre, proteinas antagonistas, factores
de transcripcion, factores anti-angiogénicos, proteinas o péptidos antagonistas, antagonistas de receptores,
anticuerpos, anticuerpos de una sola cadena y moléculas de adhesion a células. Diferentes moléculas terapeuticas
se pueden combinar en una sola proteina de fusién para producir una molécula bi o multi-funcional terapéutica.
También se pueden usar en combinacion diferentes moléculas para producir una proteina de fusién con una entidad
terapéutica y una entidad de direccion. Las moléculas terapéuticas se pueden fusionar directamente al resto del tallo
de la presente invencion o, de manera alternativa, fusionarse o insertarse en un resto presentador, tal como un resto
Tf o resto de albumina.

Las citocinas son proteinas solubles liberadas por las células del sistema inmune, que actian de manera no
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enzimatica a través de los receptores enzimaticos especificos para regular las respuestas inmunes. Las citocinas se
parecen a hormonas en que actdan a bajas concentraciones unidas con alta afinidad a un receptor especifico. El
término “citocina” se usa en el presente documento para describir las proteinas de origen natural o recombinantes
proteinas, sus analogos y sus fragmentos que inducen una respuesta bioldgica especifica en una célula que tiene un
receptor para esa citocina. Las citocinas preferiblemente incluyen interleucinas tales como interleucina-2 (IL-2)
(GenBank N° de acceso S77834), IL-3 (GenBank N° de acceso M14743), IL-4 (GenBank N° de acceso M23442), IL-
5 (GenBank N° de acceso J03478), IL-6 (GenBank N° de acceso M14584), IL-7 (GenBank N° de acceso
NM_000880), IL-10 (GenBank N° de acceso NM_000572), IL- 12 (GenBank N° de acceso.AF180562 y GenBank N°
de acceso AF180563), IL-13 (GenBank N° de acceso U10307), IL-14 (GenBank N° de acceso XM_170924), IL-15
(GenBank N° de acceso X91233), IL-16 (GenBank N° de acceso NM_004513), IL-17 (GenBank N° de acceso
NM_002190) y IL-18 (GenBank N° de acceso NM_001562), factores hematopoyéticos tales como factor estimulador
de la colonia de granulocitos (GM-CSF) (GenBank N° de acceso X03021), factor estimulador de la colonia de
granulocitos (G-CSF) (GenBank N° de acceso X03656), factor activador de plaquetas (GenBank N° de acceso
NM_000437) y eritropoyeitina (GenBank N° de acceso X02158), factores de necrosis tumoral (TNF) tal como TNFa
(GenBank N° de acceso X02910), linfocinas tal como linfotoxina-a (GenBank N° de acceso X02911), linfotoxina -f3
(GenBank N° de acceso L11016), leucorregulina, factor inhibidor de la migracion de macrofagos (GenBank N° de
acceso M25639) y neuroleucina (GenBank N° de acceso K03515), reguladores de procesos metabolicos tales como
leptina (GenBank N° de acceso U43415), interferones tal como interferon a (IFNa) (GenBank N° de acceso M54886),
IFNB (GenBank N° de acceso V00534), IFNy (GenBank N° de acceso J00219), IFNo (GenBank N° de acceso
NM_002177), trombospondina 1 (THBS1) (GenBank N° de acceso NM_003246), THBS2 (GenBank N° de acceso
L12350), THBS3 (GenBank N° de acceso L38969), THBS4 (GenBank N° de acceso NM_003248) y quimiocinas.
Preferiblemente, la proteina de fusién transferrina-citocina modificada de la presente invencion muestra actividad
bioldgica de citocina.

El término “hormona” se usa en el presente documento para describir cualquiera de un numero de sustancias
bioldgicamente activas que se producen por ciertas células o tejidos y que provocan que se produzcan cambios o
actividades biologicas especificas en ofra célula o tejido localizado en otra parte del cuerpo. Las hormonas
preferiblemente incluyen proinsulina (GenBank N° de acceso V00565), insulina (GenBank N° de acceso
NM_000207), hormona del crecimiento 1 (GenBank N° de acceso V00520), hormona del crecimiento 2 (GenBank N°
de acceso F006060), factor de liberacion de la hormona del crecimiento (GenBank N° de acceso NM_0210811),
factor | de crecimiento de tipo insulina (GenBank N° de acceso M27544), factor Il de crecimiento de tipo insulina
(GenBank N° de acceso NM_000612), proteina 1 de union al factor de crecimiento de tipo insulina (IGFBP-1)
(GenBank N° de acceso M59316), IGFBP-2 (GenBank N° de acceso X16302), IGFBP-3 (GenBank N° de acceso
NM_000598), IGFBP-4 (GenBank N° de acceso Y12508), IGFBP-5 (GenBank N° de acceso M65062), IGFBP-6

(GenBank N° de acceso NM_002178), IGFBP-7 (GenBank N° de acceso NM_001553), cadena [ de la
gonadotropina coridnica (GenBank N° de acceso NM_033142), cadena a de la gonadotropina coriénica (GenBank N°
de acceso NM_000735), hormona f luteinizante (GenBank N° de acceso X00264), hormona 3 foliculoestimulante
(GenBank N° de acceso NM_000510), hormona 3 estimulante del tiroides (GenBank N° de acceso NM_000549),
prolactina (GenBank N° de acceso NM_000948), pro-opiomelanocortina (GenBank N° de acceso V01510),
corticotropina (ACTH), B-lipotropina, hormona estimulante de melanocitos a (a-MSH), y-lipotropina, f -MSH, -
endorfina y péptido del I6bulo intermedio de tipo corticotropina (CLIP).

El término “hormona” también incluye péptido-1 de tipo glucagén (GLP-1) que es una hormona gastrointestinal que
regula la secrecion de insulina que pertenece al llamado eje enteroinsular asi como exendina (por ejemplo,
exendina-4 y sus variantes) que es un agonista del receptor de GLP-1.

El término “factor de crecimiento” se usa en el presente documento para describir cualquier proteina o péptido que
se une a un receptor para estimular la proliferacion de las células. Los factores de crecimiento preferiblemente
incluyen factor-a de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-a) (GenBank N° de acceso X03795), PDGF-f3
(GenBank N° de acceso X02811), hormonas esteroideas, factor de crecimiento epidérmico (EGF) (GenBank N° de
acceso NM_001963), factores de crecimiento de fibroblastos tal como factor 1 de crecimiento de fibroblasto (FGF1)
(GenBank N° de acceso NM_000800), FGF2 (GenBank N° de acceso NM_002006), FGF3 (GenBank N° de acceso
NM_005247), FGF4 (GenBank N° de acceso NM_002007), FGF5 (GenBank N° de acceso M37825), FGF6
(GenBank N° de acceso X57075), FGF7 (GenBank N° de acceso NM_002009), FGF8 (GenBank N° de acceso
AH006649), FGF9 (GenBank N° de acceso NM_002010), FGF10 (GenBank N° de acceso AB002097), FGF11
(GenBank N° de acceso NM_004112), FGF12 (GenBank N° de acceso NM_021032), FGF13 (GenBank N° de
acceso NM_004114), FGF14 (GenBank N° de acceso NM_004115), FGF16 (GenBank N° de acceso AB009391),
FGF17 (GenBank N° de acceso NM_003867), FGF18 (GenBank N° de acceso AF075292), FGF19 (GenBank N° de
acceso NM_005117), FGF20 (GenBank N° de acceso NM_019851), FGF21 (GenBank N° de acceso NM_019113),
FGF22 (GenBank N° de acceso NM_020637) y FGF23 (GenBank N° de acceso NM_020638), angiogenina
(GenBank N° de acceso M11567), factor neurotréfico derivado de cerebro (GenBank N° de acceso M61176), factor
de crecimiento neurotrofico ciliar (GenBank N° de acceso X60542), factor-a de crecimiento de transformacion (TGF-
a) (GenBank N° de acceso X70340), TGF-B (GenBank N° de acceso X02812), factor-a de crecimiento nervioso
(NGF-a) (GenBank N° de acceso NM_010915), NGF-B (GenBank N° de acceso X52599), inhibidor de tejido de
metaloproteinasa 1 (TIMP1) (GenBank N° de acceso NM_003254), TIMP2 (GenBank N° de acceso NM_003255),
TIMP3 (GenBank N° de acceso U02571), TIMP4 (GenBank N° de acceso U76456) y estimulante 1 de macréfagos
(GenBank N° de acceso L11924).

El término “proteina de matriz’ se usa en el presente documento para describir proteinas o péptidos que
normalmente se encuentran en la matriz extracelular. Estas proteinas pueden ser funcionalmente importantes para
la fortaleza, filtracion, o adhesion. Las proteinas de matriz preferiblemente incluyen colagenos tales como colageno |
(GenBank N° de acceso Z74615), colageno Il (GenBank N° de acceso X16711), colageno lll (GenBank N° de acceso
X14420), colageno IV (GenBank N° de acceso NM_001845), colageno V (GenBank N° de acceso NM_000393),
colageno VI (GenBank N° de acceso NM_058175), colageno VII (GenBank N° de acceso L02870), colageno VI
(GenBank N° de acceso NM_001850), colageno IX (GenBank N° de acceso X54412), colageno X (GenBank N° de
acceso X60382), colageno Xl (GenBank N° de acceso J04177) y colageno Xl (GenBank N° de acceso U73778),
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proteinas de laminina tales como LAMA2 (GenBank N° de acceso NM_000426), LAMA3 (GenBank N° de acceso
L34155), LAMA4 (GenBank N° de acceso NM_002290), LAMB1 (GenBank N° de acceso NM_002291), LAMB3
(GenBank N° de acceso L25541), LAMC1 (GenBank N° de acceso NM_002293), nidogeno (GenBank N° de acceso
NM_002508), a-tectorina (GenBank N° de acceso NM_005422), B-tectorina (GenBank N° de acceso NM_058222) y
fibronectina (GenBank N° de acceso X02761).

El término “proteinas de la sangre” se definen tradicionalmente como las que provienen del plasma, muchas ahora
producidas de manera comun por medios recombinantes e incluyen, pero no se limitan a proteinas de suero nativas,
derivados, fragmentos y mutantes o variantes de las mismas, factores de coagulacion de la sangre, derivados,
mutantes, variantes y fragmentos (incluyendo los factores VII, VIII, IX, X), inhibidores de proteasa (antitrombina 3,
alfa-1 antitripsina), activador de plasminégeno de tipo urocinasa, inmunoglobulinas, factor von Willebrand y mutantes
von Willebrand, fibronectina, fibrinégeno, trombina y hemoglobina.

El término “enzima” se usa en el presente documento para describir cualquier proteina o sustancia proteinacea que
cataliza una reaccion especifica sin alterarse o destruirse de manera permanente ella misma. Las enzimas
preferiblemente incluyen factores de coagulacion tales como F2 (GenBank N° de acceso XM_170688), F7 (GenBank
N° de acceso XM_027508), F8 (GenBank N° de acceso XM_013124), F9 (GenBank N° de acceso NM_000133), F10
(GenBank N° de acceso AF503510) y otros, metaloproteinasas de matriz tal como metaloproteinasa | de matriz
(GenBank N° de acceso MMP1) (GenBank N° de acceso NM_002421), MMP2 (GenBank N° de acceso
NM_004530), MMP3 (GenBank N° de acceso NM_002422), MMP7 (GenBank N° de acceso NM_002423), MMP8
(GenBank N° de acceso NM_002424), MMP9 (GenBank N° de acceso NM_004994), MMP10 (GenBank N° de
acceso NM_002425), MMP12 (GenBank N° de acceso NM_002426), MMP13 (GenBank N° de acceso X75308),
MMP20 (GenBank N° de acceso NM_004771), adenosina desaminasa (GenBank N° de acceso NM_000022),
proteinas cinasas activadas por mitdgeno MAPK3 (GenBank N° de acceso XM_055766), MAP2K2 (GenBank N° de
acceso NM_030662), MAP2K1 (GenBank N° de acceso NM_002755), MAP2K4 (GenBank N° de acceso
NM_003010), MAP2K7 (AF013588) y MAPK12 (NM_002969), cinasas tales como JNKK1 (GenBank N° de acceso
U17743), JNKK2 (GenBank N° de acceso AF014401), JAK1 (M64174), JAK2 (NM_004972) y JAK3 (NM_000215) y
fosfatasas tales como PPM1A (GenBank N° de acceso NM_021003) y PPM1D (GenBank N° de acceso
NM_003620).

El término “factores de transcripcion” se usa en el presente documento para describir la proteina o péptido implicado
en la transcripcion de genes que codifican proteina. Los factores de transcripcion pueden incluir Sp1, Sp2 (GenBank
N° de acceso NM_003110), Sp3 (GenBank N° de acceso AY070137), Sp4 (GenBank N° de acceso NM_003112)
NFYB (GenBank N° de acceso NM_006166), Hap2 (GenBank N° de acceso M59079), GATA-1 (GenBank N° de
acceso NM_002049), GATA-2 (GenBank N° de acceso NM_002050), GATA-3 (GenBank N° de acceso X55122),
GATA-4 (GenBank N° de acceso L34357), GATA-5, GATA-6 (GenBank N° de acceso NM_005257), FOG2
(NM_012082), Eryf1 (GenBank N° de acceso X17254) TRPS1 (GenBank N° de acceso NM_014112), NF-E2
(GenBank N° de acceso NM_006163), NF-E3, NF-E4, TFCP2 (GenBank N° de acceso NM_005653), Oct-1

(GenBank N° de acceso X13403), proteinas homeobox tales como HOXB2 (GenBank N° de acceso NM_002145),
HOX2H (GenBank N° de acceso X16665), homdlogo sin pelo (GenBank N° de acceso NM_005144), madres contra
proteinas decapentaplégicas tales como MADH1 (GenBank N° de acceso NM_005900), MADH2 (GenBank N° de
acceso NM_005901), MADH3 (GenBank N° de acceso NM_005902), MADH4 (GenBank N° de acceso NM_005359),
MADHS5 (GenBank N° de acceso AF009678), MADHG6 (GenBank N° de acceso NM_005585), MADH7 (GenBank N°
de acceso NM_005904), MADH9 (GenBank N° de acceso NM_005905) y transductor de sefial y activador de
proteinas de transcripcion STAT1 (GenBank N° de acceso XM_010893), STAT2 (GenBank N° de acceso
NM_005419), STAT3 (GenBank N° de acceso AJ012463), STAT4 (GenBank N° de acceso NM_003151), STAT5
(GenBank N° de acceso L41142) y STAT6 (GenBank N° de acceso NM_003153).

En todavia otra realizacion de la divulgacion, la molécula terapéutica es una proteina no humana o no de mamifero.
Por ejemplo, se pueden usar VIH gp120, VIH Tat, proteinas de superficie de otros virus tales como hepatitis, herpes,
influenza, adenovirus y RSV, otros componentes de VIH, proteinas de superficie parasitas tales como antigenos de
malaria y proteinas de superficie bacterianas. Estas proteinas no humanas se pueden usar, por ejemplo, como
antigenos, o porque tienen actividades utiles. Por ejemplo, la molécula terapéutica puede ser estreptocinasa,
estafilocinasa, asparaginasa, urocinasa, u otras proteinas con actividades enzimaticas utiles.

En una realizacion alternativa de la divulgacion, la molécula terapéutica es una proteina de unién a ligando con
actividad bioldgica. Tales proteinas de union a ligando pueden, por ejemplo, (1) bloquear las interacciones receptor-
ligando en la superficie de la célula; o (2) neutralizar la actividad biolégica de una molécula en la fase fluida de la
sangre, evitando por lo tanto que alcance su diana celular. En algunas divulgaciones, las proteinas de transferrina de
fusion modificadas incluyen una molécula de transferrina modificada fusionada a un dominio de unién a un ligando
de un receptor seleccionado entre el grupo que consiste en, pero sin limitacion a, un receptor de lipoproteina de baja
densidad (LDL), un receptor de LDL acetilado, un receptor del factor o. de necrosis tumoral, un receptor del factor
de crecimiento de transformacion, un receptor de citocina, un receptor de la inmunoglobulina Fc, un receptor de
hormona, un receptor de glucosa, un receptor de glucolipido y un receptor de glucosaminoglucano. En otras
reahzamones las proteinas de unién a ligando incluyen CD2 (M14362), CD3G (NM_000073), CD3D (NM_000732),
CD3E (NM_000733) CD3Z (J04132), CD28 (NM_006139), CD4 (GenBank N° de acceso NM_000616), CD1A
(GenBank N° de acceso M28825), CD1B (GenBank N° de acceso NM_001764), CD1C (GenBank N° de acceso
NM_001765), CD1D (GenBank N° de acceso NM_001766), CD80 (GenBank N° de acceso NM_005191), GNB3
(GenBank N° de acceso AF501884), CTLA-4 (GenBank N° de acceso NM_005214), moléculas de adhesion
intercelular tales como ICAM-1 (NM_000201), ICAM-2 (NM_000873) e ICAM-3 (NM_002162), receptores del factor
de necrosis tumoral tales como TNFRSF1A (GenBank N° de acceso X55313), TNFR1SFB (GenBank N° de acceso
NM_001066), TNFRSF9 (GenBank N° de acceso NM_001561), TNFRSF10B (GenBank N° de acceso NM_003842),
TNFRSF11B (GenBank N° de acceso NM_002546) y TNFRSF13B (GenBank N° de acceso NM_006573) y
receptores de interleucina tales como IL2RA (GenBank N° de acceso NM_000417), IL2RG (GenBank N° de acceso
NM_000206), IL4R (GenBank N° de acceso AF421855), IL7R (GenBank N° de acceso NM_002185), IL9R (GenBank
N° de acceso XM_015989) e IL13R (GenBank N° de acceso X95302). Preferiblemente, la proteina de fusion de
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union a ligando de la presente invencion muestra la actividad biologica de la proteina de unién a ligando.

El término “proteinas asociadas a cancer” se usa en el presente documento para describir proteinas o polipéptidos
cuya expresion esta asociada con cancer o el mantenimiento de crecimiento de células controlado, tales como
proteinas codificadas por genes supresores de tumor u oncogenes. Las proteinas asociadas a cancer pueden incluir
p16 (GenBank N° de acceso AH005371), p53 (GenBank N° de acceso NM_000546), p63 (GenBank N° de acceso
NM_003722), p73 (GenBank N° de acceso NM_005427), BRCA1 (GenBank N° de acceso U14680), BRCA2
(GenBank N° de acceso NM_000059), proteina de interaccion de CTBP (GenBank N° de acceso U72066), DMBT1
(GenBank N° de acceso NM_004406), HRAS (GenBank N° de acceso NM_005343), NCYM (GenBank N° de acceso
NM_006316), FGR (GenBank N° de acceso NM_005248), myb (GenBank N° de acceso AF104863), raf1 (GenBank
N° de acceso NM_002880), erbB2 (GenBank N° de acceso NM_004448), VAV (GenBank N° de acceso X16316), c-
fos (V GenBank N° de acceso 01512), cfes (GenBank N° de acceso X52192), c-jun (GenBank N° de acceso
NM_002228), MAS1 (GenBank N° de acceso M13150), pim-1 (GenBank N° de acceso M16750), TIF1 (GenBank N°
de acceso NM_003852), c-fms (GenBank N° de acceso X03663), EGFR (GenBank N° de acceso NM_005228), erbA
(GenBank N° de acceso X04707), tirosina cinasa c-src (GenBank N° de acceso XM_044659), c-abl (GenBank N° de
acceso M14752), N-ras (GenBank N° de acceso X02751), K-ras (GenBank N° de acceso M54968), jun-B (GenBank
N° de acceso M29039), c-myc (GenBank N° de acceso AH001511), RB1 (GenBank N° de acceso M28419), DCC
(GenBank N° de acceso X76132), APC (GenBank N° de acceso NM_000038), NF1 (GenBank N° de acceso
M89914), NF2 (GenBank N° de acceso Y18000) y bcl-2 (GenBank N° de acceso M13994).

“Péptidos inhibidores fusogénicos” se usa en el presente documento para describir péptidos que muestran actividad
antiviral, capacidad de fusién anti-membrana, y/o una capacidad para modular los procesos intracelulares, por
ejemplo, los que implican estructuras de péptido enrollado-espiral. La actividad antiviral incluye, pero no se limita a,
la inhibicién de virus VIH-1, VIH-2, RSV, SIV, EBV, sarampion, virus de la influenza, o transmisién de CMV a células
no infectadas. De manera adicional, la capacidad antifusogénica, actividad antiviral o actividad moduladora
intracelular de los péptidos meramente requiere la presencia de los péptidos y de manera especifica no requiere la
estimulacion de una respuesta inmune huésped dirigida contra tales péptidos. Antifusogénico se refiere a una
capacidad de un péptido para inhibir o reducir el nivel de episodios de fusion de membrana entre dos o mas restos
con relacién al nivel de fusion de membrana que se produce entre dichos restos en la ausencia del péptido. Los
restos pueden ser, por ejemplo, membranas celulares o estructuras virales, tales como envolturas o pelos virales. El
término “péptido antiviral”, como se usa en el presente documento, se refiere a la capacidad del péptido de inhibir la
infeccion viral de células o alguna actividad viral requerida para la infeccion viral y/o patogénesis viral, mediante, por
ejemplo, fusién célula-célula o sin infeccion por virus. Tal infeccién puede implicar la fusion de membrana, como
sucede en el caso de virus envueltos, o algun otro episodio de fusién que implica una estructura viral y una
estructura celular. Los péptidos inhibidores fusogénicos y péptidos antivirales tienen a menudo secuencias de
aminoacidos que se derivan de mas de una proteina viral (por ejemplo, un VIH-1, VIH-2, RSV vy polipéptido derivado
de SIV).

Ejemplos de péptidos inhibidores fusogénicos y péptidos antivirales se pueden encontrar en los documentos WO
94/2820, WO 96/19495, WO 96/40191, WO 01/64013 y las Patentes de Estados Unidos 6.333.395, 6.258.782,
6.228.983, 6.133.418, 6.093.794, 6.068.973, 6.060.065, 6.054.265, 6.020.459, 6.017.536, 6.013.263, 5.464.933,
5.346.989, 5.603.933, 5.656.480, 5.759.517, 6.245.737; 6.326.004 y 6.348.568; todos los cuales se incorporan en el
presente documento como referencia.

Los ejemplos de otros tipos de péptidos incluyen fragmentos de proteinas terapéuticas como se describen en el
presente documento, en particular, los fragmentos de proteinas humanas que retienen al menos una actividad de la
molécula precursora. Los péptidos que se pueden usar para producir restos de ligando de la invencion también
incluyen péptidos miméticos y péptidos que muestran una actividad bioldgica de una proteina terapéutica pero
difieren en secuencia o estructura de tres dimensiones de una proteina terapéutica de longitud completa. Como un
ejemplo no limitado, los péptidos incluyen péptidos miméticos de eritropoyetina descritos por Johnson et al. (2000)
Nephrol. Dial. Transplant 15 (9): 1274 - 7, Kuai et al. (2000) J. Pept. Res. 56 (2): 59 - 62, Barbone et al. (1999)
Nephrol. Dial. Transplant. 14 Sup 2: 80 - 4, Middleton et al. (1999) J. Biol. Chem. 274 (20): 14163 - 9, Johnson et al.
(1998) Biochemistry 37(11): 3699 - 710, Johnson et al. (1997) Chem. Biol. 12: 939 - 50, Wrighton et al. (1997) Nat.
Biotechnol. 15 (12): 1261 - 5, Livnah et al. (1996) Science 273: 464 - 71 y Wrighton et al., (1996) Science 273: 458 -
64.

Las moléculas terapéuticas también incluyen proteinas alergénicas y los fragmentos digeridos de las mismas. Estas
incluyen alérgenos de polen de ambrosia, centeno, poa de los prados, pata de gallo, césped de primavera dulce,
césped de cabeza roja, césped de fleo, acedera, trigo, maiz, artemisa, césped azul, césped anual de California,
amaranto, césped de Bermudas, cardo ruso, cedro de montafia, roble, salco, sicomoro, arce, olmo, efc., acaros de
polvo, veneno de abejas, alérgenos de alimentos, caspa animal y otros venenos de insectos.

Otras moléculas terapéuticas incluyen vacunas microbianas que incluyen vacunas de virus, vacunas bacterianas y
protozoarias y sus diversos componentes tales como antigenos de superficie. Estos incluyen vacunas que contienen
glucoproteinas, proteinas o péptidos derivados de estas proteinas. Tales vacunas se preparan a partir de
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis, Neisseria
gonorrhoeae, Salmonella spp., Shigella spp., Escherichia coli, Klebsiella spp., Proteus spp., Vibrio cholerae,
Campylobacter pylori, Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae, Bordetella pertussis, Mycobacterium
tuberculosis, Legionella pneumophila, Treponema pallidum, clamidia, toxoide de tétanos, toxoide de difteria, virus de
influenza, adenovirus, paramixovirus (paperas, sarampion), virus de rubeola, virus de polio, virus de hepatitis, virus
herpes, virus de rabia, virus de VIH-1, VIH-2, RSV y papilomavirus.

Las moléculas de fusion preferidas pueden contener péptidos anti-virus VIH, péptidos anti-RSV, hormona de
crecimiento humana, interferones o y/o B, eritropoyetina (EPO), péptidos de tipo EPO, factor estimulante de la
colonia de granulocitos (GCSF), factor estimulante de la colonia de granulocitos-macréfagos (GMCSF), insulina,
factor de crecimiento de tipo insulina (IGF), trombopoyetina, péptidos correspondientes a CDR de un anticuerpo,

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 535358 T3

Proteina Asociada a la Neogénesis Insular (INGAP), calcitonina, angiostatina, endostatina, interleucina-2, factor de
liberacion de la hormona de crecimiento, hormona de paratiroides humana, péptidos de factor de necrosis
antitumoral (TNF), receptor de interleucina-1 (IL-1) y/o anticuerpos de una sola cadena.

Las proteinas de fusion de la invencion también se pueden preparar para que incluyan péptidos o polipéptidos
derivados de bibliotecas de péptidos para seleccionar las moléculas con funcionas nuevas o novedosas. Tales
bibliotecas de péptidos pueden incluir los disponibles comercialmente o publicamente, por ejemplo, American
Peptide Co. Inc., Cell Sciences Inc., Invitrogen Corporation, Phoenix Pharmaceuticals Inc., United States Biological,
asi como los producidos mediante tecnologias disponibles, por ejemplo, bibliotecas de despliegue sobre
bacteriéfagos y bacterias preparadas usando procedimientos convencionales.

En todavia otras realizaciones de la divulgacion, las proteinas de fusion se pueden preparar mediante el uso de
restos de proteinas terapéuticas conocidos en la técnica y se ejemplifican por los péptidos y proteinas actualmente
aprobados por la Administracion de Alimentos y Farmacos (www.fda.gov/cber/efoi/approve.htm) asi como por las
Publicaciones de Patentes PCT ntiimeros WO 01/79258, WO 01/77137, WO 01/79442, WO 01/79443, WO 01/79444
y WO 01/79480, todas las cuales se incorporan en el presente documento como referencia en su totalidad.

La tabla 1 de la Publicacién Internacional PCT N° WO 03/020746, proporciona una lista no exhaustiva de proteinas
terapéuticas que corresponde a una parte de proteina terapéutica, es decir resto de ligando, de una proteina de
fusion de la invencion. La columna “proteina terapéutica X’ divulga moléculas proteicas terapéuticas seguidas por
paréntesis que contienen nombres cientificos y de marca comercial que comprenden o de manera alternativa
consisten en esa molécula proteica terapéutica o un fragmento o variante de la misma. “Proteina terapéutica X’
como se usa en el presente documento se puede referir bien a una molécula proteica terapéutica individual (segun
se define mediante la secuencia de aminoacidos que se pueden obtener a partir de CAS y numeros de acceso del
Genbank), o bien al grupo completo de proteinas terapéuticas asociadas a una molécula proteica terapéutica dada
divulgada en esta columna. La columna ‘identificador ejemplar’ proporciona identificadores de los Numeros de
Registro de Servicios de Resumenes de Quimica (CAS) (publicados por la Sociedad Americana Quimica) y/o
Numeros de acceso del Genbank (por ejemplo, Locus ID, NP - XXXXX (Proteina de Secuencia de referencia) y XP-
XXXXX (Proteina Modelo) disponibles del Centro nacional para la Informacién Biotecnologica (NCBI) pagina web
(www.ncbi.nim.nih.gov) que corresponde a las entradas en el Registro CAS o base de datos del Genbank que
contienen una secuencia de aminoacidos de la molécula de proteina o de un fragmento o variante de la molécula de
proteina terapéutica. Ademas los numeros de acceso de GenSEC y/o citas en las publicaciones de revistas se
proporcionan para identificar la secuencia de aminoacidos ejemplares para algunos polipéptidos.

Estan disponibles las paginas del sumario asociadas a cada una de estas CAS y numeros de acceso de Genbank y
GenSEC asi como las publicaciones citadas de las revistas (por ejemplo, numero ID de PubMed (PMID)). La
columna PCT/Referencia de Patente proporciona los nimeros de las patentes de Estados Unidos, o nimeros de
Publicacion Internacional PCT correspondientes a patentes y/o solicitudes de patente publicadas que describen la
molécula de proteina terapéutica. La columna actividad biolégica describe las actividades bioldgicas asociadas a la
molécula de proteina terapéutica. La columna ensayo de actividad ejemplar proporciona referencias que describen
ensayos que se pueden usar para ensayar la actividad terapéutica y/o bioldgica de una proteina terapéutica o una
proteina de fusion de transferrina de la invencion que comprende una parte de una proteina terapéutica X. La
columna “indicacion preferida Y” describe enfermedad, trastornos, y/o afecciones que se pueden tratar prevenir,
diagnosticar, o mejorar mediante proteina terapéutica X o una proteina de fusion de transferrina de la invencién que
comprende una parte de proteina terapéutica X. La presente invencion incluye las proteinas terapéuticas
proporcionadas en el documento WO 03/020746.

Ejemplos
Ejemplo 1 - Preparacion de anclaje de GPl, hMUC1 y casete de expresion mTF

El vector pREX0549 que contiene una casete de expresion mTf (SEC ID NO: 16) se digirid con Sall y Hindlll. La
figura 3 proporciona un mapa del vector para pREX0549. Los cebadores P0922 y P0923 (SEC ID NO: 7 y SEC ID
NO: 8) se hibridaron conjuntamente y se ligaron en pREX0549 en el sitio de digestion Sall/Hindlll. El engarce
formado por P0922 y P0923 contenia los sitios de restriccion Spel, Hindlll y Xbal y se disefid para aceptar una
molécula de acido nucleico que codifica un anclaje de GPI y tallo MUC1. El vector resultante, pPREX0628, contenia la
casete de expresion mTf con el engarce P0922/P0923.

pREX0628 se digiri6 con Hindlll y Xbal. Los cebadores P0924 y P0925 (SEC ID NO: 9 y SEC ID NO: 10) se
hibridaron para formar el anclaje YIR019c de GPI. YIR019c se ligo en el pPREX0628 para crear el vector pPREX0634.

hMUC1 ADNc se amplific6 mediante RT-PCR a partir de una biblioteca de ARN total de tumor de mama humano
(Clontech) usando los cebadores P0958 y P0959 (SEC ID NO: 11 y SEC ID NO: 12). El ADNc resultante se amplifico
con los cebadores P1019 y P1020 (SEC ID NO: 13 y SEC ID NO: 14) para crear los sitios de restriccion Spel y
Hindlll. EI hMUC1 resultante con Spel e Hindlll se proporciona en la SEC ID NO: 6.

pREX0634 se digirid6 con Spel e Hindlll y el hMUC1 con los sitios Spel e Hindlll se ligé en el vector. El vector
resultante, pPREX0663, se usé como casete de expresion de visualizacion (mTf-MUC1-GPI).

pREX0663 se uso para crear vectores de expresion de levaduras de alto y bajo nimero de copias. Para crear un
vector de expresion de levaduras de alto niumero de copias, la casete de expresion de despliegue de 4,1 kb se retird

de pREX0663 mediante digestion del vector con Notl. La casete de expresion se ligé después en un vector pSAC35¢c
digerido y desfosforilado con Notl, dando como resultado el vector pREX0667 (vector | de despliegue en levaduras
).

Un vector de expresion de levaduras de bajo numero de copias se cre6 mediante digestion de pREX0663 con Notl y
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ligando el vector de expresion en un pREX0699 digerido y desfosforilado con Notl, dando como resultado despliegue
de levaduras pREX0721 (vector de despliegue en levaduras ).

Los vectores de expresion de levadura descritos anteriormente se pueden usar para transformar células de
levaduras y células bacterianas como se conoce en la técnica. El vector se puede expresar en levadura como se
conoce en la técnica. Ademas, se puede crear una coleccion de proteinas de transferrina de fusion expresadas
capaces de desplegar una biblioteca de restos de ligando tales como péptido aleatorios o CDR y usar para
seleccionar agentes de unién como se conoce en la técnica.

Ejemplo 2 - Construccion de biblioteca aleatoria de 15-meros

Para la seleccion de variantes de transferrina con caracteristicas de unién novedosas, se construy6 una biblioteca
aleatoria de 15-meros en la posicion de aminoacido 289 - 290 de transferrina mediante un procedimiento de
soldadura de PCR conocido en la técnica (véase Martin y Smith (2006) Biochem J. 396 (2): 287 - 95). Se disefié una
biblioteca de 15-meros incluso aunque solamente aproximadamente 7 aminoacidos se necesitaran de manera usual
para formar un epqtgopo de unién y una biblioteca de ~10° solamente_cubre una pequefia fraccion de la biblioteca
disefiada (3,3 x 10°°). Sin embargo, con un tamafio de biblioteca de 10%, una biblioteca de 15-meros cubre 6,4 veces
mas 7-meros que una biblioteca de 7-meros del mismo tamano.

Después de obtener un fragmento de ADN que contiene la secuencia BamHI/BspEl de transferrina usando
P1174/P1227, se realizaron dos reacciones de PCR (cada una con un solo cebador — P1172 y P1173) para obtener
los ADN de una sola cadena. Los DNAss se aislaron y se hibridaron para formar una biblioteca de 15-meros de
soldadura. Esta operacién aseguroé que la biblioteca mantenia la complejidad original del oligonucleétido sintético. La
biblioteca de 15-meros de soldadura de doble cadena se amplificé adicionalmente usando P1174/P1227 para
obtener una cantidad suficiente de ADN. El producto de PCR se puirifico, se digiri6 con BamHI/BspEl y se clono en
vectores de plasmido apropiados, por ejemplo, pPREX0995 (figura 4) o pPREX0667.

P1172 (SEC ID NO: 19)

Fragmento de directo inverso de soldadura de insercién de péptido aleatorio lib de 15-meros 289 — 290: C CAA CTA
TTC AGC TCT CCT 567 567 567 567 567 567 567 567 567 567 567 567 567 567 567 CAT GGG AAG GAC CTG
CTGTTT AAG

Con el fin de introducir aleatoriedad en cada posicién en la secuencia de ADN, se incorporé una mezcla de
nucledtidos (A, G, T y C) en la posicidon a una relacion predeterminada de acuerdo con LaBean y Kauffman (1993)
Protein Sci. 2: 1249 - 54. La mezcla indicada mas adelante minimiza la frecuencia de codén de parada y
composicion de aminoacido de coincidencia con las proteinas naturales.

5 13% de T, 32% de G, 20% de C, 35% de A
6 24% de T, 24% de G, 22% de C, 30% de A
7 37% de T, 26% de G, 37% de C

P1173 (SEC ID NO: 20)

Cebador inverso de soldadura de péptido aleatorio lib de 15-meros 289 - 290 para el fragmento frontal
AGGAGAGCTGAATAGTTGG

P1174 (SEC ID NO: 21)

Cebador directo de soldadura de péptido aleatorio lib de 15-meros 289 - 290 para el fragmento frontal
CTGGATGCAGGTTTGGTGTATG

P1227 (SEC ID NO: 22)

Cebador inverso de soldadura de péptido aleatorio lib de 15-meros 289 - 290 para el fragmento trasero
TCATGATCTTGGCGATGCAGTC

Ejemplo 3 - Seleccion de células de levadura que despliegan Flag

Se establecio un sistema de despliegue en levadura mediante el que el I6bulo N de transferrina se desplegd sobre la
superficie de levadura mediante fusion a una regiéon de tallo, huMUC1 y una secuencia de sefal de GPl. Para
demostrar la utilidad de este sistema en la seleccion del ligante, una secuencia etiquetada con Flag, DYKDDDDK
(SEC ID NO: 23), o una biblioteca de péptido aleatorio de 15 meros se insertd en la posicion de aminoacido 289 del
I6bulo N de la transferrina. La levadura que despliega la transferrina etiquetada con Flag, pREX1012 (figura 6),
después se fijé a un conjunto de levadura que despliega el I6bulo N de transferrina con péptidos aleatorios de 15-
meros. A partir de esta poblacion mixta solamente la levadura que despliega el I6bulo N de transferrina etiquetada
con Flag se recuper6 mediante seleccion con un anticuerpo anti-Flag.

Para insertar la secuencia con marcador Flag en la posicion de aminoacido 289 de transferrina, se sintetizaron los
oligos que incorporan la secuencia con marcador Flag y se soldaron mediante PCR en el vector pREX0667 para
generar pREX0759 (figura 7). El fragmento BamHI/BspEl de pREX0759 que contenia la secuencia de marcador de
Flag se us6 después para reemplazar el mismo fragmento de restriccion de pREX0995 (figura 4). El plasmido
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resultante, pPREX1012, expresa la proteina de fusién l6bulo N de transferrina etiquetado con Flag -MUC1-GPI.

También se clond la biblioteca de 15 meros entre los sitios BamHI/BspEl de pREX0995. La preparacion de la
biblioteca de 15 meros se describe mas adelante. La muestra de ligadura de transformé en E. coli DH5a. y la mezcla
de transformacion se sembro toda sobre placas de agar 2 LB/Amp (50 pg/ml). Se recogieron todas las colonias y se
extrajo el ADN de plasmido usando un protocolo Qiagen plasmid prep que usa varias columnas de miniprep.

El ADN de plasmido tanto para pREX1012 como para la biblioteca de 15-meros se transformé en la cepa DS1101
cir® de Saccharomyces cerevisiae. Se inoculd una sola colonia de pREX1012 en medio minimo tamponado con
sacarosa (BMM/S) y se cultivd durante toda la noche. Todas las colonias de la biblioteca de 15-meros se recogieron
y se inocularon BMM/S. Los recuentos de células de los dos cultivos durante toda la noche se determinaron
mediante hemocitometro y las siguientes mezclas de células preparadas:

(A) ; 10° células de levadura pREX1012 mezcladas con 10° de células de levadura de la biblioteca de 15-meros
(10:10%)

(B) ; 10° pREX1012 células de levadura mezcladas con 10° de células de levadura de la biblioteca de 15-meros
(100:10%)

Las mezclas de células se incubaron en 1 ml de solucién de bloqueo de células (1xPBS/0,05% de Tween-20, 1% de
BSA) sobre hielo durante 30 minutos. Después de centrifugacion (30 segundos a 13000 rpm), se suspendieron los
sedimentos celulares en 1 ml de solucion de lavado (1xPBS, 0,5% BSA, 2 mM EDTA) con anticuerpo anti-Flag
(Sigma Aldrich, dilucion 1:25) y se incuban en hielo durante 30 minutos. Las células se lavaron dos veces con 1 ml
de solucién de lavado y se suspendieron en 800 ul (A) o 160 ul (B) de solucién de bloqueo. A las suspensiones de
células se afiadieron 200 ul (A) o 40 ul (B) de microperlas de estreptavidina MACS (Miltenyi Biotec) y se incubaron
en hielo durante 30 minutos. Las células marcadas se separaron de las células no marcadas usando una columna
MS de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Miltenyi Biotec). Se recogieron las células marcadas y se
sembraron sobre placas de agarosa BMM/S y se incubaron a 30°C hasta que aparecieron pequefias colonias.

Se realiz6 una segunda ronda de seleccion recogiendo todas las colonias de cada placa y haciéndolas crecer
durante toda la noche 30°C en 5 ml de BMM/S. a partir de estos cultivos las células equivalentes a 1,5 de DOggo se
sometieron a una ronda adicional de separacion de MACS como se ha descrito anteriormente. Las células de esta
segunda ronda de seleccion se cultivaron durante toda una noche a 30°C en 5 ml de BMM/S. Los cultivos de células
de levadura antes y después de cada seleccion se analizaron mediante FACS usando un anticuerpo monoclonal
anti-Flag (Sigma Aldrich) y anticuerpo de deteccion anti-raton de cabra marcado con APC en un Bioanalyzer de
Tecnologia Agilent. Se realiz6 el analisis FACS de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La presencia de
levadura etiquetada con Flag se hizo evidente después de dos rondas de separacién de MACS (Figura 8)

Ejemplo 4 - Despliegue en tallo Aga1

Se obtuvo la secuencia de ADN para la region central del gen de levadura AGAT (restos 116 - 658 de la proteina
madura) mediante PCR de ADN gendmico de levadura S288c usando los siguientes cebadores:

(a) CAGATCTAGAACAACCGCTATCAGCTCATTATCC (SEC ID NO: 24)
(b) CAGAAAGCTTAGTAGTGGAAACTTCTGTAGTG (SEC ID NO: 25)
AGA1 (secuencia parcial) (SEC ID NO: 74)

ACAACCGCTATCAGCTCATTATCCGAAGTAGGAACTACAACCGTGGTATCATCCAGCGCCATTGAACCATCAAGT
GCCTCTATAATCTCACCTGTCACCTCTACACTTTCGAGTACAACATCGTCCAATCCAACTACTACCTCCCTAAGTT
CGACATCTACATCTCCAAGCTCTACATCTACATCTCCAAGCTCTACATCTACCTCATCAAGTTCGACATCTACCTC
ATCAAGTTCGACATCTACCTCATCAAGTTCGACATCTACATCTCCAAGTTCGACATCCACATCTTCAAGTTTGACA
TCCACATCTTCAAGTTCTACATCTACATCCCAAAGTTCTACATCTACCTCATCAAGTTCGACATCTACATCTCCAA
GCTCTACATCTACCTCATCAAGTTCAACATCTACATCTCCAAGTTCTAAATCTACTTCTGCAAGCTCCACTTCCAC
TTCTTCATATTCAACATCTACATCCCCAAGTTTGACTTCTTCATCTCCAACTTTGGCTTCCACTTCTCCAAGTTCAA
CATCTATTAGCTCTACTTTTACTGATTCAACTTCATCCCTTGGCTCCTCTATAGCATCTTCATCAACGTCTGTGTCA
TTATACAGCCCATCCACACCTGTTTACTCCGTCCCTTCGACTTCGTCAAATGTTGCAACTCCTTCTATGACTTCTT
CAACTGTTGAAACAACTGTTAGTTCACAAAGTTCGTCTGAATATATCACCAAATCCTCAATTTCTACTACTATCCCA
TCATTTTCCATGTCTACATATTTCACCACTGTTAGTGGAGTCACTACAATGTATACGACATGGTGTCCTTATAGCT
CTGAATCTGAGACTAGCACATTAACCAGTATGCATGAAACGGTTACAACAGACGCTACAGTCTGCACTCACGAGT
CTTGCATGCCCTCGCAGACAACAAGTTTGATTACATCTTCTATAAAAATGTCCACTAAAAACGTCGCAACTTCTGT
AAGCACCTCAACGGTTGAATCCTCATATGCATGCTCCACATGTGCTGAAACGTCACACTCGTATTCTTCCGTGCA
AACAGCTTCATCAAGTTCTGTAACACAGCAGACCACATCCACAAAGAGTTGGGTAAGTTCAATGACAACTTCGGA
TGAAGATTTCAATAAGCACGCTACCGGTAAGTATCATGTAACATCTTCAGGTACCTCAACCATTTCGACTAGTGTA
AGTGAAGCCACGAGTACATCAAGCATTGACTCAGAATCTCAAGAACAATCATCACACTTATTATCGACATCGGTC
CTTTCATCCTCCTCCTTGTCTGCTACATTATCCTCTGACAGTACTATTTTGCTATTCAGTTCTGTATCATCACTAAG
TGTCGAACAGTCACCAGTTACCACACTTCAAATTTCTTCAACATCAGAGATTTTACAACCCACTTCTTCCACAGCT
ATTGCTACAATATCTGCCTCTACATCATCACTTTCCGCAACATCTATCTCTACACCATCTACCTCTGTGGAATCGA
CTATTGAATCTTCATCATTGACTCCGACGGTATCTTCTATTTTCCTCTCATCATCATCTGCTCCCTCTTCTCTACAA
ACATCTGTTACCACTACAGAAGTTTCCACTACT

(SEC ID NO: 75)

TTAISSLSEVGTTTVVSSSAIEPSSASIISPVTSTLSSTTSSNPTTTSLSSTSTSPSSTSTSPSSTSTSSSSTSTSSSSTST
SSSSTSTSPSSTSTSSSLTSTSSSSTSTSQSSTSTSSSSTSTSPSSTSTSSSSTSTSPSSKSTSASSTSTSSYSTSTSP
SLTSSSPTLASTSPSSTSISSTFTDSTSSLGSSIASSSTSVSLYSPSTPVYSVPSTSSNVATPSMTSSTVETTVSSQSSS
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EYITKSSISTTIPSFSMSTYFTTVSGVTTMYTTWCPYSSESETSTLTSMHETVTTDATVCTHESCMPSQTTSLITSSIKM
STKNVATSVSTSTVESSYACSTCAETSHSYSSVQTASSSSVTQQTTSTKSWVSSMTTSDEDFNKHATGKYHVTSSGT
STISTSVSEATSTSSIDSESQEQSSHLLSTSVLSSSSLSATLSSDSTILLFSSVSSLSVEQSPVTTLQISSTSEILQPTSST
AIATISASTSSLSATSISTPSTSVESTIESSSLTPTVSSIFLSSSSAPSSLQTSVTTTEVSTT

Se aisl6 un producto de PCR de ~1.5 kb y se digiri6 con Xbal/Hindlll. Se ligd el fragmento en pREX0855 digerido
con Spel/Hindlll (figura 9) y se transformo en E. coli DH5a. Se recogieron todas las colonias resultantes y se aisl6 el
ADN de plasmido de las células. La casete de expresion se recuperé mediante digestion con Notfl y se ligd en
pSAC35 proporcionando el vector de expresién de levadura.

Transformacion en levadura y FACS con anticuerpo anti-Flag como se ha descrito previamente. Las colonias de
levadura colonias mostraron alto nivel de despliegue del I6bulo N, aproximadamente 10 veces mayor que la
construccién basada en tallo MUC1 comparable (datos no mostrados).

Una sola colonia de levadura se aislé y se extrajo el ADN de plasmido de estas células de levadura. La casete de
expresion Notl se recuperé después de la digestion con Notl del ADN del plasmido extraido y se ligd en un
pREXO0855 digerido con Notl proporcionando el plasmido pREX1087 (figura 10), un vector basado en pUC que
contenia casete de expresion Flag-N-l6bulo-Aga1-GPI. Una region de la secuencia de ADN que corresponde a Aga1
se secuencié para confirmar su identidad. Esta casete de expresion también se volvié a transferir a pSAC35
proporcionando pREX1106 (figura 11).

Ejemplo 5 - Seleccion de variantes de GPl de Mamifero que funcionan en Células de levadura

Las sefiales de GPI de mamifero juegan papeles que sus homodlogos de levadura no juegan, tal como trafico
intracelular, transmision de sefiales de transmembrana y endocitosis independiente de clatrina (Biochem J. 1993,
294: 305 - 324). Las célula de levadura no tienen solamente membrana celular, sino paredes celulares que no estan
en las células de mamiferos y muchas de las GPI de levadura tienen secuencias Unicas que dirigen las proteinas a
la pared celular de levadura (J Bacteriol, 1999, 181: 3886 - 3889). la GPI de la fosfatasa alcalina de placenta humana
se ha mostrado que no funciona del todo en células de levadura (Mol Microbiol 1999, 34: 247 - 256). Como un medio
para obtener secuencias novedosas que pueden unir proteinas recombinantes expresadas en una pared de la célula
de levadura, un vector de despliegue de levadura se basé en pREX0885 (figura 9) pero usando la secuencia de GPI
de huMDP (DQLGGSCRTHYGYS S GASSLHRHWGLLLASLAPLVLCLSLL). Esta secuencia se modificé para
incorporar cuatro codones completamente aleatorios (X) asi como varias modificaciones racionales (subrayado),
XQXGGSXXTIGGYS G AASSLQRTIGLLLASLAPLVLASLL (SEC ID NO: 26), en la que X es cualquier aminoacido.
Una biblioteca de levadura que expresa la siguiente proteina de fusion, Flag tag-N-lébulo-MUC1 tallo-GPI en la que
la secuencia de GPI se modific6 como se ha descrito anteriormente se transformé en la cepa DS1101 cir° de
Saccharomyces cerevisiae. Cualesquiera células de levadura con la proteina de fusién unida a la pared celular se
aislo mediante MACS usando un anticuerpo anti-Flag biotinilado.

Se hibridaron dos oligos P2035 y P2036 (véase mas adelante) y se extendieron usando la Taq polimerasa. Se
purificé el fragmento de ADN resultante, se digiri6 con Hindlll/Xbal y se ligé a pREX0855 digerido con Hindlll/Xbal
(véase mas adelante y la figura 9).

Cebadores

P2035 (SEC ID NO: 27)

CTACAAGCTTNNKCAANNKGGTGGTTCTNNKNNKACTATTGGTGGTTATTCTGGTGCTGCTTCTTCCTTGCAGAG
AACTATTG

P2036 (SEC ID NO: 28)

GATGTCTAGATTATTATAACAAAGAAGCTAAAACCAATGGAGCTAAAGAAGCCAATAACAAACCAATAGTTCTCTG
CAAGGAAG

Hindlll
[ J—
aagcttnnkc aannkggtgg ttctnnknnk actattggtg gttattctgg tgctgcettct

ttcgaannmg ttnnmccacc aagannmnnm tgataaccac caataagacc acgacgaaga

klx gxg gsxxtiggys_gaas

P2036 <<
tccttgcaga gaactattgg tttgttattg gcttctttag ctccattggt tttagcttct
aggaacgtct cttgataacc aaacaataac cgaagaaatc gaggtaacca aaatcgaaga

slgrtiglllaslapl vias
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[ S——

ttgttataat aatctaga (SEC ID NO: 29)

aacaatatta ttagatct

Il - - s r(SEC ID NO: 30)

Se transformd la mezcla de ligadura en E. coli DH5a. para obtener aproximadamente 5 x 10° colonias. Se recogieron
todas las colonias y se aislo el ADN de plasmido. EI ADN de plasmido se digirid con Notl para recuperar la casete de
expresion y se cloné en SAC35 para crear la biblioteca de expresion de levadura. Esta biblioteca se transformé en
células DS1101 cir° mediante electroporaciéon. Un cultivo durante toda la noche de la biblioteca anteriormente
mencionada se someti6 a MACS usando un anticuerpo anti-Flag biotinilado. Las células aisladas se purificaron
inmediatamente de nuevo mediante MACS con el mismo anticuerpo. Las células resultantes se sembraron sobre
placas BMMS y se caracterizaron 24 colonias mediante FACS y andlisis de secuenciacion de ADN. (Véase
descripcion de fijacion de Flag.)

De los 22 clones que proporcionaron una secuencia legible solamente 7 tenian anclajes de GPI de longitud completa
(Tabla 1) con niveles variables de despliegue y los mejores de los cuales eran mejores que el vector pPREX1003 que
expresa la misma proteina de fusion con un anclaje de GPI de levadura.

Clon
N°.

23

15

14

12

18

13

21

Tabla 1

Secuencia
NNKCAANNKGGTGGTTCTNNKNNK (SEC
ID NO: 31)

TGTCAATAGGGTGGTTCTAGGCCT (SEC
ID NO: 32)

TGTCAAATTGGTGGTTCTTAGTGT (SEC
ID NO: 33)

CAGCAATATGGTGGTTCTGTGGAT (SEC
ID NO: 35)

TCTCAAGTTGGTGGTTCTACTTGG (SEC
ID NO: 37)

NNKCAANNKGGTGGTTCTNNKNNK (SEC
ID NO.: 39)

CATCAAGGTGGTGGTTCTATTCGG (SEC
ID NO: 40)

NNKCAANNKGGTGGTTCTNNKNNK (SEC
ID NO: 42)

CATCAATTGGGTGGTTCTGTTACG (SEC
ID NO: 43)

TATCAATCGGGTGGTTCTGGGACT (SEC
ID NO: 45)

GGGCAATATGGTGGTTCTTAGTGG (SEC
ID NO: 47)

GTGCAAGCGGGTGGTTCTGATTAG (SEC
ID NO: 49)

TAGCAAATGGGTGGTTCTACTAAG (SEC
ID NO: 51)

TAGCAAACGGGTGGTTCTTCTTAT (SEC
ID NO: 52)

AAGCAACGGGGTGGTTCTTAGACT (SEC
ID NO: 53)

Aminoacidos

CysGInStop
gz)sGInIIeGIyGIySerStop(SEC ID NO:
gelsl)JGInTyrGlyGlySerValAsp (SEC ID NO:
gg)rGInVaIGIyGIySerThrTrp (SEC ID NO:
Desplazamiento de fase
ZIRGInGIyGIyGIySerIIeArg (SEC ID NO:
Desplazamiento de fase
‘I;Iéi‘?GlnLeuGlyGlySerValThr (SEC ID NO:
Ig;'GInSerGIyGIySerGIyThr (SEC ID NO:
‘?EI;))/GInTyrGIyGIySerStop—(SEC ID NO:
ValGInAlaGlyGlySerAsp (SEC ID NO: 50)
Stop

Stop

LysGInProGlyGlySerStop (SEC ID NO:
54)

36

Nivel de

despliegue

200

150

120

100

80

60

50

50

50

40

30

30

20
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(continuacion)

Clon Secuencia Aminoacidos Nivel de
N°. despliegue
7 CTGCAATGTGGTGGTTCTTAGTGG (SEC  LeuGInLysGlyGlySerStop (SEC ID NO: 15
ID NO: 55) 56)
16 TAGCAACTGGGTGGTTCTTTTGGG (SEC  Stop 15
ID NO: 57)
17 TAGCAATATGGTGGTTCTGTTCTA (SEC  Stop 15
ID NO: 58)
19 CTTCAAGTGGGTGGTTCTTTGTAG (SEC  LeuGInValGlyGlySerLeuStop (SEC ID 15
ID NO: 59) NO: 60)
24 TAGCAATTTGGTGGTTCTCATGCG (SEC  Stop 15
ID NO: 61)
9 CGGCAACGGGGTGGTTCTAAGTGG ArgGInArgGlyGlySerLysTrp (SEC ID Bajo
(SEC ID NO: 62) NO: 63)
20 TCGCAAACTGGTGGTTCTGTTGCT (SEC  SerGInThrGlyGlySerValAla (SEC ID NO:  Bajo
ID NO: 64) 65)

Inesperadamente, el 50% de los clones se truncaron mediante un codén de parada en uno de los codones
distribuidos al azar suprimiendo de manera eficaz la sefial de anclaje de GPI. De éstos 12 clones, se determiné que
dos tenian niveles de despliegue significativamente mejores que pREX1003 y se encontré que contenian un resto de
cisteina justo antes del codon de parada (CQIGGS* (SEC ID NO: 34) y CQ* donde * = codon de parada) (figura 12).
Con toda probabilidad estas construcciones se reticularon en la pared celular mediante enlace disulfuro a un resto de
cisteina libre en una proteina de la pared celular.

Ejemplo 6 — Construccion y Seleccion de una biblioteca de RGD

Para la seleccion de variantes de transferrina que se unen a integrina ou33 € inhiben la agregacion de plaquetas, se
construy6 una biblioteca insertando péptidos que comprenden tres aminoacidos distribuidos al azar sobre cualquier
lado de la secuencia de unién a integrina Arg-Gly-Asp (RGD) en la estructura de Tf (CXXXRGDXXXC; X que
representa una posicion de aleatorizacion) en la posicion de aminoacido 289 - 290 de Transferrina mediante un
procedimiento de soldadura de PCR.

Se usaron los cebadores P1980/P2181 y P2127/P1173 para amplificar pREX1106 (figura 11) para obtener el
fragmento A y B (figura 13).

P1173

Cebador inverso de soldadura 289 - 290 para el fragmento frontal
AGGAGAGCTGAATAGTTGG

P1980

289 - 290 RGD que contiene cebador directo de soldadura de biblioteca de péptido aleatorio para el fragmento
trasero

CCAACTATTCAGCTCTCCTTGT567567567AGAGGAGAC567567567TGTCATGGGAAGGACCTGCTGTTTAAG

5 13% de T, 32% de G, 20% de C, 35% de A
6 24% de T, 24% de G, 22% de C, 30% de A
7 37% de T, 26% de G, 37% de C

(Mezcla de nucledtidos que minimiza la frecuencia de coddon de parada y composicion de aminoacidos de
coincidencia a la proteina natural; Labean, TH y Kauffman, SA, 1993, Protein Science. 2: 1249 - 1254)

P2127

Cebador directo de soldadura de 289-290 para el fragmento frontal
CCTCCTACCTTGATTGCATCAG

P2181

Cebador inverso de soldadura de 289-290 para el fragmento frontal

GGAGATGAAGAAGTCAAACTTGGG
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P2139
GPI lib de reparacion de Gap
GAGGCACTTGATGGTTCAATGG

El cebador P1980 introdujo la secuencia distribuida al azar. Los fragmentos de ADN amplificados se purificaron en
gel y adicionalmente se amplificaron usando un solo cebador (P2181 para el fragmento A y P2127 para el fragmento
B) para obtener un ADN de una sola cadena (ss-A y ss-B). ss-A y ss-B se hibridaron en la presencia de dNTP y
enzima Klenow formando un fragmento de doble cadena. Este producto de hibridacion se amplifico finalmente
usando P2127 y P2139 y se purificé en gel para generar inserciones de bibliotecas de RGD. Esta operacién asegura
que la biblioteca mantenia la complejidad original del oligonucleétido sintético.

Se usaron las inserciones para construir una biblioteca de 7x10® mediante reparacion de huecos en pREX1106
digerido con BamHI-BspEl usando el procedimiento de electroporacion proporcionado mas adelante. Para cada
reaccion de reparacion de huecos, 1,4 ng de pREX1106 digerido con BamHI|/BspEl se mezclaron con 1 pg de la
biblioteca de RGD mencionada anteriormente y se sometieron a electroporacion en célula de levaduras DS1101 cir®.

Electroporacion de alta eficiencia de levadura (DS1101 cir®) para la construccion de biblioteca.

1) Inocular 100 ml de YEP/S (1% p/v de extracto de levadura, 2% p/v de peptona, 2% p/v sacarosa) hasta
DOgoo = 0,2 de un cultivo reciente durante toda la noche de DS1101 cir°.
2) Hacer crecer las células a 30°C, 200 rpm hasta una DOgqo de 0,8 (aproximadamente 5 horas).
3) Recoger las células mediante centrifugacion a 2.000 rpm durante 5 min.
4) Decantar el sobrenadante y volver a suspender el sedimento en 18 ml de tampon TE (Tris-HCI 10 mM, pH
7,5y EDTA 1mM). Después afadir 2 ml de acetato de Litio 1 M .
5) Incubar las células a 30°C en un cilindro rodante durante 45 minutos.
6) Anadir 0,5 ml de DTT 1M.
7) Incubar durante 15 minutos a 30°C en un cilindro rodante.
8) Lavar con 80 ml de agua estéril a temperatura ambiente.
9) Lavar el sedimento en 100 ml de agua estéril a temperatura ambiente.
10) Lavar el sedimento en 10 ml de sorbitol 1M enfriado con hielo.
11) Volver a suspender las células en 60 upl de sorbitol 1M enfriado con hielo (suficiente para 6
transformaciones).
12) Mantener las células en hielo y mezclar en tubos de microcentrifuga estériles:
50 pl de células de levaduras competentes.
1,4 ug de ADN (hasta 5 pl)
5 pg de ADNss (0,5 pl 10 mg/ml)
13) Incubar en hielo durante 5 minutos antes de pulso. Golpear ligeramente la suspension de células/ADN en el

fondo de una cubeta enfriada con hielo de 0,2 cm y pulsar una vez:
Tension 1.5Kv
Capacitancia 25 uF
Resistencia 200Q
14) Anadir inmediatamente 1 ml de una mezcla 50:50 de YEP/S y de sorbitol 1M, transferir la levadura a unos

tubos de microcentrifuga y permitir que la levadura se recupere a 30°C durante una hora (puede no ser necesario
recuperar, ensayar si es necesario).

15) Recoger las células mediante centrifugacion a 5000 rpm durante 1 minuto y lavar una vez mas con 1 ml de
sorbitol 1M.
16) Volver a suspender 1 ml de sorbitol 1 M y sembrar con asa sobre placas BMM/S. Incubar a 30°C.

Se seleccionaron Transcuerpos de alta afinidad hasta aupB3 entre la biblioteca de despliegue de levadura sobre las
placas recubiertas con integrina purificada de plaquetas humanas. La purificaciéon de integrina ounp3 se llevd a cabo
de acuerdo con Hillman et al. Con pequeiias modificaciones (Hillman et al., 2002, Protein Expr. Purif. 25(3): 494 -
502). Se diluy6 la integrina (dilucion 1:30) en tampoén de recubrimiento (tampén borato 50 mM , pH 9,5) y se cubrio
sobre una placa Petri durante toda una a 4°C. Después de enjuagar tres veces con tampon A (Tris-HCI 20 mM, pH
7,5, NaCl 150 mM, MgCl; 1 mM, CaClz 1 mM y MnCl>1 mM), se bloqued la placa durante 2 horas a TA con tampon
de union + 1% BSA. Se recogieron sobre la placa 40 unidades de DOeggo de biblioteca de RGD de levadura durante
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toda una noche, desarrolladas en BMM/S (2% p/v de sacarosa) a 30°C 200 rpm, mediante centrifugacion y se
volvieron a suspender en 10 ml de tampdn de union con 1% de BSA y péptido inhibidor de GRGDSP (1 ug/ml para la
12 seleccion y 10 pg/ml para la 22 seleccion) y se incubaron con integrina recubierta durante 2 horas a TA con
agitacion suave. Las células no unidas se retiraron por lavado con 3 lavados de tampén de union y se recogieron las
células unidas.

Produccion de Proteinas Solubles.

La region codificadora de ADN para las secuencias de RGD que contienen el I6bulo N se recuperd del vector de
despliegue de levadura y se clono en un vector de expresion de levadura produciendo las moléculas de Tf. Estas se
expresaron en fermentaciones de lote de alta densidad de células y se purificaron mediante cromatografia en
columna. Los ejemplos de secuencias de clones seleccionados en comparacion con las secuencias de ligandos
ouibB3 naturales se proporciona a continuacion:
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Andlisis de unioén a integrina.

La union directa de Transcuerpos de RGD a integrina se midié mediante ELISA. Se diluyd la integrina en tampdn de
recubrimiento y se revistieron sobre placas Maxisorb ELISA durante toda una noche a 4°C. Las placas se
bloquearon con tampoén A que contenia 1% de BSA y 0,05% de Tween-20 (tampon de unién) durante 2 horas a
temperatura ambiente con agitacion. Los Transcuerpos diluidos en tampon de unién se dejaron que se unieran a
integrina a 4°C durante toda una noche. El material no unido se lavé con tampdn A que contenia 0,05% de Tween-
20 (tampodn de lavado). Se detectd el material unido usando anti-transferrina biotinilada y estreptavidina-HRP en
tampodn de union, lavando con tampén de lavado después de cada etapa. La cuantificacién de unién se realizé sobre
un SpectraMax Gemini EM y software SoftMax usando sustrato fluorescente QuantaBlue. Véase la figura 14

La unién de los Transcuerpos también se determind en formato de ensayo de ELISA de competicion. Se revistio la
integrina y las placas se bloquearon como antes. Los Transcuerpos, o péptido de control y se afiadieron fibronectina
biotinilada en tampon de union a los pocillos apropiados y se dejé que se unieran durante toda una noche a 4°C. Se
lavaron las placas con tampon de lavado y se detectd la fibronectina unida usando estreptavidina-HRP. La
cuantificacion de la union se realizé como antes. Véase la figura 15.

Analisis de agregacion plaquetaria.

Los ensayos de agregacion plaquetaria se llevo a cabo con plasma rico en plaquetas (PRP). Las plaquetas recientes
se obtuvieron de ratones B6. Las plaquetas se diluyeron hasta 2,5 x 10°/ml para uso. La agregacion plaquetaria se
midioé con un agregémetro a 37°C con agitacion (900 rpm). La muestra de ensayo se incubd con PRP durante 10
minutos antes de la adicién de ADP (10 uM). El grado de agregacion de plaquetas se control6 de manera continua
durante 6 min mediante turbidimetria y se expresé como el incremento en transmision de luz. Véase la figura 16.

Ejemplo 7 — Modificacion por ingenieria genética del tallo de MUC3

Para el despliegue de proteinas sobre la superficie de levadura, la proteina MUC3 humana (hMUC3) se optimizd
sobre un tallo de despliegue. La secuencia de ADN de hMUC3 (Genebank n° de acceso AAC02272) se modificd
para retirar algo de la repetitividad y se permitié la construcciéon mediante codén optimizado de oligonucleétidos
sintéticos para levadura. La secuencia de tallo de hMUC3 resultante (véase la secuencia mas adelante) se sintetizé
mediante GenScript Corporation Piscataway, Nueva Jersey.

El ADN de hMUC3 modificado se prob6 que era inestable en E. coli cuando estaba en un vector de despliegue de
levadura. La secuencia de ADN de hMUC3 ademas se modificd por ingenieria genética mediante mutagénesis al
azar y seleccion de clones que eran estables en E. coli. La secuencia de ADN de hMUC3 se sometié a 2 rondas de
mutagénesis al azar mediante PCR propensa a error, kit GeneMorph Il (Stratagene). Los fragmentos de PCR
resultantes se digirieron con Spel/Hindlll y se ligaron en pREX0855 digerido con Spel/Hindlll. La mezcla de ligadura
se uso para transformar E. coli XL1-Blue. Se sembraron las células, se desarrollaron durante toda una noche y se
recupero toda la biomasa de las placas. Se recuperd el ADN de plasmido, se digiri6 con Notl/Xmnl y se separ6
mediante electroforesis en gel de agarosa. La banda de ADN de tamario correcto se cortd del gel y se purifico. El
ADN resultante que contenia la casete de despliegue de Nofl con tallo de hMUC3 se cloné en un vector de
despliegue de levadura basado en pSAC35, pREX1003, mediante reparacion de huecos en levadura.

Todas las levaduras resultantes se cultivaron en medio BMM/S y se sometieron a seleccion por afinidad sobre

placas recubiertas con anticuerpo anti-FLAG. Un anticuerpo anti-Flag (Sigma F9291) se diluy6é (dilucion 1:25) en
tampon de recubrimiento (50 mM tampdn borato, pH 9,5) y se revistié sobre una placa Petri durante toda una noche
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a 4°C. Después de enjuagar tres veces con tampon de union (PBS-T, 2 mM EDTA, 1% de BSA), la placa se bloqueo
durante 2 horas a TA con tampoén de unién. 40 unidades de DOggo de cultivo de levadura durante toda una noche se
recogieron y se suspendieron en 10 ml de tampdn de unién y se incubd con anticuerpo recubierto durante 2 horas a
TA con agitacion suave. Las células no unidas se retiraron por lavado con 3 lavados usando tampén de union y las
células se recogieron células.

Los ligantes mostraron un alto nivel de despliegue de proteina como se demostré mediante analisis FACS (figura
17). Los clones individuales se aislaron obteniéndose la secuencia de ADN de hMUC3 que era estable en E. coli y
proporcioné un alto nivel de despliegue en levadura.

Gen de MUC3 humano modificado (SEC ID NO: 76)
TCTACTAGTACACCAAGCTATACTACATCAATTACTAGCACTGAGACACC
ATCTCATTCAACTCCTTCTAGTTCGACTTCAATTACAACTACAGAGACAC
CCAGTCACAGCACCCCATCTTACACTAGCTCTGTCTCCACATCCGAGACT
ACATCACATTCTACTCCATCAGAAACAAGCTCCAGTAGAACAACAGAAAG
CACCTCTTATAGTTCACCTAGCTCCACTTCATCTAACACAATTACTGAGA
CAAGCTCACACTCCACTCCTAGTACTGCTACTTCTATTTCCTCGACCGAA
ACACCTAGTTCAAGTACACCATCTGTATCATCGTCCATTACTGTTACTGA
GAGTTCATCTCATAGCACTCCTGGAGCTACTTCCACTTTGACATCGAGTG
AAACTTCTACTTGGTCAACACCATCTAGCACAAGTTCTATTATGTCAAGC
TCCTACACTTCAGCTGACACTCCATCTGAAACATCAGTTTATACTTCCAG
CGAAACCCCATCGTCCTCAAGCCCAACTAGCACATCTTTGATTTCTAGTT
CGAAGTCAACATCGACCAGTACACCTTCGTTTACTTCTTCGATTACTAGC
ACTGAGACCTCCTCATATTCTGCTAGTTCCTATACACCTTCAGTTAGTAG
CACAGCAAGTTCTAGCAAGAACACAACGAGTTCCACTGCTTCTATAAGCA
GTACAGAGACTGTTAGTTCATCGACTAGCTCTGTCTCTAGTACTATTCCT
TCTTCTCAATCCACAAGTTATTCTACACCATCATTCTCCAGTTCGGCAAC
AAGCAGTGTTACTCCATTGCATTCAACACCATCTCTACCATCTTGGGTTA
CTACAAGTAAGACCACATCACATATTACACCAGGTCTGACTTCGTCCATG
TCTTCGAGCGAGACCTATAGCCATAGTACTCCAGGTTTTACAAGCTCTAT
TACTTCGACAGAATCGACAAGTGAGTCAACTCCATCATTGTCCAGTTCTA
CAATTTATAGTACTGTTTCAACATCTACTACAGCTATTACTTCACATTTT
ACAACTTCTGAGACAGCTGTTACTCCAACACCAGTTACACCCTCTAGCTT
GAGTACAGATATCCCAACTACAAGTTTGAGAACTTTGACTCCTTCCTCTG
TTGGTACCTCGACTTCCTTGACAACTACAACTGACTTTCCATCAATTCCA
ACAGACATTAGCACTTTGCCAACAAGAACTCATATTATTTCAAGCTCACC
ATCTATTCAATCAACAGAGACTAGCAGTTTGGTTGGTACTACATCTCCAA
CTATGTCAACAGTTAGAATGACTTTGAGAATTACAGAGAACACTCCAATT
TCTTCATTCAGTACTTCCATTGTTGTTATTCCAGAGACACCAACTCAAAC
ACCACCAGTTTTGACTTCTGCTACAGGTACTCAAACATCACCAGCTCCAA
CTACAGTTACTTTTGGTTCTACTGACTCATCTACATCAACTTTGCATAAG

CTTTTG

Ejemplo 8 — Distribucion al azar de restos de aminoacido de transferrina expuestos a superficie

Se pueden crear bibliotecas de proteinas de fusién de transferrina mediante distribucién al azar de residuos de
aminoacido expuestos a superficie, por ejemplo, 6 restos expuestos de superficie, es decir, no inserciones, en varios
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puntos dentro de la molécula de Tf. Estos residuos no necesitan ser secuenciales pero seria preferible que
estuvieran agrupados en una region con las cadenas laterales que se proyectan hacia fuera del cuerpo de la
molécula en la fase de disolvente. Una biblioteca con 6 residuos expuestos de superficie 6 solamente requeririan
~10" proteinas y como tal solamente requeririan 20 a 40 transformaciones por biblioteca (dependiendo de la calidad
del cebador).

Los ejemplos de tres posibles sitios son:

Sitio | Y85 Sitio Il K276 Sitio Il H207
G86 D277 S208
S87 K280 F211
E89 Q283 E212
D90 S286 A215
Q92 D297 (Opcional S298) N216 (Opcional)

K217 (Opcional)
Ejemplo 9 - Expresion de proteina de fusion de transferrina sobre la superficie de células de mamiferos
Materiales y procedimientos.

Se desarrollaron células HEK-293 y se mantuvieron en DMEM (HyClone) suplementado con 10% de suero fetal
bovino (HyClone), L-glutamina (GIBCO-BRL) y HEPES (GIBCO-BRL).

La secuencia de ADN de GPI de fosfatasa alcalina de placenta humana (ALPP) se generé mediante hibridacion de
cebadores P0926 y P0927 y después se extiende sobre la Tag ADN polimerasa.

P0926

ACTAAGCTTGACCTGGCTCCACAAATTGCTGGCTATACCGACGCCGCGCATCCGGGTAGATCCGTGGTCCCAG
CTTTGCTTCCTCT

P0927

TTATCTAGATTATTATGGAGCAGTGGCAGTTTCCAACAGTAACAGAGTACCGGCCAGCAGAGGAAGCAAAGCTG
GGAC

Las condiciones de reaccion de la PCR fueron 94°C durante 1 min., 25 ciclos 94°C durante 40 seg, 55°C durante 40
seg y 72°C durante 2 minutos seguidos de una extension de 7 min a 72°C. El producto de PCR se digirié con
Hindlll/Xbal, se clon6 en los sitios de Hindlll/Xbal de pREX0757 (figura 18), que retiraron una secuencia de GPI de
levadura y después se secuencid. El plasmido resultante, pREX1234, (figura 19) contenia transferrina modificada
(mTf) con una etiqueta FLAG Tag en el extremo N y la secuencia de GPl humana en el extremo C. Esta casete de
mTf se modifico en los extremos 5’ y 3’ para clonacion en el vector de expresion de mamifero mediante PCR con los
cebadores P2225 y P2226 en las siguientes condiciones: 94°C durante 1 min., 25 ciclos 94°C durante 40 seg, 55°C
durante 40 seg y 72°C durante 2 min seguidos de una extensiéon de 7 min a 72°C.

P2225
CACCATGAGGCTCGCCGTGGGAGCCCTG
P2226

TTATTATGGAGCAGTGGCAGTTTC

Este producto de PCR se cloné en pcDNA3.1 (Invitrogen, Carlsbad, CA) para generar pREX1235 (figura 20). La
secuencia de la casete de mTf en pREX1235 se confirmé mediante secuenciacion de ADN.

Células HEK-293 se transfectaron con pREX 1235 usando FUGENE 6 (Roche) de acuerdo con el protocolo del
fabricante. Se lavaron las células en 1X solucion salina tamponada con fosfato (PBS 1X) y se lisaron durante toda
una noche a 4°C con tampoén de lisis célular (Tris-HCI 20 mM a pH 7,4, NaCl 150 mM, 1% de Tritén X-100, EDTA 1
mM) y una mezcla del coctel inhibidor de la fosfatasa Halt™ (Pierce) y un coctel inhibidor de la proteasa (Sigma). Se
sedimentaron las células durante 30 min a 14.000 rpm a 4°C. Se recogi6 el sobrenadante y se dejé unirse a perlas
de agarosa anti-Flag (Sigma) durante 2 h a 4°C. Se lavaron los sedimentos una vez en tampén de lisis, dos veces en
solucion salina tamponada con Tris (TBS) (Tris-HCI 20 mM a pH 7,4, NaCl 150 mM ) + 0,5% de Triton X-100 y una
vez en PBS 1X. Las muestras se eluyeron en tampon de carga de muestra de LDS NuPAGE® + agente reductor de
muestra (Invitrogen). La proteina recuperada se corrié sobre un NUPAGE™ 4 - 12% de gel Bis-Tris (Invitrogen) y se
transfiri® a una membrana PVDF (Invitrogen) con tampon de transferencia NuPAGE® segun las instrucciones del
fabricante. Las manchas se bloquearon en 5% de leche en polvo no grasa en PBS-T (PBS 1X+ 0,2% de Tween-20)
durante 1 h a temperatura ambiente y se sondearon con anticuerpos primarios biotinilados bien contra FLAG (1:1000
anti-FLAG BioM2 de raton; Sigma) o bien contra transferrina humana (1:4000 transferrina anti-humana de pollo
biotinilada; Accurate Chemical & Scientific) durante 2 h a temperatura ambiente éTA) seguido de incubacion con
estrepavidina-peroxidasa de rabano picante (SA-HRP) (1:2500 ImmunoPure™ Conjugado de Estrepavidina
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peroxidasa de rabano picante; Pierce) durante 1 h a TA. De manera alternativa, para los experimentos de
biotinilaciéon de superficie, las manchas se sondaron con solamente SA-HRP (1:2500; Pierce). Todas las manchas se
desarrollaron usando el SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate (Pierce) y se visualizaron sobre Fltor-
S™ Multilmager (Bio-Rad) usando el software Quantity One (v.4.5.0; Bio-Rad).

Células HEK-293 se transfectaron durante 24 h como se ha descrito anteriormente. Se lavaron las células tres veces
en PBS 1X estéril, enfriada por hielo. Después las células se trataron con 0,5 mg/ml de reactivo Sulfo-NHS-LC-
Biotina (Pierce) en PBS 1X y se incubaron sobre una plataforma oscilante durante 2 hr a 4°C. Después de la
biotinilacién de superficie, se lavaron las células tres veces con tampén de inactivacion (PBS 1X + glicina 100 mM) y
se volvieron a suspender en tapén de lisis celular para la inmunoprecipitacién e inmunotransferencia como se ha
descrito anteriormente.

Células HEK-293 se transfectaron durante 24 h como se ha descrito anteriormente. Las células se lavaron una vez
en PBS 1X estéril, después se volvieron a suspender en PBS 1X adicional y se contaron. 4,25x10” células por
muestra se transfirieron a tubos eppendorf de 1,5 ml. Se sedimentaron las células a 4000 rpm durante 3 min a 4°C.
Después se bloquearon las células en 1X PBS-T (0,05% de Tween-20) durante 30 min a TA, se centrifugaron, se
volvieron a suspender en anticuerpo primario (1:25 - 1:625 anti-FLAG BioM2 de ratén; Sigma) y se dejaron incubar
durante 30 min a TA. Se lavaron las células dos veces en 1X PBS-T, se volvieron a suspender en anticuerpo
secundario (1:100 anti-ratén-APC de cabra; Molecular Probes) y se dejaron incubar durante 30 min a TA. Después
de dos lavados adicionales en PBS-T 1X, las células se volvieron a suspender en tampon de células (Agilent) para
llevar a las células hasta una concentracién final de 2 x 10° células/ml y se cargaron en un procesador de
fluorescencia de células (Kit Cell Fluorescence LabChip®, Agilent) segun las instrucciones del fabricante. Todos los
analisis de FACS se realizaron usando el bioanalizador Agilent 2100 y software 2100.

Resultados.

Los lisados de las células transfectadas con bien pREX1235 o bien células transfectadas simuladas se sometieron a
inmunoprecipitacion con perlas anti-FLAG- agarosa y posterior transferencia de western. La sonda de transferencias
de western con anticuerpos o bien anti-FLAG o anti-transferrina demuestra claramente la presencia de tanto
transferrina como restos FLAG (figura 21).

pREX1235 o células transfectadas simuladas se biotinilaron en superficie antes de la lisis y se sometieron a
inmunoprecipitacion con anti-FLAG-agarosa y transferencia de western usando estrepavidina-HRP. La biotinilacion
de superficie asegura que solamente las proteinas de membrana de plasma expuesta se detectan en transferencia
de western. Se observo una proteina que puede precipitar por FLAG demostrando que la fusién FLAG-transferrina
se expresa sobre la superficie de la célula (figura 22).

De manera adicional, las células transfectadas se sometieron a analisis de aislamiento de células activada por
fluorescencia (FACS). Se observé un incremento de 4 veces en la tincién en las células transfectadas con
pREX1235 con relaciéon a las células transfectadas simuladas, demostrando de manera evidente la expresion de la
superficie celular de la fusion FLAG-transferrina (figura 23).
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Ile

Cys

Cys

Ala

390

Asp

Lys

Gly

Ser

Lys

215

Glu

Leu

Ala

Glu

Lys

295

Asp

Arg

Arg

Lys

Asp

375

Glu

Ala

Ala

Thr

Thr

200

Asp

Asn

Asp

Gln

Asp

280

Asp

Leu

Met

Asn

Pro

360

Glu

Thr

Met

48

val

Asp

185

Leu

Gly

Leu

Asn

val

265

Leu

Lys

Leu

Asp

Leu

345

val

Trp

Thr

Ser

Ala

170

Phe

Asn

Ala

Ala

Thr

250

Pro

Ile

Ser

Phe

Ala

330

Arg

Lys

Ser

Glu

Leu
410

155

Asn

Pro

Gln

Gly

Asn

235

Arg

Ser

Trp

Lys

Lys

315

Lys

Glu

Trp

Val

Asp

395

Asp

Phe

Gln

Tyr

Asp

220

Lys

Lys

His

Glu

Glu

300

Asp

Met

Gly

Cys

Asn

380

Cys

Gly

Phe

Leu

Phe

205

val

Ala

Pro

Thr

Leu

285

Phe

Ser

Tyr

Thr

Ala

365

Ser

Ile

Gly

Ser

Cys

190

Gly

Ala

Asp

val

val

270

Leu

Gln

Ala

Leu

Cys

350

Leu

Val

Ala

Phe

Gly

175

Gln

Tyr

Phe

Arg

Asp

255

val

Asn

Leu

His

Gly

335

Pro

Ser

Gly

Lys

Val
415

160

Ser

Leu

Ser

val

Asp

240

Glu

Ala

Gln

Phe

Gly

320

Tyr

Glu

His

Lys

Ile

400

Tyr



Ile
Lys
Ala
Gly
465
Ile
Glu
Leu
Asn
Glu
545
Thr

Asp

Tyr

His
625

Phe

Leu

Ala

Ser

Val

450

Lys

Pro

Phe

Cys

Lys

530

Lys

Gly

Tyr

Ala

Lys

610

Leu

Arg

Ala

Gly

Asp

435

Val

Lys

Met

Phe

Lys

515

Glu

Gly

Gly

Glu

Asn

595

Asp

Phe

Ser

Lys

Lys

420

Asn

Lys

Ser

Gly

Ser

500

Leu

Gly

Asp

Lys

Leu

580

Cys

Lys

Gly

Glu

Leu
660

Cys

Cys

Lys

Cys

Leu

485

Glu

Cys

Tyr

val

Asn

565

Leu

His

Glu

Ser

Thr

645

His

ES 2 535358 T3

Gly
Glu
Ser
His
470
Leu
Gly
Met
Tyr
Ala
550
Pro
Cys
Leu
Ala
Asn
630

Lys

Asp

Leu

Asp

Ala

455

Thr

Tyr

Cys

Gly

Gly

535

Phe

Asp

Leu

Ala

Cys

615

Val

Asp

Arg

vVal

Thr

440

Ser

Ala

Asn

Ala

Ser

520

Tyr

val

Pro

Asp

Arg

600

Val

Thr

Leu

Asn

Pro

425

Pro

Asp

val

Lys

Pro

505

Gly

Thr

Lys

Trp

Gly

585

Ala

His

Asp

Leu

Thr
665

49

Val

Glu

Leu

Gly

Ile

490

Gly

Leu

Gly

His

Ala

570

Thr

Pro

Lys

Cys

Phe

650

Tyr

Leu
Ala
Thr
Arg
475
Asn
Ser
Asn
Ala
Gln
555
Lys
Arg
Asn
Ile
Ser
635

Arg

Glu

Ala

Gly

460

Thr

His

Lys

Leu

Phe

540

Thr

Asn

Lys

His

Leu

620

Gly

Asp

Lys

Glu Asn Tyr Asn

Tyr

445

Asp

Ala

Cys

Lys

Cys

525

Arg

Val

Leu

Pro

Ala

605

Arqg

Asn

Asp

Tyr

430

Phe

Asn

Gly

Arg

Asp

510

Glu

Cys

Pro

Asn

Vval

590

Val

Gln

Phe

Thr

Leu
670

Ala

Leu

Trp

Phe

495

Ser

Pro

Leu

Gln

Glu

575

Glu

Val

Gln

Cys

val

655

Gly

Val

Lys

Asn

480

Asp

Ser

Asn

Val

Asn

560

Lys

Glu

Thr

Gln

Leu

640

Cys

Glu



ES 2 535358 T3

Glu Tyr Val Lys Ala Val Gly Asn Leu Arg Lys Cys Ser Thr Ser Ser
675 680 685

Leu Leu Glu Ala Cys Thr Phe Arg Arg Pro
690 695

<210> 3

<211> 679

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE

<223> Proteina transferrina madura

<400> 3

50



val

Thr

Asp

Ile

Gly

65

val

Ala

Arqg

Asn

Pro

145

Cys

Pro

Lys

Gly

Arg

50

Leu

Ala

Val

Gly

Ile

130

Leu

Ala

Asp

Cys

Pro

35

Ala

val

Glu

Ala

Lys

115

Pro

Glu

Asp

Lys

Gln

20

Ser

Ile

Tyr

Phe

val
100

Lys

Ile

Lys

Gly

Thr

Ser

val

Ala

Asp

Tyr

85

Val

Ser

Gly

Ala

Thr
165

ES 2 535358 T3

Val

Phe

Ala

Ala

Ala

70

Gly

Lys

Cys

Leu

vVal

150

Asp

Arg

Arg

Cys

Asn

55

Tyr

Ser

Lys

His

Leu

135

Ala

Phe

Trp

Asp

val

40

Glu

Lys

Asp

Thr

120

Tyr

Asn

Pro

Cys

His

25

Lys

Ala

Ala

Glu

Ser

105

Gly

Cys

Phe

Gln

51

Ala

10

Met

Lys

Asp

Pro

Asp

20

Gly

Leu

Asp

Phe

Leu
170

val

Lys

Ala

Ala

Asn

75

Pro

Phe

Gly

Leu

Ser

155

Cys

Ser

Ser

Ser

Val

60

Asn

Gln

Gln

Arg

Pro

140

Gly

Gln

Glu

Val

Tyr

45

Thr

Leu

Thr

Ser

125

Glu

Ser

Leu

His

Ile

30

Leu

Leu

Lys

Phe

Asn

110

Ala

Pro

Cys

Cys

Glu

15

Pro

Asp

Asp

Pro

Tyr

95

Gln

Gly

Arg

Ala

Pro
175

Ala

Ser

Cys

Ala

val

80

Tyr

Leu

Trp

Lys

Pro

160

Gly



Cys

Lys

Thr

Leu

225

Cys

Gly

His

His

val

305

Thr

Asp

Leu

val

Glu

385

Lys

Asn

Lys

Gly

Cys

Ile

210

Leu

His

Gly

Phe

Gly

290

Pro

Ala

Glu

Lys

Ser

370

Ala

Cys

Cys

Lys

Cys

Leu

195

Phe

Cys

Leu

Lys

Gly

275

Lys

Pro

Ile

Cys

Cys

355

Ala

Asp

Gly

Glu

Ser

Ser

180

Lys

Glu

Leu

Ala

Glu

260

Lys

Asp

Arg

Arg

Lys

340

Asp

Glu

Ala

Leu

Asp

420

Ala

Thr

Asp

Asn

Asp

Gln

245

Asp

Asp

Leu

Met

Asn

325

Pro

Glu

Thr

Met

val

405

Thr

Ser

ES 2 535358 T3

Leu

Gly

Leu

Asn

230

val

Leu

Lys

Leu

Asp

310

Leu

Val

Trp

Thr

Ser

390

Pro

Pro

Asp

Asn

Ala

Ala

215

Thr

Pro

Ile

Ser

Phe

295

Ala

Arg

Lys

Ser

Glu

375

Leu

val

Glu

Leu

Gln

Gly

200

Asn

Arg

Ser

Trp

Lys

280

Lys

Lys

Glu

Trp

val

360

Asp

Asp

Leu

Ala

Thr

Tyxr

185

Asp

Lys

Lys

His

Glu L

265

Glu

Asp

Met

Gly

Cys

345

Asn

Cys

Gly

Ala

Gly

425

Trp

52

Phe

val

Ala

Pro

Thr

250

Phe

Ser

Tyr

Thr

330

Ala

Ser

Ile

Gly

Glu

410

Tyr

Asp

Gly

Ala

Asp

Val

235

val

Leu

Gln

Ala

Leu

315

Cys

Leu

Val

Ala

Phe

395

Asn

Phe

Asn

Tyr

Phe

Arg

220

Asp

val

Asn

Leu

His

300

Gly

Pro

Ser

Gly

Lys

380

Val

Tyr

Ala

Leu

Ser

Val

205

Asp

Glu

Ala

Gln

Phe

285

Gly

Tyr

Glu

His

Lys

365

Ile

Tyr

Asn

val

Lys

Gly

190

Lys

Gln

Tyr

Ala

270

Ser

Phe

Glu

Ala

His

350

Ile

Met

Ile

Lys

Ala

430

Gly

Ala

His

Tyr

Lys

Ser

255

Gln

Ser

Leu

Tyr

Pro

335

Glu

Glu

Asn

Ala

Ser

415

Val

Lys

Phe
Ser
Glu
Asp
240
Met
Glu
Pro
Lys
Val
320
Thr
Arg
Cys
Gly
Gly
400
Asp

Val

Lys



Ser

Gly

465

Ser

Leu

Gly

Asp

Lys

545

Leu

Cys

Lys

Gly

Glu

625

Leu

Lys

Ala

Cys

450

Leu

Glu

Cys

Tyr

Val

530

Asn

Leu

His

Glu

Ser

610

Thr

His

Ala

Cys

435

His

Leu

Gly

Met

Tyr

515

Ala

Pro

Cys

Leu

Ala

595

Asn

Lys

Asp

val

Thr
675

Thr

Tyr

Cys

Gly

500

Gly

Phe

Asp

Leu

Ala

580

Cys

val

Asp

Arg

Gly

660

Phe

Ala

Asn

Ala

485

Ser

Tyr

Val

Pro

Asp

565

Arg

Val

Thr

Leu

Asn

645

Asn

Arg

ES 2 535358 T3

Val

Lys

470

Pro

Gly

Thr

Lys

Trp

550

Gly

Ala

His

Asp

Leu

630

Thr

Leu

Arg

Gly
455
Ile
Gly
Leu
Gly
His
535
Ala
Thr
Pro
L}lrs
Cys
615
Phe
Tyr

Arg

Pro

440

Arg

Asn

Ser

Asn

Ala

520

Gln

Lys

Arg

Asn

Ile

600

Ser

Arg

Glu

Lys

Thr

His

Lys

Leu

505

Phe

Thr

Asn

Lys

His

585

Leu

Gly

Asp

Lys

Cys
665

53

Ala

Cys

Lys

490

Cys

Arg

val

Leu

Pro

570

Ala

Asn

Asp

Tyr

650

Ser

Gly

Arg

475

Asp

Glu

Cys

Pro

Asn

555

val

val

Gln

Phe

Thr

635

Leu

Thr

Trp

460

Phe

Ser

Pro

Leu

Gln

540

Glu

Glu

Val

Gln

Cys

620

val

Gly

Ser

445

Asn

Asp

Ser

Asn

val

525

Asn

Lys

Glu

Thr

Gln

605

Leu

Cys

Glu

Ser

Ile

Glu

Leu

Asn

510

Glu

Thr

Asp

Tyr

Arg

590

His

Phe

Leu

Glu

Leu
670

Pro

Phe

Cys

495

Lys

Lys

Tyr

Ala

575

Lys

Leu

Arg

Ala

Tyr

655

Leu

Phe

480

Lys

Glu

Gly

Glu

560

Asn

Asp

Phe

Ser

Lys

640

Val

Glu



10

15

20

<210> 4

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 535358 T3

<223> Secuencia variante de ayuste neutrofilico

<400> 4

Glu Asp Cys lle Ala Leu Lys Gly Glu Ala Asp Ala

1
<210> 5
<211> 732
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<221> misc_feature
<223> MUCI humano
<400> 5

acaggttctg gtcatgcaag

agaagttcag
tccageccaca
ccggccacgg
ccagtcacca
ccggacaaca
ccggacaaca
tcaggctetg
accacaaccc
cctaceacce
gtacctecte
ttctttttee

agcaccgact

tgccecagcete
gccceggtte
aaccagcecttce
ggccageect
agccagcece
ggcecgectt
catcaggctce
cagccagcaa
ttgccageca
tcacctecte
tgtcttttca

ac

<210> 6

<211> 744

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

5

ctctacccca
tactgagaag
aggctectce
aggttcagct
gggctccace
gggctecace
ggcegtcecace
agcttctact
gagcactcca
tagcaccaag
caatcacage

catttcaaac

<223> hMUCI con sitios Spel y Hindlll

ggtggagaaa
aatgctgtga
accactcagg
gccacctggg
accccgecag
gcceceecag
gcccctecag
ctggtgcaca
ttctcaattc
actgatgcca
acttceteece

ctccagttta

54

10

aggagacttc
gtatgaccag
gacaggatgt
gacaggatgt
cccacgatgt
cccacggtgt
teccacaatgt
acggcaccte
ccagccacca
gtagcactca
agttgtcetac

attcctcectct

ggctacccag
cagecgtacte
cactetggee
cacctecggte
cacctcagee
caccteggee
cacctecggece
tgcqagggct
ctctgatact
ccatagcacg
tggggtctct

ggaagatcce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

732



10

15

20

<400> 6

actagtacag
acccagagaa

gtactctceca

ctggececgg
tcggtcececcag
tcagecececegg
tcggceeecgg
teggecteag
agggctacca
gatactccta
agcacggtac
gtctctttet

gatcccageca

gttetggtea

gttcagtgcce

gccacagcce

ccacggaace
tcaccaggece
acaacaagecc
acaacaggcc
gctetgeate
caacececcage
ccacccttge
ctectcteac
ttttcctgte

ccgactacaa

ES 2 535358 T3

tgcaagetcet
cagctctact

cggttcagge

agcttcaggt
agcectggge
agcecccggge
cgeccttggeg
aggctcaget
cagcaagagce
cagccatagce
ctcctecaat
ttttcacatt

gctt

<210>7

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 7

tactagtatc aagcttatct ctagataata at
<210> 8

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 8

agctattatt atctagagat aagcttgata ctagta
<210>9

<211> 86

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

32

36

accccaggtyg
gagaagaatg

tcectecacceca

tcagectgeca
tccaccacce
tccaccgeece
tccacegece
tctactetgyg
actccattet
accaagactg
cacagcactt

tcaaacctce

55

gagaaaagga

ctgtgagtat

ctcagggaca

cctggggaca
cgccagecca
ccccagecca
ctecagteca
tgcacaacqgg
caattcccag
atgccagtag
ctececcagtt

agtttaatte

gacttegget
gaccagcagce

ggatgtcact

ggatgtcace

‘cgatgtcacc

cggtgtcacce

caatgtcacc
cacctcetgee
ccaccactet
cactcaccat

gtctactggg

ctectctggaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

744



10

15

20

25

30

35

ES 2 535358 T3

<223> Cebador
<400> 9

atcaagcttt ctggttctge agtcgctaca tactctgtte cttctatcte gagtacttac 60

caaggtgetg ctaatatcaa ggttct 86
<210> 10
<211> 80
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Cebador
<400> 10

ttatctagat tattagaata caactggaag agecgagtagc aaccacataa agtttccaag 60
aaccttgata ttagcagcac 80

<210> 11
<211> 26
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Cebador
<400> 11
gtagtcggtg ctgggatctt ccagag 26
<210> 12
<211> 26
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Cebador
<400> 12
gctgctecte acagtgctta cagttg 26
<210> 13
<211> 32
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Cebador
<400> 13
cgtactagta caggttctgg tcatgcaage tc 32
<210> 14

56



10

15

20

25

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 14

tctaagcttg tagtcggtge tgggatctic ¢ 31
<210> 15

<211> 40

<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae
<220>

<221> MISC_FEATURE

<223> anclaje GPI de levadura YIR019C
<400> 15

Ser Gly Ser Ala Val Ala Thr Tyr Ser Val Pro Ser Ile Ser Ser Thr

1 5

Tyr Gln Gly Ala Ala Asn Ile Lys Val Leu Gly Asn Phe Met Trp Leu

20

ES 2 535358 T3

25

Leu Leu Ala Leu Pro Val Val Phe

35
<210> 16
<211> 2094
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<221> misc_feature
<223> Transferrina modificada
<220>
<221> misc_feature
<223> casete de expression Tf

<400> 16

40

57

10

30

15



atgaggctceg
cctgataaaa
ttcegegace
aaagecctcct
ctggatgcag
gcagagttct
aagaaggata
ctaggcaggt
ccacgtaaac
gcggatggga
cttaaccaat
gtggectttg
cagtatgagc
cacttggecce
ttgatctggg
ttccaactat
tttttaaaag

gccatececgga

cegtgggage
ctgtgagatg
atatgaaaag
accttgattg
gtttggtgta
atgggtcaaa
gtggctteeca
ccgetgggtyg
ctettgagaa
cggacttcee
acttecggcta
tcaagcactce
tgetttgect
aggtccctte
agcttctcaa
ﬁcagctctcc
tcceeccecag

atctacggga

ES 2 535358 T3

cectgetggte
gtgtgcagtg
cgtcattceca
catcagggcce
tgatgcttac
agaggatcca
gatgaaccag
gaacatccce
agcagtggce
ccagctgtgt
ctcgggagcc
gactatattt
ggacaacacce
tcatacegte
ccaggceccaqg
tcatgggaag
gatggatgce

aggcacatgc

tgcgeegtcee
tcggagecatg
tcegatggte
attgcggcaa
ctggctcceca
cagactttet
cttegaggea
ataggcttac
aatttcttet
caactgtgte
ttcaagtgtc
gagaacttgg
cggaagccgg

gtggcccgaa

gaacattttg.

gacctgetgt
aagatgtace

ccagaagccc

58

tggggctgtg
aggccactaa
ccagtgttge
acgaagcgga
ataacctgaa
attatgetgt
agaagtcctg
tttactgtga
cgggecagetg
cagggtgtgg
tgéaggatgg
caaacaaggc
tagatgaata
gtatgggegg
gcaaagacaa
ttaaggacte
tgggcetatga

caacagatga

tectggeggta
gtgccagagt
ttgtgtgaag
tgctgtgaca
gcctgtggtg
tgctgtggtg
ccacacgggt
cttacctgag
tgcceettgt
ctgcteccace
tgctggggat
tgacagggac
caaggactgce
caaggaggac
atcaaaagaa
tgeccacggg
gtatgtcact

atgcaagecct

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080



10

15

gtgaagtggt
agtgtaggga
atgaatggag
tgtggtctgg
ccagaggceag
gacaatctga
atccccatgg
gaaggttgtg
ggcctaaace
aggtgtctgg
actgggggaa
ctgtgccttg
gcceccgaate
cgtcaacage
tteceggtegg
catgacagaa

ctgagaaaat

<210>17
<211>5
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

gtgcgctgag
aaatagagtg
aagctgatgce
tgcctgtcett
ggtattttge
aaggcaagaa
gcctgectcta
ceccectgggte
tetgtgaace
ttgagaaggg
aaaaccctga
atggtactag
acgctgtggt
agcacctatt
aaaccaagga
acacatatga

gctccaccte

<223> Péptido espaciador

<220>

<221> REPETICION

<222> (1)..(5)

ES 2 535358 T3

ccaccacgag
tgtatcagca
catgagcttg
ggcagaaaac
tgtagecagtg
gtcctgecat
caataagatc
taagaaagac
caacaacaaa
agatgtggee
teccatggget
gaaacctgtg
cacacggaaa
tggaagcaac
ccttetgtte
aaaatactta

atcactcctg

<223> La secuencia se puede repetir

<400> 17

<210> 18
<211>6
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

aggctcaagt
gagaccaccg
gatggagggt
tacaataagg
gtgaagaaat
acggcagttg
aaccactgca
tccagtcetet
gagggatact
tttgtgaaac
aagaatctga
gaggagtatg
gataaggaag
gtagctgact
agagatgaca
ggagaagaat

gaagcctgeca

Gly Gly Gly Gly Ser

1

5

59

gtgatgagtg
aagactgcat
ttgtctacat
ctgataattg
cagettetga
gcagaaccgce
gatttgatga
gtaagctgtg
acggctacac
accagactgt
atgaaaaaga
cgaactgecca
catgcgtcca
gectcgggcaa
cagtatgttt
atgtcaaggc

ctttcegteg

gagtgttaac
cgccaagatc
agcgggcaag
tgaggataca
cetcacctgg
tggetggaac
atttttcagt
tatgggectca
aggecgettte
ceccacagaac
ctatgagttg
cctggeccaga
caagatatta
cttttgtttg
ggccaaactt
tgttggtaac

acct

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1280

2040

2094
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<223> Péptido de engarce
<220>

<221> REPETICION
<222> (1)..(6)

<223> Se puede repetir
<400> 18

<210> 19

<211> 88

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador P1172
<220>

<221> misc_feature
<222> (20)..(64)
<223>nesa,c,got

<400> 19

ccaactattec agetctectn nnnnnnnnnn nnnnnnnnnn nnnnnnnnnn nnnnnnannn

ES 2 535358 T3

Pro Glu Ala Pro Thr Asp
1 5

nnnncatggg aaggacctge tgtttaag

<210> 20

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador P1173
<400> 20

aggagagctg aatagttgg
<210> 21

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador P1174
<400> 21

ctggatgcag gtttggtgta tg
<210> 22

<211> 22
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador P1227
<400> 22

tcatgatctt ggcgatgeag tc 22
<210> 23

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Secuencia flag-tag

<400> 23

Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys

1 5
<210> 24
<211> 34
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> cebador de PCR para el gen de levadurasd AGA1
<400> 24
cagatctaga acaaccgcta tcagcteatt atce 34
<210> 25
<211> 32
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> cebador de PCR para el gen de levadurasd AGA1
<400> 25
cagaaagctt agtagtggaa acttctgtag tg 32

<210> 26

<211> 40

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de GPI de huMDP modificada
<220>

<221> misc_feature
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<222> (3)..(3)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural
<220>

<221> misc_feature

<222> (7)..(8)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 26

Xaa Gln Xaa Gly Gly Ser Xaa Xaa Thr Ile Gly Gly Tyr Ser Gly Ala
1 5 10 15

Ala Ser Ser Leu Gln Arg Thr Ile Gly Leu Leu Leu Ala Ser Leu Ala
20 25 30

Pro Leu Val Leu Ala Ser Leu Leu
35 40

<210> 27

<211> 83

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador P2035
<220>

<221> misc_feature
<222> (11)..(12)
<223>nesa,c,g,ot
<220>

<221> misc_feature
<222> (17)..(18)
<223>nesa,c,g,o0t
<220>

<221> misc_feature
<222> (29)..(30)
<223>nesa,c,g,ot
<220>

<221> misc_feature
<222> (32)..(33)
<223>nesa,c,g,ot

<400> 27
ctacaagett nnkcaannkg gtggttcectnn knnkactatt ggtggttatt ctggtgctge

ttettecttg cagagaacta ttg

62
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<210> 28

<211> 84

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador P2036
<400> 28

gatgtctaga ttattataac aaagaagecta aaaccaatgg agctaaagaa gccaataaca 60
aaccaatagt tctctgcaag gaag 84

<210> 29

<211> 138

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Secuencia de ADN resultante de la digestion con enzimas de restriccion de la reaccion de alinear y prolongar
oligos P2035 y P2036

<220>

<221> misc_feature
<222> (7)..(8)
<223>nesa,c,g,ot
<220>

<221> misc_feature
<222> (13)..(14)
<223>nesa,c,g,ot
<220>

<221> misc_feature
<222> (25)..(26)
<223>nesa,c,g,ot
<220>

<221> misc_feature
<222> (28)..(29)

<223>nesa,c,g,ot

<400> 29
aagcttnnke aannkggtgg ttctnnknnk actattggtg gttattctgg tgectgettet 60
tecttgecaga gaactattgg tttgttattg gettetttag cteccattggt tttagettet 120
ttgttataat aatctaga 138

<210> 30

<211> 42
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de secuencia de ADN que resulta de la reaccion de alinear y prolongar oligos
P2035 y P2036

<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(3)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural
<220>

<221> misc_feature

<222> (5)..(5)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural
<220>

<221> misc_feature

<222> (9)..(10)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 30

Lys Leu Xaa Gln Xaa Gly Gly Ser Xaa Xaa Thr Ile Gly Gly Tyr Ser
1 5 10 15

Gly Ala Ala Ser Ser Leu Gln Arg Thr Ile Gly Leu Leu Leu Ala Ser
20 25 30

Leu Ala Pro Leu Val Leu Ala Ser Leu Leu
35 40

<210> 31

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Secuencia de anclaje de GPI consenso
<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(2)
<223>nesa,c,g,ot
<220>

<221> misc_feature
<222> (7)..(8)
<223>nesa,c,g,ot

<220>
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<221> misc_feature

<222> (19)..(20)
<223>nesa,c,g,ot

<220>

<221> misc_feature

<222> (22)..(23)
<223>nesa,c,g,ot

<400> 31

nnkcaannkg gtggttctnn knnk 24
<210> 32

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de anclaje de GPI de clon 23
<400> 32

tgtcaatagg gtggttctag gect 24
<210> 33

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de anclaje de GPI de clon 8
<400> 33

tgtcaaattg gtggttctta gtgt 24
<210> 34

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de anclaje de GPI de clon 8

<400> 34
Cys Gin lle Gly Gly Ser
1 5
<210> 35
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Secuencia de anclaje de GPI de clon 15
<400> 35

cagcaatatg gtggttctgt ggat 24

<210> 36

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de anclaje de GPI de clon 15

<400> 36
Glu GIn Tyr Gly Gly Ser Val Asp
1 5

<210> 37

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de anclaje de GPI de clon 14
<400> 37

tctcaagttg gtggttctac ttgg 24

<210> 38

<211>8

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de anclaje de GPI de clon 14

<400> 38
Ser GIn Val Gly Gly Ser Thr Trp
1 5

<210> 39

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de anclaje de GPI de clon 5
<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2)

<223>nesa,c,g,ot
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<220>

<221> misc_feature

<222> (7)..(8)
<223>nesa,c,g,ot

<220>

<221> misc_feature

<222> (19)..(20)
<223>nesa,c,g,ot

<220>

<221> misc_feature

<222> (22)..(23)
<223>nesa,c,g,ot

<400> 39

nnkcaannkg gtggttctnn knnk 24
<210> 40

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de anclaje de GPI de clon 2
<400> 40

catcaaggtg gtggttctat tcgg 24
<210> 41

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de anclaje de GPI de clon 2

<400> 41
His GIn Gly Gly Gly Ser lle Arg
1 5

<210> 42

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de anclaje de GPI de clon 6
<220>

<221> misc_feature
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<222> (1)..(2)
<223>nesa,c,g,ot

<220>

<221> misc_feature

<222> (7)..(8)
<223>nesa,c,g,ot

<220>

<221> misc_feature

<222> (19)..(20)
<223>nesa,c,g,ot

<220>

<221> misc_feature

<222> (22)..(23)
<223>nesa,c,g,ot

<400> 42

nnkcaannkg gtggttctnn knnk 24
<210> 43

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de anclaje de GPI de clon 12
<400> 43

catcaattgg gtggttctgt tacg 24
<210> 44

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de anclaje de GPI de clon 12

<400> 44
His GIn Leu Gly Gly Ser Val Thr
1 5

<210> 45

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Secuencia de anclaje de GPI de clon 18
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<400> 45

tatcaatcgg gtggttctgg gact 24
<210> 46

<211>8

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de anclaje de GPI de clon 18

<400> 46
Tyr GIn Ser Gly Gly Ser Gly Thr
1 5

<210> 47

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de anclaje de GPI de clon 13
<400> 47

gggcaatatg gtggttctta gtgg 24

<210> 48

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de anclaje de GPI de clon 13

<400> 48
Gly GIn Tyr Gly Gly Ser
1 5
<210> 49
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de anclaje de GPI de clon 1
<400> 49

gtgcaagcgg gtggttctga ttag 24

<210> 50

<<211>7

<212> PRT
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<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Secuencia de anclaje de GPI de clon 1

<400> 50
Val Gin Ala Gly Gly Ser Asp
1 5
<210> 51
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de anclaje de GPI de clon 4

<400> 51

tagcaaatgg gtggttctac taag 24

<210> 52

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de anclaje de GPI de clon 21

<400> 52

tagcaaacgg gtggttcttc ttat 24

<210> 53

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de anclaje de GPI de clon 3

<400> 53

aagcaacggg gtgattctta gact 24

<210> 54

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de anclaje de GPI de clon 3

<400> 54
Lys GIn Pro Gly Gly Ser
1 5
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<210> 55

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de anclaje de GPI de clon 7
<400> 55

ctgcaatgtg gtggttctta gtgg 24
<210> 56

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de anclaje de GPI de clon 7

<400> 56
Leu GiIn Lys Gly Gly Ser
1 5
<210> 57
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de anclaje de GPI de clon 16
<400> 57

tagcaactgg gtggttcttt tggg 24

<210> 58

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de anclaje de GPI de clon 17
<400> 58

tagcaatatg gtggttctgt tcta 24

<210> 59

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de anclaje de GPI de clon 19
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<400> 59

cttcaagtgg gtggttcttt gtag 24
<210> 60

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de anclaje de GPI de clon 19

<400> 60
Leu GIn Val Gly Gly Ser Leu
1 5

<210> 61

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de anclaje de GPI de clon 24
<400> 61

tagcaatttg gtggttctca tgeg 24

<210> 62

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de anclaje de GPI de clon 9

<400> 62

cggcaacggg gtggttctaa gtgg 24
<210> 63

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de anclaje de GPI de clon 9

<400> 63
Arg GIn Arg Gly Gly Ser Lys Trp
1 5

<210> 64

<211> 24

<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de anclaje de GPI de clon 20
<400> 64

tcgcaaactg gtggttetgt tgct 24

<210> 65

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de anclaje de GPI de clon 20

<400> 65
Ser GIn Thr Gly Gly Ser Val Ala
1 5

<210> 66

<211> 2215

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<221> sig_péptido
<222> (40)..(93)
<220>

<221> CDS

<222> (40) (1866)
<220>

<221> mat_péptido
<222> (112)..(1866)
<400> 66
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agcttttete ttetgtcecaac cccacacgec tttggecaca atg aag tgg gta ace
Met Lys Trp Val Thr

ttt
Phe

ttt
Phe

ttg
Leu

tat
Tyr
30

gta
Vval

tgt
Cys

geca
Ala

caa
Gln

cca
Pro
110

gct
Ala

att
Ile

att
Ile

cgt
Arg

gga
Gly
15

ctt
Leu

act
Thr

gac
Asp

act
Thr

gaa
Glu
95

aac
Asn

ttt
Phe

gcc
Ala

tee
Ser

cga
Arg
-1

gaa
Glu

cag
Gln

gaa
Glu

aaa
Lys

ctt
Leu
80

cct
Pro

cte
Leu

cat
His

aga
Arg

ctt
Leu

gat
Asp

gaa
Glu

cag
Gln

ttt
Phe

tca
Ser
65

cgt
Axrg

gag
Glu

cce
Pro

gac
Asp

aga
Arg
145

ctt
Leu
-15

gca

Ala

aat
Asn

tgt
Cys

gca
Ala
50

ctt

.Leu

gaa
Glu

aat
Asn
130

cat
His

ttt
Phe

cac
His

tte
Phe

cca
Pro
35

aaa
Lys

cat
His

acc
Thr

aat
Asn

ttg
Leu
115

gaa

Glu

cect
Pro

cte
Leu

aag
Lys

aaa
Lys
20

ttt
Phe

aca
Thr

ace
Thr

tat
Tyr

gaa
Glu
100

gtg
Val

gag
Glu

tac
Tyr

ttt
Phe

agt
Ser

gee
Ala

gaa
Glu

tgt
Cys

ctt
Leu

ggt
Gly

tgc
Cys

aga

aca
Thr

ttt
Phe

agc
Ser

gag
Glu

ttg
Leu

gat
Asp

gtt
Val

ttt
Phe
70

gaa
Glu

tte
Phe

cca
Pro

ttt
Phe

tat
Tyr
150

tcg
Ser
=10

gtt
Val

gtg
val

cat
His

gct
Ala
55

gga
Gly

atg
Met

ttg
Leu

gag
Glu

ttg
Leu
135

gce
Ala

74

gct
Ala

gct
Ala

ttg
Leu

gta
Val
40

gat
Asp

gac
Asp

gct
Ala

caa
Gln

gtt
Val
120

aaa

Lys

cecg
Pro

tat
Tyr

cat
His

att
Ile
25

aaa
Lys

gag
Glu

aaa
Lys

gac
Asp

cac
His
105

gat
Asp

aaa
Lys

gaa
Glu

tece
Ser

cgg
Arg
10

gece
Ala

tta
Leu

teca
Ser

tta
Leu

tgce
Cys
90

aaa

Lys

gtg
val

tac
Tyr

cte
Leu

agg
Axg

ttt
Phe

ttt
Phe

gtg
Val

gct
Ala

tgc
Cys
75

tgt
Cys

gat
Asp

atg
Met

tta
Leu

ctt
Leu
155

ggt
Gly
-5

aaa
Lys

gct
Ala

aat
Asn

gaa
Glu
60

aca
Thr

gca
Ala

gac
Asp

tge
Cys

tat
Tyr
140

tte
Phe

-20

gtg
val

gat
Asp

cag
Gln

gaa
Glu
45

aat
Asn

gtt
Val

aaa
Lys

aac
Asn

act
Thr
125

gaa

Glu

ttt
Phe

54

102

150

198

246

294

342

390

438

486

534

582



gect
Ala

aaa
Lys

aag
Lys
190

ttt
Phe

aga
Arg

ctt
Leu

get
Ala

tecg
Ser
270

aaa

Lys

ttg
Leu

aac
Asn

tat
Tyr

gce
Ala
350

cct
Pro

gaa
Glu

ctt
Leu

aaa

aaa
Lys

gct
Ala
175

gct
Ala

gga
Gly

ttt
Phe

ace
Thr

gat
Asp
255

ate

Ile

tece
Ser

cct
Pro

tat .
Tyr

gca
Ala
335

aag
Lys

cat
His

gag
Glu

gga
Gly

gta

agg
Arg
160

gcc
Ala

tcg
Ser

gaa
Glu

ccc
Pro

aaa
Lys
240

gac
Asp

tece
Ser

cac
His

tca
Ser

gct
Ala
320

aga

Arg

aca
Thr

gaa
Glu

cct
Pro

gag
Glu
400

cce

tat
Tyr

tgc
Cys

tct
Ser

aga
Arg

aaa
Lys
225

gte
Val

agg
Arg

agt

Ser

tge
Cys

tta
Leu
305

gag
Glu

agg
Arg

tat
Tyr

tgc
Cys

cag
Gln
385

tac
Tyr

caa

aaa
Lys

ctg
Leu

gce
Ala

gct
Ala
210

gct
Ala

cac
His

gcg
Ala

aaa
Lys

att
Ile
290

gct
Ala

gca
Ala

cat
His

gaa
Glu

tat
Tyr
370

aat
Asn

aaa
Lys

gtg

gct
Ala

ttg
Leu

aaa
Lys
195

tte
Phe

gag
Glu

acqg
Thr

gac
Asp

ctg
Leu
275

gee

Ala

gct
Ala

aag
Lys

cct
Pro

acc
Thr
355

gcc
Ala

tta
Leu

tte
Phe

teca

ES 2 535358 T3

gect
Ala

cca
Pro
180

cag
Gln

aaa
Lys

ttt
Phe

gaa
Glu

ctt
Leu
260

aag

Lys

gaa
Glu

gat
Asp

gat
Asp

gat
Asp
340

act
Thr

aaa
Lys

atc
Ile

cag
Gln

act

ttt
Phe
165

aag
Lys

aga
Arg

gca
Ala

gca
Ala

tge
Cys
245

gce
Ala

gaa
Glu

gtg
val

ttt
Phe

gtc
Vval
325

tac

Tyr

cta
Leu

gtg
val

aaa
Lys

aat
Asn
405

cca

aca
Thr

cte
Leu

cte
Leu

tgg
Trp

gaa
Glu
230

tgc
Cys

aag
Lys
tge
Cys

gaa
Glu

gtt

val
310

tte
Phe

tect
Ser

gag
Glu

tte
Phe

caa
Gln
390

gcg
Ala

act

gaa
Glu

gat
Asp

aag
Lys

gca
Ala
215

gtt
Val

cat
His

tat
Tyr

tgt
Cys

aat
Asn
295

gaa
Glu

ctg
Leu

gte
Val

aag
Lys

gat
Asp
375

aat
Asn

cta
Leu

ctt

75

tgt
Cys

gaa
Glu

tgt
Cys
200

gta
Val

tce
Ser

gga

Gly

ate
Ile

gaa
Glu
280

gat
Asp

agt
Ser

gge
Gly

gtg
Val

tgc
Cys
360

gaa

Glu

tgt
Cys

tta
Leu

tge
Cys

ctt
Leu
185

gce
Ala

gct
Ala

aag
Lys

gat
Asp

tgt
Cys
265

aaa

Lys

gag
Glu

aag
Lys

atg
Met

ctg
Leu
345

tgt
Cys

ttt
Phe

gag
Glu

gtt
vVal

gag

caa
Gln
170

cgg

agt

Ser

cge
Arg

tta
Leu

ctg
Leu
250

gaa
Glu

cct
Pro

atg
Met

gat
Asp

ttt
Phe
330

ctg

Leu

gcec
Ala

aaa
Lys

ctt
Leu

egt
Arg
410

gtc

gect
Ala

gat
Asp

cte
Leu

ctg
Leu

gtg
Val

235

ctt
Leu

aat
Asn

ctg
Leu

cct
Pro

gtt
Vval
315

ttg

Leu

ctg
Leu

gct
Ala

cct
Pro

ttt
Phe
395

tac
Tyr

tca

gect
Ala

gaa
Glu

caa
Gln

age
Ser
220

aca
Thr

gaa
Glu

caa
Gln

ttg
Leu

gct
Ala
300

tge
Cys

tat
Tyr

aga
Arg

gca
Ala

ctt
Leu
380

gag
Glu

acc
Thr

aga

gat
Asp

ggg
Gly

aaa
Lys
205

cag
Gln

gat
Asp

tgt
Cys

gat
Asp

gaa
Glu
285

gac

Asp

aaa
Lys

gaa
Glu

ctt
Leu

gat
Asp
365

gtg
Val

cag
Gln

aag
Lys

aac

630

678

726

774

822

870

918

966

1014

1062

1110

1158

1206

1254

1302

1350

1398



Lys

cta
Leu
430

atg
Met

gtg
Val

aca
Thr

gat
Asp

cat
His
510
caa

Gln

gag
Glu

tgc
Cys

daa
Lys

Val
415

gga
Gly

cece
Pro

ttg
Leu

gaa
Glu

gaa
Glu

495

geca
Ala

act
Thr

caa
Gln

tgc
Cys

ctt
Leu
575

Pro

aaa
Lys

tgt
Cys

cat
His

tee
Ser
480

aca
Thr

gat
Asp

gca
Ala

ctg
Leu

aag
Lys
560

gtt
Val

atttaaaagce

Gin Val

gtg
Val

ggc
Gly

gca
Ala

gaa
Glu
450

aaa
Lys

gag
Glu
465

ttg
Leu

gtg
Vval

tac
Tyr

gtt
val

ata
Ile

tge
Cys

ctt
Leu

gtt
Val
530

aaa
Lys
545

gct
Ala

get
Ala

gac
Asp

gct gca
Ala Ala

atctcagect

Ser

age
Ser
435

gac
Asp

acg
Thr

aac
Asn

cece
Pro

aca
Thr
515

gag
Glu

gtt
val

gat
Asp

agt

Ser

ES 2 535358 T3

Thr
420

aaa
Lys

tat
Tyr

cca
Pro

agg

aaa
Lys
500

ctt
Leu

cte
Leu

atg
Met

aag
Lys

caa
Gln
580

Pro

tgt
Cys

cta
Leu

gta
Vval

cga’

485

gag
Glu

tet
Ser

gtg
val

gat
Asp

gag
Glu
565

gct
Ala

Thr

tgt
Cys

tee
Ser

agt
Ser
470

cca
Pro

ttt
Phe

gag
Glu

aaa
Lys

gat
Asp
550

acc
Thr

gce
Ala

Leu

aaa
Lys

gtg
Val

455

gac
Asp

tgc
Cys

aat
Asn

aag
Lys

cac
His
535
tte
Phe

tgc
Cys

tta
Leu

Vval

cat
His
440

gtc
val

aga
Arg

ttt
Phe

get
Ala

gag
Glu
520

aag

Lys

gca
Ala

ttt
Phe

ggc
Gly

accatgagaa taagagaaag

Gliu
425

cct
Pro

ctg
Leu

gte
Val

tca
Ser

gaa
Glu
505

aga

cce
Pro

gct
Ala

gcc
Ala

tta
Leu
585

aaaatgaaga

Val Ser Arg

gaa aaa

Glu

gca
Ala

tta
Leu
460

aac
Asn

cag
Gln

acce
Thr

aaa
Lys
475

tge
Cys

gect
Ala
490

ctg
Leu

gaa
Glu

tte
Phe

aca
Thr

ace
Thr

atc
Ile

caa
Gln

aag
Lys

aca
Thr
540

aag
Lys

gca
Ala

ttt
Phe

gta
val
555

gag
Glu

ggt
Gly

gag
Glu
570

gag
Glu

taacatctac

Asn

aga
445
tgt
Cys

tge
Cys

gtc
Val

tte
Phe

aaa
Lys
525

aaa

Lys

aag
Lys

aaa
Lys

tcaaaagett

attcatctgt
tctttaatca
atagagtggt
gttetgtgga

gtgggctaat

tttettttte
ttttgeectet
acagcactgt
agttcecagtg

taaataaatce

gttggtgtaa
tttctetgtyg
tatttttcaa
ttetetetta

actaatactec

agccaacacc
cttcaattaa
agatgtgttg
ttccactteg

ttctaagtt

ctgtctaaaa
taaaaaatgg
ctatcctgaa

gtagaggatt

aacataaatt
aaagaatcta
aattctgtag

tctagtttet

<210> 67

<211> 609

<212> PRT

<213> Homo sapiens

76

1446

1494

1542

1590

1638

1686

1734

1782

1830

1876

1936

1996

2056

2116

2176

2215



ES 2 535358 T3

<400> 67

Met Lys Trp Val Thr Phe Ile Ser Leu Leu Phe Leu Phe Ser Ser Ala
* -20 -15 -10

Tyr Ser Arg Gly Val Phe Arg Arg Asp Ala His Lys Ser Glu Val Ala
-5 -1 1 5

His Arg Phe Lys Asp Leu Gly Glu Glu Asn Phe Lys Ala Leu Val Leu
10 15 20

Ile Ala Phe Ala Gln Tyr Leu Gln Gln Cys Pro Phe Glu Asp His Val
25 30 35 40

Lys Leu Val Asn Glu Val Thr Glu Phe Ala Lys Thr Cys Val Ala Asp
45 50 55

Glu Ser Ala Glu Asn Cys Asp Lys Ser Leu His Thr Leu Phe Gly Asp
60 65 70

Lys Leu Cys Thr Val Ala Thr Leu Arg Glu Thr Tyr Gly Glu Met Ala
75 : 80 85

Asp Cys Cys Ala Lys Gln Glu Pro Glu Arg Asn Glu Cys Phe Leu Gln
920 ‘ 95 100

His Lys Asp Asp Asn Pro Asn Leu Pro Arg Leu Val Arg Pro Glu Val
105 110 115 120

Asp Val Met Cys Thr Ala Phe His Asp Asn Glu Glu Thr Phe Leu Lys
125 130 135

Lys Tyr Leu Tyr Glu Ile Ala Arg Arg His Pro Tyr Phe Tyr Ala Pro
140 145 150

Glu Leu Leu Phe Phe Ala Lys Arg Tyr Lys Ala Ala Phe Thr Glu Cys
155 160 165 '

Cys Gln Ala Ala Asp Lys Ala Ala Cys Leu Leu Pro Lys Leu Asp Glu
170 175 180

Leu Arg Asp Glu Gly Lys Ala Ser Ser Ala Lys Gln Arg Leu Lys Cys
185 190 195 200

Ala Ser Leu Gln Lys Phe Gly Glu Arg Ala Phe Lys Ala Trp Ala val
205 210 215 ‘

Ala Arg Leu Ser Gln Arg Phe Pro Lys Ala Glu Phe Ala Glu Val Ser
220 225 230

Lys Leu Val Thr Asp Leu Thr Lys Val His Thr Glu Cys Cys His Gly
235 240 245

77



Asp

Cys

265

Lys

Glu

Lys

Met

Leu

345

Cys

Phe

Glu

Val

Glu

425

Pro

Leu

Val

Ser

Leu

250

Glu

Pro

Met

Asp

Phe

330

Leu

Ala

Lys

Leu

Arg

410

Val

Glu

Asn

Thr

Ala
490

Leu

Asn

Leu

Pro

Val

315

Leu

Leu

Ala

Pro

Phe

395

Tyr

Ser

Ala

Gln

Lys

475

Leu

Glu

Gln

Leu

Ala

300

Cys

Tyr

Arg

Ala

Leu

380

Glu

Thr

Arg

Lys

Leu

460

Cys

Glu

Cys

Asp

Glu

285

Asp

Lys

Glu

Leu

Asp

365

Val

Gln

Lys

Asn

Arg

445

Cys

Cys

Val

ES 2 535358 T3

Ala

Ser

270

Lys

Leu

Asn

Tyr

Ala

350

Pro

Glu

Leu

Lys

Leu

430

Met

Vval

Thr

Asp

Asp

255

Ile

Ser

Pro

Tyr

Ala

335

Lys

His

Glu

Gly

val

415

Gly

Pro

Leu

Glu

Glu
495

Asp
Ser
His
Ser
Ala
320
Arg
Tiir
Glu
Pro
Glu
400
Pro
Lys
Cys
His
Ser

480

Thr

Arg

Ser

Cys

Leu

305

Glu

Arg

Tyr

Cys

Gln

385

Tyr

Gln

val

Ala

Glu

465

Leu

Tyr

78

Ala

Lys

Ile

290

Ala

Ala

His

Glu

Tyr

370

Asn

Lys

Val

Gly

Glu

450

Lys

Val

Val

Asp

Leu

275

Ala

Ala

Lys

Pro

Thr

355

Ala

Leu

Phe

Ser

Ser

435

Asp

Thr

Asn

Pro

Leu

260

Lys

Glu

Asp

Asp

Asp

340

Thr

Lys

Ile

Gln

Thr

420

Lys

Tyr

Pro

Arg

Lys
500

Ala

Glu

vVal

Phe

Val

325

Tyr

Leu

val

Lys

Asn

405

Pro

Cys

Leu

Vval

Arg

485

Glu

Lys

Cys

Glu

Val

310

Phe

Ser

Glu

Phe

Gln

390

Ala

Thr

Cys

Ser

Ser

470

Pro

Phe

Tyr

Cys

Asn

295

Glu

Leu

Val

Lys

Asp

375

Asn

Leu

Leu

Lys

Val

455

Asp

Cys

Asn

Ile

Glu

280

Asp

Ser

Gly

vVal

Cys

360

Glu

Cys

Leu

val

His

440

Val

Phe

Ala



Glu
505

Pro

Ala

Ala

Leu
585

<210> 68
<211> 1507
<212> ADN

Thr

Gln

Lys

Phe

Glu
570

<213> Homo sapiens

<400> 68

Phe

Ile

Ala

Val

555

Glu

Thr

Lys

Thr

540

Glu

Gly

Phe

Lys

525

Lys

Lys

Lys

ES 2 535358 T3

His

510

Gln

Glu

Cys

Lys

Ala

Thr

Gln

Cys

Leu
575

Asp

Ala

Leu

Lys

560

val

Ile

Leu

Lys

545

Ala

Ala

79

Cys Thr Leu Ser
515

Val Glu Leu Val
530

Ala Val Met Asp

Asp Asp Lys Glu
565

Ala Ser Gln Ala
580

Glu

Lys

Asp

550

Thr

Ala

Lys

His

535

Phe

Cys

Leu

Glu

520

Lys

Ala

Phe

Gly
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tctactagta ctcecccageta cactacctea atcaccacea ccgagaccecee ctcecacacagt 60
actcccaget acactaccte aatcaccacce accgagaccc catcacacag tactcccage 120
ttecacttett caatcaccac cacegagacce acatcecaca gtactececcag ctteacttet 180
tcaatcagga ccaccgagac cacatectac agtactececa gettcactte ttcaaatace 240
atcactgaga ccacctcaca cagtactcce agctacatta cctcaatcac caccaccegag 300
acccecctcaa gcagtactece cagettcagt tettegatea ccaccactga gaccacatcee 360
cacagtacte ccggettcac ttettcaate accaccactg agactacatce ccacagtact 420
cccagcttca cttettegat caccaccact gagaccacct cacatgatac tcccagette 480
acttcttcaa tcaccaccag tgagaccecce tcacacagta ctcecccagete cacttettta 540
atcaccacca ccaagaccac ctcacacagt actecccaget tcacttctte gatcaccacc 600
accgagacca cctcacacag tgctcgcage ttcacttett cgatcaccac caccgagacce €60
acctcacaca atacteggag cttcacttet tegatcacca ccaccgagac caactcetcac 720
agtactacca gcttecactte ttcgatcace accaccgaga ccacctcaca cagtactceccc 780
agcttcagtt cttcaatcac caccactgag accccecttac acagtactee tggectaccet 840
tegtgggtca ccaccaccaa gaccacctca cacattactc ctggcecctcac ttettcaate 200
accaccactg agactaccte acacagtact ceceggetteca cttettcaat caccaccact 960
gagaccacct cagagagtac tcccagecte agttcecttcaa cecatctacte cacagtecage 1020
acatccacaa ctgecatcac ctcacatttt actacctcag agactgeggt gactceccaca 1080
cctgtaacce catcettcetet gagtacagac ateccgacca caagectacg aactctcace 1140
ccttegtectg tgggecaccag cacttcattg actacaacca cagactttec ctctataccee 1200
actgatatca gtaccttacc aactcgaaca cacatcattt catcttctce ctceccatccaa 1260
agtacagaaa cctcatcect tgtgggecace acctetececa ccatgtecac tgtgagaatg 1320
accctcagaa ttactgagaa caccccaatc agttccttta gcacaagtat tgttgttata 1380
cctgaaacce caacacagac ccctectgta ctgacgtcag ccactgggac ccaaacatct 1440
cctgecaccta ctactgtcac ctttggaagt acggattcet ccacgtccac tettcataag 1500
cttetet 1507

<210> 69

<211> 502

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 69

80



Ser

Pro

Thr

Glu

Thr

65

Ile

Thr

Ile

Ser

Ser
145

Thr

Ser

Pro

Thr

50

Glu

Thr

Thr

Thr

Ile

130

Ser

Ser

His

Ser

35

Thr

Thr

Glu

Thr

Thr

115

Thr

Ile

Thr

Ser

20

His

Ser

Thr

Thr

Glu

100

Thr

Thr

Thr

Pro

Thr

Ser

His

Ser

Thr

85

Thr

Glu

Thr

Thr

ES 2 535358 T3

Ser

Pro

Thr

Ser

Tyr

70

Ser

Pro

Thr

Glu

Thr
150

Tyr

Ser

Pro

Thr

55

Ser

His

Ser

Thr

Thr

135

Glu

Thr

Tyr

Ser

40

Pro

Thr

Ser

Ser

Ser

120

Thr

Thr

Thr

Thr

25

Phe

Ser

Pro

Thr

Ser

105

His

Ser

Thr

81

Ser

10

Thr

Thr

Phe

Ser

Pro

90

Thr

Ser

His

Ser

Ile

Ser

Ser

Thr

Phe

75

Ser

Pro

Thr

Ser

His
155

Thr

Ile

Ser

Ser

60

Thr

Tyr

Ser

Pro

Thr

140

Asp

Thr

Thr

Ile

45

Ser

Ser

Ile

Phe

Gly

125

Pro

Thr

Thr

Thr

30

Thr

Ile

Ser

Thr

Ser

110

Phe

Ser

Pro

Glu

15

Thr

Thr

Arg

Asn

Ser

95

Ser

Thr

Phe

Ser

Thr

Glu

Thr

Thr

Thr

80

Ile

Ser

Ser

Thr

Phe
160



Thr

Ser

Ser

Thr

225

Ser

His

Leu

Thr

Thr

305

Glu

Ser

Ser

Thr

Gly

385

Thr

Pro

Ser

Thr

Phe

Ser

210

Arg

Thr

Ser

His

Ser

290

Thr

Thr

Thr

Glu

Asp

370

Thr

Asp

Ser

Ser

Ser

Thr

195

Phe

Ser

Thr

Thr

Ser

275

His

Ser

Thr

val

Thr

355

Ile

Ser

Ile

Ile

Ile

Leu

180

Ser

Thr

Phe

Ser

Pro

260

Thr

Ile

His

Ser

Ser

340

Ala

Pro

Thr

Ser

Gln

Thr

165

Ile

Ser

Ser

Thr

Phe

245

Ser

Pro

Thr

Ser

Glu

325

Thr

val

Thr

Ser

Thr

405

Ser

ES 2 535358 T3

Thr

Thr

Ile

Ser

Ser

230

Thr

Phe

Gly

Pro

Thr

310

Ser

Ser

Thr

Thr

Leu

390

Leu

Thr

Ser

Thr

Thr

Ile

215

Ser

Ser

Ser

Leu

Gly

295

Pro

Thr

Thr

Pro

Ser

375

Thr

Pro

Glu

Glu

Thr

Thr

200

Thr

Ile

Ser

Ser

Pro

280

Leu

Gly

Pro

Thr

Thr

360

Leu

Thr

Thr

Thr

Thr

Lys

185

Thr

Thr

Thr

Ile

Ser

265

Ser

Thr

Phe

Ser

Ala

345

Pro

Arg

Thr

Arg

Ser

82

Pro

170

Thr

Glu

Thr

Thr

Thr

250

Ile

Trp

Ser

Thr

Leu

330

Ile

val

Thr

Thr

Thr

410

Ser

Ser

Thr

Thr

Glu

Thr

235

Thr

Thr

VvVal

Ser

Ser

315

Ser

Thr

Thr

Leu

Asp

395

His

Leu

His

Ser

Thr

Thr

220

Glu

Thr

Thr

Thr

Ile

300

Ser

Ser

Ser

Pro

Thr

380

Phe

Ile

vVal

Ser

His

Ser

205

Thr

Thr

Glu

Thr

Thr

285

Thr

Ile

Ser

His

Ser

365

Pro

Pro

Ile

Gly

Thr

Ser

190

His

Ser

Asn

Thr

Glu

270

Thr

Thr

Thr

Thr

Phe

350

Ser

Ser

Ser

Ser

Thr

Pro
175
Thr
Ser
His
Ser
Thr
255
Thr
Lys
Thr
Thr
Ile
335
Thr
Leu
Ser
Ile
Ser

415

Thr

Ser

Pro

Ala

Asn

His

240

Ser

Pro

Thr

Glu

Thr

320

Tyr

Thr

Ser

val

Pro

400

Ser

Ser
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420

Thr Met Thr Val Arg

435

Pro Ser

Phe Ser Thr

455

Ile
450

Pro Ser Ser

val
470

Thr Thr

465

Gln Pro Pro Leu

Thr Thr

485

Pro Ala Pro Val Thr

Leu His Lys Leu Leu

Thr
. 500
<210>70

<211> 738

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 70

actagtacag
acccagagaa
gtactctceca
ctggeccecegg
teggteccag
tcageececcgy
teggececgg
tcggectcag
agggctacca
gatacteccta
agcacggtac
gtctetttet

gatcecagea

gttetggteca
gttcagtgcee
gccacagece
ccacggaace
tcaccaggcee
acaacaagcce
acaacaggece
gctctgeatce
caaccccagce
ccacecttge
ctecteteac
ttttectgte

cegactac

tgcaagctcet
cagctctact
cggttcagge
agcttcaggt
agcectggge
agcecceggge
cgecttggeg
aggctcagct
cagcaagagc
cagccatagc
ctectecaat

ttttcacatt

<210> 71
<211> 246
<212> PRT

<213> Homo sapiens

425

Met
440

Ser

Thr

Phe

accccaggtg
gagaagaatg
tectecacea
tecagectgeca
teccaccacce
tecacegece
tecacegece
tctactctgg
actccattct
accaagactg
cacagcactt

tcaaacctec

83

Ile Val

Ser Ala Thr Gly

Gly Ser Thr Asp
490

430

445

val Ile
460

475

gagaaaagga
ctgtgagtat
ctcagggaca
cetggggaca
cgcecagecca
cccecagecea
ctecagteca
tgcacaacgg
caattcccag
atgccagtag
ctecccagtt

agtttaattc

Pro

Thr

Ser

Glu Thr

Gln

Thr

Thr
495

Ser

gacttecggcet
gaccagcage
ggatgtcact
ggatgtcacce
cgatgtcace
cggtgtcace
caatgtcacc
cacctctgece
ccaccactct
cactcaccat
gtctactggg

ctctetggaa

Thr Leu Arg Ile Thr Glu Asn Thr

Pro

Ser
480

Ser

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

738
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<400> 71

Thr Ser Thr Gly Ser Gly His Ala Ser Ser Thr Pro Gly Gly Glu Lys
1 5 10 15

Glu Thr Ser Ala Thr Gln Arg Ser Ser Val Pro Ser Ser Thr Glu Lys
20 25 30

Asn Ala Val Ser Met Thr Ser Ser Val Leu Ser Ser His Ser Pro Gly
35 40 45

Ser Gly Ser Ser Thr Thr Gln Gly Gln Asp Val Thr Leu Ala Pro Ala
50 . 55 60

Thr Glu Pro Ala Ser Gly Ser Ala Ala Thr Trp Gly Gln Asp Val Thr
65 70 75 80

Ser Val Pro Val Thr Arg Pro Ala Leu Gly Ser Thr Thr Pro Pro Ala
85 90 95

His Asp Val Thr Ser Ala Pro Asp Asn Lys Pro Ala Pro Gly Ser Thr
100 105 110

Ala Pro Pro Ala His Gly Val Thr Ser Ala Pro Asp Asn Arg Pro Ala
115 120 125

Leu Ala Ser Thr Ala Pro Pro Val His Asn Val Thr Ser Ala Ser Gly
130 135 140

Ser Ala Ser Gly Ser Ala Ser Thr Leu Val His Asn Gly Thr Ser Ala
145 150 155 160

Arg Ala Thr Thr Thr Pro Ala Ser Lys Ser Thr Pro Phe Ser Ile Pro
165 170 175

Ser His His Ser Asp Thr Pro Thr Thr Leu Ala Ser His Ser Thr Lys
180 185 190

Thr Asp Ala Ser Ser Thr His His Ser Thr Val Pro Pro Leu Thr Ser
195 200 205

Ser Asn His Ser Thr Ser Pro Gln Leu Ser Thr Gly Val Ser Phe Phe
210 215 220

Phe Leu Ser Phe His Ile Ser Asn Leu Gln Phe Asn Ser Ser Leu Glu
225 230 235 240

Asp Pro Ser Thr Asp Tyr
245

84



<210> 72
<211> 1632
<212> ADN

<213> Saccharomyces sp.

<400> 72

ES 2 535358 T3

85
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agaacaaccqg ctatcagcte attatccgaa gtaggaacta caacegtggt atcatccage 60
gccattgaac catcaagtgc ctctataatec tcacctgtca cctctacact ttegagtaca 120
acategtcea atccaactac taccteccta agttegacat ctacatctce aagetcetaca 180
tctacatcte caagctctac atctacctca tcaagttcga catctaccte atcaagttceg 240
acatctacct catcaagttc gacatctaca tctccaagtt cgacatccac atcttcaagt 300
ttgacatcca catcttcecaag ttcectacatet acatcccaaa gttetacate tacctcatca 360
agttcgacat cfacatctcc aagctctaca tctacctcat caagttcaac atctacatet 420
ccaagttcta aatctacttc tgcaagetcc acttccactt cttcatatte aacatctaca 480
tccccaagtt tgacttcttc atctccaact ttggettcca cttcectccaag ttcaacatct 540
attagectcta cttttactga ttcaactteca tcccttgget cetetatage atcttcatca 600
acgtctgtgt cattatacag cccatccaca cctgtttact ccgtccctte gacttcegtcea 660
aatgttgcaa cteccttetat gacttettca actgttgaaa caactgttag ttecacaaagt 720
tegtectgaat atatcaccaa atcctcaatt tctactacta tececatecatt ttecatgtet 780
acatatttca ccactgttag tggagtcact acaatgtata cgacatggtg tcecttatage 840
tctgagtctg agactagcac attaaccagt atgcatgaaa cggttacaac agacgctaca 200
gtctgcacte acgagtcttg catgccctcg cagacaacaa gtttgattac atcttcectata 960
aaaatgtcca ctaaaaacgt cgcaacttet gﬁaagcacct caacggttga atcctcatat 1020
gcatgctcca catgtgetga aacgtcacac tegtattett cegtgecaaac agettcatca 1080
agttctgtaa cacagcagac cacatccaca aagagttggg taagttcaat gacaacttceg 1140
gatgaagatt tcaataagca cgctacecggt aagtatcatg taacatctte aggtacctcea 1200
accatttega ctagtgtaag tgaagccacg agtacatcaa gecattgacte agaatctcaa 1260
gaacaatcat cacacttatt atcgacatcg gtcctttcat cctcctectt gtetgetaca 1320
ttatcctetg acagtactat tttgetatte agttetgtat catcactaag tgtcgaacag 1380
tcaccagtta ccacactteca aatttcectteca acatcagaga ttttacaace cacttettec 1440
acagctattg ctacaaﬁatc tgectcectaca tecatcacttt cegecaacate tatctcetaca 1500
ccatctacct ctgtggaatc gactattgaa tcttcatcat tgactccgac ggtatcttet 1560
attttectet catcatcate tgctecctet tetctacaaa catctgttac cactacagaa 1620
gtttccacta ct 1632

<210> 73

<211> 544

<212> PRT

<213> Saccharomyces sp.
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Ser Leu Thr Pro Thr Val Ser Ser Ile Phe Leu Ser Ser Ser Ser Ala
515 520 525

Pro Ser Ser Leu Gln Thr Ser Val Thr Thr Thr Glu Val Ser Thr Thr
530 535 540

<210> 74

<211> 1629

<212> ADN

<213> Saccharomyces sp.

<400> 74
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acaaccgcta tcagetcatt atccgaagta ggaactacaa ccgtggtatc atccagegee 60
attgaaccat caagtgectce tataatctca cetgtcacct ctacacttte gagtacaaca 120
tcgtccaatec caactactac ctececctaagt tcgacatcta catcteccaag ctcectacatet 180
acatctccaa gctctacate tacctcatca agttcgagat ctacctecate aagttegaca 240
tctacctecat caagttegac atctacatcet ccaagttcga catccacatc ttcaagtttg 300
acatccacat cttcaagttce tacatctaca tececcaaagtt ctacatctac ctecatcaagt 360
tcgacatcta catctccaag ctctacatct acctcatcaa gttcaacatc tacatctcca 420
agttctaaat ctacttetge aagcectccact tecacttett catattcaac atctacatcee 480
ccaagtttga cttcttcatc tccaactttg gcttccactt ctccaagtte aacaﬁctatt 540
agctctactt ttactgattce aacttcatcc cttggectcect ctatagecate ttcatcaacg 600
tetgtgtcat tatacagecce atccacacct gtttacteeg tcccttegac ttegtcaaat 660
gttgcaactc cttctatgac ttettcaact gttgaaacaa ctgttagttc acaaagttcg 720
tctgaatata tcaccaaate ctcaatttet actactatcece catcatttte catgtetaca 780
tatttcacca ctgttagtgg agtcactaca atgtatacga catggtgtcc ttatagctcet 840
gaatctgaga ctagcacatt aaccagtatg catgaaacgg ttacaacaga cgctacagte 200
tgcactcacg agtcttgecat geccctecgecag acaacaagtt tgattacate ttcectataaaa 960
atgtccacta aaaacgtege aacttctgta agcacctcaa cggttgaate ctcatatgea 1020
tgctccacat gtgctgaaac gtcacactcg tattcttecg tgcaaacage ttcecatcaagt 1080
tctgtaacac agcagaccac atccacaaag agttgggtaa gttcaatgac aacttcggat 1140
gaagatttca ataagcacgc taccggtaag tatcatgtaa catcttcagg tacctceaace 1200
atttcgacta gtgtaagtga agccacgagt acatcaagca ttgactcaga atctcaagaa 1260
caatcatcac acttattate gacatecggte cttteatect cctecttgte tgctacatta 1320
tcctectgaca gtactatttt gectattcagt tctgtatcat cactaagtgt cgaacagtca 1380
ccagttacca cacttcaaat ttcttcaaca tcagagattt tacaacccac ttcttecaca 1440
gectattgeta caatatetge ctctacatca tcacttteceg caacatctat ctectacaceca 1500
tctacctetg tggaategac tattgaatet tcatcattga ctececgacggt atcettcetatt 1560
ttecctctecat catcatcectge tecctettet ctacaaacat ctgttaccac tacagaagtt 1620
tccactact 1629

<210> 75

<211> 543

<212> PRT

<213> Saccharomyces sp.
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465 470 475 480

Ala Ile Ala Thr Ile Ser Ala Ser Thr Ser Ser Leu Ser Ala Thr Ser
485 490 495

Ile Ser Thr Pro Ser Thr Ser Val Glu Ser Thr Ile Glu Ser Ser Ser
500 505 510

Leu Thr Pro Thr Val Ser Ser Ile Phe Leu Ser Ser Ser Ser Ala Pro
515 520 525

Ser Ser Leu Gln Thr Ser Val Thr Thr Thr Glu Val Ser Thr Thr
530 535 540

<210> 75

<211> 1506

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<213> Gen de la MUC3 humana modificado
<400> 76
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tacactaget
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tactacatca
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REIVINDICACIONES

Una proteina de fusiéon que comprende una proteina MUC3 humana modificada codificada por el acido nucleico
que comprende la SEC ID NO: 76.

La proteina de fusion de la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente un resto de anclaje.

La proteina de fusion de la reivindicacion 2, en la que la proteina de anclaje es un glucisil-fosfatidil-inositol (GPI).
Una célula huésped que comprende el acido nucleico que comprende la SEC ID NO: 76.

La célula huésped de la reivindicacion 4, en la que la célula huésped es una célula huésped de levadura.

Una biblioteca que comprende una pluralidad de proteinas de fusién de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3.
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FIG. 5
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