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DESCRIPCION
Una nueva clase de moléculas terapéuticas a base de proteinas.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La invencioén se refiere a composiciones terapéuticas que se pueden utilizar para prevenir y tratar una infeccion de
sujetos humanos y animales, debida a un agente patdégeno y, especificamente, a composiciones terapéuticas a base
de proteinas que se pueden utilizar para la prevencion y el tratamiento de infecciones viricas o bacterianas. La in-
vencion también se refiere a composiciones terapéuticas a base de proteinas que se pueden utilizar para prevenir o
mejorar las respuestas alérgicas e inflamatorias. La invencion también se refiere a composiciones a base de protei-
nas para incrementar la eficacia de la transduccion de un virus recombinante, tal como un virus recombinante utiliza-
do en la terapia génica.

La gripe es una enfermedad respiratoria aguda, altamente contagiosa que ha acosado a la humanidad desde la
antigiiedad. Se caracteriza por epidemias anuales recurrentes y pandemias periddicas importantes a nivel mundial.
Debido a la alta morbilidad y mortalidad relacionada con la enfermedad, los impactos econémicos y sociales directos
e indirectos de la gripe son enormes. Las epidemias anuales causan aproximadamente 300.000 hospitalizaciones y
25.000 muertes, solamente en los Estados Unidos. Cuatro pandemias tuvieron lugar en el siglo pasado; en total
causaron decenas de millones de muertes. Modelos matematicos basados en experiencias de pandemias anterio-
res, han estimado que durante la proxima pandemia se produciran 89.000-207.000 muertes, 18-42 millones de con-
sultas externas y 20-47 millones de enfermedades adicionales (Meltzer, MI, Cox, NJ y Fukuda, K. (1999) Emerg
Infect Dis 5:659-671).

La gripe esta causada normalmente por una infeccién con dos tipos de virus, el virus de la gripe A y el virus de la
gripe B (el tercer tipo, virus de la gripe C solo causa sintomas leves como un resfriado comun). Pertenecen a la
familia de virus de ARN, orthomyxoviridae. Ambos virus de tipo A y tipo B tienen 8 genomas de ARN segmentados
de cadena negativa dentro de una envoltura lipidica obtenida a partir de la célula hospedadora. La envoltura virica
esta cubierta con espiculas que se componen de tres tipos de proteinas: hemaglutinina (HA) que fija los virus a re-
ceptores de las células hospedadoras y media en la fusiéon de las membranas virica y celular; neuraminidasa (NA)
que facilita la liberacién de los nuevos virus desde las células hospedadoras; y un pequefio nimero de proteinas M2
que sirven como canales de iones.

Las infecciones con los virus de la gripe de tipo A y B se inician tipicamente en la superficie mucosa del tracto respi-
ratorio superior. La replicacion del virus se limita principalmente al tracto respiratorio superior, pero puede extender-
se hasta el tracto respiratorio inferior y causar bronconeumonia que puede ser fatal.

La proteina virica de la gripe, hemaglutinina (HA), es la principal proteina de la envoltura virica. Desempefia un pa-
pel esencial en la infeccidn virica. La importancia de la HA se evidencia por el hecho de que es la principal diana
para los anticuerpos neutralizantes protectores, producidos por la respuesta inmune del hospedador (Hayden, FG.
(1996) En Antiviral drug resistance (compilador D. D. Richman), pags. 59-77. Chichester, GB: John Wiley & Sons
Ltd.). Ahora esta claro que la HA tiene dos funciones diferentes en la infeccion virica. En primer lugar, la HA es res-
ponsable de la fijacién del virus a receptores celulares de acido sialico. En segundo lugar, la HA media en la entrada
del virus en las células diana, mediante la activaciéon de la fusién de la envoltura virica con las membranas celulares.

La HA se sintetiza como una proteina precursora, HAO, que se transfiere a través del aparato de Golgi a la superficie
celular como un complejo molecular trimérico. HAO se escinde adicionalmente para generar el extremo C-terminal
HA1 (residuo 328 de HAOQ) y el extremo N-terminal de HA2. En general se cree que la escision se produce en la
superficie celular o en virus liberados. La escision de HAO en HA1/HA2 no se requiere para la uniéon de HA al recep-
tor de acido sialico; sin embargo, se cree que es necesaria para la infectividad virica (Klenk, HD y Rott, R. (1988)
Adv Vir Res. 34:247-281; Kido, H, Niwa, Y, Beppu, Y y Towatari, T. (1996) Advan Enzyme Regul 36:325-347; Ske-
hel, JJ y Wiley, DC. (2000) Annu Rev Biochem 69:531-569; Zambon, M. (2001) Rev Med Virol 11:227-241).

Actualmente, la gripe esta controlada mediante vacunacion y compuestos antiviricos. Las vacunas antigripales inac-
tivadas se emplean ahora a nivel mundial, especialmente en los grupos de alto riesgo. Los virus de la vacuna se
cultivan en huevos de gallina fértiles, se inactivan por medios quimicos y se purifican. Las vacunas son generalmen-
te trivalentes, conteniendo el virus de la gripe A (H1IN1 y H3N2) y cepas de la gripe B. Las cepas de la vacuna deben
actualizarse periédicamente para mantener la eficacia; este esfuerzo esta coordinado por la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS). Durante los periodos entre pandemias, por lo general se requieren 8 meses antes de que las
vacunas contra la gripe actualizadas estén listas para el mercado (Wood, J. (2001) Phil Trans R Soc Lond B
356:1953-1960). Sin embargo, histéricamente, las pandemias se extendieron a la mayoria de los continentes en 6
meses, y se espera que futuras pandemias se difundan aln mas rapido, con el aumento de los viajes internacionales
(Gust, ID, Hampson, AW. y Lavanchy, D. (2001) Rev Med Virol 11:59-70). Por lo tanto, sera inevitable que una va-
cuna eficaz no esté disponible o sea muy escasa durante las primeras oleadas de futuras pandemias.

Los compuestos antiviricos se han convertido en el pilar para el tratamiento de enfermedades entre pandemias.
Actualmente son también la Unica alternativa potencial para el control de las pandemias durante el periodo inicial,
cuando las vacunas no estan disponibles. Dos clases de compuestos antiviricos se encuentran actualmente en el
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mercado: los inhibidores de M2, como la amantadina y la rimantadina; y los inhibidores de NA, que incluyen oselta-
mivir (Tamiflu) y zanamivir (Relenza). Ambas clases de moléculas han demostrado eficacia en la prevencion vy el
tratamiento de la gripe. Sin embargo, los efectos secundarios y el riesgo de generar virus resistentes a los farmacos
siguen siendo los dos problemas principales para usarlos de forma extensa como quimioprofilaxis (Hayden, FG.
(1996) En Antiviral drug resistance (compilador, D. D. Richman), pags. 59-77. Chichester, GB: John Wiley & Sons
Ltd.). Lo mas importante, las futuras cepas pandémicas, tanto las desarrolladas de forma natural como las creadas
artificialmente por ingenieria genética en la guerra biolégica, pueden ser resistentes a todos los compuestos antiviri-
cos disponibles, y eso tendra consecuencias devastadoras a nivel mundial.

Resumiendo, en la actualidad, la vacunacion disponible y los compuestos antiviricos estan limitados por algunas
deficiencias fundamentales. Se necesitan nuevas modalidades terapéuticas y profilacticas para manejar futuras
pandemias de la gripe.

Las infecciones del tracto respiratorio (ITRs) son los tipos mas comunes y potencialmente mas graves de enferme-
dades infecciosas. Clinicamente, las ITRs incluyen sinusitis, otitis, laringitis, bronquitis y neumonia. Basandose en
numerosos estudios de etiologia y epidemiologia, esta claro que aunque muchos microorganismos tienen el poten-
cial de causar ITRs, solo un pufiado de agentes patdgenos son responsables de la gran mayoria de los casos. Estos
agentes patdgenos incluyen S. pneumoniae, M. pneumoniae, H. influenzae, M. catarrhalis, virus de la gripe Ay By
virus de la parainfluenza. Ademas de causar CAP y AECB, varios de los agentes patdgenos bacterianos, tales como
S. pneumoniae y H. influenza, también son la causa comun de sinusitis aguda, otitis media, asi como infecciones
invasivas que conducen a sepsis, meningitis, etc. Por tanto, estos microorganismos tienen la mayor importancia
clinica.

Una caracteristica comudn de todas las bacterias patégenas respiratorias es que establecen una colonizacién co-
mensal en la superficie mucosa de las vias respiratorias superiores; una colonizaciéon de este tipo precede a una
infeccion y es un requisito previo para las infecciones. La colonizacién bacteriana en un recién nacido se produce
poco después del nacimiento. Durante toda la vida, las vias respiratorias superiores, especificamente la nasofaringe
y la orofaringe, siguen siendo un depdsito ecoldgico dinamico de especies microbianas, en donde las bacterias se
adquieren, se eliminan y se vuelven a adquirir continuamente. En la mayoria de los casos, la flora bacteriana en la
faringe es inofensiva. Sin embargo, cuando se altera el estado del hospedador, algunos microorganismos pueden
invadir los tejidos adyacentes o el torrente sanguineo para causar enfermedades. Ademas de servir como puerta de
entrada para las infecciones de la mucosa e invasivas con bacterias y virus, la nasofaringe es también la principal
fuente de propagacién de los microorganismos patdégenos entre los individuos, asi como el depoésito en donde se
seleccionan las bacterias resistentes a los antibiéticos (Garcia-Rodriguez y Martinez, J Antimicrob Chemother,
(2002) 50 (Supl S2), 59-73; Soriano y Rodriguez-Cerrato, J Antimicrob Chemother, (2002) 50 Supl S2, 51-58). Esta
bien establecido clinicamente que los individuos que son propensos a las ITRs, suelen ser portadores persistentes y
recurrentes de las bacterias patégenas (Garcia-Rodriguez y Martinez, J Antimicrob Chemother, (2002) 50 (Supl S2),
59-73; Mbaki et al., Tohoku J Exp. Med., (1987) 153(2), 111-121).

Helicobacter pylori es un agente patdégeno humano implicado en la gastritis y la Ulcera péptica. La bacteria reside en
el estbmago humano y se une a las células epiteliales del antro gastrico. Se ha demostrado que la adhesion bacte-
riana esta mediada por la union de adhesina | y Il de Helicobacter pylori a acidos sialicos en la superficie epitelial.

Las siglecs (lectinas de tipo Ig que se unen a acido sialico) son miembros de la superfamilia de inmunoglobulinas (Ig)
que se unen al acido sialico y son expresadas principalmente por células del sistema hematopoyético. Al menos se
han descubierto 11 siglecs y parece que reconocen exclusivamente como ligando el acido sidlico en la superficie
celular. Se cree que la unién de las siglecs al acido sialico media en la adhesion y las interacciones célula-célula
(Crocker y Varki, Trends Immunol., (2001) 22(6), 337-342; Angata y Brinkman-Van der Linden, Biochim. Biophys.
Acta, (2002) 1572(2-3), 294-316). La siglec-8 (SAF-2) es una molécula de adhesion que esta altamente restringida a
la superficie de eosindfilos, baséfilos y mastocitos, que son las células efectoras centrales en estados alérgicos,
incluyendo la rinitis alérgica, el asma y el eczema. Se considera que la siglec-8 es responsable de mediar en el re-
clutamiento de los tres tipos de células alérgicas hacia las vias respiratorias, los pulmones y otros sitios de alergia.
La siglec-1 (sialoadhesion) y siglec-2 (CD22) son las moléculas de adhesion en los macréfagos y linfocitos B, ambos
tipos de células tienen un papel central en las reacciones inmunes que conducen a la inflamacion.

Los virus recombinantes, en particular, los virus adenoasociados (VAA), se pueden utilizar para transferir el gen
regulador de la conductancia transmembranal de la fibrosis quistica (CFTR) de tipo silvestre a las células epiteliales,
para corregir el defecto genético que causa la fibrosis quistica (Flotte y Carter, Methods Enzymol., (1998) 292, 717-
732). Los ensayos clinicos con vectores de VAA han mostrado una entrega eficaz y segura del gen CFTR en células
epiteliales con bajos niveles de transferencia génica (Wagner et al., Lancet, (1998) 351(9117), 1702-1703). En com-
paracion con los vectores adenoviricos, el VAA ofrece una expresion génica mas estable y una inmunidad celular
disminuida. Sin embargo, la eficacia de la transduccién de VAA in vivo es mas bien baja en el pulmén (Wagner et al.,
Lancet, (1998) 351(9117), 1702-1703). Se necesita un método que pueda mejorar la eficacia de la transduccion de
VAA in vivo para conseguir un potencial terapéutico completo de la terapia génica para la fibrosis quistica. Se ha
mostrado que carbohidratos cargados negativamente, tales como el acido sialico, inhiben la eficacia de la transduc-
cion del vector VAA al epitelio de las vias respiratorias bien diferenciadas, y el tratamiento del epitelio de las vias
respiratorias con glicosidasas, incluyendo una neuraminidasa, y endoglicosidasa H, mejora la eficacia de la trans-
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duccion del vector VAA (Bals et al., J Virol., (1999) 73(7), 6085-6088).

El documento WO 2004/047735 describe composiciones y métodos para prevenir y tratar una infeccién con agentes
patégenos. En particular, describe compuestos que tienen un dominio de anclaje que ancla el compuesto a la super-
ficie de una célula diana, y un dominio terapéutico que puede actuar extracelularmente para prevenir la infecciéon de
la célula diana a través de un agente patdégeno, tal como un virus. Las células diana preferidas son células epitelia-
les. El documento WO 2004/047735 también describe composiciones y métodos para evitar enfermedades viricas,
tales como la gripe, empleando compuestos que tienen dominios de anclaje que se pueden unir a las células diana
relacionadas con actividades enzimaticas que pueden actuar extracelularmente para interferir con la infeccion virica
de las células diana. Este documento también describe composiciones y métodos para la prevencion de enfermeda-
des viricas tales como la gripe, usando compuestos que tienen dominios de anclaje que se pueden unir a células
diana ligadas a inhibidores de proteasa que pueden actuar extracelularmente para interferir con la infeccion virica de
las células diana.

Bergelson et al., European Journal of Biochemistry, (1982) 128(2,3), 467-474, describen la funcién de los gangliosi-
dos en la recepcion del virus de la gripe.

Yeung, Infection and Immunity, (1993) 61(1), 109-116, describen la secuencia de nucleétidos completa del gen de la
sialidasa T14V de Actinomyces viscosus Y la presencia de una secuencia repetitiva conservada entre las cepas de
Actinomyces spp.

BREVE COMPENDIO DE LA INVENCION

La presente invencion reconoce que la terapéutica actual para prevenir y tratar una infeccién por agentes patégenos
es frecuentemente dificil de proporcionar de forma puntual, puede tener efectos secundarios no deseados y puede
conducir a cepas de agentes patdgenos resistentes a los farmacos. La presente invencion también reconoce que el
enfoque actual para tratar la alergia y la inflamacion tiene una eficacia limitada y esta asociado con efectos secunda-
rios. Ademas, la presente invencién también reconoce que el enfoque actual para administrar virus recombinantes
produce poca eficacia de la transduccion y una eficacia insatisfactoria de la terapia génica.

La presente invencion proporciona nuevas composiciones y describe métodos para prevenir y tratar una infeccion
con agentes patégenos. En particular, la presente invencion proporciona compuestos que pueden actuar extracelu-
larmente para prevenir la infeccion de una célula con un agente patégeno. Algunas realizaciones preferidas de la
presente invencidon son compuestos terapéuticos que tienen un dominio de anclaje que ancla el compuesto a la
superficie de una célula diana, y un dominio terapéutico que puede actuar extracelularmente para prevenir la infec-
cion de la célula diana con un agente patégeno, tal como un virus o una bacteria.

En un aspecto, la presente invencién proporciona una proteina del dominio catalitico de sialidasa que comprende un
dominio catalitico de una sialidasa, en donde la proteina comprende una secuencia del dominio catalitico seleccio-
nada a partir de: a) la secuencia de aminoacidos descrita en SEQ ID NO: 14, en donde dicha secuencia carece de
los aminoacidos 1 a 273 de la secuencia de aminoacidos descrita en SEQ ID NO: 12; b) una secuencia de aminoa-
cidos que comienza en el aminoacido 274 de la secuencia de aminoacidos descrita en SEQ ID NO: 12 y termina en
el aminoacido 666 de la secuencia de aminoacidos descrita en SEQ ID NO: 12, y carece de los aminoacidos 1 a 273
y 667 a 901 de la secuencia de aminoacidos descrita en SEQ ID NO: 12; c) una secuencia de aminoacidos que
comienza en el aminoacido 274 de la secuencia de aminoacidos descrita en SEQ ID NO: 12 y termina en el residuo
del aminoéacido 681 de la secuencia de aminoacidos descrita en SEQ ID NO: 12, y carece de los aminoacidos 1 a
273 y 682 a 901 de la secuencia de aminoéacidos descrita en SEQ ID NO: 12; d) una secuencia de aminoacidos que
comienza en el aminoacido 290 de la secuencia de aminoacidos descrita en SEQ ID NO: 12 y termina en el residuo
del aminoéacido 666 de la secuencia de aminoacidos descrita en SEQ ID NO: 12, y carece de los aminoacidos 1 a
289 y 667 a 901 de la secuencia de aminoacidos descrita en SEQ ID NO: 12; y e) una secuencia de aminoacidos
gue comienza en el aminoacido 290 de la secuencia de aminoacidos descrita en SEQ ID NO: 12 y termina en el
residuo del aminoacido 681 de la secuencia de aminoacidos descrita en SEQ ID NO: 12 y carece de los aminoaci-
dos 1 a 289 y 682 hasta 901 de la secuencia de aminoacidos descrita en SEQ ID NO: 12, en donde dicha proteina
del dominio catalitico de sialidasa tiene actividad de sialidasa.

La presente invencién también proporciona una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nu-
cledtidos que codifica la proteina del dominio catalitico de sialidasa de la invencién. La presente invencion también
proporciona un vector de expresion que comprende la molécula de acido nucleico de este aspecto de la invencion.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una proteina de fusién que comprende al menos un dominio
catalitico de una sialidasa y al menos un dominio de anclaje, en donde dicha proteina se selecciona entre: a) una
proteina en la que el dominio catalitico de la sialidasa comprende la secuencia de aminoacidos que se extiende
desde el aminoacido 274 al aminoacido 667 de SEQ ID NO: 12 inclusive, y carece de la secuencia que consiste en
la secuencia que se extiende desde el aminoacido 1 al aminoacido 273 y desde el aminoacido 668 al aminoacido
901 de SEQ ID NO: 12, y el dominio de anclaje es un dominio que se une a glicosaminoglicano (GAG) de anfirregu-
lina humana que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7, que comprende ademas al menos un
enlazador peptidico; b) una proteina en la que el dominio catalitico es como se expone en la reivindicacion 1 b) y el
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dominio de anclaje es un dominio que se une a glicosaminoglicano (GAG) de anfirregulina humana que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7; c) una proteina en la que el dominio catalitico es como se expone en
la reivindicacion 1 c¢) y el dominio de anclaje es un dominio que se une a glicosaminoglicano (GAG) de anfirregulina
humana que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7; d) una proteina en la que el dominio catali-
tico es tal como se expone en la reivindicacion 1 d) y el dominio de anclaje es un dominio que se une a glicosamino-
glicano (GAG) de anfirregulina humana que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7; y e) una
proteina en la que el dominio catalitico es tal como se expone en la reivindicacion 1 e) y el dominio de anclaje es un
dominio que se une a glicosaminoglicano (GAG) de anfirregulina humana que comprende la secuencia de aminoaci-
dos de SEQ ID NO: 7. La presente invencién también proporciona una molécula de acido nucleico que comprende
una secuencia de nucleétidos que codifica la proteina de fusién de la invencién. La presente invencion también pro-
porciona un vector de expresion que comprende la molécula de acido nucleico de este aspecto de la invencion.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una formulaciéon farmacéutica que comprende una proteina de la
invencion y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona el uso de la proteina de la invencién en la preparacion de un
medicamento para el tratamiento o la prevencion de una infeccion virica por gripe o parainfluenza, en donde dicho
tratamiento o prevencion comprende la aplicacién de una cantidad terapéuticamente eficaz del medicamento a célu-
las epiteliales de un sujeto. Este aspecto de la invencion se extiende también a la proteina de la invencion para uso
en el tratamiento o la prevencién de una infeccion virica por gripe o parainfluenza, en donde dicho tratamiento o
prevencion comprende la aplicacion de una cantidad terapéuticamente eficaz del medicamento a las células epitelia-
les de un sujeto.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona el uso de la proteina de la invencién en la preparacion de un
medicamento para tratar o prevenir la infeccion con un agente patégeno bacteriano, en donde dicho tratamiento o
prevencion comprende la administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de medicamento a un sujeto. Este
aspecto de la invencion se extiende también a la proteina de la invencion para uso en el tratamiento o la prevencién
de una infeccién con un agente patégeno bacteriano, en donde dicho tratamiento o prevencién comprende la admi-
nistracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de medicamento a un sujeto.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona el uso de la proteina de la invencion en la preparacién de un
medicamento para tratar o prevenir una alergia o inflamacién, en donde dicho tratamiento o prevencién comprende
la administraciéon de una cantidad terapéuticamente eficaz del medicamento a un sujeto. Este aspecto de la inven-
cion se extiende también a la proteina de la invencién para uso en el tratamiento o la prevencion de una alergia o
inflamacién, en donde dicho tratamiento o prevencion comprende la administracion de una cantidad terapéuticamen-
te eficaz del medicamento a un sujeto.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona el uso de la proteina de la invencion en la preparacién de un
medicamento para la mejora de la entrega de genes a través de un vector virico recombinante, en donde dicha me-
jora comprende la administracién de una cantidad eficaz del medicamento a las células epiteliales de un sujeto,
antes o junto con la administracion de dicho vector virico recombinante. Este aspecto de la invencion se extiende
también a la proteina de la invencion para uso en la mejora de la entrega de genes a través de un vector virico re-
combinante, en donde dicha mejora comprende la administracion de una cantidad eficaz del medicamento a las
células epiteliales de un sujeto antes o junto con la administracion de dicho vector virico recombinante.

BREVE DESCRIPCION DE VARIAS VISTAS DE LOS DIBUJOS
La Figura 1 es una representacion esquematica de la estructura primaria de los aminoacidos de aprotinina.

La Figura 2 muestra las secuencias que se unen a GAG de cuatro genes humanos: PF4, factor plaquetario 4 huma-
no; IL8, interleucina 8 humana; AT IIl, antitrombina humana Ill; ApoE, apolipoproteina E humana; AAMP, proteina
celular migratoria asociada a angio humana, anfirregulina humana.

La Figura 3 es una comparacion de secuencias entre las sialidasas humanas NEU2 y NEU4.
La Figura 4 es una tabla que compara la especificidad de sustrato de sialidasas bacterianas y fungicas.

La Figura 5 representa las secuencias de nucleétidos y de aminoéacidos de la estructura artificial n® 1 que codifica
His6-AvCD. Los sitios Ncol y Hindlll utilizados para la clonacién en pTrc99a se muestran en negrita.

La Figura 6 representa las secuencias de nucledtidos y de aminoacidos de la estructura artificial n°® 2 que codifica
AR-AVCD. Los sitios Ncol y Hindlll utilizados para la clonacion en pTrc99a se muestran en negrita.

La Figura 7 representa las secuencias de nucledtidos y de aminoacidos de la estructura artificial n°® 3 que codifica
AR-G4S-AvCD. Los sitios Ncol y Hindlll utilizados para la clonacién en pTrc99a se muestran en negrita.

La Figura 8 es un grafico de los datos de un experimento que muestra que el marcador AR mejora la eliminacion del
acido sialico ligado a a(2,6) procedente de células MDCK. El eje Y muestra el porcentaje de acido sidlico ligado a
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a(2,6) que queda en la superficie de las células MDCK después del tratamiento con diversas diluciones de AvCD
recombinante (estructura artificial n® 1) (rombos) o AR-AvCD recombinante (estructura artificial n® 2) (cuadrados).

La Figura 9 es un gréafico que representa la proteccion contra virus de la gripe, conferida por el tratamiento de las
células MDCK con la proteina AR-AvCD recombinante procedente de la estructura artificial n° 2 o la sialidasa aislada
de A. ureafaciens. Las cepas viricas estimuladas son: A/IWS/33 (H1N1); A/PR/8 (H1N1); A/Japan/305/57 (H2N2);
AlVictoria/504/2000 (H3N2); A/HongKong/8/68 (H3N2); B/Lee/40; 7. B/Maryland/1/59; y Turkey/Wis/66 (HIN2).

La Figura 10 es un gréafico que muestra el nivel de inhibicién de la amplificacion del virus de la gripe a través de la
sialidasa recombinante AR-AvVCD vy la sialidasa recombinante AR-G4S-AvCD. Las cepas viricas estimuladas son:
A/PR/8 (HIN1); A/IWS/33 (H1N1); A/Japan/305/57 (H2N2); A/lHongKong/8/68 (H3N2); B/Lee/40; 7. B/Maryland/1/59;
y Turkey/Wis/66 (HON2).

La Figura 11 proporciona graficos que muestran que la administracion topica de la proteina de fusion de sialidasa
recombinante AR-AvCD reduce las respuestas inflamatorias de hurones infectados con un virus de la gripe A
(HIN1). (A) El nmero total de células inflamatorias procedentes de muestras de lavado nasal, obtenidas a partir de
animales infectados en los momentos indicados después de la infeccién. (B) La concentracion de proteinas se de-
termin6 en muestras de lavado nasal exentas de células de hurones infectados. Los hurones infectados fueron trata-
dos con vehiculo (cuadrados) o fueron tratados con la proteina de fusién de sialidasa AR-AvCD recombinante prepa-
rada a partir de la estructura artificial n® 2 (triangulos). Los animales no infectados también fueron tratados con la
proteina de fusion de sialidasa AR-AvCD recombinante (rombos). Los valores estadisticamente significativos estan
marcados con * (p <0,05) y ** (p <0,01).

La Figura 12 es una tabla que representa la inhibicién de la replicacion virica, las CE50 de proteccion celular y los
indices selectivos para dos proteinas de fusién con dominio catalitico de sialidasa de la presente invencion. Todas
las CE50 estan en muU/ml.

La Figura 13 es una tabla que representa la replicacion virica en el tracto respiratorio de hurones tratados con pro-
teinas de fusion con dominio catalitico de sialidasa de la presente invencion y hurones tratados con un vehiculo
control.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Definiciones

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en este documento tienen el
mismo significado que el que entiende cominmente un experto ordinario en la técnica a la que pertenece esta in-
vencién. En general, la nomenclatura utilizada en esta memoria y los procedimientos de preparacién o de laboratorio
descritos mas abajo son bien conocidos y se emplean generalmente en la técnica. Los métodos convencionales se
utilizan para estos procedimientos, tales como los proporcionados en la técnica y en diversas referencias generales.
Cuando se proporciona un término en singular, los inventores también contemplan el plural de ese término. Tal y
como se emplea en toda la descripcidon, a menos que se indique lo contrario, se entendera que los siguientes térmi-
nos tienen los siguientes significados:

Un "agente patdgeno” puede ser cualquier virus o microorganismo que puede infectar una célula, un tejido o
un organismo. Un agente patdgeno puede ser un virus, una bacteria o un protozoo.

Una "célula diana" es cualquier célula que puede estar infectada por un agente patégeno o cualquier célula que
puede interaccionar con células inflamatorias, o una célula hospedadora que es el destino previsto para un gen exo-
geno transferido por un virus recombinante.

Un "virus recombinante" o un "vector virico recombinante”, un "vector virico para terapia génica" o un "vector para
terapia génica" se define como un virus modificado genéticamente que comprende uno o varios genes exdgenos.
Cuando una célula diana se transduce con un virus recombinante, el o los genes exdgenos se transfieren a la célula
diana. Los genes transferidos a una célula diana se pueden expresar en la célula para proporcionar los efectos te-
rapéuticos deseados. Actualmente, la mayoria de los vectores viricos para terapia génica empleados mas general-
mente, se basan en cuatro tipos de virus: retrovirus (incluyendo lentivirus), adenovirus, virus adenoasociado (VAA) y
virus del herpes simple tipo 1.

Las "células inflamatorias" son células que llevan a cabo o participan en las respuestas inflamatorias del sistema
inmune. Las células inflamatorias incluyen linfocitos B, linfocitos T, macrofagos, baséfilos, eosindfilos, mastocitos,
células NK y monocitos.

Una "actividad extracelular que puede prevenir la infeccién de una célula diana con un agente patdégeno" es cual-
quier actividad que puede bloquear o impedir la infeccién de una célula diana con un agente patégeno, que tiene
lugar en o cerca de la superficie exterior de una célula diana. Una actividad extracelular que puede prevenir la infec-
cion de una célula diana con un agente patégeno, puede ser una actividad tal como, pero no limitada a una actividad
catalitica o una actividad inhibidora. Por ejemplo, una actividad catalitica puede ser una actividad enzimatica que
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degrada una o varias entidades (tales como, pero no limitadas a ligandos, receptores o enzimas) sobre un agente
patégeno, sobre una célula diana o en la proximidad de una célula diana, en donde una o varias entidades contribu-
yen al proceso de infeccion. Una actividad catalitica también puede modificar una o varias entidades sobre un agen-
te patdgeno, sobre una célula diana o en la proximidad de una célula diana, de tal manera que se reduce la propie-
dad que favorece la infeccién de la entidad. Una actividad inhibidora puede ser una actividad que, por ejemplo, se
une a un receptor o ligando y evita que el receptor o el ligando se unan a un resto, en donde la unién es necesaria o
favorece el proceso de infeccién. Una actividad inhibidora también puede ser un inhibidor de una enzima o un recep-
tor que impide que la enzima o el receptor realice una funcién que es necesaria o favorece el proceso de infeccion.
El exterior de una célula diana incluye la membrana de la célula diana en si, asi como el medio extracelular que
rodea a la célula diana, incluyendo la matriz extracelular, los espacios intracelulares y los espacios luminales. Para
las células epiteliales, el exterior de una célula diana también incluye la superficie apical o luminal de la membrana
celular que forma los revestimientos luminales, y el medio extracelular pr6ximo a la superficie luminal. Una "actividad
extracelular que puede prevenir la infeccion de una célula diana con un agente patégeno" puede ser cualquier tipo
de entidad quimica, incluyendo una proteina, un polipéptido, un péptido, un acido nucleico, un acido nucleico pepti-
dico, un analogo de acido nucleico, un nucleétido, un analogo de nucleétido, una molécula organica pequefia, un
polimero, lipidos, esteroides, acidos grasos, carbohidratos y similares, incluyendo combinaciones de cualquiera de
ellos. Sin embargo, la actividad comprende preferiblemente un péptido o una proteina o esta acoplada a un péptido
0 una proteina.

Una "actividad extracelular que puede mejorar la eficacia de la transduccion o la eficacia de la transferencia génica,
a través de un virus recombinante" es cualquier actividad que reduce o elimina las barreras fisicas o quimicas que
impiden la entrada de un virus recombinante en la célula hospedadora, que actia en la superficie exterior o cerca de
la misma, de una célula diana. Una actividad extracelular que puede mejorar la eficacia de la transduccién o la efica-
cia de la transferencia génica, de un virus recombinante, puede ser una actividad tal como, pero no limitada a, una
actividad catalitica o una actividad inhibidora. Por ejemplo, una actividad catalitica puede ser una actividad enzimati-
ca que degrada una o varias entidades (tales como, pero no limitadas a ligandos, receptores o enzimas) sobre un
agente patdgeno, sobre una célula diana o en la proximidad de una célula diana, en donde una o varias entidades
contribuyen al proceso de infeccion. Una actividad catalitica también puede modificar una o varias entidades sobre
un agente patégeno, sobre una célula diana o en la proximidad de una célula diana, de tal manera que se reduce la
propiedad de favorecer la infeccién de la entidad. Una actividad inhibidora puede ser una actividad que, por ejemplo,
se une a un receptor o a un ligando y evita que el receptor o el ligando se unan a un resto, en donde la union es
necesaria o favorece el proceso de infeccién. Una actividad inhibidora también puede ser un inhibidor de una enzima
0 un receptor que impide que la enzima o el receptor desempefien una funcién que es necesaria o favorece el pro-
ceso de infeccion. El exterior de una célula diana incluye la membrana de la célula diana en si, asi como el medio
extracelular que rodea a la célula diana, incluyendo la matriz extracelular, los espacios intracelulares y los espacios
luminales. Para las células epiteliales, el exterior de una célula diana también incluye la superficie apical o luminal de
la membrana celular que forma los revestimientos luminales, y el medio extracelular cerca de la superficie luminal.
Una "actividad extracelular que puede prevenir la infeccién de una célula diana con un agente patégeno” puede ser
cualquier tipo de entidad quimica, incluyendo una proteina, un polipéptido, un péptido, un acido nucleico, un acido
nucleico peptidico, un analogo de acido nucleico, un nucleétido, un analogo de nucleétido, una molécula organica
pequefia, un polimero, lipidos, esteroides, acidos grasos, carbohidratos y similares, incluyendo combinaciones de
cualquiera de ellos. Sin embargo, la actividad comprende preferentemente un péptido o una proteina o esta acopla-
da a un péptido o una proteina.

Una "actividad extracelular que puede inhibir la adhesion o la funcién de las células inflamatorias" es cualquier acti-
vidad que puede evitar que las células inflamatorias entren en contacto con la célula diana y que afecta al estado
fisiolégico normal de la célula diana.

Un "dominio que puede anclar dicho al menos un dominio terapéutico a la membrana de una célula diana”, también
denominado "dominio de anclaje extracelular" o simplemente, "dominio de anclaje”, se refiere a una entidad quimica
gue se puede unir de forma estable a un resto que esta sobre una superficie celular o en el exterior, 0 estad muy
préximo a la superficie de una célula. Un dominio de anclaje extracelular puede estar ligado de forma reversible o
irreversible a uno o varios restos, tales como, preferiblemente, uno o varios dominios terapéuticos, y por lo tanto
causa que uno o varios restos terapéuticos fijados se conserven en la superficie exterior de una célula eucariota o en
su proximidad. Preferiblemente, un dominio de anclaje extracelular se une a al menos una molécula en la superficie
de una célula diana o a al menos una molécula que esta muy asociada con la superficie de una célula diana. Por
ejemplo, un dominio de anclaje extracelular se puede unir a una molécula asociada de forma covalente o no cova-
lente con la membrana celular de una célula diana, o se puede unir a una molécula presente en la matriz extracelular
gue rodea una célula diana. Un dominio de anclaje extracelular es preferiblemente un péptido, un polipéptido o una
proteina, y también puede comprender cualquier tipo adicional de entidad quimica, incluyendo una o varias protei-
nas, polipéptidos o péptidos adicionales, un acido nucleico, un acido nucleico peptidico, un analogo de acido nuclei-
co, un nucleétido, un analogo de nucledtido, una molécula organica pequefia, un polimero, lipidos, esteroides, aci-
dos grasos, hidratos de carbono, o una combinacion de cualquiera de ellos.

Tal como se usa en el presente documento, una secuencia de proteina o de péptido es "sustancialmente homéloga”
a una secuencia de referencia cuando es idéntica a una secuencia de referencia, o comprende una o varias delecio-
nes de aminoéacidos, uno o varios aminoacidos adicionales, o una o varias sustituciones conservadoras de aminoa-
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cidos, y conserva la misma actividad o esencialmente la misma que la secuencia de referencia. Las sustituciones
conservadoras se pueden definir como intercambios dentro de uno de los siguientes cinco grupos:

I. Residuos pequefio, alifaticos, no polares o ligeramente polares: Ala, Ser, Thr, Pro, Gly
Il. Residuos polares, cargados negativamente y sus amidas: Asp, Asn, Glu, GIn

Ill. Residuos polares, cargados positivamente: His, Arg, Lys

IV. Residuos grandes, alifaticos no polares: Met, Leu, lle, Val, Cys

V. Residuos grandes aromaticos: Phe, Try, Trp

Dentro de los grupos anteriores, la siguiente sustitucién se considera que es "muy conservadora™: Asp/Glu,
His/Arg/Lys, Phe/Tyrfrrp, y Met/Leu/lle/Val. Las sustituciones semiconservadoras se definen como intercambios
entre dos de los grupos (I)-(IV) anteriores que se limitan al supergrupo (A), que comprende (1), (II) y () anteriores, o
al supergrupo (B), que comprende (IV) y (V) anteriores. Ademas, cuando en la solicitud se especifican aminoacidos
hidréfobos, se hace referencia a los aminoéacidos Ala, Gly, Pro, Met, Leu, lle, Val, Cys, Phe y Trp, mientras que con
los aminoacidos hidréfilos se hace referencia a Ser, Thr, Asp, Asn, Glu, Gin, His, Arg, Lysy Tyr.

Una "sialidasa" es una enzima que puede eliminar un residuo de acido sialico de una molécula de sustrato. Las
sialidasas (N-acilneuraminosilglicohidrolasas, EC 3.2.1.18) son un grupo de enzimas que eliminan hidroliticamente
residuos de acido sidlico de sialo-glicoconjugados. Los acidos sialicos son alfa-ceto acidos con una estructura prin-
cipal de 9 carbonos que se encuentran generalmente en las posiciones mas exteriores de las cadenas de oligosaca-
ridos que se fijan a glicoproteinas y glicolipidos. Uno de los principales tipos de acido sialico es el acido N-
acetilneuraminico (Neu5Ac), que es el precursor biosintético de la mayoria de los otros tipos. La molécula sustrato
puede ser, como ejemplos no limitantes, un oligosacarido, un polisacéarido, una glicoproteina, un gangliésido o una
molécula sintética. Por ejemplo, una sialidasa puede escindir enlaces que tienen uniones alfa(2,3)-Gal, alfa(2,6)-Gal,
o alfa(2,8)-Gal entre un residuo de acido sialico y el resto de una molécula sustrato. Una sialidasa también puede
escindir algunos o todos los enlaces entre el residuo de acido sidlico y el resto de la molécula sustrato. Dos enlaces
importantes entre Neu5Ac y los pendltimos residuos de galactosa de las cadenas laterales de hidratos de carbono
se encuentran en la naturaleza, Neu5Ac alfa (2,3)-Gal y Neu5Ac alfa (2,6)-Gal. Tanto las moléculas de Neu5Ac alfa
(2,3)-Gal como de Neu5Ac alfa (2,6)-Gal pueden ser reconocidas por el virus de la gripe como receptor, aunque los
virus humanos parecen preferir NeuSAc alfa (2,6)-Gal, los virus aviares y equinos reconocen predominantemente
Neu5Ac alfa (2,3)-Gal. Una sialidasa puede ser una sialidasa de origen natural, una sialidasa modificada genética-
mente (tal como, pero no limitada a una sialidasa cuya secuencia de aminoacidos se basa en la secuencia de una
sialidasa de origen natural, que incluye una secuencia que es sustancialmente homéloga a la secuencia de una
sialidasa de origen natural). Tal y como se usa en este documento, "sialidasa" también puede significar la porcién
activa de una sialidasa de origen natural, o un péptido o una proteina que comprende secuencias basadas en la
porcién activa de una sialidasa de origen natural.

Una "proteina de fusién" es una proteina que comprende secuencias de aminoacidos de al menos dos fuentes dife-
rentes. Una proteina de fusion puede comprender una secuencia de aminoacidos que se obtiene a partir de una
proteina de origen natural o que es sustancialmente homéloga a la totalidad de una proteina de origen natural o a
una porcion de la misma, y ademas puede comprender de uno a un nimero muy elevado de aminoacidos que se
obtienen a partir de, o que son sustancialmente homélogos, a la totalidad o una porcion de una proteina de origen
natural diferente. Alternativamente, una proteina de fusién puede comprender una secuencia de aminoacidos que se
obtiene a partir de una proteina de origen natural o que es sustancialmente homdloga a la totalidad o a una porcién
de una proteina de origen natural, y ademas puede comprender de uno a un nimero muy elevado de aminoacidos
gue son secuencias sintéticas.

Una "proteina con dominio catalitico de sialidasa" es una proteina que comprende el dominio catalitico de una siali-
dasa, o una secuencia de aminoacidos que es sustancialmente homologa al dominio catalitico de una sialidasa, pero
no comprende la secuencia de aminoacidos completa de la sialidasa de cuyo dominio catalitico se ha obtenido, en
donde la proteina con el dominio catalitico de sialidasa conserva sustancialmente la misma actividad que la sialidasa
intacta de cuyo dominio catalitico se ha obtenido. Una proteina con dominio catalitico de sialidasa puede compren-
der secuencias de aminoacidos que no se obtienen a partir de una sialidasa, pero esto no es necesario. Una protei-
na con dominio catalitico de sialidasa puede comprender secuencias de aminoacidos que se obtienen a partir de, o
que son sustancialmente homélogas a secuencias de aminoacidos de una o varias otras proteinas conocidas, o
puede comprender uno o varios aminoacidos que no se obtienen a partir de, 0 son sustancialmente homadlogos a
secuencias de aminoacidos de otras proteinas conocidas.

I. Composicion para la prevencion o el tratamiento de la infeccién con un agente patégeno

La presente invencion incluye compuestos basados en péptidos o proteinas que comprenden al menos un dominio
gue puede anclar al menos un dominio terapéutico a la membrana de una célula eucariota y al menos un dominio
terapéutico que tiene una actividad extracelular que puede prevenir la infeccién de una célula con un agente patoge-
no. Por compuestos "basados en péptidos o proteinas”, se entiende que los dos grandes dominios del compuesto
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tienen una estructura de aminoacidos, en la que los aminoacidos estan unidos por enlaces peptidicos. Un compues-
to basado en péptidos o proteinas también puede tener otros compuestos 0 grupos quimicos fijados a la estructura o
al esqueleto de aminoéacidos, incluyendo restos que contribuyen a la actividad de anclaje del dominio de anclaje, o
restos que contribuyen a la actividad que evita la infeccion o el dominio terapéutico. Por ejemplo, los agentes terap-
éuticos basados en proteinas de la presente invencién pueden comprender compuestos y moléculas tales como,
pero no limitados a: carbohidratos, acidos grasos, lipidos, esteroides, nucleétidos, analogos de nucleétidos, molécu-
las de acidos nucleicos, analogos de acidos nucleicos, moléculas de acidos nucleicos peptidicos, moléculas organi-
cas pequefias o incluso polimeros. Los productos terapéuticos basados en proteinas de la presente invencion tam-
bién pueden comprender aminoacidos modificados o0 no naturales. Las porciones que no son aminoacidos de los
compuestos pueden servir para cualquier fin, incluyendo pero no limitados a: facilitar la purificacién del compuesto,
mejorar la solubilidad o la distribucién del compuesto (tal como en una formulacion terapéutica), unir dominios del
compuesto o unir restos quimicos con el compuesto, contribuir a la estructura bidimensional o tridimensional del
compuesto, aumentar el tamafio total del compuesto, aumentar la estabilidad del compuesto y contribuir a la activi-
dad de anclaje o la actividad terapéutica del compuesto.

Los compuestos a base de péptidos o proteinas de la presente invencion también pueden incluir secuencias de
proteinas o péptidos, ademas de las que comprenden dominios de anclaje o dominios terapéuticos. Las secuencias
de proteinas adicionales pueden servir para cualquier fin, incluyendo pero no limitados a cualquiera de los fines
descritos anteriormente (facilitar la purificacion del compuesto, mejorar la solubilidad o la distribuciéon del compuesto,
unir dominios del compuesto o unir restos quimicos al compuesto, contribuir a la estructura bidimensional o tridimen-
sional del compuesto, aumentar el tamafo total del compuesto, aumentar la estabilidad del compuesto o contribuir a
la actividad de anclaje o a la actividad terapéutica del compuesto). Preferiblemente, cualquier secuencia de proteina
o de aminoacido adicional forma parte de una cadena de polipéptido o proteina individual que incluye el dominio o
los dominios de anclaje y el dominio o los dominios terapéuticos, pero cualquier disposicion factible de las secuen-
cias de proteinas esta dentro del alcance de la presente invencion.

El dominio de anclaje y el dominio terapéutico se pueden disponer de cualquier forma apropiada que permita que el
compuesto se una a una membrana de la célula diana o que se una cerca de la misma, de modo que el dominio
terapéutico puede mostrar una actividad extracelular que previene o impide la infeccién de la célula diana con un
agente patogeno. El compuesto tendréa preferiblemente al menos un dominio de anclaje a base de péptido o proteina
y al menos un dominio terapéutico a base de péptido o proteina. En este caso, los dominios pueden estar dispuestos
linealmente a lo largo del esqueleto peptidico en cualquier orden. El dominio de anclaje puede ser N-terminal al
dominio terapéutico, o puede ser C-terminal al dominio terapéutico. También es posible tener uno o varios dominios
terapéuticos flanqueados por al menos un dominio de anclaje en cada extremo. Alternativamente, uno o varios do-
minios de anclaje pueden estar flanqueados por al menos un dominio terapéutico en cada extremo. Los enlazadores
quimicos, o preferiblemente, peptidicos, se pueden emplear opcionalmente para unir algunos o todos los dominios
de un compuesto.

También es posible tener los dominios en una disposicion no lineal, ramificada. Por ejemplo, el dominio terapéutico
puede estar fijado a una cadena lateral derivatizada de un aminoacido que forma parte de una cadena polipeptidica,
gue también incluye, o esta ligada a, el dominio de anclaje.

Un compuesto de la presente invencion puede tener mas de un dominio de anclaje. En los casos en los que un
compuesto tiene mas de un dominio de anclaje, los dominios de anclaje pueden ser iguales o diferentes. Un com-
puesto de la presente invencién puede tener mas de un dominio terapéutico. En los casos en los que un compuesto
tiene mas de un dominio terapéutico, los dominios terapéuticos pueden ser iguales o diferentes. Cuando un com-
puesto comprende multiples dominios de anclaje, los dominios de anclaje pueden estar dispuestos en tandem (con o
sin enlazadores) o en lados alternos de otros dominios, tales como dominios terapéuticos. Cuando un compuesto
comprende multiples dominios terapéuticos, los dominios terapéuticos pueden estar dispuestos en tandem (con o sin
enlazadores) o en lados alternos de otros dominios, tales como, pero no limitados a, los dominios de anclaje.

Un compuesto a base de péptidos o proteinas de la presente invencion se puede preparar mediante cualquier medio
adecuado, incluyendo la purificacién de proteinas naturales, opcionalmente escindiendo proteoliticamente las protei-
nas para obtener los dominios funcionales deseados, y conjugando los dominios funcionales con otros dominios
funcionales. Los péptidos también se pueden sintetizar quimicamente, y opcionalmente conjugar quimicamente con
otros péptidos o restos quimicos. Sin embargo, preferiblemente, un compuesto a base de péptidos o proteinas de la
presente invencion se prepara modificando genéticamente una estructura artificial de acido nucleico para que codifi-
gue al menos un dominio de anclaje y al menos un dominio terapéutico juntos (con o sin enlazadores de acidos
nucleicos) en un polipéptido continuo. Las estructuras artificiales de acido nucleico, que tienen preferiblemente se-
cuencias de expresion apropiadas, se pueden transfectar en células procariotas o eucariotas, y el compuesto terap-
éutico a base de proteina se puede expresar en las células y se purifica. Cualquier resto quimico deseado se puede
conjugar opcionalmente con el compuesto a base de péptidos o proteinas después de la purificacion. En algunos
casos, las lineas celulares se pueden seleccionar para que expresen el agente terapéutico a base de proteinas por
su capacidad para realizar modificaciones post-traduccionales deseables (tales como, pero no limitadas a la glicosi-
lacion).

Se puede disefiar una gran variedad de estructuras artificiales y sus productos proteicos se someten a ensayo para

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2554787 T3

estudiar actividades deseables (tales como, por ejemplo, una actividad de unién de un dominio de anclaje, o una
actividad de unién, catalitica o inhibidora de un dominio terapéutico). Los productos proteicos de estructuras artificia-
les de acido nucleico también se pueden someter a ensayo para estudiar su eficacia en la prevencién u obstaculiza-
cion de la infeccién de una célula diana con un agente patégeno. Las pruebas in vitro e in vivo para estudiar la infec-
tividad de los agentes patdgenos son conocidas en la técnica, tales como las descritas en el Ejemplos para la infec-
tividad del virus de la gripe.

Dominio de anclaje

Tal y como se usa en este documento, un "dominio de anclaje extracelular" o un "dominio de anclaje" es cualquier
resto que se puede unir de manera estable a una entidad que se encuentra en o sobre la superficie exterior de una
célula diana o esta muy préxima a la superficie exterior de una célula diana. Un dominio de anclaje sirve para retener
un compuesto de la presente invencion en la superficie externa de una célula diana o cerca de la misma.

Un dominio de anclaje extracelular se une preferiblemente a 1) una molécula expresada en la superficie de una
célula diana, o a un resto, un dominio o un epitopo de una molécula expresada en la superficie de una célula diana,
2) una entidad quimica fijada a una molécula expresada en la superficie de una célula diana, o 3) una molécula de la
matriz extracelular que rodea una célula diana.

Un dominio de anclaje es preferiblemente un dominio de péptido o proteina (incluyendo un dominio de péptido o
proteina modificado o derivatizado), o comprende un resto acoplado a un péptido o proteina. Un resto acoplado a un
péptido o proteina puede ser cualquier tipo de molécula que puede contribuir a la unién del dominio de anclaje a una
entidad en la superficie de la célula diana o cerca de la misma, y es preferiblemente una molécula organica, tal co-
mo, por ejemplo, acido nucleico, acido nucleico peptidico, analogo de acido nucleico, nucleétido, analogo de nucleé-
tido, molécula organica pequefia, polimero, lipidos, esteroides, acidos grasos, hidratos de carbono, o cualquier com-
binacion de cualquiera de ellos.

Una molécula, un complejo, un dominio o un epitopo que esta unido a través de un dominio de anclaje puede ser o
no especifico de la célula diana. Por ejemplo, un dominio de anclaje puede unirse a un epitopo presente en molécu-
las sobre la célula diana o en las proximidades de la misma y se produce también en sitios distintos de los que estan
préximos a la célula diana. En muchos casos, sin embargo, la administracién localizada de un compuesto terapéuti-
co de la presente invencion restringira su ocurrencia, principalmente a la superficie de las células diana. En otros
casos, una molécula, un complejo, un resto, un dominio o un epitopo unido a través de un dominio de anclaje puede
ser especifico de un tejido diana o de un tipo de célula diana.

Un tejido diana o un tipo de célula diana incluye los sitios en un cuerpo humano o animal en donde un agente pato6-
geno invade o se amplifica. Por ejemplo, una célula diana puede ser una célula endotelial que puede estar infectada
por un agente patdégeno. Una composicion de la presente invencién puede comprender un dominio de anclaje que se
puede unir a un epitopo de la superficie celular, por ejemplo, que es especifico del tipo de célula endotelial. En otro
ejemplo, una célula diana puede ser una célula epitelial y una composicion de la presente invencién se puede unir a
un epitopo presente en la superficie celular de muchos tipos de células epiteliales, o presente en la matriz extracelu-
lar de diferentes tipos de células epiteliales. En este caso, la entrega localizada de la composicién puede restringir
su localizacién al sitio de las células epiteliales que son dianas del agente patdgeno.

Un compuesto para prevenir o tratar una infeccion mediada por un agente patégeno puede comprender un dominio
de anclaje que se puede unir en la superficie de células epiteliales o cerca de las mismas. Por ejemplo, el sulfato de
heparan, estrechamente relacionado con la heparina, es un tipo de glicosaminoglicano (GAG) que esta presente de
forma ubicua en las membranas celulares, incluyendo la superficie del epitelio respiratorio. Muchas proteinas se
unen especificamente a la heparina/sulfato de heparan, y las secuencias que se unen a GAG en estas proteinas han
sido identificadas (Meyer, FA, King, M y Gelman, RA. (1975) Biochimica et Biophysica Acta 392: 223-232; Schauer,
S. compilador, pag. 233. Sialic Acids Chemistry, Metabolism and Function. Springer-Verlag, 1982). Por ejemplo, se
ha mostrado que las secuencias que se unen a GAG del factor plaquetario humano 4 (PF4) (SEQ ID NO: 2), la inter-
leucina humana 8 (IL8) (SEQ ID NO: 3), la antitrombina humana Il (AT IIl) (SEQ ID NO: 4), la apoproteina E huma-
na (ApoE) (SEQ ID NO: 5), la proteina celular migratoria asociada a angio humana (AAMP) (SEQ ID NO: 6), o la
anfirregulina humana (SEQ ID NO: 7) (Figura 2) tienen una afinidad muy alta (en el rango nanomolar) hacia la hepa-
rina (Lee, MK y Lander, AD. (1991) Pro Natl Acad Sci USA 88:2768-2772; Goger, B, Halden, Y, Rek, A, Mosl, R,
Pye, D. Gallagher, J y Kungl, AJ. (2002) Biochem. 41:1640-1646; Witt, DP y Lander AD (1994) Curr Bio 4:394-400;
Weisgraber, KH, Rall, SC, Mahley, RW, Milne, RW y Marcel, Y. (1986) J Bio Chem 261:2068-2076). Las secuencias
gue se unen a GAG de estas proteinas son diferentes de sus secuencias que se unen al receptor, de modo que no
inducen las actividades biologicas asociadas con las proteinas de longitud completa o los dominios de unién al re-
ceptor. Estas secuencias, u otras secuencias que han sido identificadas o que se identifiquen en el futuro como
secuencias que se unen a heparina/sulfato de heparan, o secuencias sustancialmente homoélogas a las secuencias
gue se unen a la heparina/sulfato de heparan identificadas, que tienen actividad de unién a heparina/sulfato de
heparan, se pueden utilizar como dominios de anclaje en el epitelio en los compuestos de la presente invencion, que
se pueden utilizar para prevenir o tratar, por ejemplo, virus que infectan el epitelio de las vias respiratorias tales
como, pero no limitados al virus de la gripe.
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Un dominio de anclaje se puede unir a un resto que es especifico del tipo de célula diana de una especie particular o
se puede unir a un resto que se encuentra en el tipo de célula diana de méas de una especie. En los casos en los que
el dominio de anclaje se puede unir a restos que estan presentes en la superficie de células diana de mas de una
especie, y un virus o un agente patégeno puede infectar a mas de una especie, un compuesto terapéutico puede
tener utilidad para mas de una especie (siempre que el dominio terapéutico también sea eficaz entre las especies
pertinentes). Por ejemplo, en el caso de compuestos terapéuticos que se pueden utilizar contra el virus de la gripe,
un compuesto terapéutico de la presente invencién que tiene un dominio de anclaje que se une a heparina/sulfato de
heparan, el compuesto se puede utilizar en mamiferos (incluidos los humanos), asi como en aves.

Dominio terapéutico

Un compuesto de la presente invencion incluye al menos un dominio terapéutico que tiene una actividad extracelular
gue puede prevenir o impedir la infeccion de una célula con un agente patégeno, puede modular la respuesta inmu-
ne de un sujeto, o puede mejorar la eficacia de la transduccién de un virus recombinante. La actividad terapéutica
puede ser, como ejemplos no limitativos, una actividad de unién, una actividad catalitica o una actividad inhibidora.
En algunas realizaciones de la presente invencion, la actividad terapéutica actia para modificar o inhibir una funcion
del agente patégeno que contribuye a la infectividad de la célula a través del agente patdgeno. En otras realizacio-
nes, un dominio terapéutico puede maodificar o inhibir la funcién de la célula diana o del organismo diana.

Por ejemplo, el dominio terapéutico se puede unir a un receptor sobre una célula diana que es necesario para la
union del agente patdgeno a una célula diana. De esta manera, el resto terapéutico puede bloquear la union del
agente patdégeno a una célula diana y evitar la infeccion. Como alternativa, un dominio terapéutico se puede unir a
una molécula o a un epitopo sobre un agente patégeno para evitar una interaccion de la molécula o del epitopo, con
una célula diana que es necesaria para la infeccién. Un dominio terapéutico también puede tener una actividad ca-
talitica que puede degradar una molécula o un epitopo del agente patégeno o del hospedador, lo que permite o
favorece la infeccion de una célula diana con un hospedador. En todavia otras realizaciones, un dominio terapéutico
puede ser un inhibidor de una actividad que es necesaria para la infeccién de la célula diana con un agente patége-
no. La actividad inhibida puede ser una actividad del organismo hospedador o del agente patégeno.

El dominio terapéutico actla extracelularmente de forma preferible, lo que significa que su actividad que impide la
infeccion, que modula la respuesta inflamatoria o que mejora la transduccién, se lleva a cabo en la superficie de la
célula diana o en el area inmediata que rodea a la célula diana, incluyendo sitios dentro de la matriz extracelular,
espacios intracelulares o espacios luminales de los tejidos.

Un dominio terapéutico es preferiblemente un dominio de péptido o proteina (incluyendo un dominio de péptido o
proteina modificado o derivatizado), o comprende un resto acoplado a un péptido o una proteina. Un resto acoplado
a un péptido o una proteina puede ser cualquier tipo de molécula que puede evitar o impedir la infeccion de una
célula diana con un agente patégeno, y es preferiblemente una molécula organica, tal como, por ejemplo, acido
nucleico, acido nucleico peptidico, analogo de acido nucleico, nucleétido, analogo de nucleétido, molécula organica
pequefia, polimero, lipidos, esteroides, acidos grasos, hidratos de carbono, o cualquier combinacién de cualquiera
de ellos.

Un dominio terapéutico puede ser un péptido o un polipéptido sintético, o puede comprender una molécula sintética
gue se puede conjugar con un péptido o un polipéptido, puede ser un péptido o una proteina de origen natural, o un
dominio de proteina de origen natural. Un dominio terapéutico también puede ser un péptido o una proteina que es
sustancialmente homadlogo a un péptido o una proteina de origen natural.

Un dominio terapéutico puede tener utilidad en una especie particular, o puede prevenir o impedir la infeccion con un
agente patégeno en mas de una especie. Por ejemplo, los dominios terapéuticos que inhiben funciones patégenas
se pueden utilizar en general en una amplia gama de especies que pueden estar infectadas por el hospedador,
mientras que los dominios terapéuticos que interrumpen las interacciones entre hospedador-agente patégeno al
interferir con una propiedad del hospedador, pueden ser o no especificos de especie. En muchos casos, los domi-
nios de anclaje y los dominios terapéuticos pueden ser eficaces en mas de una especie, por lo que los compuestos
de la presente invencion se pueden utilizar para promover la salud humana y animal, reduciendo al mismo tiempo la
propagacion y la extension del virus a través de hospedadores animales. Por ejemplo, una sialidasa que puede es-
cindir mas de un tipo de enlace entre un residuo de acido sialico y el resto de una molécula sustrato, en particular,
una sialidasa que puede escindir tanto los enlaces alfa(2,6)-Gal como alfa(2,3)-Gal, puede proteger a los seres
humanos de infecciones con un amplio espectro de virus de la gripe, incluyendo los virus que se alojan de forma
natural en diferentes especies tales como aves, cerdos o caballos.

Enlazadores

Un compuesto de la presente invencion puede incluir opcionalmente uno o varios enlazadores que se pueden unir a
dominios del compuesto. Los enlazadores se pueden utilizar para proporcionar una separacion o un plegado 6ptimo
de los dominios de un compuesto. Los dominios de un compuesto unidos por enlazadores pueden ser dominios
terapéuticos, dominios de anclaje o cualesquiera otros dominios o restos del compuesto que proporcionan funciones
adicionales, tales como mejorar la estabilidad del compuesto, facilitar la purificacion, etc. Un enlazador utilizado para
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unir dominios de compuestos de la presente invencion, puede ser un enlazador quimico o un enlazador a base de
aminoacidos o péptidos. Cuando un compuesto comprende mas de un enlazador, los enlazadores pueden ser igua-
les o diferentes. Cuando un compuesto comprende mas de un enlazador, los enlazadores pueden tener la misma
longitud o tener longitudes diferentes.

Muchos enlazadores quimicos con diversas composiciones, polaridad, reactividad, longitud, flexibilidad y capacidad
de escision son conocidos en la técnica de la quimica organica. Los enlazadores preferidos de la presente invencion
incluyen enlazadores a base de péptidos o aminoacidos. Los enlazadores peptidicos son bien conocidos en la técni-
ca. Preferiblemente, los enlazadores tienen entre uno y cien aminoacidos de longitud, y mas preferiblemente entre
uno y treinta aminoéacidos de longitud, aunque la longitud no es una limitacién en los enlazadores de los compuestos
de la presente invencién. Preferiblemente, los enlazadores comprenden secuencias de aminoacidos que no interfie-
ren en la conformacion y la actividad de los péptidos o proteinas codificados por monémeros de la presente inven-
cion. Algunos enlazadores preferidos de la presente invencion son aquellos que incluyen el aminoéacido glicina. Por
ejemplo, enlazadores que tienen la secuencia:

(GGGGS (SEQ ID NO: 10))n, en donde n es un numero entero entre 1 y 20, o mas preferiblemente entre 1y
12, se puede utilizar para enlazar los dominios de los compuestos terapéuticos de la presente invencion.

La presente invencién también comprende moléculas de acido nucleico que codifican compuestos a base de protei-
nas de la presente invencion que comprenden al menos un dominio terapéutico y al menos un dominio de anclaje.
Las moléculas de acido nucleico pueden tener codones optimizados para la expresion en tipos de células particula-
res, tales como, por ejemplo, E. coli o células humanas. Las moléculas de acido nucleico de la presente invencion
gue codifican compuestos a base de proteinas de la presente invencion, que comprenden al menos un dominio
terapéutico y al menos un dominio de anclaje, pueden comprender también otras secuencias de &cido nucleico,
incluyendo pero no limitadas a secuencias que potencian la expresion génica. Las moléculas de acido nucleico pue-
den estar en vectores, tales como, pero no limitados a, vectores de expresion.

Composicién que comprende al menos un dominio de anclaje y al menos una actividad catalitica

En la presente invencion, un dominio terapéutico que tiene una actividad extracelular que puede prevenir la infeccion
de una célula con un agente patégeno, es una actividad catalitica de una sialidasa.

Los compuestos de la presente invencion que comprenden dominios cataliticos se pueden utilizar para inhibir una
infeccion con cualquier agente patdgeno que utiliza un receptor para conseguir entrar en una célula diana, siempre y
cuando la eliminacién del receptor no ponga en peligro el organismo. Estas composiciones a base de proteinas
pueden tener, por ejemplo, una de las siguientes estructuras:

(Dominio de anclaje)n-[enlazador]-(Actividad Enzimatica)n (n = 1, 2, 3 0 mas)

0:

(Actividad enzimatica)n (n = 1, 2, 3 0 mas)-[enlazador]-(Dominio de Anclaje)n,
en donde los enlazadores son opcionales.

La actividad enzimatica puede ser una forma monomérica de un péptido o polipéptido o puede haber mdltiples co-
pias del mismo polipéptido que estan unidas directamente o que tienen una secuencia espaciadora intercalada. Los
polipéptidos o péptidos pueden estar unidos directamente o a través de un espaciador, compuesto por la secuencia
del enlazador peptidico. EI dominio de anclaje puede ser cualquier péptido o polipéptido que se puede unir o que
esta cerca de la superficie de las células diana.

En la presente invencién, un dominio terapéutico comprende una sialidasa que puede eliminar o reducir en gran
medida el nivel de acido sialico en la superficie de células epiteliales. El acido sialico es un receptor de los virus de la
gripe. Por lo tanto, tratar la superficie de las células epiteliales respiratorias con una sialidasa puede prevenir infec-
ciones de gripe o interrumpir infecciones tempranas. El dominio terapéutico comprende una porcién activa de la
proteina sialidasa completa, tal como se define en las reivindicaciones. El acido siélico es un receptor para el virus
de la gripe, y al menos uno de los receptores para el virus de la parainfluenza, algunos coronavirus y rotavirus,
Streptococcus pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Pseudomo-
nas aeruginosa y Helicobacter pylori. Por lo tanto, tratar la superficie de células epiteliales respiratorias con una
sialidasa puede evitar la gripe u otras infecciones viricas, o interrumpir las infecciones tempranas, asi como evitar o
reducir una colonizacién de bacterias tales como Streptococcus pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Haemop-
hilus influenzae, Moraxella catarrhalis y Pseudomonas aeruginosa. El tratamiento de las células epiteliales gastroin-
testinales con una sialidasa puede prevenir o reducir la colonizacion de Helicobacter pylori en el estomago.

El &cido sidlico también media en la adhesion celular y en las interacciones entre células inflamatorias y células
diana. Por lo tanto, tratar la superficie de las células epiteliales respiratorias con una sialidasa puede evitar el reclu-
tamiento de células inflamatorias a la superficie de las vias respiratorias y, por lo tanto, se pueden tratar reacciones
alérgicas incluyendo el asma y la rinitis alérgica.
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Puesto que el acido sialico sirve como una barrera que impide la entrada a las células de un vector de terapia géni-
ca, el tratamiento de las células diana con una sialidasa puede aumentar la eficacia de la transduccion y, por lo tan-
to, mejorar la eficacia de la terapia génica.

Las sialidasas preferidas son las sialidasas bacterianas grandes que pueden degradar los acidos sidlicos Neu5Ac
alfa(2,6)-Gal y Neu5Ac alfa(2,3)-Gal de los receptores. Por ejemplo, las enzimas sialidasas bacterianas de Clostri-
dium perfringens (nimero de orden de Genbank X87369), Actinomyces viscosus, Arthrobacter ureafaciens o Micro-
monospora viridifaciens (nimero de orden de GenBank D01045). Los dominios terapéuticos de los compuestos de la
presente invencion pueden comprender una porcién de la secuencia de aminoacidos de una sialidasa bacteriana
grande o pueden comprender secuencias de aminoacidos que son sustancialmente homoélogas a una porcion de la
secuencia de aminoéacidos de una sialidasa bacteriana grande, tal como se define en las reivindicaciones. En una
realizacién preferida, un dominio terapéutico comprende el dominio catalitico de la sialidasa de Actinomyces visco-
sus que se extiende desde los aminoacidos 274-666 de SEQ ID NO: 12, o una secuencia sustancialmente homolo-

ga.

Otras sialidasas son las sialidasas humanas, tales como las codificadas por los genes NEU2 (SEQ ID NO: 8; nime-
ro de orden de Genbank Y16535; Monti, E, Preti, Rossi, E., Ballabio, A y Borsani G. (1999) Genomics 57:137-143) y
NEU4 (SEQ ID NO:9; numero de orden de Genbank NM080741; Monti, E, Preti, A, Venerando, B y Borsani, G.
(2002) Neurochem Res 27:646-663) (Figura 3).

Preferiblemente, cuando un dominio terapéutico comprende una porcién de las secuencias de aminoacidos de una
sialidasa de origen natural, 0 secuencias sustancialmente homélogas a una porcién de las secuencias de aminoaci-
dos de una sialidasa de origen natural, la porcién comprende esencialmente la misma actividad que la sialidasa
humana.

Una proteina de fusion para la prevencién o el tratamiento de la gripe que comprende un dominio enzimatico, com-
prende un dominio de anclaje que se puede unir a la superficie de las células epiteliales o cerca de las mismas. El
dominio que se ancla en el epitelio es una secuencia que se une a GAG procedente de una proteina humana, en
particular la secuencia de aminoacidos que se une a GAG de la anfirregulina humana (SEQ ID NO: 7) (Figura 2).

También esta dentro del alcance de la presente invencion el uso de compuestos que comprenden un dominio catali-
tico de sialidasa como se define en las reivindicaciones, en ausencia de un dominio de anclaje, en el tratamiento o la
prevencion de infecciones con agentes patdgenos, tales como, pero no limitadas a infecciones con el virus de la
gripe, paramixovirus, coronavirus, rotavirus y Pseudomonas aeruginosa o infecciones bacterianas; en el tratamiento
o la prevencion de respuestas alérgicas e inflamatorias, y para mejorar la eficacia de la transduccion de un virus
recombinante.

La presente invencién reconoce que tales infecciones se pueden prevenir o reducir mediante el uso de dominios
cataliticos de sialidasa procedentes de la sialidasa de A. viscosus. Las sialidasas se pueden adaptar opcionalmente,
mediante modificaciones genéticas o quimicas, o mediante una formulacién farmacéutica, para mejorar su semivida
o la retencion en el epitelio respiratorio.

Debido a que los virus de la gripe infectan principalmente el tracto respiratorio superior, la eliminacién del receptor
del acido sialico localmente en el area de la cavidad nasal y la nasofaringe puede prevenir infecciones o interrumpir
las infecciones tempranas. La sialidasa se puede entregar a las vias respiratorias superiores como un aerosol nasal,
y se puede utilizar ya sea de modo terapéutico durante la etapa temprana de la gripe (u otra infeccion) o de modo
profilactico antes de que ocurra la infeccion. Alternativamente, se puede administrar en el tracto respiratorio inferior
por inhalacién para el tratamiento de la gripe y para prevenir las complicaciones de la gripe, tales como bronconeu-
monia.

Il. Composicidn terapéutica que comprende al menos una actividad sialidasa

La presente invencion incluye una composicion terapéutica que comprende al menos una actividad sialidasa, tal
como se define en las reivindicaciones.

Preferiblemente, cuando un dominio terapéutico comprende una porcion de las secuencias de aminoacidos de una
sialidasa de origen natural, o secuencias sustancialmente homélogas a una porcion de las secuencias de aminodci-
dos de una sialidasa de origen natural, la porcién comprende esencialmente la misma actividad que la sialidasa
humana.

Una composicion farmacéutica que comprende una sialidasa puede incluir otros compuestos, incluyendo pero no
limitados a otras proteinas, que también pueden tener actividad terapéutica. Una composiciéon farmacéutica que
comprende una sialidasa puede incluir otros compuestos que pueden mejorar la estabilidad, la solubilidad, el empa-
guetamiento, la entrega, la consistencia, el sabor o la fragancia de la composicion.

Una composicion farmacéutica que comprende una sialidasa puede estar formulada para administracién por via
nasal, traqueal, bronquial, oral o topica, o se puede formular como una solucion inyectable o como gotas para los
ojos. Una composicion farmacéutica que comprende una sialidasa se puede utilizar para tratar o prevenir una infec-
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cion con agentes patdgenos, para tratar o prevenir una alergia o una respuesta inflamatoria, o para mejorar la efica-
cia de la transduccion de un virus recombinante para terapia génica.

I1l. Proteinas del dominio catalitico de sialidasa

La presente invencién también incluye proteinas del dominio catalitico de sialidasa. Tal como se usa en el presente
documento, una "proteina del dominio catalitico de sialidasa" comprende un dominio catalitico de una sialidasa, pero
no comprende la secuencia de aminoacidos completa de la sialidasa a partir de la cual se ha obtenido el dominio
catalitico. Una proteina del dominio catalitico de sialidasa tiene actividad sialidasa. Preferiblemente, una proteina del
dominio catalitico de sialidasa comprende al menos 10%, al menos 20%, al menos 50%, al menos 70% de la activi-
dad de la sialidasa a partir de la cual se ha obtenido la secuencia del dominio catalitico. Mas preferiblemente, una
proteina del dominio catalitico de sialidasa comprende al menos 90% de la actividad de la sialidasa a partir de la
cual se ha obtenido la secuencia del dominio catalitico.

Una proteina del dominio catalitico de sialidasa puede incluir otras secuencias de aminoacidos, tales como, pero no
limitadas a secuencias de sialidasa adicionales, secuencias obtenidas a partir de otras proteinas o secuencias que
no se han obtenido a partir de secuencias de proteinas de origen natural. Las secuencias de aminoacidos adiciona-
les pueden realizar cualquiera entre una serie de funciones, incluyendo aportar otras actividades a la proteina del
dominio catalitico, mejorar la expresion, procesamiento, plegamiento o estabilidad de la proteina del dominio cataliti-
co de sialidasa, o incluso proporcionar un tamafio deseable o un espaciador de la proteina.

Una proteina del dominio catalitico de sialidasa de la invencién es una proteina que comprende el dominio catalitico
de la sialidasa de A. viscosus, tal como se define en las reivindicaciones.

En algunas realizaciones preferidas, una proteina del dominio catalitico de sialidasa de A. viscosus comprende los
aminoacidos 274-681 de la secuencia de sialidasa de A. viscosus (SEQ ID NO: 12) y carece de otra secuencia de la
sialidasa de A. viscosus. En algunas realizaciones preferidas, una proteina del dominio catalitico de sialidasa de A.
viscosus comprende los aminoacidos 274-666 de la secuencia de sialidasa de A. viscosus (SEQ ID NO: 12) y carece
de cualquier otra secuencia de sialidasa de A. viscosus. En algunas realizaciones preferidas, una proteina del domi-
nio catalitico de sialidasa de A. viscosus comprende los aminoacidos 290-666 de la secuencia de sialidasa de A.
viscosus (SEQ ID NO: 12) y carece de cualquier otra secuencia de la sialidasa de A. viscosus. En aun otras realiza-
ciones preferidas, una proteina del dominio catalitico de sialidasa de A. viscosus comprende los aminoacidos 290-
681 de la secuencia de sialidasa de A. viscosus (SEQ ID NO: 12) y carece de cualquier otra secuencia de sialidasa
de A. viscosus.

La presente invencion también comprende moléculas de acido nucleico que codifican compuestos a base de protei-
nas de la presente invencion que comprenden un dominio catalitico de una sialidasa. Las moléculas de acido nuclei-
co pueden tener codones optimizados para la expresion en tipos de células particulares, tales como, por ejemplo E.
coli o células humanas. Las moléculas de acido nucleico de la presente invencion que codifican los compuestos a
base de proteinas de la presente invencion, que comprenden al menos un dominio catalitico de una sialidasa, tam-
bién pueden comprender otras secuencias de acido nucleico, incluyendo pero no limitadas a secuencias que poten-
cian la expresion génica. Las moléculas de acido nucleico pueden estar en vectores, tales como, pero no limitados a
vectores de expresion.

Proteinas de fusién

Las proteinas del dominio catalitico de sialidasa pueden ser proteinas de fusién, en donde la proteina de fusion
comprende al menos un dominio catalitico de sialidasa y al menos un dominio de anclaje, tal como se define en las
reivindicaciones.

Las proteinas de fusién de la presente invencion comprenden al menos un dominio catalitico de sialidasa y al menos
un dominio de anclaje que es el dominio que se une a GAG de la anfirregulina humana (SEQ ID NO: 7).

Los dominios cataliticos sialidasa y otros dominios de una proteina de fusion de la presente invencion, se pueden
unir opcionalmente mediante enlazadores, tales como, pero no limitados a enlazadores peptidicos. Una variedad de
enlazadores peptidicos son conocidos en la técnica. Un enlazador preferido es un enlazador peptidico que com-
prende glicina, tal como G-G-G-G-S (SEQ ID NO: 10).

La presente invencién también comprende moléculas de acido nucleico que codifican proteinas de fusion de la pre-
sente invencién que comprenden un dominio catalitico de una sialidasa. Las moléculas de acido nucleico pueden
tener codones optimizados para la expresion en tipos de células particulares, tales como, por ejemplo, E. coli o célu-
las humanas. Las moléculas de acido nucleico de la presente invencion que codifican proteinas de fusion de la pre-
sente invencion, también pueden comprender otras secuencias de acido nucleico, incluyendo pero no limitadas a
secuencias que potencian la expresion génica. Las moléculas de acido nucleico pueden estar en vectores, tales
como, pero no limitados a vectores de expresion.

IV Composiciones farmacéuticas
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La presente invencidn incluye compuestos de la presente invencién formulados como composiciones farmacéuticas.
Las composiciones farmacéuticas comprenden un vehiculo farmacéuticamente aceptable preparado para el almace-
namiento y preferiblemente para la administracion posterior, que tiene una cantidad farmacéuticamente eficaz del
compuesto en un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable. Los vehiculos o diluyentes aceptables para uso
terapéutico son bien conocidos en la técnica farmacéutica, y se describen, por ejemplo, en Remington's Pharmaceu-
tical Sciences, 182 ed., Mack Publishing Co., Easton, PA (1990)). Los agentes conservantes, estabilizantes, coloran-
tes e incluso aromatizantes se pueden proporcionar en la composicion farmacéutica. Por ejemplo, benzoato de so-
dio, acido sorhico y ésteres del acido p-hidroxibenzoico se pueden afiadir como conservantes. Ademas, se pueden
utilizar antioxidantes y agentes de suspension.

Dependiendo de la célula diana, los compuestos de la presente invencién se pueden formular y utilizar como com-
primidos, capsulas o elixires para administracién oral; pomadas o unglientos para aplicacién topica; supositorios
para administracion rectal; soluciones estériles, suspensiones y similares para uso por inhalacién o aerosoles nasa-
les. Los compuestos inyectables también se pueden preparar en formas convencionales, ya sea como soluciones o
como suspensiones liquidas, formas sélidas adecuadas para solucidn o suspension en liquido antes de la inyeccion,
0 como emulsiones. Los excipientes adecuados son, por ejemplo, agua, solucién salina, dextrosa, manitol, lactosa,
lecitina, albumina, glutamato de sodio, clorhidrato de cisteina y similares. Ademas, si se desea, las composiciones
farmacéuticas inyectables pueden contener cantidades menores de sustancias auxiliares no téxicas, tales como
agentes humectantes, agentes de tamponamiento del pH y similares.

La cantidad farmacéuticamente eficaz de un compuesto del ensayo requerida como una dosis dependera de la via
de administracion, el tipo de animal o paciente que se esta tratando y las caracteristicas fisicas del animal especifico
gue esta en consideracion. La dosis se puede ajustar para conseguir un efecto deseado, pero dependera de factores
tales como el peso, la dieta, la medicacion simultanea y otros factores que reconoceran los expertos en las técnicas
médicas. En la puesta en practica de los métodos de la presente invencion, las composiciones farmacéuticas se
pueden usar solas o en combinacién con otras, 0 en combinacién con otros agentes terapéuticos o de diagnéstico.
Estos productos pueden utilizarse in vivo, preferiblemente en un paciente mamifero, preferiblemente en un ser
humano, o in vitro. Al emplearlos in vivo, las composiciones farmacéuticas se pueden administrar al paciente a
través de una variedad de vias, incluyendo la via tépica, parenteral, intravenosa, subcutanea, intramuscular, coléni-
ca, rectal, nasal o intraperitoneal, empleando una variedad de formas de dosificacion. Tales métodos también se
pueden utilizar en el ensayo de la actividad de los compuestos del ensayo in vivo.

En realizaciones preferidas, estas composiciones farmacéuticas pueden estar en forma de suspensiones, solucio-
nes, comprimidos o pastillas administrables por via oral; aerosoles nasales; inhalaciones; inyectables, aerosoles
tépicos, pomadas, polvos o geles.

Cuando se administran por via oral como una suspension, las composiciones de la presente invencién se preparan
de acuerdo con técnicas bien conocidas en la técnica de la formulacion farmacéutica y pueden contener celulosa
microcristalina para impartir volumen, acido alginico o alginato sédico como agente de suspensién, metilcelulosa
como un potenciador de la viscosidad, y edulcorantes/agentes aromatizantes conocidos en la técnica. Como com-
primidos de liberacion inmediata, estas composiciones pueden contener celulosa microcristalina, fosfato dicélcico,
almidon, estearato de magnesio y lactosa y/u otros excipientes, aglutinantes, extensores, disgregantes, diluyentes y
lubricantes conocidos en la técnica. Los componentes de la formulacion de un enjuague bucal o un enjuague inclu-
yen agentes antimicrobianos, tensioactivos, cotensioactivos, aceites, agua y otros aditivos tales como edulcoran-
tes/agentes aromatizantes conocidos en la técnica.

Cuando se administra a través de una solucion para beber, la composicion comprende uno o varios de los compues-
tos de la presente invencién, disueltos en agua, con un ajuste de pH apropiado y con un vehiculo. EI compuesto
puede estar disuelto en agua destilada, agua del grifo, agua mineral y similares. El pH se puede ajustar preferente-
mente entre aproximadamente 3,5 y aproximadamente 8,5. Los edulcorantes se pueden afadir, por ejemplo, 1%
(p/v) de sacarosa.

Las pastillas se pueden preparar de acuerdo con el documento de Patente de EE.UU. n° 3.439.089.

Cuando se administran mediante aerosol nasal o inhalacion, las composiciones farmacéuticas se preparan de
acuerdo con métodos bien conocidos en la técnica de la formulacién farmacéutica y se pueden preparar como solu-
ciones en solucidn salina, empleando alcohol bencilico u otros conservantes adecuados, promotores de la absorcién
para potenciar la biodisponibilidad, fluorocarbonos y/u otros agentes solubilizantes o dispersantes conocidos en la
técnica. Véase, por ejemplo, Ansel, H. C. et al., Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, sexta
ed. (1995). Preferiblemente, estas composiciones y formulaciones se preparan con ingredientes no tdxicos farmac-
éuticamente aceptables, adecuados. Estos ingredientes son conocidos por los expertos en la preparacion de formas
de dosificacion nasales y algunos de estos se pueden encontrar en Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 ed.,
Mack Publishing Co., Easton, PA (1990, una referencia convencional en el campo). La eleccién de vehiculos ade-
cuados es muy dependiente de la naturaleza exacta de la forma de dosificacidon nasal deseada, por ejemplo, solu-
ciones, suspensiones, pomadas o geles. Las formas de dosificacion nasal generalmente contienen grandes cantida-
des de agua ademas del ingrediente activo. También pueden estar presentes cantidades menores de otros ingre-
dientes tales como ajustadores de pH, emulsionantes o agentes dispersantes, conservantes, agentes tensioactivos,
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agentes gelificantes o de tamponamiento y otros agentes estabilizantes y solubilizantes. Preferiblemente, la forma de
dosificacién nasal deberia ser isotonica con las secreciones nasales.

Las formulaciones nasales se pueden administrar en forma de gotas, pulverizaciones, aerosoles o por medio de
cualquier otra forma de dosificacién intranasal. Opcionalmente, el sistema de entrega puede ser un sistema de ad-
ministracion de una dosis unitaria. El volumen de la solucién o la suspension liberada por dosis puede ser preferi-
blemente cualquiera desde aproximadamente 5 a aproximadamente 2000 microlitros, mas preferiblemente desde
aproximadamente 10 a aproximadamente 1000 microlitros, y aun mas preferiblemente desde aproximadamente 50 a
aproximadamente 500 microlitros. Los sistemas de liberacion para estas diversas formas de dosificacion pueden ser
frascos con cuentagotas, unidades de compresion de plastico, atomizadores, nebulizadores o aerosoles farmacéuti-
cos ya sea en dosis unitaria 0 en envases con dosis multiples.

Las formulaciones de esta invencién se pueden variar para incluir; (1) otros acidos y bases para ajustar el pH; (2)
otros agentes que imparten tonicidad tales como sorbitol, glicerina y dextrosa; (3) otros conservantes antimicrobia-
nos tales como otros ésteres de acidos parahidroxi benzoicos, sorbato, benzoato, propionato, clorobutanol, alcohol
feniletilico, cloruro de benzalconio y mercuriales; (4) otros agentes que imparten viscosidad, tales como carboxime-
tilcelulosa de sodio, celulosa microcristalina, polivinilpirrolidona, poli(alcohol vinilico) y otras gomas; (5) potenciado-
res de la absorcion adecuados; (6) agentes estabilizantes tales como antioxidantes, como bisulfito y ascorbato,
agentes quelantes de metales, tales como edetato de sodio y potenciadores de la solubilidad del farmaco tales como
polietilenglicoles.

V. Método de prevencidn o tratamiento de la infeccidon con un agente patégeno

También se describen en este documento métodos para prevenir o tratar una infeccién con un agente patégeno. En
un aspecto de la descripcién, el método incluye: tratar a un sujeto que esta infectado con un agente patégeno o que
tiene riesgo de ser infectado con un agente patdégeno, con una composicién farmacéutica de la presente invencion
que comprende un compuesto que comprende al menos un dominio de anclaje que puede anclar el compuesto en la
superficie de una célula diana o cerca de la misma y al menos un dominio terapéutico que comprende un péptido o
una proteina que tiene al menos una actividad extracelular que puede prevenir la infeccion de una célula diana con
un agente patdgeno. En algunas realizaciones preferidas, el método incluye la aplicacion de una cantidad terapéuti-
camente eficaz de una composicion farmacéutica de la presente invencién a las células epiteliales de un sujeto. El
sujeto que se va a tratar puede ser un sujeto animal o humano.

En otro aspecto de la descripcion, el método incluye: tratar a un sujeto que esta infectado con un agente patdégeno o
gue tiene riesgo de ser infectado con un agente patégeno, con una composicion farmacéutica de la presente inven-
cién que comprende un compuesto a base de proteinas que comprende una actividad sialidasa. En algunas realiza-
ciones preferidas, el método incluye la aplicacién de una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién far-
maceéutica de la presente invencién a las células epiteliales de un sujeto. La actividad sialidasa puede ser una pro-
teina sialidasa aislada de origen natural, o una proteina recombinante sustancialmente homdéloga a al menos una
porcién de una sialidasa de origen natural. Una composicion farmacéutica preferida comprende una sialidasa con
homologia sustancial a la sialidasa de A. viscosus (SEQ ID NO: 12). El sujeto que se va a tratar puede ser un sujeto
animal o humano.

En otro aspecto mas de la descripcion, el método incluye: tratar a un sujeto que esta infectado con un agente pato-
geno o que tiene riesgo de ser infectado con un agente patégeno, con una composicién farmacéutica de la presente
invencién que comprende un compuesto a base de proteinas que comprende un dominio catalitico de sialidasa. En
algunas realizaciones preferidas, el método incluye la aplicacién de una cantidad terapéuticamente eficaz de una
composicion farmacéutica de la presente invencion a las células epiteliales de un sujeto. El dominio catalitico de
sialidasa es preferiblemente sustancialmente homaélogo al dominio catalitico de una sialidasa de origen natural. Una
composicion farmacéutica preferida comprende un dominio catalitico de sialidasa con homologia sustancial a los
aminoacidos 274-666 de la sialidasa de A. viscosus (SEQ ID NO: 12). El sujeto que se va a tratar puede ser un suje-
to animal o humano.

Un agente patdgeno puede ser un agente patdgeno virico, bacteriano o protozoario. En algunas realizaciones, el
agente patégeno es uno de los siguientes: virus de la gripe, virus de la parainfluenza, virus respiratorio sincitial
(VRS), coronavirus, rotavirus, Streptococcus pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Haemophilus influenzae, Mo-
raxella catarrhalis, Pseudomonas aeruginosa y Helicobacter pylori. En una realizacion preferida, el agente patégeno
es el virus de la gripe.

Los compuestos de la presente invencién se pueden disefiar para uso humano o uso animal. En algunos aspectos
de la presente invencion, un compuesto de la presente invencion se puede usar para prevenir una infeccion con
agentes patogenos en una clase de animales, tales como mamiferos. En algunos aspectos de la presente invencion,
una composicion se puede utilizar para uso humano y animal (aunque la formulacién puede diferir). En estos aspec-
tos, los dominios activos de un compuesto pueden ser eficaces contra mas de una especie, tipo, subtipo o cepa de
agente patégeno, y pueden ser activos en mas de una especie hospedadora. Por ejemplo, algunos compuestos
preferidos de la presente invencion que comprenden, por ejemplo, dominios activos, tales como inhibidores de la
proteasa que impiden el procesamiento de la proteina HA del virus de la gripe, o sialidasas que eliminan los recepto-
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res de acido sidlico de las células diana, o0 dominios de anclaje, tales como dominios que se unen a la heparina o al
sulfato de heparan, se pueden utilizar en aves, mamiferos o0 humanos. Tales compuestos que pueden ser eficaces
contra una serie de agentes patégenos con la capacidad de infectar diferentes especies hospedadoras, también se
pueden utilizar en los seres humanos para combatir la infeccion por agentes patdégenos que estan alojados de forma
natural en otras especies.

En algunas realizaciones preferidas, la composicion farmacéutica previene la infeccion con el virus de la gripe, y una
cantidad terapéuticamente eficaz de la composicion farmacéutica se aplica a las células epiteliales respiratorias de
un sujeto. Esto se puede hacer mediante el uso de un inhalador, 0 mediante el uso de un aerosol nasal. Preferible-
mente, el inhalador nasal o el aerosol se usa de una a cuatro veces al dia.

Debido a que los virus de la gripe infectan principalmente el tracto respiratorio superior, eliminando el receptor de
acido sialico localmente en la cavidad nasal, la faringe, la traquea y los bronquios, se pueden prevenir infecciones o
interrumpir infecciones tempranas. La sialidasa se puede administrar a las vias respiratorias superiores como un
aerosol nasal o por inhalacion, y se puede utilizar ya sea de modo terapéutico durante la etapa temprana de la gripe
(u otra infeccién) o de modo profilactico antes de que ocurra la infeccion. Alternativamente, se puede administrar al
tracto respiratorio inferior por inhalacion para el tratamiento de la gripe y para prevenir complicaciones de la gripe,
tales como bronconeumonia. Del mismo modo, la sialidasa se puede administrar como un aerosol nasal o por in-
halacién para prevenir o reducir la infeccién con el virus de la parainfluenza y el coronavirus. También se puede
administrar por inhalacién o como un aerosol nasal para prevenir o reducir la colonizacion de las vias respiratorias
con bacterias patégenas, que incluyen Streptococcus pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Haemophilus influen-
zae, Moraxella catarrhalis y Pseudomonas aeruginosa. Los compuestos terapéuticos se pueden adaptar opcional-
mente, mediante ingenieria genética o quimica, o mediante una formulacién farmacéutica, para mejorar su semivida
o la retencion en el epitelio respiratorio. Ademas, se pueden administrar por via topica a los ojos o heridas quirdrgi-
cas en forma de gotas, aerosoles o pomadas para prevenir y tratar una infeccion bacteriana, incluyendo la infeccién
con Pseudomonas aeruginosa. También se pueden administrar por via oral para tratar la infeccién con Helicobacter

pylori.
Dosificacion

Como seréa bastante evidente para un experto en la técnica, la dosificacién Util in vivo que se va a administrar y el
modo particular de administracion variaran dependiendo de la edad, el peso y el tipo de paciente a tratar, la compo-
sicion farmacéutica particular empleada y el uso especifico para el cual se emplea la composicion farmacéutica. La
determinacion de los niveles de dosificacion eficaces, es decir, los niveles de dosis necesarios para lograr el resulta-
do deseado, la puede llevar a cabo un experto en la técnica usando métodos de rutina, como se ha descrito ante-
riormente. En estudios con animales no humanos, las aplicaciones de las composiciones farmacéuticas comienzan a
niveles de dosis mas altas, reduciendo la dosificacién hasta que ya no se logra el efecto deseado o los efectos se-
cundarios adversos se reducen o desaparecen. La dosificacion para un compuesto de la presente invencion puede
variar ampliamente, dependiendo de los efectos deseados, la indicacion terapéutica, la via de administracion y la
pureza y la actividad del compuesto. Tipicamente, las aplicaciones clinicas en humanos de los productos comienzan
a niveles de dosificacion mas bajos, aumentando el nivel de dosificacién hasta que se logra el efecto deseado. Alter-
nativamente, los estudios in vitro aceptables se pueden usar para establecer las dosis y vias de administracion utiles
del compuesto del ensayo. Tipicamente, las dosificaciones pueden estar entre aproximadamente 1 ng/kg y aproxi-
madamente 10 mg/kg, preferiblemente entre aproximadamente 10 ng/kg y aproximadamente 1 mg/kg, y mas preferi-
blemente entre aproximadamente 100 ng/kg y aproximadamente 100 microgramos/kg.

La formulacion exacta, la via de administracion y la dosificacion pueden ser escogidas por el médico particular de
cara al estado del paciente (véase, Fingle et al., en The Pharmacological Basis of Therapeutics (1975)). Cabe sefia-
lar que el médico de cabecera sabra como y cuando terminar, interrumpir o ajustar la administracién, debido a una
toxicidad, disfuncién organica u otros efectos adversos. Por el contrario, el médico de cabecera también sabra como
ajustar el tratamiento a niveles mas altos si la respuesta clinica no fuera adecuada. La magnitud de una dosis admi-
nistrada en la gestion del trastorno de interés, variara con la gravedad de la afeccion a tratar y de la via de adminis-
tracion. La gravedad de la afeccién, por ejemplo, se puede evaluar, en parte, por métodos convencionales de eva-
luacién del pronostico. Ademas, la dosis y quizas la frecuencia de la dosis, también variaran segun la edad, el peso
corporal y la respuesta del paciente individual, incluyendo aquellas para aplicaciones veterinarias.

Por lo tanto, también se describe en esta memoria un método de tratamiento y una composicion farmacéutica para el
tratamiento de una infeccion con el virus de la gripe y la prevencion de una infeccidon con el virus de la gripe. El tra-
tamiento implica administrar a un paciente que requiera tal tratamiento, un vehiculo farmacéutico y una cantidad
terapéuticamente eficaz de cualquier composicién de la presente invencion, o una sal farmacéuticamente aceptable
de la misma.

En un régimen preferido, las dosificaciones apropiadas se administran a cada paciente mediante cualquiera entre
inhalador, aerosol nasal o mediante una pastilla oral. Se entendera, sin embargo, que el nivel de dosis especifico y
la frecuencia de la dosificacion para cualquier paciente particular puede variar y dependera de una variedad de fac-
tores que incluyen la actividad de la sal especifica u otra forma empleada, la estabilidad metabdlica y la duracion de
la accion de ese compuesto, la edad, el peso corporal, la salud general, el sexo, la dieta, el modo y el tiempo de
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administracion, la tasa de excrecién, la combinacién de farmacos, la gravedad de la afeccién particular y el hospe-
dador sometido a terapia.

VI. Método para reducir, prevenir o tratar respuestas alérgicas e inflamatorias

También se describen en este documento los métodos para reducir, prevenir o tratar una respuesta alérgica o infla-
matoria de un sujeto.

En un aspecto de la descripcion, el método incluye: prevenir o tratar una respuesta alérgica o inflamatoria de un
sujeto con una composicién farmacéutica de la presente invencién que comprende un compuesto a base de protei-
nas que comprende una actividad sialidasa. En algunas realizaciones preferidas, el método incluye la aplicacion de
una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién farmacéutica de la presente invencién a las células epite-
liales de un sujeto. La actividad sialidasa puede ser una proteina sialidasa aislada de origen natural, o una proteina
recombinante sustancialmente homologa a al menos una porcién de una sialidasa de origen natural. Una composi-
cion farmacéutica preferida comprende una sialidasa con homologia sustancial a la sialidasa de A. viscosus (SEQ ID
NO: 12). El sujeto que se va a tratar puede ser un sujeto animal o humano.

En otro aspecto mas de la descripcion, el método incluye: prevenir o tratar una respuesta alérgica o inflamatoria de
un sujeto con una composiciéon farmacéutica de la presente invencion, que comprende un compuesto a base de
proteina que comprende un dominio catalitico de sialidasa. En algunas realizaciones preferidas, el método incluye la
aplicacién de una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion farmacéutica de la presente invencion a las
células epiteliales de un sujeto. El dominio catalitico de sialidasa es preferiblemente homélogo o puede ser sustan-
cialmente homélogo al dominio catalitico de una sialidasa de origen natural. Una composicién farmacéutica preferida
comprende un dominio catalitico de sialidasa con homologia sustancial a los aminoacidos 274-666 de la sialidasa de
A. viscosus (SEQ ID NO: 12). El sujeto que se va a tratar puede ser un sujeto animal o humano.

La respuesta alérgica o inflamatoria puede ser una afeccién aguda o crénica y puede incluir, como ejemplos no limi-
tativos, asma, otras respuestas alérgicas que causan dificultad respiratoria, rinitis alérgica, eczema, psoriasis, reac-
ciones frente a toxinas vegetales o animales, o afecciones autoinmunes.

En algunas realizaciones preferidas, los compuestos de la presente invencién se pueden administrar como una pul-
verizacion nasal o por inhalacion para prevenir o tratar una inflamacién de las vias respiratorias, incluyendo, pero no
limitados al asma vy la rinitis alérgica. Los compuestos de la presente invencién que comprenden una actividad siali-
dasa (incluyendo proteinas del dominio catalitico de sialidasa y proteinas de fusién de sialidasa) también se pueden
administrar como gotas para los 0jos, gotas para los oidos, o aerosoles, pomadas, lociones o geles que se aplican
sobre la piel. En otro aspecto de la descripcién, el método incluye el tratamiento de un paciente que tiene enferme-
dades inflamatorias con la presente invencién, que comprende una actividad sialidasa que se administra por via
intravenosa o como una inyeccion local.

Dosificacion

Como sera bastante evidente para un experto en la técnica, la utilidad de una dosificacion in vivo que se va a admi-
nistrar y el modo particular de administracion, variaran dependiendo de la edad, el peso y el tipo de paciente que se
va a tratar, la composicion farmacéutica particular empleada y el uso especifico para el que se emplea la composi-
cién farmacéutica. La determinacion de los niveles de dosificacion eficaces, es decir los niveles de dosis necesarios
para lograr el resultado deseado, la puede realizar un experto en la técnica usando métodos de rutina como se ha
descrito anteriormente. En estudios con animales no humanos, las aplicaciones de las composiciones farmacéuticas
comienzan a niveles de dosis mas altas, reduciendo la dosificacion hasta que ya no se logra el efecto deseado o los
efectos secundarios adversos se reducen o desaparecen. La dosificacién para un compuesto de la presente inven-
cion puede variar ampliamente dependiendo de los efectos deseados, la indicacion terapéutica, la via de administra-
cion y la pureza y la actividad del compuesto. Tipicamente, las aplicaciones clinicas en humanos de los productos
comienzan a niveles de dosificacion mas bajos, aumentando el nivel de dosificacion hasta que se logra el efecto
deseado. Alternativamente, estudios in vitro aceptables se pueden usar para establecer las dosis y las vias de admi-
nistracion utiles del compuesto del ensayo. Tipicamente, las dosificaciones pueden estar entre aproximadamente 1
ng/kg y aproximadamente 10 mg/kg, preferiblemente entre aproximadamente 10 ng/kg y aproximadamente 1 mg/kg,
y mas preferiblemente entre aproximadamente 100 ng/kg y aproximadamente 100 microgramos/kg.

La formulacion exacta, la via de administracion y la dosificacion pueden ser escogidas por el médico individual de
cara al estado del paciente (véase, Fingle et al., en The Pharmacological Basis of Therapeutics (1975)). Cabe sefia-
lar que el médico de cabecera sabra cémo y cuando terminar, interrumpir o ajustar la administracion debido a una
toxicidad, disfuncidon organica u otros efectos adversos. Por el contrario, el médico de cabecera también sabra ajus-
tar el tratamiento a niveles mas altos si la respuesta clinica no era adecuada. La magnitud de una dosis administrada
en la gestion del trastorno de interés, variara con la gravedad de la afeccién a tratar y con la via de administracion.
La gravedad de la afeccion se puede evaluar, por ejemplo, en parte, por métodos convencionales de evaluacion de
pronéstico. Ademas, la dosis y quizas la frecuencia de la dosis, también variaran segin la edad, el peso corporal y la
respuesta del paciente individual, incluyendo las que son para aplicaciones veterinarias.

En algunos regimenes preferidos, las dosificaciones apropiadas se administran a cada paciente mediante cualquier
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aplicacién con inhalador, aerosol nasal o tdpica. Se entendera, sin embargo, que el nivel de dosis especifica y la
frecuencia de la dosificacion para cualquier paciente particular, se puede variar y dependera de una variedad de
factores que incluyen la actividad de la sal especifica u otra forma empleada, la estabilidad metabdlica y la duracion
de la accién de ese compuesto, la edad, el peso corporal, la salud general, el sexo, la dieta, el modo y el tiempo de
administracion, la tasa de excrecion, la combinacion de farmacos, la gravedad de la afeccién particular y el hospe-
dador sometido a terapia.

VII. Método para mejorar la entrega de genes mediante un vector virico recombinante

También se describen en este documento métodos de entrega de genes a través de un vector virico recombinante.
En un aspecto de la descripcion, el método incluye: administrar una cantidad eficaz de un compuesto de la presente
invencién que comprende una proteina que tiene actividad sialidasa a al menos una célula antes o simultdneamente
con la administracién de al menos un vector virico recombinante. Una composicion de la presente invencion se pue-
de proporcionar en la misma formulaciéon que al menos un vector virico recombinante, o en una formulacion distinta.

En algunas realizaciones preferidas de la descripcion, el método incluye la aplicacion de una cantidad terapéutica-
mente eficaz de una composicién de la presente invencion y un vector virico recombinante a las células de un sujeto.
El sujeto que se va a tratar puede ser un sujeto animal o humano. En una realizacion particularmente preferida, un
vector virico recombinante se utiliza para transducir células diana epiteliales de un sujeto, para terapia génica. Por
ejemplo, un vector virico recombinante se puede usar para transducir células epiteliales de las vias respiratorias de
un sujeto con fibrosis quistica. En este caso, un compuesto de la presente invencién se puede administrar mediante
el uso de un inhalador. Un virus recombinante que comprende un gen terapéutico se puede administrar al mismo
tiempo o por separado.

En otras realizaciones, las células se pueden tratar con un compuesto de la presente invencién y un vector virico
recombinante in vitro o "ex vivo" (es decir, células extraidas de un sujeto para ser trasplantadas en un sujeto des-
pués de la transduccion).

La actividad sialidasa puede ser una proteina sialidasa aislada de origen natural o una proteina recombinante sus-
tancialmente homodloga a al menos una porcion de una sialidasa de origen natural, incluyendo un dominio catalitico
de sialidasa. Una composicién farmacéutica preferida comprende una sialidasa con homologia sustancial a la siali-
dasa de A. viscosus (SEQ ID NO: 12).

Un compuesto de la presente invencion se puede administrar a células diana desde un dia antes hasta dos horas
después de la administracion del virus recombinante. Preferiblemente, un compuesto de la presente invencion se
administra a las células diana desde cuatro horas antes a diez minutos antes de la administracion del virus recombi-
nante.

Un virus recombinante es preferiblemente un virus recombinante que se puede utilizar para transferir genes a células
de mamifero, tales como, preferiblemente células humanas. Por ejemplo, un virus recombinante puede ser un retro-
virus (incluyendo lentivirus), adenovirus, virus adenoasociado (VAA) o virus herpes simple de tipo 1. El virus recom-
binante comprende al menos un gen exdgeno que se va a transferir a una célula diana. El gen es preferiblemente un
gen terapéutico, pero esto no es necesariamente el caso. Por ejemplo, el gen puede ser un gen utilizado para mar-
car células o conferir resistencia a los medicamentos.

En una realizacion preferida, se describen en el presente documento métodos para mejorar la eficacia de un vector
de terapia génica. El método incluye tratar a un paciente con un compuesto de la presente invencién que comprende
una actividad sialidasa y, en la misma formulacion o en una formulacién distinta, con un virus recombinante. El com-
puesto de la presente invencién que tiene actividad sialidasa se puede administrar al paciente antes, simultanea-
mente o incluso después de la administracion de un virus recombinante. En una realizacion, la sialidasa es sustan-
cialmente homéloga a la sialidasa de Actinomyces viscosus (SEQ ID NO: 12) o una porcion de la misma. En una
realizacién preferida, la sialidasa comprende el dominio catalitico de la sialidasa de Actinomyces viscosus. En otra
realizacion, el virus recombinante es VAA. En alin otra realizacion, la enfermedad es fibrosis quistica. En aun otra
realizacion, el virus recombinante comprende el gen regulador de la conductancia transmembranal de la fibrosis
quistica (CFTR).

Dosificacion

Como sera bastante evidente para un experto en la técnica, la utilidad de una dosificacion in vivo que se va a admi-
nistrar y el modo particular de administracion, variaran dependiendo de la edad, el peso y el tipo de paciente que se
va a tratar, la composicion farmacéutica particular empleada y el uso especifico para el que se emplea la composi-
cién farmacéutica. La determinacion de los niveles de dosificacion eficaces, es decir los niveles de dosis necesarios
para lograr el resultado deseado, la puede realizar un experto en la técnica usando métodos de rutina como se ha
descrito anteriormente. En estudios con animales no humanos, las aplicaciones de las composiciones farmacéuticas
comienzan a niveles de dosis mas altas, reduciendo la dosificacion hasta que ya no se logra el efecto deseado o los
efectos secundarios adversos se reducen o desaparecen. La dosificacion para un compuesto de la presente inven-
cion puede variar ampliamente dependiendo de los efectos deseados, la indicacion terapéutica, la via de administra-
cion y la pureza y la actividad del compuesto. Tipicamente, las aplicaciones clinicas en humanos de los productos
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comienzan a niveles de dosificacion mas bajos, aumentando el nivel de dosificacion hasta que se logra el efecto
deseado. Alternativamente, estudios in vitro aceptables se pueden usar para establecer las dosis y las vias de admi-
nistracion utiles del compuesto del ensayo. Tipicamente, las dosificaciones pueden estar entre aproximadamente 1
ng/kg y aproximadamente 10 mg/kg, preferiblemente entre aproximadamente 10 ng/kg y aproximadamente 1 mg/kg,
y mas preferiblemente entre aproximadamente 100 ng/kg y aproximadamente 100 microgramos/kg.

La formulacién exacta, la via de administracién y la dosificacién pueden ser escogidas por el médico particular de
cara al estado del paciente (véase, Fingle et al., en The Pharmacological Basis of Therapeutics (1975)). Cabe sefia-
lar que el médico de cabecera sabra cémo y cuando terminar, interrumpir o ajustar la administracion debido a una
toxicidad, disfuncidon organica u otros efectos adversos. Por el contrario, el médico de cabecera también sabra ajus-
tar el tratamiento a niveles mas altos si la respuesta clinica no era adecuada. La magnitud de una dosis administrada
en la gestion del trastorno de interés, variara con la gravedad de la afeccidén a tratar y con la via de administracion.
La gravedad de la afeccion se puede evaluar, por ejemplo, en parte, por métodos convencionales de evaluacion de
pronéstico. Ademas, la dosis y quizas la frecuencia de la dosis, también variaran segin la edad, el peso corporal y la
respuesta del paciente individual, incluyendo las que son para aplicaciones veterinarias.

En algunos regimenes preferidos, las dosificaciones apropiadas se administran a cada paciente mediante cualquier
aplicacién con inhalador, aerosol nasal o tdpica. Se entendera, sin embargo, que el nivel de dosis especifica y la
frecuencia de la dosificacion para cualquier paciente particular, se puede variar y dependera de una variedad de
factores que incluyen la actividad de la sal especifica u otra forma empleada, la estabilidad metabdlica y la duracion
de la accién de ese compuesto, la edad, el peso corporal, la salud general, el sexo, la dieta, el modo y el tiempo de
administracion, la tasa de excrecion, la combinacion de farmacos, la gravedad de la afeccién particular y el hospe-
dador sometido a terapia.

Ejemplos

Ejemplo 1: Sintesis de genes de aprotinina, purificac  i6n y analisis de proteinas de fusion de aprotinina
Introduccién

La proteina virica de la gripe, hemaglutinina (HA) es la principal proteina de la envoltura del virus de la gripe. Des-
empefia un papel esencial en la infeccion virica. La importancia de la HA se evidencia por el hecho de que es la
principal diana de los anticuerpos neutralizantes protectores, producidos por la respuesta inmune del hospedador
(Hayden, FG. (1996) en Antiviral drug resistance (compilador, Richman DD), pags. 59-77. Chichester, UK: John
Wiley & Sons Ltd.). Ahora se ha esclarecido que la HA tiene dos funciones diferentes en la infeccion virica. En pri-
mer lugar, la HA es responsable de la fijacion del virus a receptores celulares de acido sialico. En segundo lugar, la
HA media en la entrada virica en las células diana mediante la activacion de la fusion de la envoltura virica con las
membranas celulares.

La HA se sintetiza como una proteina precursora, HAO, que se transfiere a través del aparato de Golgi a la superficie
celular como un complejo molecular trimérico. HAO se escinde posteriormente para generar el extremo C-terminal de
HA1 (residuo 328 de HAOQ) y el extremo N-terminal de HA2. En general se cree que la escision se produce en la
superficie celular o en los virus liberados. La escision de HAO en HA1/HA2 no es necesaria para la union de HA a un
receptor de acido sidlico; sin embargo, es esencial para la infectividad virica (Klenk, HD y Rott, R. (1988) Adv Vir
Res. 34:247-281; Kido, H, Niwa, Y, Beppu, Y y Towatari, T. (1996) Advan Enzyme Regul 36:325-347; Skehel, JJ y
Wiley, DC. (2000) Annu Rev Biochem 69:531-569).

La sensibilidad de HAO frente a las proteasas del hospedador se determina por el sitio proteolitico en el bucle exter-
no de la molécula de HAQ. El sitio proteolitico puede contener un Unico residuo de Arg o Lys (sitio de escisién mono-
basico) o varios residuos de Lys y/o Arg en el motivo R-X-K/R-R (sitio de escision multibasico). Solo los subtipos del
virus de la gripe A, H5 y H7 tienen proteinas HA que son portadoras del sitio de escisiéon multibasico. Todos los de-
mas virus de la gripe A, B y C contienen proteinas HA que tienen el sitio de escision monobasico. Los virus de la
gripe A que tienen sitios de escisién multibasicos son mas virulentos e inducen una infeccién sistémica en los hos-
pedadores, mientras que los virus con un sitio monobasico en HA inician la infeccién solo en el tracto respiratorio de
mamiferos o en las vias respiratorias y entéricas en especies aviares (Klenk, HD y Garten W. 1994. Trend Micro
2:39-43, para una revision). Afortunadamente, la infeccion humana con los subtipos H5 y H7 sumamente virulentos
de la gripe aviar A, que son portadores del sitio de escision multibasico, solo se ha producido hasta el momento en
unos pocos casos descubiertos principalmente en Hong Kong. La gran mayoria de las infecciones gripales estan
causadas por virus con proteinas HA que se escinden en el sitio de escision monobasico.

Los subtipos 5y 7 de HA del virus de la gripe que contienen sitios de escisién multibasicos son activados por la
furina, un miembro de las endoproteasas similares a subtilisina, o la familia de convertasa de pre-proteinas. La furina
escinde el virus intracelularmente y esta presente de forma ubicua en muchos tipos de células, lo que permite la
infeccion virulenta, sistémica, observada con tales virus (Klenk, HD y Garten W. 1994. Trend Micro 2:39-43; Naka-
yama, K. 1997. Biochem 327:625-635). Todos los demas virus de la gripe, que tienen HAs con sitios de escision
monobasicos, se activan con proteasas de serina de tipo tripsina, secretadas. Las enzimas que han estado implica-
das en la activacion del virus de la gripe incluyen: plasmina (Lazarowitz SG, Goldberg AR y Choppin PW. 1973.

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2554787 T3

Virology 56:172-180), miniplasmina (Murakami M, Towatari T, Ohuchi M, Shiota M, Akao M, Okumura Y, Parry MA y
Kido H. (2001) Eur J Biochem 268: 2847-2855), triptasa Clara (Kido H, Chen Y y Murakami M. (1999) en B. Dunn
(compilador), Proteases of infectious agents. pag. 205-217, Academic Press, New York, N.Y), calicreina, urocinasa,
trombina (Scheiblauer H, Reinacher M, Tashiro M y Rott R. (1992) J Infect Dis 166:783-791), factor Xa de coagula-
cion de la sangre (Gotoh B, Ogasawara T, Toyoda T, Inocencio N, Hamaguchi M y Nagai Y. (1990) EMBO J 9:4189-
4195), acrosina (Garten W, Bosch FX, Linder D, Rott R y Klenk HD. (1981) Virology 115:361-374), proteasas proce-
dentes de lavado respiratorio humano (Barbey-Morel CL, Oeltmann TN, Edwards KM y Wright PF. (1987) J Infect Dis
155:667-672) y proteasas bacterianas procedentes de Staphylococcus aureus (Tashiro M, Ciborowski P, Reinacher
M, Pulverer G, Klenk HD y Rott R. (1987) Virology 157:421-430) y Pseudomonas aeruginosa (Callan RJ, Hartmann
FA, West SE y Hinshaw VS. (1997) J Virol 71:7579-7585). La activacion de los virus de la gripe a través de protea-
sas de serina del hospedador se considera generalmente que se produce extracelularmente ya sea en la membrana
plasmatica o después de la liberacién del virus desde la célula.

La aprotinina, también denominada Trasilol, o inhibidor de tripsina pancreética bovina (BPTI) es un polipéptido que
tiene 58 aminoacidos. Pertenece a la familia de inhibidores de tipo Kunitz e inhibe competitivamente un amplio es-
pectro de proteasas de serina, incluyendo tripsina, quimotripsina, plasmina y calicreina plasmatica. La aprotinina se
ha utilizado durante mucho tiempo como un agente terapéutico humano, como para el tratamiento de la pancreatitis,
diversos estados del sindrome de choque, hemorragia hiperfibrinolitica e infarto de miocardio. También se utiliza en
la cirugia a corazoén abierto, incluyendo las operaciones de derivacion cardiopulmonar, para reducir la pérdida de
sangre (Fritz Hy Wunderer G. (1983) Arzneim-Forsch 33: 479-494).

La seguridad de la aprotinina en los seres humanos ha estado bien documentada a lo largo de afios de aplicaciones
clinicas. Ademas, la aprotinina es aparentemente un inmunégeno muy débil ya que no se han observado anticuer-
pos especificos de aprotinina en los sueros humanos hasta el momento (Fritz H y Wunderer G. (1983) Arzneim-
Forsch 33:479-494). Otra caracteristica deseada de la aprotinina como un farmaco candidato, es su excelente esta-
bilidad. Se puede conservar a temperatura ambiente durante al menos 18 meses sin ninguna pérdida de actividad
(Fritz H y Wunderer G. (1983) Arzneim-Forsch 33:479-494).

Para lograr una inhibicién virica significativa, en estudios con animales que se han realizado, la aprotinina se admi-
nistr6 a dosis altas. Por ejemplo, se inyectaron 280 microgramos a 840 microgramos al dia de aprotinina por via
intraperitoneal en cada ratén durante 6 dias (Zhimov OP, Ovcharenko AV y Bukrinskaya AG (1984) J Gen Virol. 65:
191-196); para la inhalacion de aerosol se requiere una dosis menor, aun asi, a cada raton se le administraron 63 -
126 microgramos al dia durante 6 dias (Ovcharenko AV y Zhimov OP. (1994) Antiviral Res 23:107-118). Una dosis
muy alta de aprotinina se requeriria en humanos basandose en una extrapolacion de los datos de ratén. Por lo tanto
para lograr una mejor eficacia en humanos, la potencia de la molécula de aprotinina necesita ser mejorada significa-
tivamente.

La aprotinina actia mediante la inhibicion competitiva de proteasas de serina que estan generalmente en la superfi-
cie de las células epiteliales respiratorias del hospedador. Por lo tanto, la concentracion local de aprotinina en la
proximidad de las proteasas del hospedador, es el factor clave que determina la ventaja competitiva de la aprotinina.
Utilizamos dos enfoques que funcionan sinérgicamente para aumentar la ventaja competitiva de la aprotinina en la
superficie del epitelio respiratorio.

En primer lugar, la avidez (afinidad funcional) de la aprotinina se incrementa al preparar proteinas de fusion multiva-
lentes de aprotinina que constan de dos, tres 0 mas proteinas de aprotinina conectadas a través de enlazadores.
Dicha molécula es capaz de unirse a las proteasas de la membrana de una forma multivalente, lo que tiene una
ventaja cinética significativa sobre el monémero de aprotinina. La aprotinina monomérica se une muy fuertemente a
la tripsina bovina con una constante de disociacién (Ki) que es de 6,0 x 10™ mol/l. Sin embargo, su afinidad compa-
rada con la de otras proteasas, tales como quimotripsina, plasmina y calicreina, que se han implicado en la activa-
cion del virus de la gripe, es mucho menor estando la Ki en el nivel de 10® a 10™° mol/l (Fritz H y Wunderer G. (1983)
Arzneim-Forsch 33:479-494). La multimerizacion puede aumentar la afinidad de la aprotinina hacia estas proteasas
de manera exponencial.

En segundo lugar, fusionamos la aprotinina con un dominio de anclaje al epitelio respiratorio. El dominio de anclaje
localiza la aprotinina en la proximidad de proteasas asociadas a la membrana del hospedador y mantiene una alta
concentracion local de aprotinina sobre la superficie epitelial. EI dominio de anclaje también aumenta el tiempo de
retencién del farmaco sobre el epitelio respiratorio.

Clonacién

La aprotinina es un polipéptido de cadena sencilla que tiene 58 residuos de aminoacidos y 3 enlaces disulfuro intra-
catenarios (SEQ ID NO: 1). La secuencia de aminoacidos de la aprotinina se muestra en la Figura 1. Los genes que
codifican la aprotinina y las proteinas de fusidon de aprotinina se sintetizan mediante PCR utilizando oligonucleétidos
solapantes con codones optimizados para la expresion en E. coli como moldes. Los productos de la PCR se clonan
en el vector pCR2.1-TOPO (Invitrogen). Después de la secuenciacion, los genes se subclonan en un vector de ex-
presion pQE (Qiagen). El vector es portador de un marcador para la purificacion, Hisx6, para permitir una purifica-
cion sencilla de las proteinas recombinantes. Las estructuras artificiales se utilizan para transformar E. coli. Las
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células transformadas cultivadas en medio LB con ampicilina hasta la fase de semilogaritmo, se inducen con IPTG
de acuerdo con protocolos convencionales. Las células se sedimentan y se lisan en solucién salina tamponada con
fosfato (PBS) mediante tratamiento con ultrasonidos. Las enzimas, que tienen el marcador de purificacion Hise, se
purifican utilizando una columna de niquel (Qiagen).

Se preparan las siguientes proteinas de fusion de aprotinina:

1. Aprotinina dimérica y trimérica. Dos o tres genes de aprotinina estan unidos a través de un enlazador flexible
como las siguientes estructuras artificiales:

Aprotinina-(GGGGS (SEQ ID NO: 10))n (n = 3, 4 0 5)-Aprotinina;

y

Aprotinina-(GGGGS (SEQ ID NO: 10))n (n = 3, 4 0 5)-Aprotinina-(GGGGS (SEQ ID NO: 10))n (n =3, 4 0 5)-
Aprotinina

La longitud de la secuencia del enlazador puede determinar la flexibilidad tridimensional de la aprotinina mul-
timérica y de ese modo influir en la afinidad funcional de la molécula. Por lo tanto, se preparan estructuras arti-
ficiales que tienen enlazadores con varias longitudes. La aprotinina monomérica recombinante completamente
funcional se ha producido en E. coli (Auerswald EA, Horlein D, Reinhardt G, Schroder W y Schnabel E. (1988).
Biol Chem Hoppe-Seyler vol 369, supl., pags. 27-35). Por lo tanto, esperamos un correcto plegamiento de las
proteinas de aprotinina multivalentes en células de E. coli. Ademas de expresar la proteina en varias cepas
comunes de E. coli, tales como BL21, JM83, etc., las proteinas de aprotinina multivalentes se expresan tam-
bién en células Origami® (Novagen, Bad Soden, Alemania). La cepa de células Origami® no tiene tiorredoxina
ni glutation reductasa y, por lo tanto, tiene un citoplasma oxidante. Esta cepa celular se ha utilizado para expre-
sar con éxito una serie de proteinas que contienen enlaces disulfuro ((Bessette PH, Aslund F, Beckwith J y Ge-
orgiou G. (1999) Pro Natl Acad Sci USA 96:13703-13708; Venturi M, Seifert C y Hunte C. (2001) J Mol Biol
315:1-8).

2. La aprotinina que se ancla a células epiteliales. Una secuencia que se ancla a las células del epitelio se fu-
siona con aprotinina. La secuencia que se ancla al epitelio puede ser cualquier secuencia de péptido o polipép-
tido que tiene afinidad hacia la superficie de las células epiteliales. Hemos seleccionado tres secuencias huma-
nas que se unen a GAG: PF4 (aa 47-70; SEQ ID NO: 2), IL-8 (aa 46-72; SEQ ID NO: 3) y AT Ill (aa 118-151;
SEQ ID NO: 4) (Figura 2). Estas secuencias se unen a heparina/sulfato de heparan con afinidades de nivel
nanomolar (Tabla 1). La heparina/sulfato de heparan estan presentes de forma ubicua en el epitelio respirato-
rio. En estructuras artificiales distintas, las secuencias que se unen a GAG estan fusionadas con el gen de
aprotinina en el extremo N-terminal y en el extremo C-terminal a través de una secuencia enlazadora genérica
GGGGS como las siguientes estructuras artificiales:

(dominio GAG-GGGGS(SEQ ID NO: 10)-Aprotinina); y
(Aprotinina-GGGGS(SEQ ID NO: 10)-dominio GAG)

Tabla 1. Afinidades hacia heparina

Proteina Kd nM (ref)
PF4 27 (44)
IL-8 <5 (43)
ATIII 11 (42)
ApoE 620 (45)

Ensayo fotométrico de inhibicién de tripsina

La actividad inhibidora de tripsina de la aprotinina y las proteinas de fusién de aprotinina se mide mediante un ensa-
yo fotométrico descrito previamente en detalle (Fritz H y Wunderer G. (1983) Arzneim-Forsch 33: 479-494). Breve-
mente, en este ensayo la aprotinina inhibe la hidrélisis catalizada por tripsina de Na-benzoil-L-arginina-p-nitroanilida
(BzArgpNA o L-BAPA) (Sigma), que se controla fotométricamente a 405 nm. Una unidad de tripsina (Ugapa) S€ cO-
rresponde con la hidrdlisis de 1 micromol de sustrato por minuto. Una unidad de inhibidor (Ulgapa) disminuye la acti-
vidad de dos unidades de tripsina en un 50%, lo que corresponde aritméticamente a la inhibicion de 1 Ugapa de trip-
sina. La actividad especifica de la aprotinina se proporciona en Ugapa/mg de polipéptido.

Ensayo de resonancia de plasmén superficial

Las afinidades de la aprotinina dimérica y trimérica con diversos enlazadores se comparan con la aprotinina mo-
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nomeérica usando el ensayo de resonancia de plasmon superficial, o el analisis BIAcore (BlAcore, Piscataway, NJ)
con plasmina humana como diana. Del mismo modo, el ensayo BlAcore con heparina como diana se utiliza para
analizar la afinidad entre las proteinas de fusion de aprotinina que se unen a GAG y heparina.

Cuando se utiliza plasmina como diana, la plasmina humana purificada (Sigma) se inmoviliza sobre el chip CM5
segun las instrucciones del fabricante (BlAcore, Piscataway, NJ). Cuando la diana es heparina, la albumina biotinila-
da y la albumina-heparina (Sigma) son capturadas en un chip de BlAcore SA revestido con estreptavidina, como se
ha descrito anteriormente (Xiang Y y Moss B. (2003) J Virol 77: 2623-2630).

Ejemplo 2: Establecimiento de modelos mejorados de cu Itivo de tejidos para estudios sobre la gripe, infe c-
cién con el virus.

Reservas de virus de la gripe

Las cepas viricas de la gripe se obtienen a partir de la ATCC vy el repositorio en el Hospital de Investigacion Infantil
St. Jude. Todos los experimentos con virus de la gripe se llevan a cabo con un nivel de Bioseguridad 1.

Los virus se propagan mediante una inyeccion en la cavidad alantoidea de embriones de pollo de nueve dias, tal y
como se ha descrito (Zhimov OP, Ovcharenko AV y Bukrinskaya AG. (1985) J Gen Virol 66: 1633-1638). Alternati-
vamente, las reservas viricas se cultivan en células de rifién canino Madin-Darby (MDCK) en medio esencial minimo
(MEM) complementado con 0,3% de albumina de suero bovino y 0,5 microgramos de tripsina por ml. Después de
incubar durante 48 a 72 horas, el medio de cultivo se clarifica por centrifugaciéon a baja velocidad. Las particulas
viricas se sedimentan por ultracentrifugacion a través de una almohadilla de sacarosa al 25%. Los virus purificados
se suspenden en tampon Tris 0,1 M-50% de glicerol (pH 7,3) y se almacenan a -20°C.

Ensayos en placa

La infectividad y el titulo de las reservas viricas se determinaron mediante dos tipos de ensayos en placa, uno con-
vencional y uno modificado (Tobita, K, Sugiura, A, Enomoto, C y Furuyama, M. (1975) Med Microbiol Immunol 162:9-
14; Zhimov OP, Ovcharenko AV y Bukrinskaya AG (1982) Arch Virol 71:177-183). El ensayo en placa convencional
se usa de forma rutinaria como un método para la titulacién de virus. Requiere tripsina exdégena en una capa de agar
afiadida a las monocapas de MDCK, inmediatamente después de la infeccién con el virus (Tobita, K, Sugiura, A,
Enomoto, C y Furuyama, M. (1975) Med Microbiol Immunol 162:9-14). Este método aumenta artificialmente la infec-
tividad de las reservas viricas que se estan sometiendo a ensayo, mediante la activacién de todas las particulas
viricas que tienen HA sin escindir.

Zhimov et. al. disefiaron un ensayo en placa modificado que consiste en una capa de agar doble, incluyendo la trip-
sina en la segunda capa que se afiade 24 horas después de la infeccién (Zhimov OP, Ovcharenko AV y Bukrinskaya
AG. (1982) Arch Virol 71:177-183). Tres dias después de la infeccidn, las células se fijan con una solucién al 10% de
formaldehido, se eliminan las capas de agarosa, las células fijadas se tifien con soluciéon de hematoxilina-eosina y se
hace un recuento de las placas. El ensayo en placa modificado permite la determinacion precisa de la infectividad
real de las reservas viricas que contienen tanto HA escindida como sin escindir. Combinando los resultados de am-
bos ensayos en placa, convencional y modificado, se pueden distinguir los virus que contienen HA escindida y no
escindida, y correlacionar la infectividad de las reservas viricas con el estado de escision de HA.

Modelos de cultivo celular humano

1. Cultivo a corto plazo de células epiteliales humanas primarias. Una infeccién convencional con el virus de
la gripe in vitro se lleva a cabo principalmente en células MDCK con tripsina exdgena afiadida al medio de
cultivo. Esto esta lejos de ser fisiolégico y no es apropiado para el trabajo propuesto en esta memoria porque
la tripsina no es la proteasa que activa el virus de la gripe in vivo. Hasta la fecha se ha descrito un nimero
muy limitado de modelos de cultivo de tejidos in vitro que sean capaces de apoyar el crecimiento del virus de
la gripe sin una proteasa exdgena, siendo esos cultivos primarios con células de primates de origen renal,
células que recubren las cavidades alantoidea y amnidtica de huevos embrionarios, cultivos de 6érganos anu-
lares de la traqueal fetal y células epiteliales adenoides humanas primarias (Endo Y, Carroll KN, Ikizler MR y
Wright. PF (1996) J Virol 70:2055-2058). Entre estos, el Ultimo trabajo con células epiteliales adenoides
humanas primarias es el mejor imitador de las condiciones humanas. En este caso, Endo et. al. (Endo Y, Ca-
rroll KN, Ikizler MR y Wright PF. (1996) J Virol 70:2055 a 2058) aislaron células epiteliales a partir de mues-
tras quirdrgicas de adenoides humanas y cultivaron las células epiteliales en una matriz de colageno (Vitro-
gen 100, Celtrix Laboratories, Palo Alto, California) en camaras Transwell (Costar, Cambridge, Mass). Las
células se mantuvieron en medio Ham F12 al 50% y medio esencial minimo de Eagle al 50% con comple-
mentos de factores de crecimiento y oligoelementos. Las células alcanzaron la confluencia en 10 a 14 dias,
permaneciendo en gran parte como una monocapa pero con parches discretos de células ciliadas, que con-
servaron una actividad ciliar regular durante 1 a 3 semanas después de alcanzar la confluencia. En este sis-
tema, el virus de la gripe A crecio hasta un titulo de 10° PFU/mI con una multiplicidad de infeccién de 0,001
(Endo Y, Carroll KN, Ikizler MR y Wright PF. (1996) J Virol 70:2055-2058). Los efectos citopatogénicos pro-
gresivos también estuvieron presentes durante la infeccion. El mayor inconveniente de este sistema es que
requiere tejido adenoide humano de nuevo aporte.
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Para resolver este problema, las células epiteliales adenoides humanas primarias son reemplazadas por célu-
las epiteliales humanas primarias de las vias respiratorias que estan disponibles comercialmente (Cambrex),
y las células se cultivan en las mismas condiciones. Tal cultivo a corto plazo de células epiteliales humanas
primarias de las vias respiratorias se establece relativamente rapido y es Gtil como modelo experimental de
primera linea para la mayoria de los experimentos de infeccién in vitro y antiviricos.

2. Epitelio bien diferenciado de las vias respiratorias humanas (WD-HAE). Con el fin de imitar mejor el estado
in vivo de las vias respiratorias humanas, se utiliza el modelo de epitelio bien diferenciado de las vias respira-
torias humanas (WD-HAE por sus siglas en inglés). WD-HAE es epitelio estratificado que tiene todas las célu-
las diferenciadas del epitelio de las vias respiratorias humanas normales, incluyendo las células ciliadas fun-
cionales y las células secretoras de moco. Por lo tanto, en este sistema modelo, los virus de la gripe son mas
propensos a ser activados por proteasas del hospedador que son fisiolégicamente relevantes. Aunque WD-
HAE se ha utilizado ampliamente para estudiar infecciones viricas respiratorias, como el virus sincitial respira-
torio (RSV) (Zhang L, ME Peeples, Boucher RC, Collins PL y Pickles RJ. (2002) J Virol 76:5654-5666), el vi-
rus del sarampion (Sinn PL, Williams G, Vongpunsawad S, Cattaneo R y McCray PB (2002). J Virol 76:2403-
2409), o el rinovirus humano, no se ha utilizado anteriormente para estudiar los virus de la gripe.

Un protocolo detallado de WD-HAE se ha descrito previamente (Krunkosky TM, Fischer BM, Martin LD, Jones N,
Akley NJ y Adler KB. (2000) Am J Respir Cell Mol Biol. 22:685-692). Brevemente, las células epiteliales bronquiales
humanas, primarias, comerciales (Cambrex) se cultivan en camaras transparentes de cultivo Transwell (Costar) que
estan recubiertos de forma fina con colageno | de cola de rata. Las células se cultivan sumergidas durante los prime-
ros 5 a 7 dias en un medio que contiene una mezcla 1:1 de medio de crecimiento para células epiteliales bronquiales
(BEGM) (Cambrex) y DMEM con glucosa elevada, con un complemento de factores de crecimiento (Krunkosky TM,
Fischer BM, Martin LD, Jones N, Akley NJ y Adler KB. (2000) Am J Respir Cell Mol Biol 22:685-692). Cuando los
cultivos tienen una confluencia del 70% (dias 5 a 7), se crea la interfaz aire-liquido mediante la eliminacién del medio
apical y la exposicion de las células solo a un medio en su superficie basal. Las células se cultivan durante otros 14
dias en la interfase aire-liquido, durante un total de 21 dias de cultivo, y luego estan listas para los experimentos. El
epitelio diferenciado se puede mantener in vitro durante semanas.

La morfologia epitelial y el grado de diferenciacién se documenta mediante histologia de rutina (Endo Y, Carroll KN,
Ikizler MR y Wright PF. (1996) J Virol 70:2055-2058). Brevemente, después de la fijacién con formalina tamponada
al 10%, las células epiteliales se embeben en parafina, se seccionan y se tifien con hematoxilina y eosina, y con una
tincion con acido periédico-Schiff para las células secretoras de moco.

La infeccién con gripe se lleva a cabo en los dos sistemas de modelos anteriores, mediante la adicion de 0,001 a 1
MOI de virus a las células diferenciadas. El titulo y la infectividad de los virus en el material sobrenadante se contro-
lan durante un periodo de 3 a 7 dias. El nivel de amplificacion del virus de la gripe y la infectividad de los virus de la
gripe se evallian empleando ensayos en placa convencionales y modificados.

Ejemplo 3: Comparacion de las funciones de las prote inas de fusion de aprotinina in vitro
Efectos anti-viricos de las proteinas de fusién de aprotinina

1. Tratamiento previo a la infeccion. Las proteinas de fusion de aprotinina se afiaden a cultivos de células
humanas primarias con diversas concentraciones y se permite la incubacién con las células durante 1 hora.
Las células se lavan con medio de nuevo aporte y se inoculan inmediatamente con virus de la gripe a una
MOI de 0,01 a 1. Las células se lavan de nuevo después de 1 hora y se cultivan durante 3 a 5 dias. El titulo y
la infectividad de los virus en el material sobrenadante se miden en diversos momentos a través de dos ensa-
yos en placa. El efecto citopatico causado por la infeccidn virica se evalla tifiendo las células viables con cris-
tal violeta y cuantificando mediante la medicidn de la absorcién a 570 nm al final del experimento. El porcen-
taje de proteccion celular mediante las proteinas de fusion de aprotinina se calcula mediante 100x {(muestra
tratada con aprotinina-muestra infectada no tratada)/(control no infectado-muestra infectada no tratada)}. La
eficacia del farmaco para la proteccién celular se describe por su Concentracién Efectiva que alcanza el 50%
de la proteccion celular (CEsp). Puesto que la activacion de HA solo se produce en particulas viricas recién li-
beradas, se produce normalmente la primera ronda de la infeccién virica y el titulo virico se eleva en las pri-
meras 24 horas después de la infecciéon. Sin embargo, a partir de la segunda ronda, la infectividad de los vi-
rus desciende vy el titulo virico disminuye gradualmente como resultado del tratamiento con aprotinina. Con
los resultados de este experimento se diferencian varios tipos de diferentes proteinas de fusion de aprotinina
por sus eficacias en un solo tratamiento profilactico.

Alternativamente, el momento de la inoculacién virica inicial se altera desde inmediatamente después del tra-
tamiento con aprotinina, 2-24 horas después del tratamiento. El titulo virico, la infectividad y el efecto citopati-
co se miden durante 3 a 5 dias después de la infeccién, como se ha descrito anteriormente. Los resultados
de estos experimentos distinguen diversas proteinas de fusiéon de aprotinina por las longitudes de la ventana
efectiva después de un solo tratamiento profilactico.

2. Tratamiento posterior a la infeccion. Para el tratamiento de multiples dosis, las células se infectan primero
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mediante inoculaciones viricas con MOI de 0,001 a 1 durante 1 hora. Varias concentraciones de proteinas de
fusion de aprotinina se afiaden inmediatamente después, los tratamientos adicionales se aplican a intervalos
de 8 horas durante las primeras 48 horas después de la infeccion. Las células se cultivan hasta el dia 7 des-
pués de la infeccion. El titulo virico y la infectividad en los medios se controlan durante todo el proceso. El
efecto citopatico se evalla al final del experimento.

Para el tratamiento de una sola dosis, las células se infectan primero mediante inoculaciones viricas con MOI de
0,001 a 0,1 durante 1 hora. Los tratamientos de las proteinas de fusion de aprotinina a diversas concentraciones se
aplican en diferentes momentos durante las primeras 48 horas después de la infeccion, pero cada muestra celular
solo recibe un tratamiento durante todo el experimento. Las células se cultivan hasta el dia 7 después de la infec-
cion. El titulo virico y la infectividad en los medios se controlan durante todo el proceso. El efecto citopatico se eval-
Ua al final del experimento. Con los resultados de estos experimentos se distinguen diferentes tipos de proteinas de
fusién de aprotinina por su potencia terapéutica.

Inhibicién de la escision de HA mediante proteinas de fusion de aprotinina

Para demostrar que las proteinas de fusidn de aprotinina inhiben la infeccién virica de la gripe inhibiendo la escision
de la proteina HA de la gripe, un cultivo de células epiteliales primarias humanas se infecta con virus de la gripe con
una MOI de 1. Las proteinas de fusién de aprotinina se afiaden al cultivo ya sea justo antes de la inoculacién virica o
inmediatamente después de la infeccién virica. Seis horas y media después de la infeccién, el cultivo se incuba du-
rante 1 hora en MEM que carece de metionina sin marcar y que contiene metionina marcada con s (Amersham) a
una concentracion de 100 microCi/ml (pulso). A continuacion, las células se lavan dos veces con MEM que contiene
una concentracion 10 veces superior de metionina sin marcar y se incuban en MEM durante 3 horas adicionales
(Chase). Después de marcar, las células se disuelven en tampdén de ensayo de radioinmunoprecipitacion (RIPA), HA
precipita con anti-suero contra la cepa particular de virus usada para la infeccion (los sueros anti-gripe se pueden
obtener en la ATCC y el Centro de Control de Enfermedades y Prevencion), y el inmunocomplejo se purifica a conti-
nuacion mediante proteina G-Sefarosa (Amersham). Las muestras se fraccionan mediante SDS-PAGE seguida por
autorradiografia. En las muestras no tratadas con las proteinas de fusién de aprotinina, se espera que HA1 y HA2
sean la especie de HA predominante; mientras que en las muestras tratadas con aprotinina, se espera que HAO sea
el principal tipo de HA presente.

Ejemplo 4: Sintesis de genes de cinco sialidasas, exp  resion y purificacion de las proteinas de la sialid asa.
Introduccion

Los virus de la gripe pertenecen a la familia orthomyxoviridae de virus de ARN. Ambos virus de tipo A y tipo B tienen
8 genomas de ARN segmentados de cadena negativa, incluidos en una envoltura lipidica obtenida a partir de la
célula hospedadora. La envoltura virica esta cubierta con espiculas que se componen de tres proteinas: hemagluti-
nina (HA) que fija los virus a receptores de las células hospedadoras y media en la fusién de las membranas virica y
celular; neuraminidasa (NA) que facilita la liberacién de los nuevos virus desde la célula hospedadora; y un pequefio
namero de proteinas M2 que sirven como canales de iones. Para el virus de la gripe A, HA y NA ambas se someten
a deriva antigénica y cambio antigénico, los subtipos viricos se distinguen por diferencias serolégicas entre sus pro-
teinas HA y NA. Existe un total de 15 tipos de HA (H1-H15) y 9 tipos de NA (N1-N9), pero solo tres HA (H1-H3) y dos
NA (N1 y N2) se han encontrado hasta la fecha en el virus de la gripe A humana (Granoff, A. & Webster, R. G., com-
pilador. Encyclopedia of Virology, segunda edicién, tomo 2). A diferencia de los virus de la gripe A, no se reconocen
subtipos antigénicos distintos para el virus de la gripe B.

Mientras que el virus de la gripe B circula solo en los seres humanos, el virus de la gripe A se puede aislar a partir de
una gran cantidad de animales, como cerdos, caballos, gallinas, patos y otras especies de aves, que representan el
reordenamiento genético del virus de la gripe A, lo que da como resultado un cambio antigénico. Las aves acuaticas
silvestres se consideran el depésito primordial de todos los virus de la gripe para las especies de aves y mamiferos.
Existe una amplia evidencia de la transmisién del virus entre las aves acuaticas y otras especies que incluyen los
cerdos y los caballos y la transmision indirecta a los seres humanos a través de los cerdos. Una transmision directa
desde los cerdos o los pollos a los seres humanos también se ha documentado (lto, T. (2000) Microbiol Immunol
44(6):423-430).

El receptor de la célula hospedadora para los virus de la gripe es el acido sialico de la superficie celular. Los acidos
sialicos son a-cetoacidos con estructuras principales de 9 carbonos que se encuentran generalmente en las posicio-
nes mas externas de las cadenas de oligosacaridos que se fijan a las glicoproteinas y glicolipidos. Uno de los princi-
pales tipos de &cido sidlico es el acido N-acetilneuraminico (Neu5Ac), que es el precursor biosintético de la mayoria
de los otros tipos. En la naturaleza se encuentran dos enlaces importantes entre Neu5Ac y los residuos penultimos
de galactosa de las cadenas laterales de hidratos de carbono, NeuS5Ac a(2,3)-Gal y Neu5Ac a(2,6)-Gal. Ambas
moléculas, Neu5Ac a(2,3)-Gal y Neu5Ac a(2,6)-Gal pueden ser reconocidas como receptor por el virus de la gripe A
(Schauer, R. (1982) Adv. Carbohydrate Chem & Biochem 40:131-235), mientras que los virus humanos parece que
prefieren NeuS5Ac a(2,6)-Gal, los virus aviares y equinos reconocen predominantemente Neu5Ac a(2,3)-Gal (lto, T.
(2000) Microbiol Immunol 44(6):423- 430).
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Las infecciones con los virus de la gripe de tipo A y B se inician tipicamente en la superficie de la mucosa del tracto
respiratorio superior. La replicacion virica se limita principalmente al tracto respiratorio superior, pero puede exten-
derse hasta el tracto respiratorio inferior y provocar bronconeumonia que puede ser fatal. El riesgo de muerte es de
una por cada 10.000 infecciones, pero es significativamente mayor para los grupos de alto riesgo con afecciones
cardiopulmonares preexistentes y para los individuos sin tratamiento inmunolégico durante una pandemia.

Un compuesto terapéutico que comprende una sialidasa que puede degradar eficazmente ambos acidos sidlico de
los receptores, NeuSAc a(2,3)-Gal y Neu5Ac a(2,6)-Gal, puede conferir proteccién contra la mas amplia gama de
virus de la gripe, incluyendo los virus animales. También puede seguir siendo eficaz ya que las cepas viricas cam-
bian anualmente. Debido a que la sialidasa se dirige a la célula hospedadora en lugar de al virus y actda en el "punto
de asfixia" en un ciclo vital virico, la generacion de virus resistentes es improbable. El acido sialico unido a proteina
cambia de manera homogénea en la superficie celular con una semivida de 33 horas (Kreisel, W, Volk, BA, Buchsel,
R. y Reutter, W. (1980) Proc Natl Acad Sci USA 77:1828-1831). Por lo tanto, se estima que la administraciéon de una
sialidasa una vez al dia o dos veces al dia, conferiria una proteccion suficiente contra la gripe.

Las sialidasas se encuentran en eucariotas superiores, asi como en algunos microbios mayormente patégenos,
incluyendo virus, bacterias y protozoos. Las sialidasas viricas y bacterianas han sido bien caracterizadas, y se han
determinado las estructuras tridimensionales de algunas de ellas (Crennell, SJ, Garman, E, Laver, G, Vimr, E y Tay-
lor, G. (1994) Structure 2:535-544; Janakiraman, MN, White, CL, Laver, WG, Air, GM y Luo, M. (1994) Biochemistry
33:8172-8179; Pshezhetsky, A, Richard, C, Michaud, L, Igdoura, S, Wang, S, Elsliger, M, Qu, J, Leclerc, D, Gravel,
R, Dallaire, L y Potier, M. (1997) Nature Genet 15: 316-320). Varias sialidasas humanas también se han clonado en
los Gltimos afios (Milner, CM, Smith, SV, Carrillo MB, Taylor, GL, Hollinshead, M y Campbell, RD. (1997) J Bio Chem
272:4549-4558; Monti, E, Preti, A, Nesti, C, Ballabio, A y Borsani G. 1999. Glycobiol 9:1313-1321; Wada, T, Yos-
hikawa, Y, Tokuyama, S, Kuwabara, M, Akita, H y Miyagi, T. (1999) Biochem Biophy Res Communi 261:21-27; Mon-
ti, E, Bassi, MT, Papini, N, Riboni, M, Manzoni, M, Veneranodo, B, Croci, G, Preti, A, Ballabio, A, Tettamanti, G y
Borsani, G. (2000) Biochem J 349:343-351). Todas las sialidasas caracterizadas comparten un motivo de cuatro
aminoéacidos en la porcién amino terminal, seguido por el motivo de caja Asp que se repite de tres a cinco veces,
dependiendo de la proteina. (Monti, E, Bassi, MT, Papini, N, Riboni, M, Manzoni, M, Veneranodo, B, Croci, G, Preti,
A, Ballabio, A, Tettamanti, G y Borsani, G. (2000) Biochem J 349:343-351; Copley, RR, Russell, RB y Ponting, CP.
(2001) Protein Sci 10:285-292). Aunque la semejanza global de los aminoacidos de la superfamilia de sialidasas es
relativamente baja con aproximadamente el 20-30%, el plegamiento global de las moléculas, especialmente los
aminoacidos cataliticos, es notablemente similar (Wada, T, Yoshikawa, Y, Tokuyama, S, Kuwabara, M, Akita, H y
Miyagi, T. (1999) Biochem Biophy Res Communi 261:21-27; Monti, E, Bassi, MT, Papini, N, Riboni, M, Manzoni, M,
Veneranodo, B, Croci, G, Preti, A, Ballabio, A, Tettamanti, G y Borsani, G. (2000) Biochem J 349:343-351; Copley,
RR, Russell, RB y Ponting, CP. (2001) Protein Sci 10:285-292).

Las sialidasas se dividen generalmente en dos familias: las sialidasas "pequefias" tienen un peso molecular de
aproximadamente 42 kDa y no requieren iones metalicos divalentes para una actividad maxima; las sialidasas
"grandes" tienen un peso molecular superior a 65 kDa y pueden requerir iones metdlicos divalentes para su actividad
(Wada, T, Yoshikawa, Y, Tokuyama, S, Kuwabara, M, Akita, H y Miyagi, T. (1999) Biochem Biophy Res Communi
261:21-27; Monti, E, Bassi, MT, Papini, N, Riboni, M, Manzoni, M, Veneranodo, B, Croci, G, Preti, A, Ballabio, A,
Tettamanti, G y Borsani, G. (2000) Biochem J 349:343-351; Copley, RR, Russell, RB y Ponting, CP. (2001) Protein
Sci 10:285-292).

Se han purificado mas de quince proteinas sialidasas y varian mucho entre si en las especificidades de sustrato y la
cinética enzimatica. Para conferir una proteccion de amplio espectro contra los virus de la gripe, una sialidasa nece-
sita degradar eficazmente el acido sialico en ambos enlaces a(2,6)-Gal y a(2,3)-Gal y en el contexto de glicoprotei-
nas y algunos glicolipidos. Las sialidasas viricas, como las del virus de la gripe A, virus de la peste aviar y virus de la
enfermedad de Newcastle, suelen ser especificas de Neu5Ac a(2,3)-Gal y solo degradan Neu5Ac a(2,6)-Gal de
forma muy ineficaz. Las sialidasas bacterianas pequefias generalmente reaccionan mal con el acido sidlico en el
contexto de glicoproteinas y glicolipidos. Por el contrario, las sialidasas bacterianas grandes pueden escindir eficaz-
mente el &cido sidlico en ambos enlaces (a,2-6) y (a,2-3) en el contexto de la mayoria de los sustratos naturales
(Figura 4 ; Vimr, DR. (1994) Trends Microbiol 2: 271-277; Drzeniek, R. (1973) Histochem J 5:271-290; Roggentin, P,
Kleineidam, RG y Schauer, R. (1995) Biol Chem Hoppe-Seyler 376:569-575; Roggentin, P, Schauer, R, Hoyer, LL y
Vimr, ER. (1993) Mol Microb 9:915-921). Debido a sus amplias especificidades de sustrato, las sialidasas bacteria-
nas grandes son mejores candidatos.

Entre las sialidasas bacterianas grandes con especificidad de sustrato conocida, mostradas en la Figura 4, la siali-
dasa de Vibrio cholerae requiere Ca2+ para la actividad, por lo que es menos preferida. Las sialidasas mas preferi-
das incluyen la enzima de 71 kDa procedente de Clostridium perfringens, la enzima de 113 kDa de Actinomyces
viscosus Y la sialidasa de Arthrobacter ureafaciens. Una tercera sialidasa, la enzima de 68 kDa de Micromonospora
viridifaciens, se conoce por destruir el receptor del virus de la gripe (Air, GM y Laver, WG. (1995) Virology 211:278-
284), y es también un candidato.

Estas enzimas tienen una alta actividad especifica (600 U/mg de proteina para C. perfringens (Corfield, AP, Veh,
RW, Wember, M, Michalski, JC y Schauer, R. (1981) Biochem J 197:293-299) y 680 U/mg de proteina para A. visco-
sus (Teufel, M, Roggentin, P. y Schauer, R. (1989) Biol Chem Hoppe Seyler 370:435-443)), son totalmente activas
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sin hierro metalico divalente, y se han clonado y purificado como proteinas recombinantes a partir de E. coli (Rog-
gentin, P, Kleineidam, RG y Schauer, R. (1995) Biol Chem Hoppe-Seyler 376:569-575, Teufel, M, Roggentin, P. y
Schauer, R. (1989) Biol Chem Hoppe Seyler 370:435-443 , Sakurada, K, Ohta, T y Hasegawa, M. (1992) J Bacteriol
174: 6896-6903). Ademas, C. perfringens es estable en solucién a 2-8°C durante varias semanas, y a 4°C en pre-
sencia de albumina durante mas de dos afios (Wang, FZ, Akula, SM, Pramod, NP, Zeng, L y Chandran, B. (2001) J
Virol 75:7517-27). A. viscosus es labil frente a la congelacion y descongelacion, pero es estable a 4°C en tampon de
acetato 0,1 M, pH 5 (Teufel, M, Roggentin, P. y Schauer, R. (1989) Biol Chem Hoppe Seyler 370:435-443).

Aungue las posibilidades de inducir reacciones inmunes utilizando sialidasas bacterianas es muy baja debido a que
las proteinas seran utilizadas por via tépica en el tracto respiratorio superior y no se absorberan sistémicamente, una
enzima humana seria mas deseable para un uso a largo plazo en sujetos humanos.

Hasta el momento se han clonado cuatro genes de sialidasa procedentes de ser humano: sialidasa
Neul/G9/lisosdmica (Pshezhetsky, A, Richard, C, Michaud, L, Igdoura, S, Wang, S, Elsliger, M, Qu, J, Leclerc, D,
Gravel, R, Dallaire, L y Potier, M. (1997) Nature Genet 15: 316-320, Milner, CM, Smith, SV, Carrillo MB, Taylor, GL,
Hollinshead, M y Campbell, RD. (1997). J Bio Chem 272:4549-4558); NEU3, una sialidasa asociada a la membrana
aislada a partir de cerebro humano (Wada, T, Yoshikawa, Y, Tokuyama, S, Kuwabara, M, Akita, H y Miyagi, T.
(1999) Biochem Biophy Res Communi 261:21-27, Monti, E, Bassi, MT, Papini, N, Riboni, M, Manzoni, M, Venerano-
do, B, Croci, G, Preti, A, Ballabio, A, Tettamanti, G y Borsani, G. (2000) Biochem J 349:343-351), NEU2 una sialida-
sa de 42 kDa expresada en el musculo esquelético humano a un nivel muy bajo (Monti, E, Preti, A, Nesti, C, Balla-
bio, A y Borsani G. (1999) Glycobiol 9:1313-1321) y NEU4 una proteina de 497 aminoacidos (GenBank NM080741)
expresada en todos los tejidos humanos examinados (Monti, E, Preti, A, Venerando, B y Borsani, G. (2002) Neuro-
chem Res 27:646-663).

Una comparacion de las secuencias de aminoacidos revela que NEU2 (SEQ ID NO: 8) y NEU4 (SEQ ID NO: 9) son
ambas sialidasas citosélicas. Se conservan 9 de 12 de los residuos de aminoacidos que forman el sitio catalitico de
la sialidasa de S. typhimurium tanto en NEU2 como en NEU4 (Monti, E, Preti, A, Nesti, C, Ballabio, A y Borsani G.
(1999) Glycobiol 9:1313-1321, Figura 3). Ademas, NEU4 también muestra un tramo de aproximadamente 80 resi-
duos de aminoacidos (aa 294-373) que parece Unico entre las sialidasas conocidas de mamifero (Monti, E, Preti, A,
Venerando, B y Borsani, G. (2002) Neurochem Res 27:646-663). A diferencia de las grandes sialidasas bacterianas
seleccionadas, la especificidad de sustrato de NEU2 y NEU4 es desconocida. Se tendra que someter a ensayo si
NEU2 y NEU4 pueden degradar eficazmente los receptores del virus de la gripe.

Ensayo de sialidasa

Las enzimas de NEU2, NEU4 y M. viridifaciens se almacenaran en PBS y 50% de glicerol a -20°C. Las enzimas de
C perfringens y A. viscosus se almacenan en tampon acetato 10 mM (pH 5) a 4°C. Las preparaciones de proteinas
se caracterizan por HPLC vy electroforesis SDS-PAGE. Las actividades especificas y la estabilidad de las enzimas
seran supervisados por el ensayo de sialidasa.

La actividad enzimatica de las sialidasas se determina con acido 2'-(4-metilumbeliferil)-alfa-D-N-acetilneuraminico)
(4MU-NANA) (Sigma) fluorimétrico como sustrato. Especificamente, las reacciones se establecen por duplicado en
tampon citrato de sodio 0,1 M/fosfato pH 5,6, en presencia de 400 microgramos de albumina sérica bovina, con
4MU-NANA 0,2 mM, con un volumen final de 100 microlitros, y se incuban a 37°C durante 5-10 minutos. Las reac-
ciones se detienen mediante la adicion de 1 ml de glicina 0,2 M/NaOH pH 10,2. La emision de fluorescencia se mide
en un fluorémetro con excitacién a 365 nm y emision a 445 nm, usando 4-metilumbeliferona (4-MU) para obtener
una curva de calibracion.

Ejemplo 5: Comparacién de las funciones de las siali dasas in vitro y seleccién de una sialidasa para es  tu-
dios posteriores.

1. Reservas de virus de la gripe

Las cepas viricas de la gripe se obtienen a partir de la ATCC y el depdsito del hospital St. Jude Children's Research
Hospital. Las reservas viricas se cultivan sobre células se rifion canino Madin-Darby (MDCK) en medio esencial
minimo (MEM) complementado con 0,3% de albdmina de suero bovino y 0,5 microgramos de tripsina por ml. Des-
pués de incubar durante 48 a 72 horas, el medio de cultivo se aclara mediante centrifugacion a velocidad baja. Las
particulas viricas se sedimentan por ultracentrifugacion a través de una almohadilla de sacarosa al 25%. Los virus
purificados se suspenden en tampén Tris 0,1 M-50% de glicerol (pH 7,3) y se almacenan a -20°C. El titulo virico se
determina mediante ensayo en placa (Tobita, K, Sugiura, A, Enomoto, C y Furuyama, M. (1975) Med Microbiol Im-
munol 162: 9-14), o TCIDsg, que es la dosis de virus requerida para infectar 50% de las células MDCK.

Cepas de la gripe A humanas y animales seleccionadas con especificidad hacia Neu5Ac alfa(2,6)-Gal o Neu5Ac
alfa(2,3)-Gal y que tienen una afinidad elevada hacia los receptores (medida por una actividad de hemaglutinacién
elevada) son elegidas para las pruebas in vitro:

1. Las cepas que reconocen el receptor Neu5Ac alfa(2,6)-Gal incluyen los aislados humanos A/aichi/2/68,
A/Udorn/307/72, A/Prot Chaimers/1/73 y AlVictoria/3/75, etc. (Connor, RJ, Kawaoka, Y, Webster, RG y Paul-

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2554787 T3

son JC. (1994) Virology 205:17-23).

2. Las cepas que tienen especificidad hacia Neu5Ac alfa(2,3)-Gal incluyen los aislados animales
A/duckUkraine/1/63, A/duckMemphis/928/74, A/duckhokk/5/77, A/Eg/Miami/1/63, A/Eq/Ur/1/63,
A/Eqg/Tokyo/71, A/Eq/Prague/71, etc. (Connor, RJ, Kawaoka, Y, Webster, RG y Paulson JC. (1994) Virology
205:17-23).

2. Ensayo de hemaglutinacion

Este ensayo se utiliza para determinar rapidamente la eficacia de cada enzima para destruir los receptores Neu5Ac
alfa(2,6)-Gal y Neu5Ac alfa(2,3)-Gal.

Especificamente, se diluyen 6 ml de glébulos rojos de pollo (SPAFAS Inc., Norwich, CT) en dos veces el volumen de
PBS, se centrifugan durante 5 min a 500 x g y se resuspenden en PBS con el volumen original. Las sialidasas se
afiaden a los eritrocitos de pollo a diversas concentraciones y se permite incubar a temperatura ambiente durante 30
min. Las células se lavan después tres veces para eliminar las proteinas sialidasas, y luego se resuspenden en PBS
hasta 6 ml. Las células de control se incuban con BSA y se lavan. Varias cepas del virus de la gripe, que reconocen
ya sea Neu5Ac alfa(2,6)-Gal como Neu5Ac alfa(2,3)-Gal como receptor como se ha indicado anteriormente, se pre-
paran en placas de microtitulacion como diluciones en serie en PBS (100 microlitros) de las reservas viricas origina-
les. Las suspensiones de eritrocitos de pollo tratadas con sialidasa o controles (100 microlitros de la solucién al 0,5%
preparada anteriormente) se afiaden a cada pocillo a 4°C. Las placas se leen después de 2 h. La menor concentra-
cion de virus que hace que la célula sanguinea se aglutine, se define como una unidad de hemaglutinacion. Estamos
buscando enzimas que inhiben eficazmente la hemaglutinacion para todas las cepas viricas.

3. Ensayo de inhibicion virica

Monocapas confluentes de células MDCK se tratan con diversas concentraciones de sialidasas durante 1 h, se lavan
dos veces con tampdn, a continuacién se infectan con varias cepas de virus de la gripe. Después de la incubacién
durante 1 h, las células se lavan de nuevo para eliminar el virus no unido. Para estimar la disminucién de los sitios
de unién virica en la superficie celular, las células se recubren con agar y se incuban a 37°C. El nimero de placas
en las células tratadas con sialidasa se compara con el de las células de control. Alternativamente, las células se
cultivan en medio regular a 37°C, y los titulos viricos en los medios de cultivo se miden en diversos momentos du-
rante el cultivo como TCDDsy.

Para demostrar que el tratamiento con sialidasas puede inhibir una infeccién preexistente, monocapas de MDCK se
infectan primero con un titulo bajo de virus. Después de eliminar por lavado los virus no unidos, las células se culti-
van a continuacion en presencia de una sialidasa. Se afiade sialidasa de nuevo aporte al cultivo de células a las 24
h. El titulo virico en el medio de cultivo se mide durante un periodo de 72 horas.

4. Ensayo de citotoxicidad

Las células epiteliales bronquiales humanas primarias se compran (Clonetics) y se cultivan en medio minimo com-
plementado segun las instrucciones del fabricante. Las sialidasas se afiaden al medio de cultivo con diversas con-
centraciones. El crecimiento celular durante un periodo de 7-10 dias sera medido. También se observan regularmen-
te las células para estudiar los efectos citopaticos microscopicos.

Ejemplo 6: Construccién y prueba de las proteinas de fusion de sialidasa.
1. Seleccién de una secuencia que se une a GAG como dominio de anclaje.

Se selecciona una sialidasa por sus mejores propiedades generales, incluyendo la actividad antivirica, la toxicidad,
la estabilidad, la facilidad de produccion, etc. A continuacion, queremos ligarla genéticamente a una secuencia, que
se une a GAG, subclonar los genes de fusién en el vector pQE, expresar y purificar las proteinas de fusion de E. coli.

Seleccionamos seis posibles secuencias humanas que se unen a GAG: PF4 (aa 47-70) (SEQ ID NO:2), IL-8 (aa 46-
72) (SEQ ID NO:3), AT lll (aa 118-151) (SEQ ID NO:4), ApoE (aa 132-165) (SEQ ID NO:5), proteina celular migrato-
ria asociada a angio humana (AAMP) (aa 14-25/SEQ ID NO: 6) y anfirregulina (aa 125-145) (SEQ ID NO: 7) (Figura
2). Estas secuencias generalmente se unen a la heparina con afinidades a nivel nanomolar; sin embargo, sus afini-
dades pueden variar entre si en un orden de magnitud (Tabla 1). Dado que no esta claro qué dominio de anclaje
permitira el funcionamiento mas eficaz de la sialidasa, las cuatro secuencias que se unen a GAG estan fusionadas
con el gen de la sialidasa, ya sea en el extremo N-terminal o el extremo C-terminal, a través de una secuencia enla-
zadora genérica GGGGS como las siguientes estructuras artificiales:

(dominio que se une a GAG-GGGGS(SEQ ID NO: 10)-Sialidasa); o
(Sialidasa-GGGGS(SEQ ID NO: 10)-dominio que se une a GAG)

Las diferentes proteinas de fusidon se comparan mediante un ensayo de inhibicién virica modificado. Especificamen-
te, monocapas confluentes de células MDCK se tratan con una cantidad igual de cada proteina de fusion, con una
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duracion limitada, como 30 min. Las células se lavan después dos veces con tampén para eliminar las proteinas de
fusion de sialidasa no unidas, y se incuban en medio de cultivo durante 1 hora adicional. Después, se afiaden las
cepas de virus de la gripe a las células durante 1 hora y después las células se lavan de nuevo para eliminar el virus
no unido. Los titulos viricos en los medios de cultivo se miden durante los cultivos de 72 h como TCIDso. La proteina
sialidasa no fusionada se utiliza para comparar las proteinas de fusién en este ensayo. Si los resultados son dema-
siado préximos para clasificar todas las proteinas de fusion, haremos el ensayo mas riguroso acortando la ventana
de tratamiento para las proteinas de fusion, reduciendo las concentraciones de proteinas y aumentando el nivel de
estimulacion virica.

2. Optimizacion de la estructura artificial de la proteina de fusién

Después de seleccionar la mejor proteina de fusion a partir de los experimentos anteriores, la estructura artificial se
optimiza alin mas sometiendo a ensayo la diferente longitud del enlazador. A este respecto, se preparan las siguien-
tes estructuras artificiales:

(Sialidasa- (GGGGS(SEQ ID NO:10))n (n=0, 1, 2, 3 0 4) -dominio que se une a GAG)

Las proteinas se expresan y se purifican, y se comparan en el ensayo de proteccion virica modificado como se ha
descrito anteriormente.

Ademas, si los datos anteriores indican que una mayor afinidad de la proteina de fusion hacia el sulfato de heparan
(HS, de las siglas en inglés) proporciona una potencia mejor, también planeamos someter a ensayo si la potencia se
puede mejorar alin mas mediante el aumento de la afinidad de la unién a GAG. Esto se puede lograr mediante la
creacién de un mecanismo de unién a GAG multivalente en la proteina de fusién, en estructuras artificiales tales
como las siguientes:

(Sialidasa-(GGGGS(SEQ ID NO:10))n-dominio que se une a HS -dominio que se une a GAG); o:

(dominio que se une a GAG-(GGGGS(SEQ ID NO:10))n-Sialidasa-(GGGGS(SEQ ID NO:10))n-dominio que
se une a GAG)

Las proteinas de fusién purificadas se clasifican en base a sus actividades en el ensayo de proteccion virica modifi-
cado como se ha descrito anteriormente.

3. Ensayo de la citotoxicidad

Los efectos de las proteinas de fusion sobre el crecimiento celular normal y la morfologia de las células se controlan
mediante el cultivo de células epiteliales bronquiales humanas primarias con varias concentraciones de las proteinas
de fusién y siguiendo la curva de crecimiento de las células y observando los efectos citopaticos microscépicos.

Ejemplo 7: Proteinas de fusién contra otros microbios infecciosos

Las proteinas de fusion compuestas de un dominio funcional y un dominio de anclaje estan disefiadas para muchas
mas aplicaciones diferentes. Por ejemplo, una proteina de fusion de sialidasa tal como se propone en esta memoria,
también se puede utilizar como agente terapéutico/profilactico contra infecciones de otros virus y bacterias, ademas
de los virus de la gripe, porque muchos otros microbios infecciosos, tales como paramixovirus (Wassilewa, L. (1977)
Arch Virol 54:299-305), coronavirus (Vlasak, R., Luytjes, W., Spaan, W. y Palese, P. (1988) Proc Natl Acad Sci USA
85:4526-4529), rotavirus (Fukudome, K., Yoshie, O. y Konno, T. (1989) Virology 172:196-205) y Pseudomonas aeru-
ginosa (Ramphal, R. y Pyle, M. (1983) Infect Immun 41:339-44), etc., también son conocidos por utilizar acido sialico
como receptores celulares. Por ejemplo, la aprotinina fusionada con un dominio de unién a heparina puede preparar
una proteina de fusion que se usa para prevenir/tratar una infeccion de otros virus, ademas de la gripe, que requie-
ren proteasas de serina del hospedador para la activacion, tales como el virus de la parainfluenza.

Ejemplo 8. Clonacion, proteinas de fusion con domini o catalitico de sialidasa

De acuerdo con la bibliografia publicada sobre las grandes sialidasas bacterianas, la sialidasa de 51 kDa de Arthro-
bacter ureafaciens, la sialidasa de 71 kDa de Clostridium perfringens y la sialidasa de 113 kDa de Actinomyces vis-
cosus parecen tener actividades especificas similares y una amplia especificidad de sustrato hacia diversos conju-
gados de acido sialico (Biology of the Sialic Acids (1995), 270-273; Corfield et al., Biochem. J., (1981) 197(2), 293-
299; Roggentin et al., Biol. Chem. Hoppe Seyler, (1995) 376(9), 569-575; Teufel et al., Biol. Chem. Hoppe Seyler,
(1989) 370(5), 435-443). Una tercera sialidasa, la enzima de 68 kDa de Micromonospora viridifaciens, también era
conocida por destruir el receptor virico de la gripe (Air y Laver, Virology, (1995) 211(1), 278-284; (1995), 270-273).

A. viscosus forma parte de la flora normal de la cavidad oral humana y el tracto gastrointestinal (Sutter, Rev. Infect.
Dis., (1984) 6 Supl 1, pag. 62-66). Dado que la sialidasa de A. viscosus es secretada normalmente por la bacteria
alojada en la superficie de la mucosa humana, debe ser tolerada por el sistema inmune de la mucosa humana. Por
lo tanto, es poco probable que la sialidasa de A. viscosus sea inmunogénica cuando se administra por via tépica a la
superficie de las vias respiratorias humanas. Pensamos que esta caracteristica hace que la sialidasa de A. viscosus
sea un buen candidato para un agente terapéutico.
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Se determind que un fragmento de la sialidasa de A. viscosus, que se extiende desde el aminoacido 274 hasta el
aminoéacido 667, debe contener el dominio catalitico (referido como AvCD) de la sialidasa y debe ser completamente
activo por si mismo. Mas tarde clonamos el fragmento AvCD y demostramos que este fragmento AvCD vy otros frag-
mentos de la sialidasa de A. viscosus que comprenden al menos los aminoacidos 290-666 de la secuencia proteica
de la sialidasa de A. viscosus (SEQ ID NO: 12), tal como el fragmento que se extiende desde el aminoacido 274
hasta el aminoacido 681, el fragmento que se extiende desde el aminoacido 274 hasta el aminoacido 666, el frag-
mento que se extiende desde el aminoacido 290 hasta el aminoacido 666 y el fragmento que se extiende desde el
aminodcido 290 hasta el amino&cido 681, tienen actividad sialidasa.

La secuencia completa de la proteina y el gen de la sialidasa de A. viscosus se exponen en SEQ ID NOS: 11y 12,
respectivamente. Basandonos en la homologia con sialidasas con estructuras 3D conocidas (M. viridifaciens y S.
typhimurium), establecimos que la secuencia del dominio catalitico (CD) se encontraba entre los aminoacidos 274-
667 (SEQ ID NO: 16). Para clonar el dominio catalitico de la sialidasa de A. viscosus (AvCD), esta region del gen de
la sialidasa de A. viscosus se modificd genéticamente con codones optimizados para la expresion en E. coli (SEQ ID
NO: 15). La secuencia de nucledtidos de AvCD con codones optimizados que codificaba los aminoacidos 274-667
de la sialidasa de A. viscosus (SEQ ID NO: 15) se produjo por sintesis quimica de oligonucle6tidos solapantes que
se asociaron, se amplificaron por PCR y se clonaron en el vector de expresion pTrc99a (Amersham, Nueva Jersey,
EE.UU.).

Las estructuras artificiales de fusion de sialidasa se prepararon utilizando métodos convencionales de clonacion
molecular. La estructura artificial Hise-AvCD se prepardé mediante la fusion de seis histidinas (Hisg) con el residuo N-
terminal de la secuencia de AvCD. La estructura artificial Hiss-AvCD tiene la secuencia de nucleétidos de SEQ ID
NO: 28 y la secuencia de aminoacidos traducida de SEQ ID NO: 27. Estas secuencias se representan en la Figura
5.

Para preparar la estructura artificial AR-AvCD, un dominio de anclaje se fusioné directamente con el residuo N-
terminal de la secuencia de AvCD. El dominio de anclaje, conocido como AR, se habia obtenido a partir de la se-
cuencia que se une a GAG del precursor de la anfirregulina humana (GenBank n°® AAH09799). Las secuencias de
nucleétidos que codificaban los aminoacidos 125 a 145 (Figura 2, SEQ ID NO: 7) del precursor de la anfirregulina
humana se sintetizaron quimicamente como dos oligonucledtidos solapantes. La estructura artificial AR-AvCD tiene
la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 18 y la secuencia de aminoacidos traducida de SEQ ID NO: 19.

Otra estructura artificial, AR-G4S-AvCD, se preparé mediante la fusién de la misma secuencia que codificaba AR,
utilizada en la estructura artificial AR-AvCD con una secuencia que codificaba un enlazador de cinco aminoacidos
(GGGGS; SEQ ID NO: 10), que a continuacion, se fusioné con la secuencia de AvCD, de tal manera que en un
producto de traduccion, el enlazador estaba fusionado con el extremo N-terminal del dominio catalitico de la sialida-
sa de A. viscosus. La secuencia de nucledtidos (SEQ ID NO: 36) y la secuencia de aminoacidos traducida (SEQ ID
NO: 37) de esta estructura artificial se representan en la Figura 7 . Todas las estructuras artificiales se clonaron en el
vector de expresion pTrc99a.

Ademas, se prepararon cuatro estructuras artificiales en las que el dominio catalitico de la sialidasa de A. viscosus
se fusioné con el extremo N-terminal de la AR (dominio que se une a GAG de la anfirregulina humana; SEQ ID NO:
7). En la estructura artificial n® 4 (SEQ ID NO: 21), el dominio catalitico de la sialidasa de A. viscosus consistia en los
aminoacidos 274-666 de SEQ ID NO: 12 fusionados con el dominio que se une a GAG de la anfirregulina (SEQ ID
NO: 7). En la estructura artificial n° 5 (SEQ ID NO: 23), el dominio catalitico de la sialidasa de A. viscosus consistia
en los aminoacidos 274-681 de SEQ ID NO: 12 fusionados con el dominio que se une a GAG de la anfirregulina
(SEQ ID NO: 7). En la estructura artificial n® 6 (SEQ ID NO: 25), el dominio catalitico de la sialidasa de A. viscosus
consistia en los aminoacidos 290-666 de SEQ ID NO: 12 fusionados con el dominio que se une a GAG de la anfirre-
gulina (SEQ ID NO: 7). En la estructura artificial n°® 7 (SEQ ID NO: 27), el dominio catalitico de la sialidasa de A.
viscosus consistia en los aminoacidos 290-681 de SEQ ID NO: 12 fusionados con el dominio que se une a GAG de
la anfirregulina (SEQ ID NO: 7). Todas estas estructuras artificiales muestran una actividad sialidasa comparable en
los ensayos.

Ejemplo 9: Produccion de proteinas de fusién con domi nio catalitico de sialidasa

Para producir las proteinas de fusion de sialidasa, las estructuras artificiales de expresion se transformaron en E. coli
BL21. Una sola colonia se inocul6 en 2,5 ml de caldo de cultivo LB y se cultivd durante una noche a 37°C con agita-
cion. Por la mafana se inocularon 2 ml del cultivo de una noche en 500 ml de medio TB en un matraz de agitaciéon
de 2 litros y el cultivo se dej6 crecer hasta una DOgoo = 4,0 (2-4 horas) a 37°C con agitacion. La expresion de las
proteinas se indujo mediante la adicion de IPTG hasta tener una concentracion final de 1 mM y continué durante 3 h
con agitacion. Las células se recogieron por centrifugacion a 5.000 x g durante 10 min. Las células se lavaron una
vez (se resuspendieron en PBS y se centrifugaron de nuevo) y se resuspendieron en 15 ml de tampon de lisis.

Composiciones de los medios y los tampones utilizados en la expresion y purificacion de proteinas.
Medio TB para la expresion de proteinas
Solucién 1
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Bacto-triptona - 12 g
Extracto de levadura - 24 g
H>0 hasta 800 ml
Solucién 2
KH2PO4 (anhidro) — 2,3 g
K2HPO4 (anhidro) -12,5 g
H->0O hasta 100 ml
Las soluciones 1y 2 se sometieron a autoclave por separado, se enfriaron, mezclaron y se afiadio lo siguiente:
60 ml de glicerol al 20% (esterilizado por filtracion)
20 ml de glucosa al 20% (esterilizada por filtracion)
Tampon de lisis
Fosfato 50 mM, pH 8,0
10% de glicerol
NaCl 300 mM

Las células bacterianas suspendidas en tampon de lisis se lisaron mediante ultrasonidos y los residuos celulares se
separaron por centrifugacion. El lisado clarificado se pasé a través de una columna de SP-Sefarosa (volumen de
lecho 15 ml, caudal 120 cm/hora). La columna se acondicion6 de nuevo con un pH y sal menores, con un volumen
de PBS para asegurar una buena retencion de Fludase durante la eliminacién de la endotoxina. La endotoxina se
elimind por lavado de la columna con 5 volumenes de PBS que contenia 1% de Triton X-100, 0,5% de desoxicolato
de sodio y 0,1% de SDS. Los detergentes se eliminaron por lavado con 3 volimenes de PBS y 3 volimenes de
tampon de lisis. Las proteinas se eluyeron de la columna con tampoén de lisis que contenia NaCl 0,8 M. La fraccion
eluida de SP-Sefarosa se ajustd a (NH4)2SO4 1,9 M (la mayoria de las proteinas contaminantes se extraen con sales
en esta etapa) y se clarificé mediante centrifugacion. El material sobrenadante se carg6 en la columna de butil-
Sefarosa (caudal de 120 cm/hora). La columna se lavo con 2 volimenes de (NH4).SO4 1,3 My la fusion se eluyé con
(NH4)2S04 0,65 M. Para la etapa final, se realizé una cromatografia de exclusién por tamafio en Sephacryl S-200
equilibrada con tampé6n PBS, con un caudal de 25 cm/hora. La actividad sialidasa se determiné frente a 4-MU-NANA
como se describe en el siguiente parrafo. La concentracion de proteina se determiné utilizando el kit Bradford de
Bio-Rad. La pureza de la proteina se determind por SDS-PAGE y se estimd que era >98%. La actividad especifica
de la enzima era de aproximadamente 937 U/mg. La endotoxina en las preparaciones finales se midié6 mediante la
prueba LAL (Cambrex) y se estim6 que era <0,5 EU/m.

Para la purificacion de la proteina de fusion que contenia His6, el intercambio catiénico de SP-Sefarosa fue reem-
plazado por cromatografia de afinidad de metal quelato sobre Ni-NTA. Todos los tampones siguieron siendo los
mismos con la excepcién de que la elucién de Ni-NTA se realizé mediante imidazol 0,25 M en tampén de lisis.

Ejemplo 10: Ensayo con sialidasa para medir la activi  dad de las proteinas de fusién con dominio cataliti co
de sialidasa

La actividad sialidasa de la proteina AR-AvCD codificada por la estructura artificial n°® 2 se sometié a ensayo y se
compar6 con la de sialidasas naturales purificadas a partir de C. perfringens (Sigma, St. Louis, MO) y A. ureafaciens
(Prozyme, San Leandro, CA). Ademas, una proteina de fusién producida a partir de una estructura artificial en la que
la secuencia GAG de anfirregulina (SEQ ID NO: 7) se habia fusionado con sialidasa humana Neu 2 (SEQ ID NO: 8),
también se sometié a ensayo para estudiar la actividad sialidasa.

La actividad sialidasa expresada como unidades por mg de sialidasa se midié con el ensayo de sialidasa usando el
sustrato fluorogénico artificial 4-MU-NANA (Sigma). Una unidad de sialidasa se define como la cantidad de enzima
que libera 10 nmol de MU a partir de 4-MU-NANA en 10 min a 37°C (tamp6n CH3COOH 50 mM - NaOH, pH 5,5) en
una reaccion que contiene 20 nmol de 4-MU-NANA en un volumen de 0,2 ml. Las reacciones se detienen mediante
la adiciéon de 1 ml de glicina 0,2 M/NaOH pH 10,2. La emisién de fluorescencia se mide en un fluorémetro con exci-
tacién a 365 nm y emision a 445 nm, usando 4-metilumbeliferona (4-MU) para obtener una curva de calibracion
(Potier et al., Anal. Biochem., (1979) 94(2), 287-296).

Tabla 2. Actividad especifica de las sialidasas (unidades por mg).
Sialidas a Activ idad especifica
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Sialidas a Activ idad especifica
AR-NEU2 8
AR-AvCD 937

C. perfringens 333

A. ureafaciens 82

Nuestros resultados muestran que la proteina de fusion AvCD (AR-AvCD) tiene la mayor actividad especifica entre
todas las sialidasas sometidas a ensayo (Tabla 2). La actividad especifica de AR-AvCD es mas de 100 veces mayor
que la de una fusion de sialidasa humana (AR-NEU2), y mas de dos veces mayor que la de la sialidasa de C. per-
fringens. Los resultados experimentales que comparan la estabilidad de las sialidasas indican una estabilidad muy
alta de AR-AvCD: No se detect6 una pérdida de actividad para AR-AvCD después de 20 semanas a 25°C 0 a 4°C en
solucién. En comparacion, la solucion AR-NEU2 mostraba una semivida de 5 y 2 semanas cuando se almacenaba a
25°C y 37°C, respectivamente.

Ejemplo 11: Optimizacién del extremo N-terminal de |  a proteina de fusién con dominio catalitico de sial idasa

El extremo N-terminal de la proteina de fusién AR-AVCD se escindié parcialmente bajo ciertas condiciones que die-
ron lugar a pequefios grados de heterogeneidad proteica en la preparacién de AR-AvCD purificada. Para resolver
este problema, disefiamos un enfoque para optimizar el extremo N-terminal de la estructura artificial de fusion de
sialidasa. Una genoteca que contenia AR-AvCD con aminoacidos al azar en el extremo N-terminal se construy6 del
modo siguiente. AR-AvCD se amplificé por PCR utilizando una pareja de cebadores en la que el cebador que se
asociaba en el extremo 5' del gen, contenia una secuencia al azar en las posiciones correspondientes a los aminoa-
cidos 2 y 3. La secuencia de nucleétidos del cebador y la secuencia de aminoéacidos codificada se muestran abajo.

ttttcgtctc ccatgvnnvnnaagcgcaaaaaaaaaggcggcea (SEQ ID NO:32)
MetXxxXxxLysArgLysLysLysGlyGly (SEQ ID NO:33)

En SEQ ID NO: 32, "n" representa cualquier nucledtido (a, ¢, g o t) y "v" significa los nucleétidos a, g o c. Disefiando
la secuencia de una forma (sin permitir el nucleétido t en la primera posicién de los codones) evitamos la introduc-
cion de codones de parada y también de aminoacidos aromaticos (Phe, Tyr, Trp) y Cys. El sitio de la endonucleasa
de restriccion Esp3l (mostrado en negrita) se introdujo para permitir la generacién de un extremo protuberante com-
patible con Ncol. La reasociacion del cebador con el extremo 3' del gen era portadora de un sitio Hindlll después del
codon de parada. El producto de la PCR se digiri6 con Esp3l — Hindlll, se ligd en el vector de expresion pTrc99a
digerido con Ncol - Hindlll. La mezcla de ligacion se transformé en E. coli y las células se cultivaron durante una
noche en un cultivo liquido que contenia ampicilina.

Al dia siguiente, el cultivo se diluyé con medio fresco, se cultivd hasta tener una DOgoo = 0,8 y se indujo con IPTG
durante 2 horas. Las células se recogieron, se homogeneizaron y las fusiones se sometieron a purificacién en dos
etapas mediante cromatografia liquida. El lisado clarificado se cargé en SP-Sefarosa equilibrada con tampon de lisis
(HEPES 50 mM, pH 8,0, NaCl 0,3 M, 10% de glicerol). La columna se lavé con NaCl 0,45 M y las fusiones se eluye-
ron con NaCl 0,9 M. El material eluido se diluyé con glicerol al 10% para llevar la concentracion de NaCl a 0,2 My se
carg6 en una columna de heparina-Sefarosa. La columna se desarrollé con un gradiente lineal de NaCl. Las fraccio-
nes que contenian actividad sialidasa se determinaron en SDS-PAGE, se sometieron a electrotransferencia sobre
una membrana de PVDF y la banda de 43 kDa se sometié a secuenciacion amino-terminal.

Los residuos N-terminales predominantes de la proteina de fusién de sialidasa aislada eran Val o Gly seguidos por
los residuos N-terminales del marcador AR. A continuacion, sintetizamos nuevas estructuras artificiales de fusion de
sialidasa, las estructuras artificiales n® 2 y n® 3, mediante la introduccién de una Val en frente de la secuencia de AR,
de tal manera que los primeros seis aminoacidos codificados por las estructuras artificiales n° 2 y n° 3 eran (Met-Val-
Lys-Arg Lys-Lys (SEQ ID NO: 17)). La secuenciacién N-terminal de proteinas realizada a partir de estas nuevas
estructuras artificiales de fusion, mostré 100% de homogeneidad con la Met de iniciacion eliminada por completo (lo
gue es deseable para las proteinas terapéuticas) y siendo Val el primer residuo N-terminal seguido por la secuencia
del marcador AR. Estos datos son compatibles con las publicaciones anteriores que informaban de las normas co-
munes de procesamiento N-terminal y la estabilidad proteica como una funcién del residuo de aminoacido N-terminal
de la proteina (Hirel et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A,, (1989) 86(21), 8247-8251; Varshavsky, Proc. Natl. Acad.
Sci. U. S. A, (1996) 93(22), 12142-12149).

Las secuencias de nuclettidos de una nueva estructura artificial de fusion n° 2 (AR-AvCD con N-terminal optimizado)
(SEQ ID NO: 18) y la traduccién de su secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 19) se representan en la Figura 6.
Las secuencias de nucleétidos de la nueva estructura artificial de fusion n°® 3 (AR-G4S-AvCD con extremo N-terminal
optimizado) (SEQ ID NO: 36) y la traduccién de su secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 37) se representan en la
Figura 7. La secuencia de aminoacidos de las proteinas procesadas, aisladas a partir de E. coli infectada con la
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estructura artificial n® 2, se proporciona en este documento como SEQ ID NO: 38 y la secuencia de aminoacidos de
las proteinas procesadas, aisladas a partir de E. coli infectada con la estructura artificial n® 3, se proporciona en este
documento como SEQ ID NO: 39.

Ejemplo 12: Comparacion de las actividades de las es  tructuras artificiales de sialidasa con o sin un do minio
de anclaje

Para evaluar si la secuencia de AR de hecho mejora la actividad de la superficie celular de una proteina de fusion de
sialidasa, incubamos las proteinas purificadas a partir de E. coli que se habian transformado con la estructura artifi-
cial n° 2; SEQ ID NO: 18, representada en la Figura 6) o la estructura artificial n® 1 (Hiss-AvCD; SEQ ID NO: 28,
representada en la Figura 5) con células epiteliales bronquiales humanas primarias y la actividad sialidasa unida a
las células se midio después de un lavado a fondo. Para las células incubadas con la proteina de la estructura artifi-
cial n° 2 (SEQ ID NO: 19), se encontr6 que hasta un 10% de la sialidasa estaba unida a las células, y la actividad
sialidasa unida a las células aumentd de una manera dependiente de la dosis con la concentracion de entrada de la
proteina de la estructura artificial n® 2. Sin embargo, las células incubadas con la proteina de la estructura artificial n®
1 (SEQ ID NO: 29) solamente mostraron un nivel de fondo de actividad sialidasa. Ademas, tratamos las células
MDCK con la proteina de la estructura artificial n® 2 o la proteina de la estructura artificial n°® 1 y medimos el nivel
residual de acido sidlico ligado a a(2,6) en la superficie de las células (Figura 8). Con niveles iguales de actividad
enzimatica por debajo de 100 mU por pocillo, la proteina de la estructura artificial n® 2 mostraba una potencia signifi-
cativamente mayor que la proteina de la estructura artificial n® 1. Estos resultados indican que el dominio AR de
hecho mejora la funcién de la sialidasa.

Ejemplo 13: Actividades in vitro de proteinas de fus i6n de sialidasa

Reservas de virus de la gripe

Cepas viricas de la gripe se obtuvieron a partir de la ATCC y el repositorio del hospital St. Jude Children's Research
Hospital. Todos los experimentos con virus de la gripe se llevan a cabo con nivel de Bioseguridad II.

Los virus se propagan en células de rifion canino Madin-Darby (MDCK) en medio esencial minimo (MEM), comple-
mentado con 0,3% de albumina de suero bovino y 0,5 microgramos de tripsina por ml. Después de incubar durante
48 a 72 horas, el medio de cultivo se clarifica por centrifugacion a velocidad baja. Las particulas viricas se sedimen-
tan por ultracentrifugacion a través de una almohadilla de sacarosa al 25%. Los virus purificados se suspenden en
tampon Tris 0,1 M-50% de glicerol (pH 7,3) y se almacenan a -20°C.

Ensayo de proteccién celular

Para evaluar la capacidad de la proteina de la estructura artificial n°® 2 AR-AvCD para proteger las células frente al
virus de la gripe, primero tratamos las células MDCK con AR-AvCD preparado a partir de la estructura artificial n® 2 o
una sialidasa bacteriana de amplio espectro aislada a partir de A. ureafaciens, y estimulamos las células con una
amplia seleccién de virus humanos de la gripe (IFV), incluyendo los subtipos H1, H2 y H3 del IFV A humano, IFV B
humano, asi como una cepa de IFV aviar. Como se muestra en la Figura 9, la proteina de fusion preparada a partir
de la estructura artificial n® 2 mostraba 80 a 100% de proteccion celular, lo que era comparable con el efecto de la
sialidasa de A. ureafaciens.

Para realizar el ensayo, las células MDCK se trataron con 10 mU de proteina AR-AvCD (preparada usando la estruc-
tura artificial n° 2) o la sialidasa aislada a partir de A. ureafaciens a 37°C durante 2 horas. Las células se estimularon
posteriormente con virus de la gripe con MOI 0,1 durante 1 hora. Las células se lavaron y se incubaron en
DMDM:F12 de nuevo aporte, complementado con 0,2% de ITS (GIBCO) y 0,6 pg/ml de tripsina acetilada (Sigma).
Las células se tifieron con 0,5% de cristal violeta y 20% de metanol durante 5 min y se enjuagaron con agua corrien-
te. El nivel de células viables en cada pocillo se cuantificé mediante una extraccion de cristal violeta con etanol al
70% vy lectura a 570 nm. La proteccién celular se calculé en 100 x {(muestra tratada con sialidasa - solamente vi-
rus)/(muestra sin infectar - solo virus)}.

Ensayo de inhibicién de IFV

Evaluamos la inhibicion de la amplificacién de IFV mediante la proteina AR-AvCD (preparada utilizando la estructura
artificial n° 2) y la proteina AR-G4S-AvCD (preparada utilizando la estructura artificial n® 3) utilizando un método ELI-
SA basado en células (Belshe et al., J Virol., (1988) 62(5), 1508-1512).

Para realizar el ensayo, se trataron monocapas de MDCK en placas de 96 pocillos con 16 mU de las sialidasas AR-
AVCD preparadas a partir de la estructura artificial n® 2 0 AR-G4S-AvCD preparada a partir de la estructura artificial n®
3 en tampdn EDB/BSA (acetato de sodio 10 mM, NaCl 150 mM, CaCl, 10 mM, MgCl; 0,5 mM y 0,5% de BSA) du-
rante 2 horas a 37°C. Tanto las células tratadas con sialidasa como las no tratadas (tratadas solo con tampon
EDB/BSA) se infectaron con MOI 0,1 de virus. Después de 1 hora, las células se lavaron dos veces con PBS y se
incubaron en DMEM:F12 complementado con 0,2% de ITS (Gibco) y 0,6 ug/ml de tripsina acetilada (Sigma). De
cuarenta a 48 horas después de la infeccion, se determinaron los niveles de virus unido a las células usando un
ensayo ELISA basado en células. Especificamente, las células se fijaron en glutaraldehido al 0,05% en PBS y se
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incubaron con 50 pl de una dilucién 10° de cualquier antisuero NP anti-gripe A o anti-gripe B (Fitzgerald Inc.) en
0,5% de BSA y PBS a 37°C durante 1 h. Después del lavado, cada pocillo se incubé con HRP-proteina G en 0,5%
de BSA y PBS durante 1 hora. Después de los lavados finales, 50 pl de citrato de sodio 25 mM (pH 4,5) que conten-
ia 0,02% de dihidrocloruro de 3,3',5,5'-tetrametilbencidina (Sigma) y peroxido de hidrégeno al 0,01% se dejaron
reaccionar con las células a temperatura ambiente durante 5 min. Las reacciones se detuvieron mediante la adicion
de 50 pl de H.SO4 1 M, y se cuantificaron mediante la medicion de las densidades dpticas a 450 nm. El porcentaje
de inhibicién de la replicacion virica se calcula por el 100% x {(muestras solo de virus - muestras tratadas con siali-
dasa)/(muestras solo de virus - muestras no infectadas)}.

Los datos sobre la CEsp de inhibicién de la replicacién virica y de proteccion celular y los indices selectivos para las
proteinas de fusion recombinantes de sialidasa, AR-AvCD, preparada a partir de la estructura artificial n°® 2 y AR-
G4S-AvCD, preparada a partir de la estructura artificial n® 3, para una variedad de virus de la gripe A y B humana, asi
€como virus equinos, se muestran en la Figura 12 .

Como se muestra en la Figura 10, las proteinas de fusion de sialidasa inhibian fuertemente la amplificacién de una
amplia seleccioén de virus de la gripe. En especial, se logré una inhibicion virica del 80-100% (Figura 10 ), asi como
una proteccion celular (Figura 9 ) aunque se habia eliminado un maximo de 70-80% del acido sialico de la superficie
celular mediante el tratamiento con sialidasa (Figura 8 ). Este hallazgo demuestra que no es necesario eliminar com-
pletamente el acido sialico de la superficie celular, con el fin de lograr el efecto terapéutico deseado del tratamiento
con las proteinas de fusion sialidasa de la presente invencion. El 20-30% restante de acido sialico de la superficie,
aunque es inaccesible para las proteinas de fusién de sialidasa, es probablemente también inaccesible para los virus
de la gripe.

Citotoxicidad de las proteinas de fusién de sialidasa

Para evaluar la citotoxicidad de las proteinas AR-AvCD o AR-G4S-AvCD (preparadas a partir de las estructuras
artificiales n° 2 y n° 3), las células MDCK se sembraron con baja densidad en placas de 96 pocillos y se cultivaron
durante 5 dias en DMEM que contenia 10% de FBS y hasta 20 U de proteina AR-AvCD o proteina AR-G4S-AvCD
por pocillo (ambas sialidasas permanecieron totalmente activas durante todo el experimento). La densidad celular en
los pocillos tratados con AR-AvCD o AR-G4S-AvCD o los pocillos de control se determiné cada dia mediante la tin-
cion de las células con cristal violeta y midiendo la absorcién a 570 nm. No se observé una inhibicion del crecimiento
celular, incluso con la mayor concentracién de AR-AvCD o AR-G4S-AvCD (100 U/ml) en el cultivo. Por lo tanto, la
Clso, que es la concentracion de farmaco que inhibe el crecimiento celular en un 50%, para AR-AvCD o0 AR-G4S-
AVCD es superior a 100 U/ml.

Ejemplo 14: Actividades in vivo de la proteina de fu  sién del dominio catalitico de sialidasa

Los hurones se pueden infectar con virus de la gripe humana sin modificar y producir signos de enfermedad compa-
rables a los de los humanos, que se pueden tratar con compuestos antiviricos, como zanamivir (Relenza). (Mendel
et al., Antimicrob Agents Chemother, (1998) 42(3), 640-646; Smith y Sweet, Rev. Infect. Dis., (1988) 10(1), 56-75;
Reuman et al., J. Virol. Methods, (1989) 24(1-2), 27-34). Para evaluar la eficacia in vivo de nuestros compuestos,
sometimos a ensayo la proteina AR-AvCD (preparada a partir de la estructura artificial n°® 2) en el modelo de hurén.
En concreto, 24 hurones jovenes hembras (0,5-0,8 kg) (Marshall Farms, North Rose, Nueva York) que dieron negati-
vo para la presencia de anticuerpos anti-hemaglutinina en suero, fueron incluidos en el estudio. Dos animales se
colocaron en cada jaula y se permitié la aclimatacion durante 3 dias antes del experimento. Los animales fueron
divididos aleatoriamente en tres grupos: 8 animales fueron tratados con tampén de dilucién del farmaco y estimulo
virico, 12 animales fueron tratados con AR-AvVCD y estimulo virico, y 4 animales fueron tratados solamente con AR-
AVCD. Una preparacién de AR-AvCD disuelta en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) que contenia 500
U/ml de actividad de sialidasa y 0,7 mg/ml de concentracion de proteina, se utilizé en el estudio. Los animales en los
grupos de tratamiento con farmaco recibieron 1 ml de AR-AvCD en cada dosis, lo que equivale a aproximadamente
1 mg/kg a nivel de dosificacion.

Los hurones se anestesiaron y se inocularon por via intranasal (0,5 ml en cada fosa nasal) con AR-AvCD o PBS dos
veces (8 am y 8 pm) y diariamente durante un total de 7 dias (2 dias antes de la estimulacion virica y 5 dias después
de la inoculacion del virus). Se observaron los hurones después de la aplicacion del farmaco en busca de signos de
intolerancia. La inoculacién virica se llevo a cabo el dia 3 entre las 10-11 am. El estimulo virico se realiz6 con virus
humano del tipo (H1N1) A/Bayern/7/95 con una dosis de 10° TCIDso (IDsp de hurones 2104). Los lavados nasales se
recogieron de todos los animales, comenzando 2 dias después del tratamiento con AR-AvCD y continuaron hasta el
dia 7. Para recoger los lavados nasales, se administrd por via intranasal 1 ml de PBS estéril, el liquido estornudado
se recogi6 y se registré su volumen. Los lavados nasales se centrifugaron. Las células sedimentadas se resuspen-
dieron y se contaron en un hemocitometro bajo un microscopio. Se recogié el material sobrenadante, se dividié en
partes alicuotas y se almaceno6 a -80°C. La concentracion de proteina en los lavados nasales exentos de células se
determind utilizando el reactivo proteico de Bio-Rad, segun el protocolo del fabricante (Bio-Rad, Hercules, CA). Para
la titulacion del virus de los lavados nasales, las células MDCK inoculadas se incubaron durante 3 dias a 36°C en
una incubadora con CO,. Las monocapas se inspeccionaron visualmente para estudiar el efecto citopatico (CPE) y
partes alicuotas del material sobrenadante del cultivo celular de cada pocillo se sometieron a ensayo para estudiar la
presencia de virus, mediante un ensayo de hemaglutinacién convencional con glébulos rojos de cobaya. El titulo
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virico se determind por el método de Spearman Karber ((1996)).

En los animales no infectados a los que se administré AR-AvVCD intranasal (n = 4), no se observé ningun efecto
aparente sobre el recuento de células inflamatorias y se observé la concentracién de proteina en los lavados nasales
(Figura 15 A y B). Los lavados nasales de estos animales se controlaron durante 7 dias y eran negativos para la
diseminacion virica. No se detectaron signos de toxicidad relacionada con los farmacos en estos animales con la
dosis de farmaco utilizada en este estudio. En el grupo tratado con vehiculo, el virus se replicaba en el epitelio nasal
de los 8 hurones. La diseminacion virica alcanzé valores maximos de 4,4 a 5,9 1og1oTCIDsg (titulo medio maximo
4,9), el dia 1 o 2 posterior a la estimulacién, disminuyé con el tiempo y se convirtié en negativa el dia 5 (Figura 13).
Por el contrario, solo 3 de 12 hurones tratados con AR-AvCD eran positivos para la diseminacion virica el dia 1 des-
pués de la estimulacion (Figura 13), y sus titulos viricos nasales eran aproximadamente 100 veces mas bajos que
en los animales tratados con vehiculo (media 2,4 + 0,3 frente a 4,4 + 0,4 log10TCIDsg) (Figura 13). Después del dia
1, la respuesta al tratamiento con AR-AvCD variaba sustancialmente. Tres animales estaban completamente prote-
gidos contra la infeccién, los signos de enfermedad y la respuesta inflamatoria (Figura 13, marcadores de hurén n°
803, 805, 806). La proteccion también fue confirmada por la falta de seroconversion el dia 14 posterior a la estimula-
cion. Un hurén (marcador n°® 780) no tenia diseminacion de virus durante los tres primeros dias después de la esti-
mulacién, pero murio el dia 4 después de la infeccién debido a una herida no relacionada. La diseminacién en los 8
hurones restantes varié durante el curso de la infeccién, oscilando desde el hurén n° 812 que tenia diseminacion
virica solo un dia, hasta el hurén n® 791 que tenia diseminacion virica durante 5 dias.

La infeccion en los hurones que diseminaban virus durante al menos un dia fue confirmada con un aumento superior
a 16 veces en el titulo de anticuerpos anti-HA, posterior a la estimulacion (seroconversién). No hubo ningin efecto
aparente del tratamiento con AR-AvCD sobre los titulos anti-HA en los sueros después de la estimulacion (320-1280,
frente a 160-1280, grupo vehiculo y grupo tratado con farmacos, respectivamente).

En los hurones que diseminaban el virus a pesar del tratamiento con AR-AvCD (n = 8), la respuesta inflamatoria se
redujo y los animales parecian estar mas alerta y activos, en comparacion con los hurones no tratados que estaban
de forma invariable, letargicos y febriles. Para este grupo de 8 animales infectados, tratados con AR-AvCD, el valor
de AUC (area bajo la curva) calculado para las concentraciones de proteina nasal, se redujo en aproximadamente
un 40% (2,68 frente a 4,48, unidades arbitrarias) en comparacion con los animales infectados tratados con vehiculo
(Figura 11B). En los animales infectados tratados con vehiculo, el nimero de células inflamatorias en los lavados
nasales se incrementé aproximadamente 100 veces por encima del de los animales no infectados, el dia 2 después
de la estimulacion. Estos niveles se mantuvieron durante 4 dias adicionales. Los animales tratados con AR-AvCD
mostraron una reduccién significativa del nimero de células inflamatorias en los lavados nasales. Especificamente,
el valor de AUC para los recuentos de células se redujo aproximadamente 3 veces en los animales tratados con AR-
AvCD, en comparacién con los animales infectados tratados con vehiculo (1965 frente a 674, unidades arbitrarias,
Figura 11A). La reduccion observada en la respuesta inflamatoria indica la importancia de la inhibicién de la replica-
cion virica en la etapa temprana de la infeccién.

Ejemplo 15. Inhibicién de la adhesién celular bacter  iana con proteinas de fusion de sialidasa
Bacterias

S. pneumoniae: 10 cepas encapsuladas de diferentes serotipos se seleccionan a partir de los aislados clinicos de-
positados en la ATCC. Las bacterias se mantienen como reservas congeladas y se hacen pases en placas de agar
con soja triptico que contienen 3% de sangre de oveja ((Difco & Micropure Medical Inc.) durante 18 h a 37°C en 5%
de CO,. Para marcar los neumococos con radiois6topo, se toma un indculo de un cultivo en placa de 1 a 2 dias, se
afiade a un caldo de soja triptico que carece de lisina que contiene 70 uCi de [3H]Iisina por mly se incuba a 37°C en
5% de CO.. El crecimiento de cada cultivo se controla por absorbancia de luz a 595 nm. Al final de la fase de creci-
miento logaritmico, las bacterias se recogen, se lavan dos veces mediante centrifugacién (13.000 x 3 min), y se
resuspenden en medio L-15 (sin rojo fenol) mas 0,1% de BSA (L-15-BSA) (Cundell y Tuomanen, Microb. Pathog.,
(1994) 17(6), 361-374) (Barthelson et al., Infect. Immun., (1998) 66(4), 1439-1444).

H. influenzae: 5 cepas de tipo b (Hib) y cepas no tipificables (10 NTHi) se obtienen a partir de los aislados clinicos
depositados en la ATCC. Todas las cepas se almacenan en infusion de cerebro y corazon (BHI, Difco) que contiene
hemina (ICN) y NAD (Sigma) y se mantienen congeladas hasta el uso; después se cultivan sobre agar BHI comple-
mentado con hemina y NAD y se cultivan durante 14 horas a 37°C con 5% de CO,. (Kawakami et al., Microbiol.
Immunol., (1998) 42(10), 697-702). Para marcar las bacterias con [3H], se inoculan células de H. influenzae en caldo
BHI que contiene hemina, NAD y [3H]Ieucina a 250 uCi/ml y se dejan crecer hasta la fase logaritmica tardia y des-
pués se recogen, se lavan y se resuspenden en L-15-BSA (Barthelson et al., Infect. Immun., (1998) 66(4), 1439-
1444).

Ensayo de adhesién celular

Todas las bacterias marcadas con [3H] se suspenden en L-15-BSA después del lavado, la concentracion bacteriana
se determina por recuento visual con una camara de Petroff-Hausser, la radiactividad se determina por recuento de
centelleo y se calcula la actividad especifica de las células marcadas con [3H]. Se utilizan preparaciones de bacterias
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con 7 ¢cpm/1000 células o mayor. Las bacterias se diluyen hasta 5 x 108 células/ml. Monocapas de células BEAS-2B
se incuban con una suspensién bacteriana marcada con [3H] gue contiene 5 x 10" bacterias a 37°C en 5% de COs..
Después de 30 min, las bacterias no unidas se eliminan con 5 lavados con L-15-BSA. Las bacterias fijadas a las
muestras de tejido WD-AEH se cuantifican por recuento de centelleo.

Desialilacién de las células BEAS-2B a través de proteinas de fusién de sialidasa y efectos sobre la adhesién celular
de H. influenzae y S. pneumoniae.

Las células BEAS-2B se incuban con 1-50 mU de AR-AvCD durante 2 horas. El ensayo de adhesion celular se lleva
a cabo utilizando cepas de H. influenzae y S. pneumoniae, tal y como se ha descrito anteriormente. Las células
tratadas de forma simulada se utilizan como control positivo. La eficacia de AR-AvCD se cuantifica como la CEsqo,
gue es la cantidad de enzima necesaria para lograr una inhibicién del 50% de la adhesién bacteriana.

Ejemplo 16. Mejora de la eficacia de la transduccion del vector VAA usando proteinas de fusion de sialid asa

Experimentos in vitro

Un experimento que muestra el efecto de AR-AvCD, se lleva a cabo de una manera similar al procedimiento publi-
cado (Bals et al., J Virol., (1999) 73(7), 6085-6088). Una monocapa de células bien diferenciadas de epitelio de la
vias respiratorias (WDAE) se mantiene en camaras Transwell (Karp et al., Methods Mol. Biol., (2002) 188, 115-137;
Wang et al., J Virol., (1998) 72(12), 9818-9826). Con el fin de eliminar el acido sialico de la superficie celular, el me-
dio de cultivo se reemplaza con medio exento de suero en el que se disuelven 0,5-10 unidades de AR-AvVCD. Las
células se tratan desde 30 min a 6 horas. Las monocapas de células se lavan, se transducen con VAA, y la eficacia
de la transduccion se estima utilizando procedimientos convencionales. Varias camaras Transwell se tratan sola-
mente con medio (sin AR-AvCD) para servir como control (eficacia de la transduccion basal). Unos controles adicio-
nales pueden incluir las camaras Transwell tratadas solo con AR-AvCD para evaluar el efecto citotéxico de la desiali-
lacién. Un virus informador se utiliza para facilitar la deteccién de las células transducidas. Ejemplos de VAA infor-
mador y su uso se han descrito en la bibliografia e incluyen AAV-CMV-eGFP, AAV2LacZ (Bals et al., J Virol., (1999)
73(7), 6085-6088; Wang et al., Hum. Gene Ther., (2004) 15(4), 405-413) y fosfatasa alcalina (Halbert et al., Nat.
Biotechnol., (2002) 20(7), 697-701). La eficacia se estima por microscopia Optica de las células que se habian fijado
y tratado con sustrato apropiado (si se utilizan virus que contienen lacZ o AP) o microscopia de fluorescencia de
células vivas (si se utiliza GFP). Segun los experimentos realizados en NexBio con células epiteliales primarias
NHBE (Cambrex, Walkersville, MD), la cantidad maxima de eliminacién de acido sialico se logra en menos de una
hora cuando se utilizan 10 unidades de AR-AvCD por camara Transwell. Otras lineas celulares utilizadas (por ejem-
plo, MDCK) se convierten en desialiladas administrando mucho menos AR-AvCD (0,1 U durante 1 hora). Por tanto,
nuestra estimacion es que un tratamiento de WDAE con 10 U de AR-AvCD durante 2 horas sera suficiente para
eliminar el acido sidlico accesible y proporcionar una mejora significativa de la transduccién de células WDAE con
VAA.

Ensayo del efecto del tratamiento con AR-AvCD sobre la transduccién de VAA en un modelo animal.

Para demostrar el efecto del tratamiento con AR-AvCD en un modelo animal, se llevd a cabo un experimento similar
al descrito anteriormente (Flotte et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A, (1993) 90(22), 10613-10617; Halbert et al., Nat.
Biotechnol., (2002) 20(7), 697-701). Varias horas (1-6) antes de la administracion de VAA, AR-AvCD se administra
en los pulmones de ratones mediante aspiracién nasal de aerosol o polvo liofilizado de AR-AvCD de acuerdo con el
protocolo publicado previamente (Flotte et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A, (1993) 90(22), 10613-10617), VAA que
es portador del gen informador (fosfatasa alcalina) se entrega por aspiracién nasal, los ratones son sacrificados 4
semanas mas tarde y las células transducidas se detectan en los pulmones fijados, tal y como se ha descrito pre-
viamente (Halbert et al., J Virol., (1998) 72(12), 9795-9805).

Ejemplo 17. El tratamiento con sialidasa inhibe las f ~ unciones de mastocitos y la contraccién del masculo liso
en la traquea.

Empleando métodos experimentales descritos anteriormente (Cocchiara et al., J Neuroimmunol., (1997) 75(1-2), 9-
18), se demostré que el tratamiento con los compuestos de la presente invencién evita la liberacion de histamina
inducida por la sustancia P (SP) en los mastocitos. Empleando otro conjunto de experimentos (Stenton et al., J
Pharmacol. Exp. Ther., (2002) 302(2), 466-474), el tratamiento con los compuestos de la presente invencion inhibe
la liberacion de B-hexosaminidasa en los mastocitos estimulados con dos péptidos que activan PAR (PAR significa
receptores activados con proteinasa).

Los compuestos de la presente invencion se administran por via intratraqueal a cobayas y la reactividad de las vias
respiratorias se evalla en los animales tal y como se ha descrito anteriormente (Jarreau et al., Am. Rev. Respir. Dis.,
(1992) 145(4 Pt 1), 906-910; Stenton et al., J Pharmacol. Exp. Ther., (2002) 302(2), 466-474). El tratamiento con
sialidasa no debe inducir una hiperreactividad no especifica de las vias respiratorias, a juzgar por la reaccion de
varios inductores. Ademas, el tratamiento con sialidasa debe reducir la broncoconstriccién inducida por la sustancia
P. Del mismo modo, los compuestos de la presente invencién se utilizan para tratar la tradguea y el pulmon aislados a
partir de cobaya y rata (Kai et al., Eur. J. Pharmacol., (1992) 220(2-3), 181-185; Stenton et al., J Pharmacol. Exp.
Ther., (2002) 302(2), 466-474). Un tratamiento de nuevo con sialidasa recombinante no tendra ningin efecto sobre
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las contracciones del musculo liso inducidas por acetilcolina, histamina y 5-hidroxitriptamina. Ademas, inhibira la
contraccidn traqueal inducida por antigeno (ovoalbumina) o el compuesto 48/80.
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Ile

His

Tyr

Pro

135

Cys

Ala

Ser

Ser

Gly

215

Pro

Pro

Asp

Pro

Trp

Ser

Leu

40

Ala

Ala

Gly

Gly

Arg

120

His

Gly

Val

Pro

Phe

200

Cys

Arg

Leu

Pro

Arg
280

Gly

Met

25

Phe

Thr

Gly

Gly

Val

105

Val

Ser

Gly

Asp

Leu

185

Leu

Gln

Asp

Leu

Arg

265

Gly

Ala

10

Asn

Phe

Gly

Leu

Ala
90

Gln

Asp

Phe

Leu

Gly

170

Gly

Pro

Gly

Asp

Gly

250

Gly

Asp

48

Leu

Pro

Ile

Arg

Ser

75

Val

Leu

Arg

Ala

Val

155

Gly

Ser

Ala

Ser

Ser

235

Pro

Gly

Gly

His

Cys

Ala

Asn

60

Trp

Gln

Pro

Leu

Phe

140

Pro

Gln

Arg

Glu

Ile

220

Trp

Gly

Gln

Pro

Val

Pro

Val

45

Ala

Gly

Asp

Ser

Glu

125

Tyr

Asn

Ala

val

Arg

205

Val

Ser

Val

Val

Arg
285

Leu

Val

30

Leu

Ala

Ser

Trp

Gly

110

Cys

Ser

Leu

Gly

Gln

190

val

Gly

Val

His

Pro

270

Gln

Gly

His

Gly

Arg

Ala

Ala
95

Arg

Phe

Asp

Arg

Ser

175

Ala

Ala

Phe

Gly

Glu

255

Gly

Pro

Thr

Asp

His

Leu

Arg

80

Thr

Leu

Gly

Asp

Ser

160

Phe

Leu

Ser

Pro

Pro

240

Pro

Gly

Gly



10

15

ES 2554787 T3

Pro Arg Pro Gly Val Ser Gly &sp Val Gly
290 295

Proc Met Pro Phe Ala Ala Pro Pro Gln Ser
305 310

Ser His Pro Val Gly Arg Arg Ala Arg Leu
325 330

Ser Gln Ser Prc Leu Asp Pro Arg Ser Trp
340 345

Tyr Glu Gly Pro Ser Gly Tyr Ser Asp Leu
355 360

Pro Glu Gly Gly Leu Val Phe Ala Cys Leu
370 375

Thr Ser Tyr Asp Glu Ile Ser Phe Cys Thr
385 390

Leuv Glu Asn Val Pro Ala Ser Pro Lys Pro
405 410

Pro Brxg Gly Cys Cys Trp Pro Ser
420

<210> 10

<211>5

< 212> PRT

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Estructura artificial sintética

<400> 10
Gly Gly Gly Gly Ser

1 5

<210> 11

< 211> 2706

< 212> ADN

< 213> Actinomyces viscosus

49

Ser

Pro

315

His

Thr

Ala

Tyr

Phe

395

Fro

Trp

300

Thr

Met

Glu

Ser

Glu

380

Ser

Asn

Thr

Trp

Gly

Pro

Ile

365

Ser

Leu

Leu

Leu

Leu

Ile

Trp

350

Gly

Gly

Arg

Gly

Ala

Leu

Arg

335

Val

Pro

Ala

Glu

Asp
415

Leu

Tyr

320

Leu

Ile

Ala

Arg

Val

400

Lys



<400> 11
atgacatcgce

ctggcecgceca
ggcctggeceg
ggcgatgtca
gccccggect
gccgggacga
ctcaaggccyg
gggaaggccec
tcgetgeggy
accgtcaget
accgaatcet
aagggcgoecyg
geccggeeget
cagacgctca
cccgecacegg
ctggcecgcca
ggggacctge
gcccccaace
gcgceccacct

agctacgteg

atagtccttt
ccggcctgat
acgtcaccat
tgaccttcaa
cgacgaacct
ccaagaccga
gtggcttcac
tgagcaccce
tcgagtcgat
acacggtgcg
ccttegacga
tctacaactg
ggacgccate
cecgceecacegy
cgcccgacge
acacggecac
tcatctecta
cgaaccacat
acatccacca

tcgatcacca

ES 2554787 T3

ctcceggagg
cgecgeegea
cacgcaggtyg
catcaccctyg
gtccgggaac
ctgcaccggce
ccegcagate
ggagacgatc
cacgccgteg
cgtgcgcteg
cctgggecge
caagccgctce
gatcaccctyg
caacccgatc
gagcacggag
cgacaactac
cgacgagcgc
cgtccagcgce
gggcacggag

gacgggcacyg

cgcctgecgg
ccececggege
aacgcgcccyg
accaacacca
gtctccaagt
ctggccacgc
gectacgagyg
aagggcgcga
tcgagccagyg
gtgtecggaca
cagtgccact
acccacacga
acggccaccyg
aacgtecgteg
ctgceggect
cgcatcccgg
ccgaaggaca
cgctccacey
accggcaaga

atcttcaact

50

ccetectggyg
acgccgtcece
cggacggcct
gcggcgaggce
geceggtggeg
acacggtgac
tcaaggecegt
cgagcccagt
agaactacaa
agacgatcaa
ggggcggect
tcacgcaagce
gaaccgacgqg
gcgaccacec
caatgagcca
cgatcaccac
acggcaacgyg
acggcggcaa
aggtcggcta

tccacgtcaa

ctceetgeca
cacgtctgac
ctactcegte
ccactectac
caacgtcceg
cgccgaggac
ggagtacgec
caaggccaac
getgggegac
cgtegeegec
caagccgygdce
cgacgtcgac
cgccacccete
gcaggccacyg
ggcccageac
cgcccccaat
cggcagecgac
gacctggtcg
ctcecgacceg

gtcctacgac

60

129

180

2490

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200



cagggctggg
gaggtgtcga
atcacgaagg
cagcacgggce
geggtgcagyg
ccgatcggga
ctcaactcgce
gggcagacct
cagatcatcc
ctgageccact
tgcgacgacg
acgacgateg
ggcgcegact
tgcggccaga
gcaccgacgg
gcaccatcct
gagcccacga
gagcagaccg
gaaccgacgc
cagccgaget
aaggcgaccqg
agccggaacy
tctgacggca
caggcggcega
ggccttgcegg

aactga

<210> 12
<211>901
< 212> PRT

geggctegey
cctecacgga
acaagccgtyg
cccacgcegg
cecgtctcecggt
ccggcatgga
gcgectcgga
ggagcgagce
gagcecttece
caccgaaccc
gcgectectg
cggtgcagtce
acggcggcat
agccggegga
agaagccggc
ccgecgeecga
ccgectecegag
atgggccgac
aggccecgac
cagcacccaa
gggeggegac
cggcgecgac
ccatggegca
aggccggeag

gtgtcgeggt
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cggeggcacc
caacggctag
gacecgegegt
gcgecetggtg
ctactccgac
tgagaacaag
tggctcecggce
ggtgtccgac
gaacgcegcey
gcggecgtgg
gacgaccagc
cgacggcagc
ctggtaccge
gcecgageceqg
ccecgteggece
gcegageget
cacggagccc
cgctgcecgccece
ggtggcgect
gecgggggey
ggagcetggy
gcecgaagceceqg
gccgaccggt
caggctgtct

tgtcggeggg

< 213> Actinomyces viscosus

gacccggaga
acctggacgce
ttcgeggect
cagcagtaca
gaccacggga
gtecgttgagce
ttcecgcaagg
aagaacctgc
ccggacgace
tcgegtgace
aaggtcttce
atcgggetgce
aacttcacga
gegeegtege
gcgccgageg
gcgeceegagce
acaccggctc
gcaccggaga
tetgttgage
acgggteggy
acgccgtoat
ggcatggagce
ggcgcecageg
cgeacgggga

tacctgectge

51

accggggeat
accgcacgat
cgggccadgdy
cgatcaggac
agacgtggca
tctccgacgg
tggcccactc
ccgactcggt
cgcgegecaa
gcggcaccat
acgagccctt
tcagcgagga
tgaactggct
cgacggcggce
ctgagecccac
cgagcagcgce
ctgcgeccag
cgtcetetge
ccacgcaggce
ccecocgteggt
cgagegegag
ccgatgagat
cgccgagtge
ccaacgcget

tgcgggcteg

catccaggcc
caccgcggac
catccagatt
cgccggeggce
ggccggcacy
ctcecteatg
caccgacggt
ggacaacgcc
ggtgctgctyg
ctcgatgtce
cgteggatac
cgcccacaac
cggegageayg
accctcagecg
gcaggcaccg
ccoggegecy
ctcegeacct
accggcecgcec
tcegggtgeg
ggtgaacccg
ccecggeaccy
tgatcggceg
cgcgeccgacg
gctgatcctg

ccgttcgaag

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2706



<400> 12

Met

1

Gly

Ala

Gln

Thx

Ala

Arg

Thr

Gln

Thr

Ser

His

Val

S0

Phe

Pro

Asn

His

Ile
130

Ser

Leu

Ala

35

Asn

Asn

Ala

Val

Thr
115

Ala

His

Pro

20

Val

Ala

Ile

Ser

Pro
100

Val

Tyr

Ser

Leu

Pro

Pro

Thr

Thr
85

Ala

Thr

Glu

Pro

Ala

Thr

Ala

Leu

70

Asn

Gly

Ala

Val

ES 2554787 T3

Phe

Ala

Ser

Asp

55

Thr

Leu

Thr

Glu

Lys
135

Ser

Thr

Asp

40

Gly

Asn

Ser

Thr

Asp
120

Ala

Arg

Gly

25

Gly

Leu

Thr

Gly

Lys
105

Leu

val

Arg

10

Leu

Leu

Tyr

Ser

Asn
90

Thr

Lys

Glu

52

Arg

Ile

Ala

Ser

Gly

75

Val

Asp

Ala

Tyr

Leu

Ala

Asp

Val

60

Glu

Ser

Cys

Gly

Ala
140

Pro

Ala

Val

45

Gly

Ala

Lys

Thr

Gly
125

Gly

Ala

Ala

30

Thr

Asp

His

Cys

Gly
110

Phe

Lys

Leu

15

Pro

Ile

Val

Ser

Arg
95

Leu

Thr

Ala

Leu

Preo

Thr

Met

Tyr

80

Trp

Ala

Pro

Leu



Ser

145

Ser

Lys

Asp

Gly

Tyr

225

Ala

Gly

Val

Thr

Thr

305

Gly

Thr

Leu

Leu

Lys

Arg

210

Asn

Gly

Ala

Gly

Glu

290

Ala

Asp

Pro

Arg

Gly

Thr

195

Gln

Cys

Arg

Thr

Asp

275

Leu

Thr

Leu

Glu

Val

Asp

180

Iie

Cys

Lys

Trp

Leu

260

His

Pro

Asp

Leu

Thr

Glu

le5

Thr

Asn

His

Pro

Thr

245

Gln

Pro

Ala

Asn

Ile
325

Ile

150

Ser

Val

Val

Trp

Leu

230

Pro

Thr

Gln

Ser

Tyr

310

Ser

ES 2554787 T3

Lys

Ile

Ser

Ala

Gly

215

Thr

Ser

Leu

Ala

Met

285

Arg

Tyr

Gly

Thr

Tyr

Ala

200

Gly

His

Ile

Thr

Thr

280

Ser

Ile

Asp

Ala

Pro

Thr

185

Thr

Leu

Thr

Thr

Ala

265

Pro

Gln

Pro

Glu

Thr

Ser

170

Val

Glu

Lys

Ile

Leu

250

Thr

Ala

Ala

Ala

Arg
33¢

53

Ser

155

Ser

Arg

Ser

Pro

Thr

235

Thr

Gly

Pro

Gln

Ile

315

Pro

Pro

Ser

Val

Ser

Gly

220

Gln

Ala

Asn

Ala

His

300

Thr

Lys

Val

Gln

Arg

Phe

205

Lys

Ala

Thr

Pro

Pro

285

Leu

Thr

Asp

Lys

Glu

Ser

190

Asp

Gly

Asp

Gly

Ile

270

Asp

Ala

Ala

Asn

Ala

Asn

175

Val

Asp

Ala

Val

Thr

255

Asn

Ala

Ala

Pro

Gly
335

Asn

160

Tyr

Ser

Leu

Val

Asp

240

Asp

Val

Ser

Asn

Asn

320

Asn



Gly

Thr

Thr

Asp

385

Gln

Ile

Thr

Ala

His

465

Ala

Gln

Glu

Gly

Asp

Glu

370

His

Gly

Ile

His

Arg

450

Ala

Val

Ala

Leu

Ser

Gly

355

Thr

Gln

Trp

Gln

Arg

435

Phe

Gly

Gln

Gly

Ser
515

Asp

340

Gly

Gly

Thr

Gly

Ala

420

Thr

Ala

Arg

Ala

Thr

500

Asp

Ala

Lys

Lys

Gly

Gly

405

Glu

Ile

Ala

Leu

Val

485

Pro

Gly

Pro

Thr

Lys

Thr

390

Ser

Val

Thr

Ser

Val

470

Ser

Ile

Ser

ES 2554787 T3

Asn

Trp

Val

375

Ile

Arg

Ser

Ala

Gly

455

Gln

Val

Gly

Leu

Pro

Ser

360

Gly

Phe

Gly

Thr

Asp

440

Gln

Gln

Tyr

Thr

Met
520

Asn

345

Ala

Tyr

Asn

Gly

Ser

425

Ile

Gly

Tyr

Ser

Gly

505

Leu

His

Pro

Ser

Phe

Thr

410

Thr

Thr

Ile

Thr

Asp

490

Met

Asn

54

Ile

Thr

Asp

His

395

Asp

Asp

Lys

Gln

Ile

475

Asp

Asp

Ser

Val

Tyr

Pro

380

Val

Pro

Asn

Asp

Ile

460

Arg

His

Glu

Arg

Gln

Ile

365

Ser

Lys

Glu

Gly

Lys

445

Gln

Thr

Gly

Asn

Ala
525

Arg

350

His

Tyr

Ser

Asn

Trp

430

Pro

His

Ala

Lys

Lys

510

Ser

Arg

Gln

Val

Tyr

Arg

415

Thr

Trp

Gly

Gly

Thr

495

Val

Asp

Ser

Gly

Val

Asp

400

Gly

Trp

Thr

Pro

Gly

480

Trp

Val

Gly



Ser

Ser

545

Gln

Lys

Asp

Thr

Val

625

Gly

Leu

Ser

Ser

Ala

Gly

530

Glu

Ile

Val

Arg

Ser

6l0

Gln

Ala

Gly

Pro

Ala

690

Pro

Phe

Pro

Ile

Leu

Gly
595

Lys

Ser

Asp

Glu

Thr

675

Ala

Glu

Arg

Val

Arg

Leu

580

Thr

Val

Asp

Tyr

Gln

660

Ala

Pro

Pro

Lys
Ser
Ala
565
Leu
Tle
Phe
Gly
Gly
645
Cys
Ala

Ser

Ser

Val

Asp

550

Phe

Ser

Ser

His

Ser

630

Gly

Gly

Pro

Ala

Ala

ES 2554787 T3

Ala

535

Lys

Pro

His

Met

Glu

615

Ile

Ile

Gln

Ser

Glu

6385

Ala

His

Asn

Asn

Ser

S5er

600

Pro

Gly

Trp

Lys

Ala

680

Pro

Pro

Ser

Leu

Ala

Pro

585

Cys

Phe

Leu

Tyr

Pro

665

Ala

Thr

Glu

Thr

Pro

Ala

570

Asn

Asp

Val

Leu

Arg

650

Ala

Pro

Gln

Pro

55

Asp

Asp

555

Proe

Pro

Asp

Gly

Ser

635

Asn

Glu

Thr

Ala

Ser

Gly

540

Ser

Asp

Arg

Gly

Tyr

620

Glu

Phe

Pro

Glu

Pro

700

Ser

Gly

Val

Asp

Pro

Ala
605

Thr

Asp

Thr

Ser

Lys

685

Ala

Ala

Gln

Asp

Pro

Trp

590

Ser

Thr

Ala

Met

Pro

670

Pro

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

575

Ser

Trp

Ile

His

Asn

655

Ala

Ala

Ser

Ala

Trp

Ala

560

Ala

Arg

Thr

Ala

Asn

640

Trp

Fro

Pro

Ser

Pro



705

Glu

Ser

Glu

Ala

Ala

785

Lys

Ser

Glu

Thr

Ala
865

Gly

Arg

Pro

Ser

Thr

Pro

770

Fro

Ala

Pro

Pro

Gly

850

Gly

Leu

Arg

<210> 13
< 211> 1887
< 212> ADN
< 213> Actinomyces viscosus

Thr

Ala

Ser

755

Ser

Lys

Thr

Ala

Asp

835

Gly

Ser

Ala

Ser

Thr

Pro

740

Ser

Val

Pro

Gly

Pro

820

Glu

Ala

Arg

Gly

Lys
900

Ala

725

Glu

Ala

Glu

Gly

Ala

805

Ser

Ile

Ser

Leu

Val
885

Asn

710

Pro

Gln

Pro

Pro

Ala

790

Ala

Arg

Asp

Ala

Ser
870

Ala
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Ser

Thr

Ala

Thr

775

Thr

Thr

Asn

Arg

Pro

855

Arg

Val

Thr

Asp

Ala

760

Gln

Gly

Glu

Ala

Pro

840

Ser

Thr

Val

Glu

Gly

745

Glu

Ala

Arg

Pro

Ala

825

Ser

Ala

Gly

Gly

Fro

730

Pro

Pro

Pro

Ala

Gly

810

Pro

Asp

Ala

Thr

Gly
890

56

715

Thr

Thr

Thr

Gly

Pro

795

Thr

Thr

Gly

Pro

Asn
875

Tyr

Pro

Ala

Gln

Ala

780

Ser

Pro

Pro

Thr

Thr

860

Lla

Leu

Ala

Ala

Ala

765

Gln

Val

Ser

Lys

Met

845

Gln

Leu

Leu

Pro

Pro

750

Pro

Pro

Val

Ser

Pro

830

Ala

Ala

Leu

Leu

Ala

735

Ala

Thr

Ser

Asn

Ser

815

Gly

Gln

Ala

Ile

Arg
895

720

Prc

Pro

Val

Ser

Pro

800

Ala

Met

Pro

Lys

Leu
880

Ala



<400> 13
ggcgaccacc

tcaatgagcc
gcgatcacca
aacggcaacg
gacggcggcea
aaggtcggct
ttccacgtca
aaccggggca
caccgcacga
tcgggecagy
acgatcagga
aagacgtggce
ctetecgacyg
gtggcccact
cccgactegyg
ccgegcgoca
cgeggeacca
cacgagccct
ctcagcgagg

atgaactggc

ccgacggcegyg
getgagecca
ccgagcageg
cctgcgceca
acgtcctctg
cccacgcagg
gcccegtegg
tcgagegega
ccegatgaga
gcgccgagtig
accaacgcgc

ctgcgggcte

<210> 14
<211>628

cgecaggecac
aggcccagca
ccgeccccaa
geggcagega
agacctggte
acteccgacce
agtcctacga
tcatccagygc
tcaccgcgga
gcatccagat
ccgecggcyd
aggccggcac
gctcecteat
ccaccgacgg
tggacaacgc
aggtgctgct
tctegatgte
tcgtcecggata

acgcccacaa

tcggecgagea

caccctecage
cgcaggcace
ccoecggogec
gctcegecace
caccggcege
ctccgggtge
tggtgaaccc
gcceggcacce
ttgatcggcece
cecgegecgac
tgctgatcct

gcegttcgaa
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gcccgcaccy
cctggecgece
tggggacctg
cgececcaac
ggcgeccceacc
gagctacgtc
ccagggctgg
cgaggtgteg
catcacgaaqg
tcagcacygygy
cgcggtgecag
gccgateggg
gctcaactecg
tgggcagacc
ccagatcate
getgagecac
ctgcgacgac
cacgacgatc

cggcgccgac

gtgcggccag

ggcaccgacy
ggcaccatcce
ggagcccacyg
tgagcagacce
cgaaccgacqg
gcagccgagce
gaaggcgacc
gagccggaac
gtctgacqggc
gcaggeggcd
gggccttgeg

gaactga

gegeecgacyg
aacacggcca
ctcatctecct
ccgaaccaca
tacatccacc
gtcgatcacc
ggcggetege
accteccacgg
gacaagceogt
ccccacgceceg
geccgtectegg
accggcatgg
cgcgectecgg
tggagcgagc
cgagccttecc
tcaccgaacce
ggcgectect
gcggtgcagt

tacggcggcea

aagccggegyg

gagaagceegy
tcegegeceg
accgcteega
gatgggecga
caggccccga
tcagcaccca
ggggcggega
gcggegecga
accatggcge
aaggccggca

ggtgtcgegy

57

cgagcacgga
ccgacaacta
acgacgagcg
tcgtecageg
agggcacgga
agacgggcac
gcggeggeac
acaacggctg
ggaccgegeg
ggcgectggt
tctactccga
atgagaacaa
atggctececgg
cggtgtecga
cgaacgccgc
cgegygcegty
ggacgaccag
ccgacggcag
tctggtaccg

agccgagcece

cccegtogge
agccgagcege
gcacggagece
cegetgegee
cggtggcegec
ageccggggygce
cggagectgg
cgccgaagee
agccgaccygg
gcaggctgte

ttgtcggcgg

gctgceggeco
ccgcatcecg
cccgaaggac
ccgetecacce
gaccggcaag
gatcttcaac
cgacccggag
gacctggacg
tttcgeggec
gcagcagtac
cgaccacygg
ggtcgttgag
cttccegcaag
caagaacctg
gccggacgac
gtcgegtgac
caaggtcttc
catcgggetyg

caacttcacyg

ggcgccgtcg

cgcgcecgagce
tgcgceceegag
cacaccggct
cgcaccggag
ttctgttgag
gacgggtegy
gacgccgtca
gggcatggag
tggcgccagc
tecgeacggyy

gtacctgctg

60

120

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

11490

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1887



< 212> PRT
< 213> Actinomyces viscosus

<400> 14

Gly
1

Glu

Ala

Asp

Gly

Asp

Glu

His

Gly

Ile

145

His

Arg

Ala

val

Ala
225

Asp

Leu

Thr

Leu

50

Ser

Gly

Thr

Gln

Trp

130

Gln

Arg

Fhe

Gly

Gln

210

Gly

His

Pro

Asp
35

Leu

Asp

Gly

Gly

Thr

115

Gly

Ala

Thr

Ala

Arg

195

Ala

Thr

Pro

Ala

20

Asn

Ile

Ala

Lys

Lys

100

Gly

Gly

Glu

Ile

Ala

180

Leu

vVal

Pro

Gln

Ser

Tyr

Ser

Pro

Thr

85

Lys

Thr

Ser

Val

Thr

165

Ser

Val

Ser

Ile

Ala

Met

Arg

Tyr

Asn

70

Trp

Val

Ile

Arg

Ser

150

Ala

Gly

Gln

Val

Gly
230

ES 2554787 T3

Thr

Ser

Ile

Asp

Pro

S5er

Gly

Phe

Gly

135

Thr

Asp

Gln

Gln

Tyr

215

Thr

Pro

Gln

Pro
40

Glu

Asn

Ala

Tyr

Asn

120

Gly

Ser

Ile

Gly

Tyr

200

Ser

Gly

Ala

Ala

23

Ala

Arg

His

Pro

Ser

105

FPhe

Thr

Thr

Thr

Ile

185

Thr

Asp

Met

Pro
10

Gln

Ile

Pro

Ile

Thr

90

Asp

His

Asp

Asp

Lys

170

Gln

Ile

Asp

Asp

58

Ala

His

Thr

Lys

Val

75

Tyr

Pro

val

Pro

Asn

155

Asp

Ile

Arg

His

Glu
235

Prao

Leu

Thr

Asp

60

Gln

Ile

Ser

Lys

Giu

140

Gly

Lys

Gln

Thr

Gly

220

Asn

Asp

Ala

Ala
45

Asn

Arg

His

Tyr

Ser

125

Asn

Trp

Pro

His

Ala

205

Lys

Lys

Ala

Ala

30

Pro

Gly

Arg

Gln

Val

110

Tyr

Arg

Thr

Trp

Gly

190

Gly

Thr

Val

Ser
15

Asn

Asn

Asn

Ser

Gly

Val

Asp

Gly

Trp

Thr

175

Pro

Gly

Trp

Val

Thr

Thr

Gly

Gly

Thr

80

Thr

Asp

Gln

Ile

Thr

160

Ala

His

Ala

Gln

Glu
240



Leu

Gly

Glu

Ile

Val

305

Arg

Ser

Gln

Ala

Gly

385

Pro

Ala

Ser

Phe

Pro

Ile

290

Leu

Gly

Lys

Ser

Asp

370

Glu

Thr

Ala

Asp

Arg

Val

275

Arg

Leu

Thr

Val

Asp

355

Tyr

Gln

Ala

Pro

Gly

Lys

260

Ser

Ala

Leu

Ile

Phe

340

Gly

Gly

Cys

Ala

Ser
420

Ser

245

Val

Asp

Phe

Ser

Ser
325

His

Ser

Gly

Gly

Pro

405

Ala

Leu

Ala

Lys

Pro

His

3i0

Met

Glu

Ile

Ile

Gln

390

Ser

Glu

ES 2554787 T3

Met

His

Asn

Asn

295

Ser

Ser

Pro

Gly

Trp

375

Lys

Ala

Pro

Leu

Ser

Leu

280

Ala

Pro

Cys

Phe

Leu

360

Tyvr

Pro

Ala

Thr

Asn

Thx

265

Pro

Ala

Asn

Asp

val

345

Leu

Arg

Ala

Pro

Gln
425

Ser

250

Asp

Asp

Pro

Pro

Asp
330

Gly

Ser

Asn

Glu

Thr

410

Ala

59

Arg

Gly

Ser

Asp

Arg

315

Gly

Tyxr

Glu

Phe

Pro

395

Glu

Pro

Ala

Gly

val

Asp

300

Pro

Ala

Thr

Asp

Thr

380

Ser

Lys

Ala

Ser

Gln

Asp

285

Pro

Trp

Ser

Thr

Ala

365

Met

Pro

Pro

Pro

Asp

Thr

270

Asn

Arg

Ser

Trp

Ile

350

His

Asn

Ala

Ala

Ser
430

Gly

255

Trp

Ala

Ala

Arg

Thr
335

Ala

Asn

Trp

Pro

Pro

415

Ser

Ser

Ser

Gln

Lys

Asp

320

Thr

Val

Gly

Leu

Ser

400

Ser

Ala



Pro

Fro

Ser

465

Thr

Pro

Pro

Ala

Pro
545

Pro

Gly

Gly

Leu

Arg
625

Glu

Thr

450

Ala

Ser

Ser

Lys

Thr

530

Ala

Asp

Gly

Ser

Ala
610

Ser

<210>15
<211>1182
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Estructura artificial sintética

Pro

435

Thr

Pro

Ser

Val

Pro

515

Gly

Pro

Glu

Ala

Arg
595

Gly

Lys

Ser

Ala

Glu

Ala

Glu

500

Gly

Ala

Ser

Ile

Ser
580

Leu

Val

Asn

Ala

Pro

Gln

Pro

485

Pro

Bla

Ala

Arg

asp
565

Ala

Ser

Ala

Ala

Ser

Thr

470

Ala

Thr

Thr

Thr

Asn
550

Arg

Pro

Arg

Val

ES 2554787 T3

Pro

Thr

455

Asp

Ala

Gln

Gly

Glu

535

Ala

Pro

Ser

Thr

val
615

Glu

440

Glu

Gly

Glu

Ala

Arg

520

Pro

Ala

Ser

Ala

Gly
600

Gly

Pro

Pro

Pro

Proc

Pro

505

Ala

Gly

Pro

Asp

Ala
585

Thr

Gly

Ser

Thr

Thr

Thr

490

Gly

Pro

Thr

Thr

Gly
570

Pro

Asn

Tyr

60

Ser

Pro

Ala

475

Gln

Ala

Ser

Pro

Pro
555

Thr

Thr

Ala

Leu

Ala

Ala

460

Ala

Ala

Gln

Val

Ser

540

Lys

Met

Gln

Leu

Leu
620

Pro
445
Pro
Pro
Pro
Pro
Val
525

Ser

Pro

Ala

Ala

Leu
605

Leu

Ala

Ala

Ala

Thr

Ser

510

Asn

Ser

Gly

Gln

Ala
590

Ile

Arg

Pro

Pro

Pro

Val

495

Ser

Pro

Ala

Met

Pro
575

Lys

Leu

Ala

Glu

Ser

Glu

480

Ala

Ala

Lys

Ser

Glu
560

Thr

Ala

Gly

Arg



<400> 15
ggagatcate

agcatgtcte
gcgattacaa
aatggaaatyg
gatggeggta
aaagtgggat
tttcatgtga
aaccgcggga
catcgcacca
tccggecaag
accattcgta
aaaacgtggc
ctgtctgacyg
gttgcgcata
ccggattcgyg
cecgegegega
cgtggtacga
cacgaaccgt
ctgtcggagg
atgaactggc
<210> 16

< 211> 394
< 212> PRT

cacaagcetac
aggctcagca
ccgcteccecgaa
gtggttccga
aaacttggag
attcecgaccc
aatcatacga
ttattcagge
tcaccgcgga
gcattcagat
cggceggtgy
aggctggcac
gctectcectgat
gcactgatgg
ttgataatgc
aagtacttct
taagcatgte
ttgtgggcta
acgcgcacaa

tgggagaaca

ES 2554787 T3

accagcacct
tcttgcagea
tggtgattta
tgcccctaac
cgegecaace
ctcttatgtg
tcagggetgg
agaggtgtct
tattacgaaa
ccagcatgygyg
agcggtgcaq
ccecgattggg
gctgaacagt
tgggcagacc
ccagataatt
tctgagtcat
atgtgatgac
cacgactatt
tggcgctgat

atgtggacaa

< 213> Actinomyces viscosus

gcaccagatg
aatacggcta
ctgattagct
ccgaatcata
tatattcatc
gtggatcatc
ggaggtagee
acgagcacgg
gataaaccgt
ccgcatgeecg
gctgtatcgg
acgggtatgg
cgtgcgtecgg
tggtccgaac
cgtgecgtttc
tcccecaaatc
ggggcctcat
gcagttcaga
tatggtggca

aaacecgedy

61

ctagcactga
ctgataatta
atgatgaacg
ttgttcageg
agggtacgga
aaaccggtac
gtgggggaac
ataatggatg
ggacecgegeg
gecegtetyggt
tttattccga
atgaaaacaa
acgggagcgyg
cggtttcgga
ctaatgctge
cacgtccgtg
ggaccacttc
gtgatggaag
tctggtateg

aa

gctgeccagea
tcgecattecca
gccgaaggac
tcgetecaca
gactggcaag
aatcttcaat
agacccggaa
gacgtggaca
ttttgeggeg
gcaacagtat
tgatcatggg
agttgtagag
ctttcgtaag
caaaaatttg
cceocgatgac
gteccgggat
caaagttttt
catcggtetg

taattttacg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1182



<400> 16

Gly

1

Glu

Ala

Asp

Gly

Asp

Glu

His

Asp

Leu

Thr

Leu

50

Ser

Gly

Thr

Gln

His

Pro

Asp

Leu

Asp

Gly

Gly

Thr
115

Pro

Ala

20

Aszn

Ile

Ala

Lys

Lys

100

Gly

Gln

Ser

Tyr

Ser

Pro

Thr

85

Lys

Thr

Ala

Met

Arg

Tyr

Asn

70

Trp

Val

Ile

ES 2554787 T3

Thr

Ser

Ile

Asp

Pro

Ser

Gly

Phe

Pro

Gin

Pro

40

Glu

Asn

Ala

Tyr

Asn
120

Ala

Ala

25

Ala

Arg

His

Pro

Ser

105

Phe

Pro

10

Gln

Ile

Pro

Ile

Thr

Asp

His

62

Ala

His

Thr

Lys

Val

75

Tyr

Pro

val

Pro

Leu

Thr

Asp

60

Gin

Ile

Ser

Lys

Asp

Ala

Ala

45

Asn

Arg

His

Tyr

Ser
125

Ala

Ala

30

Pro

Gly

Arg

Gln

Val

11Q

Tyr

Ser

15

Asn

Asn

Asn

Ser

Gly

95

Val

Asp

Thr

Thr

Gly

Gly

Thr

80

Thr

Asp

Gln



Gly

Ile

145

His

Arg

Ala

<
o4}
o

Ala

225

Leu

Gly

Glu

Ile

Val

305

Arg

Ser

Gln

Ala

Gly
385

Trp
130

Gln

Arg

Phe

Gly

Ser

Phe

Pro

Ile
290

Leu

Gly

Lys

Ser

Asp
370

Glu

Gly

Ala

Thr

Ala

Arg
185

A
o
[

Thr

Asp

Arg

Val
275

Arg

Leu

Thr

Val

Asp
355

Tyr

Gln

Gly

Glu

Ile

Ala

180

Leu

<
Y]
e

Pro

Gly

Lys

260

Ser

Ala

Leu

Ile

Phe

340

Gly

Gly

Cys

Ser

Val

Thr

165

Ser

val

4]
1]
R

Ile

Ser

245

Val

Asp

Phe

Ser

Ser

325

His

Ser

Gly

Gly

Arg

Ser

150

Ala

Gly

Gln

<
ja ]
=

Gly

230

Leu

Ala

Lys

Pro

His

310

Met

Glu

Ile

Ile

Gln
390

ES 2554787 T3

Gly
135

Thr

Asp

Gln

Gln

Thr

Met

His

Asn

Asn
295

Ser

Ser

Pro

Gly

Trp
375

Lys

Gly

Ser

Ile

Gly

Tyr

200

Gly

Leu

Ser

Leu
280

Ala

Pro

Cys

Phe

Leu
360

Tyr

Pro

Thr

Thr

Thr

Ile

185

Thr

n
]
e

Met

Asn

Thr

265

Pro

Ala

Asn

Asp

Val

345

Leu

Arg

Ala

Asp

Asp

Lys

170

Gln

Ile

i)
[
o]

Asp

Ser

250

Asp

Asp

Pro

Pro

Asp

33¢C

Gly

Ser

Asn

Glu

63

Pro

Asn

155

Asp

Ile

Arg

Glu

235

Arg

Gly

Ser

Asp

Arg

315

Gly

Tyr

Glu

Phe

Glu
140

Gly

Lys

Gln

Thr

Asn

Ala

Gly

Val

Asp
300

Pro

Ala

Thr

Asp

Thr
380

Asn

Trp

Pro

His

Ala

2053

Lys

Ser

Gln

Asp
285

Pro

Trp

Ser

Thr

Ala
365

Met

Arg

Thr

Trp

Gly

190

Gly

[
;

Val

Asp

Thr

270

Asn

Arg

Ser

Trp

Ile

350

His

Asn

Gly

Trp

Thr

175

Pro

Gly

3

Val

Gly

255

Trp

Ala

Ala

Arg

Thr

335

Ala

Asn

Trp

Ile

Thr

160

Ala

His

Ala

]

@
F

Glu

240

Ser

Ser

Gln

Lys

Asp

320

Thr

Val

Gly

Leu



10

15

<210>17
<211>6
< 212> PRT

< 213> Secuencia artificial

<220>

ES 2554787 T3

< 223> Estructura artificial sintética

<400> 17

Met Val Lys Arg Lys Lys

1

<210>18
<211>1281
< 212> ADN

5

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Estructura artificial sintética

<400> 18
ccatggttaa

aaaaaaatcc
agctgccagc
atcgcattcce
ggcegaagga
gtcgcteccac
agactggcaa
caatcttcaa
cagacccgga
ggacgtggac
gttttgcggc
tgcaacagta
atgatcatgg
aagttgtaga
gctttegtaa
acaaaaattt
cccccgatga
ggtcceggga
ccaaagtttt
gcatcggtict
gtaattttac

aaaaacccdgce

gcgcaaaaaa
tggagatcat
aagcatgtct
agcgattaca
caatggaaat
agatggcggt
gaaagtggga
ttttcatgty
aaaccgcggyg
acatcgcacc
gtccggceccaa
taccattegt
gaaaacgtgg
gctgtctgac
ggttgcgcat
gccggattcg
ccegegegeg
tcgtggtacg
tcacgaaccyg
gctgteggag
gatgaactgg

ggaataagct

aaaggcggca
ccacaagcta
caggctcagce
accgctecga
ggtggttecyg
aaaacttgga
tattccgacc
aaatcatacg
attattcagg
atcaccgcgg
ggcattcaga
acggccggtyg
caggctggca
ggctctctga
agcactgatg
gttgataatg
aaagtacttc
ataagcatgt
tttgtgggct
gacgcgeaca
ctgggagaac

t

aaaacggtaa
caccagcacc
atcttgcagce
atggtgattt
atgccectaa
gcgcgecaac
cctettatgt
atcagggctg
cagaggtgtc
atattacgaa
tccagcatgg
gagcggtgea
cccegattgg
tgctgaacag
gtgggcagac
cccagataat
ttctgagtca
catgtgatga
acacgactat
atggcgctga

aatgtggaca

64

aaatcgtcegt
tgcaccagat
aaatacggct
actgattagc
cccgaatcat
ctatattcat
ggtggatcat
gggaggtagce
tacgagcacg
agataaaccg
gccgcatgcec
ggctgtateg
gacgggtatg
tcgtgcgteg
ctggtccgaa
tcgtgcgttt
ttcecccaaat
cggggcctca
tgcagttcag
ttatggtg&c

aaaacccgcg

aaccqgtaaga
gectagcactg
actgataatt
tatgatgaac
attgttcagc
cagggtacgg
caaaccggta
cgtgggggas
gataatggat
tggaccgcgce
ggccgtetgg
gtttattceg
gatgaaaaca
gacgggagcey
ceggtttegg
cctaatgetg
ccacgteegt
tggaccactt
agtgatggaa
atctggtate

gaataagctt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1281



<210>19
< 211> 444
< 212> PRT

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Estructura artificial sintética

<400> 19

Met

1

Asn

Pro

Gln

Ile

65

Pro

Ile

Thr

Asp

His
145

Val

Arg

Ala

His

50

Thr

Lys

Val

Tyr

Pro

130

Val

Lys

Lys

Pro

35

Leu

Thr

Asp

Gln

Ile

115

Ser

Lys

Arg

Lys

20

Asp

Ala

Ala

Asn

Arg

100

His

Tyr

Ser

Lys

Lys

Ala

Ala

Pro

Gly

85

Arg

Gln

Val

Tyr

Lys

Asn

Ser

Asn

Asn

70

Asn

Ser

Gly

Val

Asp
150

ES 2554787 T3

Lys

Pro

Thr

Thr

55

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

135

Gln

Gly

Gly

Glu

40

Ala

Asp

Gly

Asp

Glu

120

His

Gly

Gly

ASP

25

Leu

Thr

Leu

Ser

Gly

105

Thr

Gln

Trp

Lys

10

His

Pro

Asp

Leu

Asp

90

Gly

Gly

Thr

Gly

65

Asn

Pro

Ala

Asn

Ile

75

Ala

Lys

Lys

Gly

Gly
155

Gly

Gln

Ser

Tyr

60

Ser

Pro

Thr

Lys

Thr

140

Ser

Lys

Ala

Met

45

Arg

Tyr

Asn

Trp

Val

125

Ile

Arg

Asn

Thr

30

Ser

Ile

Asp

Pro

Ser

110

Gly

Phe

Gly

Arg

15

Pro

Gln

Pro

Giu

Asn

25

Ala

Tyr

Asn

Gly

Arg

Ala

Ala

Ala

Arg

80

His

Pro

Ser

Phea

Thr
160



Asp

Asp

Lys

Gln

Ile

225

Asp

Asp

Ser

Asp

Asp

305

Pro

Pro

Pro

Asn

Asp

Ile

210

Arg

His

Glu

Arg

Gly

290

Ser

Asp

Arg

Glu

Gly

Lys

185

Gln

Thr

Gly

Asn

Ala

215

Gly

Val

Asp

Fro

Asn

Trp
180

Pro

His

Ala

Lys

Lys

260

Ser

Gln

Asp

Pro

Trp

Arg
165

Thr

Trp

Gly

Gly

Thr

245

Val

Asp

Thr

Asn

Arg
3258

Ser

Gly

Trp

Thr

Pro

Gly

230

Trp

Val

Gly

Trp

Ala

310

Ala

Arg

ES 2554787 T3

Ile

Thr

Ala

His

215

Ala

Gln

Glu

Ser

Ser

295

Gln

Lys

Asp

Ile

His

Arg

200

Ala

Val

Ala

Leu

Gly

280

Glu

Ile

vVal

Arg

Gln

Arg
185

Phe

Gly

Gln

Gly

Ser

265

Phe

Pro

Ile

Leu

Gly

Ala
170

Thr

Ala

Arg

Ala

Thr

250

Asp

Arg

Val

Arg

Leu

330

Thr

66

Glu

Tle

Ala

Leu

Val

235

Pro

Gly

Lys

Ser

Ala

315

Leu

Ile

val

Thr

Ser

Val

220

Ser

Ile

Ser

Val

Asp

300

Phe

Ser

Ser

Ser

Ala

Gly

205

Gln

Val

Gly

Leu

Ala

285

Lys

Pro

His

Met

Thr

Asp
190

Gln

Gln

Tyr

Thr

Met

270

His

Asn

Asn

Ser

Ser

Ser
175

Ile

Gly

Tyr

Ser

Gly

255

Leu

Ser

Leu

Ala

Pro
335

Cys

Thr

Thr

Ile

Thr

Asp

240

Met

Asn

Thr

Pro

Ala

320

Asn

Asp



Asp Gly

Ala

340

Ser Trp

355

Gly Tyr

370

Ser Glu

385

Asn Phe

Glu

Gly

Trp Leu

Thr

Asp

Thr

Ala

Gly

Thr Ile

Ala His

Thr

Ala

Asn

ES 2554787 T3

Thr Ser

360

Val
375

Gln

Gly 2la

390

Met Asn

405

Asp
420

Tyr

Glu Gln

435

<210> 20
<211>1248
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>

Trp

Gly

Cys

Leu Gly

Ile

Gly

Gln
440

Gly

< 223> Estructura artificial sintética

<400> 20
atgggagatc

gcaagcatgt
ccagegatta
gacaatggaa
acagatggceyg

aagaaagtgg

atccacaage
ctcaggcteca
caaccgctee
atggtggttce
gtaaaacttg

gatattccga

tacaccagca
geatecttgea
gaatggtgat
cgatgccect
gagcgcgeca

ccectettat

Asp

Glu

345

Lys Val Phe

Ser Asp Gly

Tyr Gly

395

Gln
410

Cys

Trp
425

Tyr Arg

Lys Pro Ala

cctgcaceag
gcaaatacgg
ttactgatta
aacccgaatc
acctatattc

gtggtggatc

67

350

Glu
365

His

Ser Ile

380

Gly Ile

Gln

Gly

Asn Phe

Pro

Gly

Trp

Lys

Thr

Phe Val

Leu Leu

Tyr Arg

400

Pro Ala

415

Met Asn

430

Glu

atgctagcac
ctactgataa
gctatgatga
atattgttea
atcagggtac

atcaaaccgg

tgagctgcca
ttategeatt
acggccgaag
gegtegetee
ggagactgge

tacaatcttc

60

120

180

240

300

360



10

aattttcatg
gaaaaccgcg
acacatcgca
gcgtccggee
tataccattc
gdgaaaacgt
gagctgtctg
aaggttgcgc
ttgcecggatt
gacccgegeg
gatcgtggta
tttcacgaac
ctgctgtegg
acgatgaact

ggcaaaaacqg

<210> 21
<211>415
< 212> PRT

tgaaatcata
ggattatteca
ccatcaccege
aaggcattca
gtacggcegg
ggcaggctgyg
acggctctct
atagcactga
cggttgataa
cgaaagtact
cgataagcat
cgtttgtggg
aggacgcgca
ggctgggaga

gtaaaaatcg

< 213> Secuencia artificial

<220>

ES 2554787 T3

cgatcaggge
ggcagaggtyg
ggatattacg
gatccageat
tggagcggtg
caccccgatt
gatgctgaac
tggtgggcag
tgcccagata
tettetgagt
gtcatgtgat
ctacacgact
caatggcgcet
acaatgtgga

tcgtaacecgt

< 223> Estructura artificial sintética

<400> 21

tggggaggta
tctacgagca
aaagataaac
gggccgeatg
caggctgtat
gggacgggta
agtcgtgegt
acctggtecg
attcgtgegt
cattccccaa
gacggggect
attgcagttc
gattatggtg
caaaaacecg

aagaaaaaaa

gcegtggggg
cggataatgg
cgtggaccgc
ccggccgtet
cggtttattc
tggatgaaaa
cggacgggag
aaccggtttc
ttecctaatge
atccacgtcc
catggaccac
agagtgatgg
gcatctggta
cgaagcgcaa

atccttga

aacagacccqg
atggacgtgg
gcgttttgeg
ggtgcaacag
cgatgatcat
caaagttgta
cggetttegt
ggacaaaaat
tgcceceegat
gtggteceegg
ttccaaagtt
aagcatcggt
tcgtaatttt

aaaaaaaggc

Met Gly Asp His Pro Gln Ala Thr Pro Ala Pro Ala Pro Asp Ala Ser

1

5

10

15

Thr Glu Leu Pro Ala Ser Met Ser Gln Ala Gln His Leu Ala Ala Asn

20

25

68

30

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1248



Thr

Gly

Gly

65

Thr

Thr

Asp

Gln

Ile

145

Thr

Ala

His

Ala

Ala

Asp

Gly

Asp

Glu

His

Gly

130

Ile

His

Arg

Ala

Val
210

Thr

35

Leu

Ser

Gly

Thr

Gln

115

Trp

Gln

Arg

Phe

Gly

185

Gln

Asp

Leu

Asp

Gly

Gly

100

Thr

Gly

Ala

Thr

Ala

180

Arg

Ala

Asn

Ile

Ala

Lys

85

Lys

Gly

Gly

Glu

Ile

le5

Ala

Leu

Val

Tyr

Ser

Pro

70

Thr

Lys

Thr

Ser

Val

150

Thr

Ser

Val

Ser

ES 2554787 T3

Arg

Tyr

55

Asn

Trp

val

Tle

Arg

135

Ser

Ala

Gly

Gln

Val
215

Ile

40

Asp

Pro

Ser

Gly

Phe

120

Gly

Thr

Asp

Gln

Gln

200

Tyr

Pro

Glu

Asn

Ala

Tyr

108

Asn

Gly

Ser

Ile

GlLy

185

Tyr

Ser

Ala

Arg

His

Pro

S0

Ser

Phe

Thr

Thr

Thr

170

Ile

Thr

Asp

69

Ile

Pro

Ile

75

Thr

Asp

His

Asp

Asp

135

Lys

Gln

Ile

Asp

Thr

Lys

60

Val

Tyr

Pro

Val

Pro

140

Asn

Asp

Ile

Brg

His
220

Thr

45

Asp

Gln

Ile

Ser

Lys

125

Glu

Gly

Lys

Gln

Thr

205

Gly

Ala

Asn

Arg

His

Tyr

110

Ser

Asn

Trp

Pro

His

180

Ala

Lys

Pro

Gly

Arg

Gln

95

Val

Tyr

Arg

Thr

Trp

175

Gly

Gly

Thr

Asn

Asn

Ser

80

Gly

Val

Asp

Gly

Trp

le0

Thr

Pro

Gly

Trp



Gln

225

Glu

Ser

Ser

Gln

Lys
305

Asp

Thr

Val

Gly

Leu

385

Gly

405

Ala

Leu

Gly

Glu

Ile

290

Val

Arg

Ser

Gln

Ala

370

Gly

Lys

<210> 22
< 211> 1293
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Estructura artificial sintética

Gly

Ser

Phe

Pro

275

Ile

Leu

Gly

Lys

Ser

355

Asp

Glu

Asn

Thr

Asp

Arg

260

Val

Arg

Leu

Thr

Val

340

Asp

Tyr

Gln

Gly

Pro

Gly

245

Lys

Ser

Ala

Leu

Ile

325

Phe

Gly

Gly

Cys

Lys

Ile

230

Ser

Val

Asp

Phe

Ser
31Q

Ser

His

ser

Gly

Gly

390

Asn

410

ES 2554787 T3

Gly

Leu

Ala

Lys

Pro

295

His

Met

Glu

Ile

Ile

375

Gln

Arg

Thr

Met

His

Asn

280

Asn

Ser

Ser

Pro

Gly

360

Trp

Lys

Arg

Gly

Leu

Ser

265

Leu

Ala

Pro

Cys

Phe

345

Leu

Tyr

Pro

Asn

Met

Asn

250

Thr

Pro

Ala

Asn

Asp

330

Val

Leu

Arg

Ala

Arg

70

Asp

235

Ser

Asp

Asp

Pro

Pro
315

Asp

Gly

Ser

Asn

Lys

395

Lys

415

Glu

Arg

Gly

Ser

Asp

300

Arg

Giy

Tyr

Glu

Phe

380

Arg

Lys

Asn

Ala

Gly

Val

285

Asp

Pro

Ala

Thr

Asp

365

Thr

Lys

Lys

Lys

Ser

Gln

270

Asp

Pro

Tre

Ser

Thr

350

Ala

Met

Lys

Asn

Val

Asp

255

Thr

Asn

Arqg

Ser

Trp

335

Ile

His

Asn

Lys

Pro

Val

240

Gly

Trp

Ala

Ala

Arg
320

Thr

Ala

Asn

Trp

Gly
400
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<400> 22
atgggagatc

gcaagcatgt
ccagcgatta
gacaatggaa
acagatggcg
aagaaagtgg
aattttcatg
gaaaaccgcg
acacatcgca
gcgteceggece
tataccattc
gggaaaacgt
gagctgtectg
aaggttgcgc
ttgeccggatt
gacccgcegceg
gatcgtggta
tttcacgaac
ctgctgtecgg
acgatgaact
agccctactg

aatcgtcegta

<210> 23
< 211>430
< 212> PRT

atccacaage
ctcaggctca
caaccygctee
atggtggtte
gtaaaacttg
gatattccga
tgaaatcata
ggattattca
ccatcacege
aaggcattca
gtacggcegy
ggcaggctgg
acggctetct
atagcactga
cggttgataa
cgaaagtact
cgataagcat
cgtttgtggg
aggacgcgca
ggctgggaga
cagcaccgtc

accgtaagaa

< 213> Secuencia artificial

<220>

ES 2554787 T3

tacaccagca
gcatcttgca
gaatggtgat
cgatgcccct
gagegcgeca
ccectettat
cgatcaggge
ggcagaggtyg
ggatattacg
gatccagcat
tggagcggty
caccccgatt
gatgctgaac
tggtgggcag
tgcccagata
tcttctgagt
gtcatgtgat
ctacacgact
caatggceget
acaatgtgga
cgctgcaaadg

aaaaaatcct

< 223> Estructura artificial sintética

cctgcaccag
gcaaatacgg
ttactgatta
aacccgaate
acctatatte
gtggtggate
tggggaggta
tctacgagcea
aaagataaac
gggccgeatg
caggetgtat
gggacgggta
agtcgtgegt
acctggteeg
attcgtygcgt
cattccccaa
gacggggcct
attgecagttc
gattatggtg
caaaaacccg
cgcaaaaaaa

tga

71

atgctagcac
ctactgataa
gctatgatga
atattgttca
atcagggtac
atcaaaccgg
gcegtggggg
cggataatygyg
cgtggaccge
ccggcecgtet
cggtttatte
tggatgaaaa
cggacgggag
aaccggtttc
ttcctaatge
atccacgtce
catggaccac
agagtgatgg
gcatctggta
cggaaccgag

aaggcggcaa

tgagctgcca
ttatcgcatt
acggecgaag
gcgtegetee
ggagactggce
tacaatcttce
aacagacccg
atggacgtgyg
gcgttttgeg
ggtgcaacag
cgatgatcat
caaagttgta
cggctttcgt
ggacaaaaat
tgcceccgat
gtggtccegg
ttccaaagtt
aagcatcggt
tcgtaatttt
cccagcccct

aaacggtaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

2¢0

1020

1080

1140

1200

1260

1293



<400> 23

Met

1

Thr

Thr

Gly

Gly

65

Thr

Thr

Gly

Glu

Ala

Asp

Gly

Asp

Glu

Asp

Leu

Thr

35

Leu

Ser

Gly

Thr

His

Pro

20

Asp

Leu

Asp

Gly

Gly
100

Pro

Ala

Asn

Ile

Ala

Lys

85

Lys

Gln

Ser

Tyr

Ser

Pro

70

Thr

Lys

ES 2554787 T3

Ala

Met

Arg

Tyr

55

Asn

Trp

Val

Thr

Ser

Lie

40

Asp

Pro

Ser

Gly

Pro

Gln

25

Pro

Glu

Asn

Ala

Tyr
105

Ala

10

Ala

Ala

Arg

His

Pro

20

Ser

72

Pro

Gln

Ile

Pro

Ile

75

Thr

Asp

Ala

His

Thr

Lys

60

Val

Tyr

Pro

Pro

Leu

Thr

45

Asp

Gln

Ile

Ser

Asp

Ala

30

Ala

Asn

Arg

His

Tyr
110

Ala

15

Ala

Pro

Gly

Arg

Gln

95

Val

Ser

Asn

Asn

Asn

Ser

80

Gly

Val



Asp

Gln

Ile

145

Thr

Ala

His

Ala

Gln

225

Glu

Ser

Ser

Gln

His

Gly

130

Ile

His

Arg

Ala

Val

210

Ala

Leu

Gly

Glu

Ile
2%0

Gln

115

Trp

Gln

Arg

Phe

Gly

195

Gln

Gly

Ser

Phe

Pro

275

Ile

Thr

Gly

Ala

Thr

Ala

180

Arg

Ala

Thr

Asp

Arg

260

Val

Arg

Gly

Gly

Glu

Ile

165

Ala

Leu

Val

Pro

Gly

245

Lys

Ser

Ala

Thr

Ser

Val

150

Thr

Ser

val

Ser

Ile

230

Ser

Val

Asp

Phe

ES 2554787 T3

Ile

Arg

135

Ser

Ala

Gly

Gln

Val

218

Gly

Leu

Ala

Lys

Pro
295

Phe

120

Gly

Thr

Asp

Gln

Gln

20Q

Tyr

Thr

Met

His

Asn

280

Asn

Asn

Gly

Ser

Ile

Gly

185

Tyr

Ser

Gly

Leu

Ser

265

Leu

Ala

Phe

Thr

Thr

Thr

170

Ile

Thr

Asp

Met

Asn

250

Thr

Pro

Ala

73

His

Asp

Asp

155

Lys

Gln

Ile

Asp

Asp

235

Ser

Asp

Asp

Pro

Val

Pro

140

Asn

Asp

Ile

Arg

His

220

Glu

Arg

Gly

Ser

Asp
300

Lys

125

Glu

Gly

Lys

Gln

Thr

205

Gly

Asn

Ala

Gly

Val

285

Asp

Ser

Asn

Trp

Fro

His

190

Ala

Lys

Lys

Ser

Gln

2790

Asp

Pro

Tyr

Ary

Thr

TIp

175

Gly

Gly

Thr

Val

Asp

255

Thr

Asn

Arg

Asp

Gly

Trp

160

Thr

Pro

Gly

Trp

Val

240

Gly

Trp

Ala

Ala



Lys

305

Asp

Thr

Val

Gly

Leu

385

Ser

Lys

Val

Arg

Ser

Gln

Ala

370

Gly

Pro

Asn

<210> 24
<211>1203
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Estructura artificial sintética

<400> 24
atgggagagc

Leu

Gly

Lys

Ser

355

Asp

Glu

Thr

Gly

gataattatc

gatgaacggc

gttcagegte

Leu

Thr

Val

340

Asp

Tyr

Gln

Ala

Lys
420

tgccagcaag
gcattceage
cgaaggacaa

gctccacaga

Leu

Ile

325

Phe

Gly

Gly

Cys

Ala

405

Asn

Ser

310

Ser

His

Ser

Gly

Gly

390

Pro

Arg

ES 2554787 T3

His

Met

Glu

Tle

Ile

375

Gln

Ser

Arg

Ser

Ser

Pro

Gly

360

Trp

Lys

Ala

Asn

Pro

Cys

Phe

345

Leu

Tyr

Pro

Ala

Arg
425

Asn

Asp

330

Val

Leu

Arg

Ala

Lys

410

Lys

74

Pro

315

Asp

Gly

Ser

Asn

Glu

395

Arg

Lys

catgtctcag gctcagcatce
gattacaacec gctccgaatg
tggaaatggt ggttcecgatg

tggcggtaaa acttggagcg

Arg

Gly

Tyr

Glu

Phe

380

Pro

Lys

Lys

ttgcagcaaa tacggctact
gtgatttact gattagctat
cccctaaccee gaatcatatt

cgccaaccta tattcatcag

Pro

Ala

Thr

Asp

365

Thr

Ser

Lys

Asn

Trp

Ser

Thr

350

Ala

Met

Pro

Lys

Fro
430

Ser

Trp

33%

Ile

His

Asn

Ala

Gly
415

Arg

32Q

Thr

Ala

Asn

Trp

Pro

400

Gly

60

120

180

240
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ggtacggaga
accggtacaa
gggggaacag
aatggatgga
accgegegtt
cgtctggtge
tattccgatyg
gaaaacaaaqg
gggagcgget
gttteggaca
aatgctgccce
cgtcecgtggt
accacttecca
gatggaagca
tggtatcegta
cgcaaaaaaa

tga

<210> 25
< 211> 400
< 212> PRT

ctggcaagaa
tcttcaattt
acccggaaaa
cgtggacaca
ttgecggegte
aacagtatac
atcatgggaa
ttgtagagct
ttcgtaaggt
aaaatttgee
ccgatgacce
cccgggatcg
aagtttttca
tcggtctget
attttacgat

aaggcggcaa

< 213> Secuencia artificial

<220>

ES 2554787 T3

agtgggatat
tcatgtgaaa
ccgcgggatt
tecgcaccatce
cggccaagge
cattcgtacg
aacgtggcag
gtctgacgge
tgcgcatage
ggattcggtt
gcgecgegaaa
tggtacgata
cgaaccgttt
gteggaggac
gaactggctg

aaacggtaaa

< 223> Estructura artificial sintética

<400> 25

tccgaceect
tcatacgatce
attcaggcag
accgcggata
attcagatcc
gccggtggag
gectggcacce
tctectgatge
actgatggty
gataatgcececce
gtacttcttic
agcatgtcat
gtgggctaca
gcgcacaatg
ggagaacaat

aatcgtcgta

cttatgtggt
agggctgggyg
aggtgtctac
ttacgaaaga
agcatgggcec
cggtgcaggce
cgattgggac
tgaacagtcg
ggcagacctyg
agataattcg
tgagtcattc
gtgatgacgg
cgactattge
gcgctgatta
gtggacaaaa

accgtaagaa

ggatcatcaa
aggtagccgt
gagcacggat
taaaccgtgyg
gcatgccgge
tgtatcggtt
gggtatggat
tgegtcggac
gtccgaaceg
tgcgttteet
cccaaatcea
ggcctcatgg
agttcagagt
tggtggcate
acccgcgaag

aaaaaatcct

Met Gly Glu Leu Pro Ala Ser Met Ser Gln Ala Gln His Leu Ala Ala

1

5

10

75

15

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

10890

1149

1200

1203



Asn

Asn

AsSn

Ser

65

Gly

Val

Asp

Gly

Trp

145

Thr

Pro

Gly

Thr

Gly

Gly

50

Thr

Thr

Asp

Gln

Ile

130

Thr

Ala

His

Ala

Ala

Asp

35

Gly

Asp

Glu

His

Gly

115

Ile

His

Arg

Ala

Val
195

Thr

20

Leu

Ser

Gly

Thr

Gln

100

Trp

Gln

Arg

Phe

Gly

180

Gln

Asp

Leu

Asp

Gly

Gly

85

Thr

Gly

Ala

Thr

Ala

165

Arg

Ala

Asn

Ile

Ala

Lys

70

Lys

Gly

Gly

Glu

Ile

150

Ala

Leu

Val

ES 2554787 T3

Tyr

Serxr

Preo

55

Thr

Lys

Thr

Ser

Val

1358

Thr

Ser

Val

Ser

Arg

Tyr

40

Asn

Trp

Val

Ile

Arg

120

Ser

Ala

Gly

Gln

Val
200

Ile

25

Asp

Pro

Ser

Gly

Phe

105

Gly

Thr

Asp

Gln

Gln

185

Tyr

Pro

Glu

Asn

Ala

Tyr

80

Asn

Gly

Ser

Ile

Gly

17¢

Tyr

Ser

76

Ala

Arg

His

Pro

75

Ser

Fhe

Thr

Thr

Thr

155

Ile

Thr

Asp

Ile

Pro

Ile

60

Thr

Asp

His

Asp

Asp

140

Lys

Gln

Ile

Asp

Thr

Lys

45

Val

Tyr

Pro

Val

Pro

125

Asn

Asp

Ile

Arg

His
205

Thr

30

Asp

Gln

Ile

Ser

Lys

110

Glu

Gly

Lys

Gln

Thr

130

Gly

Ala

Asn

Arg

His

Tyr

95

Ser

Asn

Trp

Pro

His

175

Ala

Lys

Pro

Gly

Arg

Gln

80

Val

Tyr

Arg

Thr

Trp

160

Gly

Gly

Thr



Trp

Val

225

Gly

Trp

Ala

Ala

Arg

305

Thr

Ala

Asn

Trp

Gly
385

Gln

210

Glu

Ser

Ser

Gln

Lys

290

Asp

Thr

Val

Gly

Leu

370

Gly

<210> 26
<211>1248
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Estructura artificial sintética

Ala

Leu

Gly

Glu

Ile

275

Val

Arg

Ser

Gln

Ala

355

Gly

Lys

Gly

Ser

Fhe

Pro

260

Ile

Leu

Gly

Lys

Ser

340

Asp

Glu

Asn

Thr

Asp

Arg

245

Val

Arg

Leu

Thr

Val

325

Asp

Tyr

Gln

Gly

Pro

Gly

230

Lys

Ser

Ala

Leu

Ile

310

Phe

Gly

Gly

Cys

Lys
390

ES 2554787 T3

Ile

215

Ser

Val

Asp

Phe

Ser

295

Ser

His

Ser

Gly

Gly

375

Asn

Gly

Leu

Ala

Lys

Pro

280

His

Met

Glu

Ile

Ile

360

Gln

Arg

Thr

Met

His

Asn

265

Asn

Ser

Ser

Pro

Gly

345%

Trp

Lys

Arg

Gly

Leu

Ser

250

Leu

Ala

Pro

Cys

FPhe

330

Leu

Tyr

Pro

Asn

77

Met

Asn

235

Thr

Pro

Ala

Asn

Asp

315

Val

Leu

Arg

LAla

Arg
395

Asp

220

Ser

Asp

Asp

Pro

Pro

300

Asp

Gly

Ser

Asn

Lys

380

Lys

Glu

Arg

Gly

Ser

Asp

285

Arg

Gly

Tyr

Glu

Phe

365

Arg

Lys

Asn

Ala

Gly

Val

270

ASp

Pro

Ala

Thr

Asp

350

Thr

Lys

Lys

Lys

Ser

Gln

255

Asp

Pro

Trp

Ser

Thr

335

Ala

Met

Lys

Asn

Val

Asp

240

Thr

Asn

Arg

Ser

Trp

320

Ile

His

Asn

Lys

Pro
400



10

<400> 26
atgggagagc

gataattatc
gatgaacggc
gttcagegtc
ggtacggaga
accggtacaa
dgggggaacag
aatggatgga
accgegegtt
cgtctggtge
tattccgatg
gaaaacaaag
gggagcggcet
gtttcggaca
aatgctgeee
cgteccgtggt
accactteca
gatggaagca
tggtatcgta
ccgageccag

ggcaaaaacqg

<210> 27
< 211>415
< 212> PRT

tgccagcaag
gcattccage
cgaaggacaa
gctccacaga
ctggcaagaa
tcttcaattt
acccggaaaa
cgtggacaca
ttgcggcgtc
aacagtatac
atcatgggaa
ttgtagagect
ttcgtaaggt
aaaatttgec
ccgatgacce
ccecgggatcg
aagtttttca
tcggtectget
attttacgat
ccectagece

gtaaaaatcy

< 213> Secuencia artificial

<220>

ES 2554787 T3

catgtctcag
gattacaacc
tggaaatggt
tggcggtaaa
agtgggatat
tcatgtgaaa
ccgcgggatt
tcgcaccate
cggccaagge
cattcgtacg
aacgtggcag
gtctgacgge
tacgcatage
ggattcggtt
gcgcgcegaaa
tggtacgata
cgaacegttt
gtcggaggac
gaactggctg
tactgcagca

tcgtaaccgt

< 223> Estructura artificial sintética

gctcagcatce
gctcecgaatg
ggttccgatg
acttggagcyg
tcecgaccect
tcatacgatc
attcaggcaqg
accgeggata
attcagatcc
gceggtggag
gctggcacce
tctetgatge
actgatggtg
gataatgcce
gtacttcttce
agcatgtcat
gtgggctaca
gcgcacaatg
ggagaacaat
ccgtecgetg

dagaaaaaaad

78

ttgcagcaaa
gtgatttact
cccctaacce
cgccaaccta
cttatgtggt
agggctgggyg
aggtgtctac
ttacgaaaga
agcatgggece
cggtgcagge
cgattgggac
tgaacagtcg
ggcagaccty
agataattcg
tgagtecattc
gtgatgacgg
cgactattge
gcgetgatta
gtggacaaaa
caaagcgcaa

atccttga

tacggctact
gattagctat
gaatcatatt
tattcatcag
ggatcatcaa
aggtagccgt
gagcacggat
taaaccgtgg
gcatgceggce
tgtatcggtt
gggtatggat
tgcgtcggac
gtccgaaccg
tgegtttect
cccaaatcca
ggcctecatgg
agttcagagt
tggtggcatc

acccgeggaa

aaaaaaaggc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1248



<400> 27

Met

1

Asn

Asn

Asn

Ser

65

Gly

Val

Asp

Gly

Thr

Gly

Gly

50

Thr

Thr

Asp

Gln

Glu

Ala

Asp

Gly

Asp

Glu

His

Gly
115

Leu

Thr

20

Leu

Ser

Gly

Thr

Gln

100

Trp

Pro

Asp

Leu

Asp

Gly

Gly

Thr

Gly

Ala

Asn

Ile

Ala

Lys

70

Lys

Gly

Gly

ES 2554787 T3

Ser

Tyr

Ser

Pro

55

Thr

Lys

Thr

Ser

Met

Arg

Tyr

40

Asn

Trp

Val

Ile

Arg
120

Ser

Ile

25

Asp

Pro

Ser

Gly

Phe

105

Gly

Gln

10

Pro

Glu

Asn

Ala

Tyr

20

Asn

Gly

79

Ala

Ala

Arg

His

Pro

75

Ser

Phe

Thr

Gln

Ile

Pro

Ile

Thr

Asp

His

Asp

His

Thr

Lys

45

val

Tyr

Pro

Val

Pro
125

Leu

Thr

30

Asp

Gln

Ile

Ser

Lys

110

Glu

Ala

15

Ala

Asn

Arg

His

Tyr

25

Ser

Asn

Ala

Pro

Gly

Arg

Gln

80

Val

Tyr

Arg



Gly

Trp

145

Thr

Pro

Gly

Trp

Val

225

Gly

Trp

Ala

Ala

Arg
305

Ile

130

Thr

Ala

His

Ala

Gin
210

Glu

Ser

Ser

Gln

Lys

290

Asp

Ile

His

Arg

Ala

Val

195

Ala

Leu

Gly

Glu

Ile

275

Val

Arg

Gln

Arg

Phe

Gly

180

Gln

Gly

Ser

Phe

Pro

260

Iie

Leu

Gly

Ala

Thr

Ala

165

Arg

Ala

Thr

Asp

Arg

245

Val

Arg

Leu

Thr

Glu

Ile

150

Ala

Leu

Val

Pro

Gly

230

Lys

Ser

Ala

Leu

Ile
310

ES 2554787 T3

Val

135

Thr

Ser

Val

Ser

Ile
215

Ser

Val

Asp

Phe

Ser

295

Ser

Ser

Ala

Gly

Gln

Val

200

Gly

Leu

Ala

Lys

Pro

280

His

Met

Thr

Asp

Gln

Gln

185

Tyr

Thr

Met

His

Asn

265

Asn

Ser

Ser

Ser

Ile

Gly

170

Tyr

Ser

Gly

Leu

Ser

250

Leu

Ala

Pro

Cys

80

Thr

Thr

135

Ile

Thr

Asp

Met

Asn

235

Thr

Pro

Ala

Asn

Asp
315

Asp

140

Lys

Gln

Ile

Asp

Asp
220

Ser

Asp

Asp

Pro

Pro

300

ASP

Asn

Asp

Ile

Arg

His

205

Glu

Arg

Gly

Ser

Asp

285

Arg

Gly

Gly

Lys

Gln

Thr

130

Gly

Asn

Ala

Gly

Val

270

Asp

Pro

Ala

Trp

Pro

His

175

Ala

Lys

Lys

Ser

Glin

25%5

Asp

Pro

Trp

Ser

Thr

Trp

160

Gly

Gly

Thr

Val

Asp

240

Thr

Asn

Arg

Ser

Trp
320



Thr Thr

Ala

Val

Asn Gly

Ser

Gln

Ala

Val
325

Lys

Ser
340

Asp

Asp Tyr

355

Leu
370

Trp

Pro Ser

385

Gly Lys

<210> 28
<211> 1221
< 212> ADN

Gly

Pro

Asn

Glu Gln

Thr Ala

Phe

Gly

Gly

Cys

Ala

ES 2554787 T3

His Glu

Ile

Ser

Ile
360

Gly

Gly Gln

375

Pro Ser

390

Gly Lys

408

< 213> Secuencia artificial

<220>

Asn

Arg Arg

< 223> Estructura artificial sintética

<400> 28
ccatggggca

ctgcaccaga
caaatacggc
tactgattag
acccgaatca

cctatattca

tcaccatecac
tgctagcact
tactgataat
ctatgatgaa
tattgttcag

tcagggtacg

catcatctag
gagctgccadg
tatcgcatte
cggccgaagg
cgtegeteca

gagactggca

Phe
330

Pro Val

Gly Leu Leu

345

Trp Tyr Arg

Lys Proc Ala

Ala Ala Lys

395

Asn Arg

410

Lys

agggagatca
caagcatgtc
cagcgattac
acaatggaaa
cagatggcgg

agaaagtggg

81

Gly Tyr

Ser Glu

Thr

Asp

Thr Ile

335

Ala His

350

Phe
365

Asn

Glu Pro

380

Arg Lys

Lys Lys

tccacaaget
tcaggctcag
aaccgctccg
tggtggttce
taaaacttygg

atattccgac

Thr

Ser

Lys

Asn

Met Asn

Pro Ala

Lys Gly

400

Pro
415

acaccagcac
catcttgcag
aatggtgatt
gatgccccta
agcgcgccaa

ccctettatg

60

120

180

240

300

360



10

tggtggatca
ggggaggtag
ctacgagcac
aagataaacc
ggccgeatge
aggctgtate
ggacgggtat
gtcgtgcecgtce
cctggteega
ttegtgegtt
attccccaaa
acggggccte
ttgcagttca
attatggtgg

aaaaacccgc

<210> 29
< 211> 404
< 212> PRT

tcaaaccggt
ccgtggggga
ggataatgga
gtggaccgceg
cggeegtetg
ggtttattce
ggatgaaaac
ggacgggagce
accggtttcg
tcctaatget
tccacgtccg
atggaccact
gagtgatgga
catctggtat

ggaataagct

< 213> Secuencia artificial

<220>

ES 2554787 T3

acaatcttca
acagacccqgqg
tggacgtgga
cgttttgcgg
gtgcaacagt
gatgatcatg
aaagttgtag
ggctttcgta
gacaaaaatt
gecececegatyg
tggtcccggg
tccaaagttt
agcatcggte
cgtaatttta

t

< 223> Estructura artificial sintética

<400> 29

attttcatgt
aaaaccgcgqg
cacatcgcac
cgtcecggcca
ataccattcg
ggaaaacgtg
agctgtctga
aggttgecgcea
tgcecggattc
acccgegege
atcgtggtac
ttcacgaacc
tgctgtecgga

cgatgaactg

gaaatcatac
gattattcag
catcaccgcg
aggcattcag
tacggccggt
gcaggctgge
cggctctetg
tagcactgat
ggttgataat
gaaagtactt
gataagcatg
gtttgtgggc
ggacgcgcac

gectgggagaa

gatcaggget
gcagaggtgt
gatattacga
atccagcatg
ggagcggtge
accccgattg
atgctgaaca
ggtggygcaga
gcccagataa
cttctgagte
tcatgtgaty
tacacgacta

aatggecgctg

caatgtggac

Met Gly His His His His His His Leu Glu Gly Asp His Pro Gln Ala

1

5

10

15

Thr Pro Ala Pro Ala Pro Asp Ala Ser Thr Glu Leu Pro Ala Ser Met

20

25

82

30

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1221



Ser

Ile

Asp

65

Pro

Ser

Gly

Phe

Gly

145

Thr

Asp

Gln

Gln

Gln

Pro

50

Glu

Asn

Ala

Tyr

Asn

130

Gly

Ser

Ile

Gly

Tyr
210

Ala

35

Ala

Arg

His

Pro

Ser

115

Phe

Thr

Thr

Thr

Ile

195

Thr

Gln

Ile

Pro

Ile

Thr

100

Asp

His

Asp

Asp

Lys

180

Gln

Ile

His

Thr

Lys

Val

85

Tyr

Pro

Val

Pro

Asn

165

Asp

Ile

Arg

Leu

Thr

Asp

70

Gln

Ile

Ser

Lys

Glu

150

Gly

Lys

Gln

Thr

ES 2554787 T3

Ala

Ala

55

Asn

Arg

His

Tyr

Ser

135

Asn

Trp

Pro

His

Ala
215

Ala

40

Pro

Gly

Arg

Gln

Val
120

Tyr

Arg

Thr

Trp

Gly

200

Gly

Asn

Asn

Asn

Ser

Gly

105

Val

Asp

Gly

Trp

Thr

185

Pro

Gly

Thr

Gly

Gly

Thr

90

Thr

Asp

Gln

Ile

Thr

170

Ala

His

Ala

83

Ala

Asp

Gly

75

Asp

Glu

His

Gly

Ile

155

His

Arg

Ala

Val

Thr

Leu

60

Ser

Gly

Thr

Gln

Trp

140

Gln

Arg

Phe

Gly

Gln
220Q

Asp

45

Leu

Asp

Gly

Gly

Thr

125

Gly

Ala

Thr

Ala

Arg

205

Ala

Ash

Ile

Ala

Lys

Lys

110

Gly

Gly

Glu

Ile

Ala

120

Leu

Val

Tyr

Ser

Proc

Thr

95

Lys

Thr

Ser

val

Thr

175

Ser

Val

Ser

Arg

Tyr

Asn

80

Trp

Val

Ile

Arg

Ser

160

Ala

Gly

Gln

Val



Tyr

225

Thr

Met

His

Asn

Asn

305

Ser

Ser

Pro

Gly

Trp
385

Ser

Gly

Leu

Ser

Leu

290

Ala

Pro

Cys

Phe

Leu
370

Tyr

Asp

Met

Asn

Thr

275

Pro

Ala

Asn

Asp

Val

355

Leu

Arg

Bsp

Asp

Ser

260

Asp

Asp

Pro

Pro

Asp

340

Gly

Ser

Asn

His

Glu

245

Arg

Gly

Ser

Asp

Arg

325

Gly

Tyr

Glu

Phe

Lys Prc Ala Glu

<210> 30
< 211> 1257
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Estructura artificial sintética

Gly

230

Asn

Ala

Gly

Val

Asp

310

Pro

Ala

Thr

Asp

Thr
390

ES 2554787 T3

Lys

Lys

Ser

Gln

Asp

295

Pro

Trp

Ser

Thr

Ala
375

Met

Thx

Val

Asp

Thr

280

Asn

Arg

Ser

Trp

Ile

360

His

Asn

Trp

Val

Gly

265

Trp

Ala

Ala

Arg

Thr

345

Ala

Asn

Trp

Gln

Glu

250

Ser

Ser

Gln

Lys

Asp

330

Thr

Val

Gly

Leu

84

Ala

235

Leu

Gly

Glu

Ile

Val

315

Arg

Ser

Gln

Ala

Gly
395

Gly

Ser

Phe

Pro

Ile

300

Leu

Gly

Lys

Ser

Asp
380

Glu

Thr

Asp

Arg

val

285

Arg

Leu

Thr

val

Asp

365

Tyr

Gln

Pro

Gly

Lys

270

Ser

Ala

Leu

Ile

Phe

350

Gly

Gly

Cys

Ile

Ser

255

Val

Asp

Phe

Ser

Ser

335

His

Ser

Gly

Gly

Gly

240

Leu

Ala

Lys

Pro

His

320

Met

Glu

Ile

Ile

Gln
400



10

<400> 30
ccatgaagceg

aaaatcctgg
tgccagcaag
gcattccagce
cgaaggacaa
gctccacaga
ctggcaagaa
tcttcaattt
acccggaaaa
cgtggacaca
ttgcggegte
aacagtatac
atcatgggaa
ttgtagagct
ttcgtaaggt
aaaatttgcce
ccgatgaccc
ccegggateg
aagtttttca
teggtetget

attttacgat

<210>31
<211>416
< 212> PRT

caaazaaaaa
agatcatcca
catgtctcag
gattacaacc
tggaaatggt
tggcggtaaa
agtgggatat
tcatgtgaaa
ccgcgggatt
tcgcaccatce
cggccaaggc
cattcgtacg
aacgtggcag
gtctgacgge
tgcgcatage
ggattecggtt
gcgcgegaaa
tggtacgata
cgaaccgttt
gtcggaggac

gaactggctg

< 213> Secuencia artificial

<220>

ES 2554787 T3

ggcggcaaaa
caagctacac
gctcageate
gctccgaatg
ggttccgatg
acttggagcg
tccgacccect
tcatacgatc
attcaggcag
accgeggata
attcagatcce
gceggtggad
gctggcaccce
tctectgatac
actgatggty
gataatgccc
gtacttctte
agcatgtcat
gtgggctaca
gcgcacaatg

ggagaacaat

< 223> Estructura artificial sintética

acggtaaaaa
cagcacctge
ttgcagcaaa
gtgatttact
cecctaacee
cgccaaccta
cttatgtggt
agggctyygg
aggtgtctac
ttacgaaaga
agcatgggcce
cggtgcagge
cgattgggac
tgaacagtcg
ggcagacctg
agataattcg
tgagtcattc
gtgatgacgg
cgactattge
gcgctgatta

gtggacaaaa

85

tcgtegtaac
accagatgct
tacggctact
gattagctat
gaatcatatt
tattcatcag
ggatcatcaa
aggtagceccegt
gagcacggat
taaacegtgg
gcatgccgge
tgtatcggtt
gggtatggat
tgcgtcecggac
gtccgaaccy
tgecgtttcct
cccaaateca
ggcctcatgg
agttcagagt
tggtggcatce

acccgcggaa

cgtaagaaaa
agcactgagc
gataattate
gatgaacggc
gttcagcgte
ggtacggaga
accggtacaa
gggggaacadg
aatggatgga
accgcgegtt
cgtctggtygce
tattccgaty
gaaaacaaag
gggagcggcet
gtttecggaca
aatgctgccc
cgtcegtggt
accacttcca
gatggaagca
tggtategta

taagctt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1257



<400> 31

Met

Arg

Ala

His

Thr

65

Lys

Val

Tyr

Lys

Lys

Pro

Leu

50

Thr

Asp

Gln

Ile

Arg

Lys

Asp

35

Ala

Ala

Asn

Arg

His
115

Lys

Lys

20

Ala

Ala

Pro

Gly

Arg

100

Gln

Lys

Asn

Ser

Asn

Asn

Asn

85

Ser

Gly

Lys

Fro

Thr

Thr

Gly

70

Gly

Thr

Thr

ES 2554787 T3

Gly

Gly

Glu

Ala

55

Asp

Gly

Asp

Glu

Gly

Asp

Leu

40

Thr

Leu

Ser

Gly

Thr
120

Lys

His

25

Pro

Asp

Leu

Asp

Gly

105

Gly

Asn

10

Pro

Ala

Asn

Ile

Ala

S0

Lys

Lys

86

Gly

Gln

Ser

Tyr

Ser

Pro

Thr

Lys

Lys

Ala

Met

Arg

60

Tyr

Asn

Trp

Val

Asn

Thr

Ser

45

Ile

Asp

Pro

Ser

Gly
125

Arg

Pro

30

Gln

Pro

Glu

Asn

Ala

110

Tyr

Arg

15

Ala

Ala

Ala

Arg

His

95

Pro

Ser

Asn

Pro

Gln

Iie

Pro

80

Ile

Thr

Asp



Pro

Val

145

Pro

Asn

Rsp

Ile

Arg

225

His

Glu

Arg

Gly

Ser

Ser

130

Lys

Glu

Gly

Lys

Gln
210

Thr

Gly

Asn

Ala

Gly

290

Val

Tyr

Ser

Asn

Trp

Pro

195

His

Ala

Lys

Lys

Ser

275

Gln

Asp

Val

Tyr

Arg

Thr

180

Trp

Gly

Gly

Thr

Val

260

Asp

Thr

Asn

vVal

Asp

Gly

165

Trp

Thr

Pro

Gly

Trp

245

Val

Gly

Trp

Ala

Asp

Gln

150

Ile

Thr

Ala

His

Ala

230

Gln

Glu

Ser

Ser

Gln

ES 2554787 T3

His

135

Gly

Ile

His

Arg

Ala
215

val

Ala

Leu

Gly

Glu

295

Ile

Gln

Trp

Gln

Arg

Phe

200

Gly

Gln

Gly

Ser

Phe

280

Pro

Ile

Thr

Gly

Ala

Thr

185

Ala

Arg

Ala

Thr

Asp

265

Arg

Val

Arg

Gly

Gly

Glu

170

Ile

Ala

Leu

Val

Pre

250

GlLy

Lys

Ser

Ala

87

Thr

Ser

155

Val

Thr

Ser

Val

Ser

235

Ile

Ser

Val

Asp

Phe

Ile

140

Arg

Ser

Ala

Gly

Gln
220

Val

Gly

Leu

Ala

Lys

300

Pro

Phe

Gly

Thr

Asp

Gln

205

Gln

Tyr

Thr

Met

His

285

Asn

Asn

Asn

Gly

Ser

Ile

1390

Gly

Tyr

Ser

Gly

Leu

270

Ser

Leu

Ala

Phe

Thr

Thr

175

Thx

Tle

Thr

Asp

Met

255

Asn

Thr

Pro

Ala

His

Asp

160

Asp

Lys

Gln

Ile

Asp

240

Asp

Ser

Asp

Asp

Pro



10

15

20

25

ES 2554787 T3

305 310

Asp Asp Pro Arg Ala Lys Val Leu Leu Leu
325 330

Arg Pro Trp Ser Arg Asp Arg Gly Thr Ile
340 345

Gly Ala Ser Trp Thr Thr Ser Lys Val Phe
355 360

Tyr Thr Thr Ile 2la Val Gln Ser Asp Gly
370 375

Glu Asp Ala His Asn Gly Ala Asp Tyr Gly

385 3%0

Phe Thr Met Asn Trp Leu Gly Glu Gln Cys
405 410

<210> 32

< 211> 43

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Estructura artificial sintética

<220>

< 221> misc_feature
< 222> (17)..(18)
<223>nesa,c,got

<220>

< 221> misc_feature
< 222> (20)..(21)
<223>nesa,c,got

<400> 32
ttttcgtctc ccatgvnnvn naagcgcaaa aaaaaaggeg geca

<210> 33

<211>10

< 212> PRT

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Estructura artificial sintética

<220>
< 221> misc_feature
< 222> (2)..(3)

315

Ser

Ser

His

Ser

Gly

385

Gly

His

Met

Glu

Ile

380

Ile

Gln

43

< 223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 33
Met Xaa Xaa Lys Arg Lys Lys Lys Gly Gly
1 5 10

88

Ser

Ser

Pro

385

Gly

Trp

LYs

Fro

Cys

350

Phe

Leu

Tyr

Pro

Asn

3358

Asp

Val

Leu

Arg

Ala
415

320

Pro

Asp

Gly

Ser

Asn

400

Glu



10

15

<210> 34
<211>1272
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>

ES 2554787 T3

< 223> Estructura artificial sintética

<400> 34
ccatgaagcg

aaaatcctygg
atgctagcac
ctactgataa
gctatgatga
atattgttca
atcagggtac
atcaaaccygg
gcegtyggggy
cggataatgg
cgtggaccgc
ccggeegtet
cggtttattc
tggatgaaaa
cggacgggag
aaccggtttc
ttecctaatgc
atccacgtcc
catggaccac
agagtgatgy
gcatetyggta

cggaataage

<210> 35
<211>421
< 212> PRT

caaaaaaaaa
tggtggtggt
tgagctgcca
ttatcgeatt
acggccgaag
gcgtegetec
ggagactggc
tacaatcttc
aacagacccyg
atggacgtgy
gcgttttgeg
ggtgcaacag
cgatgatcat
caaagttgta
cggctttegt
ggacaaaaat
tgcccecgat
gtggtcecegg
ttccaaagtt
aagcatcggt
tcgtaatttt

tt

< 213> Secuencia artificial

<220>

ggcggcaaaa
tctggagatc
gcaagcatgt
ccagcgatta
gacaatggaa
acagatggcg
aagaaagtgg
aattttcatg
gaaaaccgcy
acacatcgca
gcgtoccoggee
tataccattc
gggaaaacgt
gagctgtctg
aaggttgcgce
ttgceggatt
gacccgcgcog
gatcgtggta
tttcacgaac
ctgctgtcgg

acdatgaact

< 223> Estructura artificial sintética

acggtaaaaa
atccacaagc
ctcaggctca
caaccgectecc
atggtggttc
gtaaaacttg
gatattccga
tgaaatcata
ggattattca
ccatcaccge
aaggcattca
gtacggecgg
ggcaggctygg
acggctctct
atagcactga
cggttgataa
cgaaagtact
cgataagcat
cgtttgtggg
aggacgcgca

ggctgggaga

89

tegtegtaac
tacaccagca
gcatcttgca
gaatggtgat
cgatgcccct
gagcgcgcca
ccceectettat
cgatcagggc
ggcagaggtg
ggatattacg
gatccagcat
tggageggtyg
caccccgatt
gatgctgaac
tggtgggcag
tgcccagata
tcttctgagt
gtcatgtgat
ctacacgact
caatggegcet

acaatgtgga

cgtaagaaaa
cctgcaccag
gcaaatacgg
ttactgatta
aacccgaate
acctatattc
gtggtggatc
tggggaggta
tctacgagca
aaagataaac
gggccgcaty
caggctgtat
gggacgggta
agtcgtgcgt
acctggtccg
attcgtgegt
cattccccaa
gacggggect
attgcagttc
gattatggtg

caaaaacccg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

" 840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1272



<400> 35

Met

Arg

Ala

Met

Arg

65

Tyr

Asn

Trp

Val

Ile

145

Arg

Ser

Ala

Gly

Lys

Lys

Thr

Ser

50

Ile

Asp

Pro

Ser

Gly

130

Phe

Gly

Thr

Asp

Gln

Arg

Lys

Pro

35

Gln

Pro

Glu

Asn

Ala

115

Tyr

Asn

Gly

Ser

Ile

195

Gly

Lys

Lys

20

Ala

Ala

Ala

Arg

His

100

Pro

Ser

Phe

Thr

Thr

180

Thr

Ile

Lys

Asn

Pro

Gln

Ile

Pro

85

Ile

Thr

Asp

His

Asp

165

Asp

Lys

Gln

Lys

Pro

Ala

His

Thr

70

Lys

vVal

Tyr

Preo

Val

150

Pro

Asn

Asp

Ile

ES 2554787 T3

Gly

Gly

Pro

Leu

35

Thr

Asp

Gln

Ile

Ser

135

Lys

Glu

Gly

Lys

Gln

Gly

Gly

Asp

40

Ala

Ala

Asn

Arg

His

120

Tyr

Ser

Asn

Trp

Pro

200

His

Lys

Gly

25

Ala

Ala

Pro

Gly

Arg

105

Gln

Val

Tyr

Arg

Thr

185

Trp

Gly

Asn
10

Gly

Ser

Asn

Asn

Asn

20

Ser

Gly

val

Asp

Gly

170

Trp

Thr

Pro

90

Gly

Ser

Thr

Thr

Gly

75

Gly

Thr

Thr

Asp

Gln

155

Ile

Thr

Ala

His

Lys

Gly

Glu

Ala

60

Asp

Gly

Asp

Glu

His

14¢

Gly

Ile

His

Arg

Ala

Asn

Asp

Leu

45

Thr

Leu

Ser

Gly

Thr

125

Gln

Trp

Gln

Arg

Phe

205

Gly

Arg

His

30

Pro

Asp

Leu

Asp

Gly

110

Gly

Thr

Gly

Ala

Thr

190

Ala

Arg

Arg
15

Pro

Ala

Asn

Ile

Ala

95

Lys

Lys

Gly

Gly

Glu

175

Ile

Ala

Leu

Asn

Gln

Ser

Tyr

Ser

80

Pro

Thr

Lys

Thr

Ser

160

Val

Thr

Ser

Val



Gln

225

Val

Gly

Leu

Ala

Lys

305

Pro

His

Met

Glu

Ile
385

Ile

Gln

210

Gln

Tyr

Thr

Met

His

290

Asn

Asn

Ser

Ser

Pro

370

Gly

Trp

Lys

<210> 36
< 211> 1275
< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Estructura artificial sintética

Tyr

Ser

Gly

Leu

275

Ser

Leu

Ala

Preo

Cys

355

Phe

Leu

Tyr

Pro

Thr

Asp

Met

260

Asn

Thr

Pro

Ala

Asn
340

Asp

Val

Leu

Arg

Ala
420

Ile

Asp

245

AsSp

Ser

Asp

Asp

Pro
325

Pro

Asp

Gly

Ser

Asn
405

Glu

Arg

230

His

Glu

Arg

Gly

Ser

310

Asp

Arg

Gly

Tyr

Glu
390

Phe

ES 2554787 T3

215

Thr

Gly

Asn

Ala

Gly

295

Val

Asp

Pro

Ala

Thr
375

Asp

Thr

Ala

Lys

Lys

Ser

280

Gln

Asp

Pro

Trp

Ser
360

Thr

Ala

Met

Gly

Thr

val

265

Asp

Thr

Asn

Arg

Ser
345

Trp

Ile

His

Asn

Gly

Trp

250

Val

Gly

Trp

Bla

Ala
330

Brg

Thr

Ala

Asn

Trp
410

91

Ala

235

Gln

Glu

Ser

Ser

Gln

315

Lys

Asp

Thr

Val

Gly
395

Leu

220

Val

Ala

Leu

Gly

Glu

300

Ile

Val

Arg

Ser

Gln
380

Ala

Gly

Gln

Gly

Ser

Phe

285

Pro

Ile

Leu

Gly

Lys
365

Ser

Asp

Glu

Ala

Thr

Asp

270

Arg

Val

Arg

Leu

Thr
350

Val

Asp

Tyr

Gln

Val

Pro

255

Gly

Lys

Ser

Ala

Leu
335

Ile

Phe

Gly

Gly

Cys
415

Ser

240

Ile

Ser

Val

Asp

Phe

320

Ser

Ser

His

Ser

Gly
400

Gly
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<400> 36
ccatggttaa

aaaaaaatcc
cagatgctag
cggctactga
ttagctatga
atcatattgt
ttcatcagygy
atcatcaaac
gtagccgtgg
gcacggataa
aaccgtggac
atgcecggecyg
tatcggttta
gtatggatga
cgtcggacgy
ccgaaccggt
cgtttectaa
caaatccacg
cctcatggac
ttcagagtga
gtggcatctg

ccgeggaata

<210> 37
< 211> 422
< 212> PRT

gcgcaaaaaa
tggtggtggt
cactgagctg
taattatecgce
tgaacggccg
tcagcgtcgce
tacggagact
cggtacaatc
gggaacagac
tggatggacg
cgcgogtttt
tctggtgecaa
ttccgatgat
aaacaaagtt
gagcggettt
ttcggacaaa
tgctgcccce
tccgtggtcee
cacttccaaa
tggaagcatc
gtatcgtaat

agctt

< 213> Secuencia artificial

<220>

ES 2554787 T3

aaaggcggca
ggttctggag
ccagcaagca
attccagcga
aaggacaatg
tccacagatg
ggcaagaaag
ttcaatttte
ccggaaaacc
tggacacatc
geggegtecg
cagtatacca
catgggaaaa
gtagagctgt
cgtaaggttg
aatttgcecgg
gatgacccgce
cgggategty
gtttttcacg
ggtctgctgt

tttacgatga

< 223> Estructura artificial sintética

aaaacggtaa
atcatccaca
tgtctcaggc
ttacaaccgc
gaaatggtgg
gcggtaaaac
tgggatatte
atgtgaaatc
gcgggattat
gcaccatcac
gccaaggcat
ttcgtacgge
cgtggcaggce
ctgacggctc
cgcatagcac
attcggttga
gcgecgaaagt
gtacgataag
aaccgtttgt
cggaggacgce

actggctggg

92

aaatcgtcgt
agctacacca
tcagcatctt
tccgaatggt
ttccgatgece
ttggagcgeg
cgaccectet
atacgatcag
tcaggcagag
cgcggatatt
tcagatccag
cggtggageyg
Ltggcaccceeg
tctgatgetg
tgatggtggy
taatgcccag
acttcttoty
catgtcatgt
gggctacacyg
gcacaatggce

agaacaatgt

aaccgtaaga
gcacctgcac
gcagcaaata
gatttactga
cctaacccga
ccaacctata
tatgtggtygy
ggctgaggag
gtgtctacga
acgaaagata
catgggecgce
gtgcaggctyg
attgggacgg
aacagtcgtg
cagacctggt
ataattcgtg
agtcattecce
gatgacgggg
actattgcag
gctgattatg

ggacaaaaac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1275



<400> 37

Met

1

Asn

Gln

Ser

Tyr

65

Ser

Fro

Thr

Lys

Thr

145

Sex

Val

Thr

Ser

Val

225

Ser

Ile

Ser

Val

Arg

Ala

Met

50

Arg

Tyr

Asn

Trp

Val

130

Ile

Arg

Ser

Ala

Gly

210

Gln

Val

Gly

Leu

Lys

Lys

Thr

35

Ser

Ile

Asp

Fro

Ser

115

Gly

Phe

Gly

Thr

Asp

198

Gln

Gln

Tyr

Thr

Met
275

Arg

Lys

20

Pro

Gln

Pro

Glu

Asn

100

Ala

Tyr

Asn

Gly

Ser

180

Ile

Gly

Tyr

Ser

Gly

260

Leu

Lys

Lys

Ala

Ala

Ala

Arg
85

His

Pro

Ser

Phe

Thr

165

Thr

Thr

Ile

Thr

Asp

245

Met

Asn

Lys

Asn

Pro

Gln

Ile

70

Pro

Ile

Thr

Asp

His

150

Asp

Asp

Lys

Gln

Ile

230

Asp

Asp

Ser

ES 2554787 T3

Lys

Pro

Ala

His

55

Thr

Lys

Val

Tyr

Pro

135

val

Pro

Asn

Asp

Ile

215

Arg

His

Glu

Arg

Gly

Gly

Pro

40

Leu

Thr

Asp

Gln

Ile

120

Ser

Lys

Glu

Gly

Lys

200

Gln

Thr

Gly

Asn

Ala
280

Gly

Gly

Asp

Ala

Ala

Asn

Arg

105

His

Tyr

Ser

Asn

Trp

185

Pro

His

Ala

Lys

Lys

265

Ser

Lys

10

Gly

Ala

Ala

Pro

Gly
90

Arg

Gln

Val

Tyr

Arg

170

Thr

Trp

Gly

Gly

Thr

250

Val

Asp

93

Asn

Gly

Ser

Asn

Asn

75

Asn

Ser

Gly

Val

Asp

155

Gly

Trp

Thr

Pro

Gly

235

Trp

Val

Gly

Gly

Ser

Thr

Thr

60

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

140

Gln

Ile

Thr

Ala

His

220

Ala

Gln

Glu

Ser

Lys

Gly

Glu

45

Ala

Asp

Gly

Asp

Glu

125

His

Gly

Ile

His

Arg

205

Ala

Val

Ala

Leu

Gly
285

Aszn

Asp

Leu

Thr

Leu

Ser

Gly

110

Thr

Gln

Trp

Gln

Arg

190

Phe

Gly

Gln

Gly

Ser

270

Phe

Arg

15

His

Pro

Asp

Leu

Asp
95

Gly

Gly

Thr

Gly

Ala

175

Thr

Ala

Arg

Ala

Thr

255

Asp

Arg

Arg

Pro

Ala

Asn

Ile

80

Ala

Lys

Lys

Gly

Gly

160

Glu

Ile

Ala

Leu

Val

240

Pro

Gly

Lys



10

val

Asp

305

Phe

Ser

Ser

His

Ser

385

Gly

Gly

Ala

290

Lys

Pro

His

Met

Glu

370

Ile

Ile

Gln

<210> 38
<211>416
< 212> PRT

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Estructura artificial sintética

<400> 38

1

His

Asn

Asn

Ser

Ser

355

Pro

Gly

Trp

Lys

Ser

Leu

Ala

Pro

340

Cys

Fhe

Leu

Tyr

Pro
420

Thr

Pro

Ala

325

Asn

Asp

Val

Len

Arg

405

Ala

Asp

AsSp

316

Pro

Pro

Asp

Gly

Ser

390

Asn

Glu

ES 2554787 T3

Gly

295

Ser

Asp

Arg

Gly

Tyr

375

Glu

Phe

Gly

Val

Asp

Pro

Ala

360

Thr

Asp

Thr

Gln

Asp

Pro

Trp

34535

Ser

Thr

Ala

Met

Thr

Asn

Arg

330

Ser

Trp

Ile

His

Asn
410

10

94

Trp

Ala

315

Ala

Arg

Thr

Ala

Asn

395

Trp

Ser

300

Gln

Lys

Asp

Thr

Val

380

Gly

Leu

Glu

Ile

Val

Arg

Ser

365

Gln

Ala

Gly

Pro

Ile

Leu

Gly

350

Lys

Ser

Asp

Glu

Val

Arg

Leu

335

Thr

Val

Asp

Tyr

Gln
415

15

Ser

Ala

320

Leu

Ile

Phe

Gly

Gly

400

Cys

Met Lys Arg Lys Lys Lys Gly Gly Lys Asn Gly Lys Asn Arg Arg Asn
5



Arg

Rla

His

Thr

65

Lys

Val

Tyr

Pro

Val

145

Pro

Asn

Asp

Lys

Pro

Leu

50

Thr

Asp

Gln

Ile

Ser

130

Lys

Glu

Gly

Lys

Lys

Asp

35

Ala

Ala

Asn

Arg

His
115

Tyr

Ser

Asn

Trp

Pro

Lys

20

Ala

Ala

Pro

Gly

Arg

100

Gln

Val

Tyr

Arg

Thr

180

Trp

Asn

Ser

Asn

Asn

Asn

85

Ser

Gly

Val

Asp

Gly

165

Trp

Thr

Pro

Thr

Thr

Gly

70

Gly

Thr

Thr

Asp

Gln

150

Ile

Thr

Ala

ES 2554787 T3

Gly

Glu

Ala

55

Asp

Gly

Asp

Giu

His

135

Gly

Ile

His

Arg

ASp

Leu

40

Thr

Leu

Ser

Gly

Thr
120

Gln

Trp

Gln

Arg

Fhe

His

25

Pro

Asp

Leu

Asp

Gly

105

Gly

Thr

Gly

Ala

Thr

185

Ala

Pro

Ala

Asn

Ile

Ala

S0

Lys

Lys

Gly

Gly

Glu

170

Ile

Ala

95

Gln

Serxr

Tyr

Ser

75

Pro

Thr

Lys

Thr

Ser

155

val

Thr

Ser

Ala

Met

Arg

60

Tyr

Asn

Trp

Val

Ile

140

Arg

Ser

Ala

Gly

Thr

Ser

45

Ile

Asp

Pro

Ser

Gly
125

Phe

Gly

Thr

Asp

Gln

Pro

30

Gln

FPro

Glu

Asn

Ala

110

Tyr

Asn

Gly

Ser

Ile

190

Gly

Ala

Ala

Ala

Arg

His

95

Pro

Ser

Fhe

Thr

Thr

175

Thr

Ile

Pro

Gln

Ile

Pro

80

Ile

Thr

Asp

His

Asp

160

Asp

Lys

Gln



Ile

Arg

225

His

Glu

Arg

Gly

Ser

305

ASp

Arg

Gly

TYyr

Glu

385

Phe

Gln

210

Thr

Gly

Asn

Ala

Gly

290

Val

Asp

Pro

Ala

Thr

370

Asp

Thr

<210> 39
<211>421
< 212> PRT

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Estructura artificial sintética

185

His

Ala

Lys

Lys

Ser

275

Gln

Asp

Pro

Trp

Ser

355

Thr

Ala

Met

Gly

Gly

Thr

Val

260

Asp

Thr

Asn

Arg

Ser

340

Trp

Ile

His

Asn

Pro

Gly

Trp

245

Val

Gly

Trp

Ala

Ala

325

Arg

Thr

Ala

Asn

Trp
405

His

Ala

230

Gln

Glu

Ser

Ser

Gln

310

Lys

Asp

Thr

Val

Gly

390

Leu

ES 2554787 T3

Ala

215

Val

Ala

Leu

Gly

Glu

295

Ile

Val

Arg

Ser

Gln

375

Ala

Gly

200

Gly

Gln

Gly

Ser

Phe

280

Pro

Ile

Leu

Gly

Lys

360

Ser

Asp

Glu

Arg

Ala

Thr

Asp

265

Arg

Val

Arg

Leu

Thr

345

Val

Asp

Tyr

Gln

Leu

val

Pro

250

Gly

Lys

Ser

Ala

Leu

330

Ile

Phe

Gly

Gly

Cys
410

96

Val

Ser

235

Iie

Ser

Val

Asp

Phe

315

Ser

Ser

His

Ser

Gly

395

Gly

Gln

220

Val

Gly

Leu

Ala

Lys

300

Pro

His

Met

Glu

Ile

380

Ile

Gln

205

Gln

Tyr

Thr

Met

His

285

Asn

Asn

Ser

Ser

Pro

365

Gly

Trp

Lys

Tyr

Ser

Gly

Leu

270

Ser

Leu

Ala

Pro

Cys

350

Phe

Leu

Tyr

Pro

Thr

Asp

Met

255

Asn

Thr

Pro

Ala

Asn

335

Asp

Val

Leu

Arg

Ala
415

Ile

Asp

240

Asp

Ser

Asp

Asp

Pro

320

Pro

Asp

Gly

Ser

Asn

400

Glu



<400> 39

Val

Arg

Ala

Met

Arg

65

Tyr

Asn

Trp

Lys

Lys

Thr

Ser

50

Ile

Asp

Pro

Ser

Arg

Lys

Pro

35

Gln

Pro

Glu

Asn

Ala
115

Lys

Lys

20

Ala

Ala

Ala

Arg

His

100

Pro

Lys

Asn

Pro

Gln

Ile

Pro

85

Ile

Thr

Lys

Pro

Ala

His

Thtr

70

Lys

Val

Tyr

ES 2554787 T3

Gly

Gly

Pro

Leu

55

Thr

Asp

Gln

Ile

Gly

Gly

Asp

40

Ala

Ala

Asn

Arg

His
120

Lys

Gly

25

Ala

Ala

Pro

Gly

Arg

105

Gln

Asn
10

Gly

Ser

Asrn

Asn

Asn

90

Ser

Gly

97

Gly

Ser

Thr

Thr

Gly

75

Gly

Thr

Thr

Lys

Gly

Glu

Ala

60

Asp

Gly

Asp

Glu

Asn

Asp

Leu

45

Thr

Leu

Ser

Gly

Thr
125

Arg

His

30

Preo

Asp

Leu

Asp

Gly

110

Gly

Arg

Pro

Ala

Asn

Ile

Ala

95

Lys

Lys

Asn

Gln

Ser

Tyr

Ser

80

Pro

Thr

Lys



Val

Ile

145

Arg

Ser

Ala

Gly

Gin
225

Val

Gly

Leu

Ala

Lys

Gly

130

Phe

Gly

Thr

Asp

Gln

210

Gln

Tyr

Thr

Met

His

230

Asn

Tyr

Asn

Gly

Ser

Ile

185

Gly

Tyr

Ser

Gly

Leu

275

Ser

Leu

Ser

Phe

Thr

Thr

180

Thr

Ile

Thr

Asp

Met

260

Asn

Thr

Pro

Asp

His

Asp

165

Asp

Lys

Gln

Ile

Asp

245

Asp

Ser

Asp

Asp

Pro

Val

150

Pro

Asn

Asp

Ile

Arg
230

His

Glu

Arg

Gly

Ser
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Ser

135

Lys

Glu

Gly

Lys

Gln

215

Thr

Gly

Asn

Ala

Gly

295

Val

Tyr

Ser

Asn

Trp

Pro

200

His

Ala

Lys

Lys

Ser

280

Gln

Asp

Val

Tyr

Arg

Thr

185

Trp

Gly

Gly

Thr

Val

263

Asp

Thr

Asn

Val

Asp

Gly

170

Trp

Thr

Pro

Gly

Trp

250

Val

Gly

Trp

Ala

98

Asp

Gln

155

Ile

Thr

Ala

His

Ala
235

Gln

Glu

Ser

Ser

Gln

His

140

Gly

Ile

His

Arg

Ala

220

Val

Ala

Leu

Gly

Glu

300

Ile

Gln

Trp

Gln

Arg

Phe

205

Gly

Gln

Gly

Ser

Phe

285

Pro

Ile

Thr

Gly

Ala

Thr

190

Ala

Arg

Ala

Thr

Asp

270

Arg

Val

Arg

Gly

Gly

Glu

175

Ile

Ala

Leu

Val

Pro

255

Gly

Lys

Ser

Ala

Thr

Ser

160

Val

Thr

Ser

Val

Ser
240

Ile

Ser

Val

Asp

Phe



305

Pro

Bis

Met

Glu

Ile

385

Ile

Gln

Asn

Ser

Ser

Pro

370

Gly

Trp

Lys

Ala

Pro

Cys

355

Phe

Leu

Tyr

Pro

Ala

Asn

340

Asp

Val

Leu

Arg

Ala
420

Pro

325

Pro

Asp

Gly

Ser

Asn

405

Glu

310

Asp

Arg

Gly

Tyr

Glu

390

Phe
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Asp

Pro

Ala

Thr

375

Asp

Thr

Pro

Trp

Ser

360

Thrx

Ala

Met

Arg

Ser

345

Trp

Ile

His

Asn

Ala

330

Arg

Thr

Ala

Asn

Trp
410

99

Lys

Asp

Thr

Val

Gly

395

Leu

Val

Arg

Ser

Gln

380

Ala

Gly

Leu

Gly

Lys

365

Ser

Asp

Glu

Leu

Thr

350

Val

Asp

Tyr

Gln

Leu

335

Ile

Phe

Gly

Gly

Cys
415

320

Ser

Ser

His

Sar

Gly

400

Gly
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina del dominio catalitico de sialidasa que comprende un dominio catalitico de una sialidasa, en
donde la proteina comprende una secuencia del dominio catalitico seleccionada a partir de:

a) la secuencia de aminoéacidos descrita en SEQ ID NO: 14, en donde dicha secuencia carece de los aminoa-
cidos 1 a 273 de la secuencia de aminoacidos descrita en SEQ ID NO: 12;

b) una secuencia de aminoacidos que comienza en el aminoacido 274 de la secuencia de aminoacidos des-
crita en SEQ ID NO: 12 y termina en el aminoacido 666 de la secuencia de aminoacidos descrita en SEQ ID
NO: 12, y carece de los aminoacidos 1 a 273 y 667 a 901 de la secuencia de aminoacidos descrita en SEQ
ID NO: 12;

¢) una secuencia de aminoacidos que comienza en el aminoacido 274 de la secuencia de aminoacidos des-
crita en SEQ ID NO: 12 y termina en el residuo de aminoacido 681 de la secuencia de aminoacidos descrita
en SEQ ID NO: 12, y carece de los aminoacidos 1 a 273 y 682 a 901 de la secuencia de aminoacidos descri-
taen SEQ ID NO: 12;

d) una secuencia de aminoacidos que comienza en el aminoacido 290 de la secuencia de aminoéacidos des-
crita en SEQ ID NO: 12 y termina en el residuo de aminoacido 666 de la secuencia de aminoacidos descrita
en SEQ ID NO: 12, y carece de los aminoacidos 1 a 289 y 667 a 901 de la secuencia de aminoacidos descri-
taen SEQ ID NO: 12;y

€) una secuencia de aminoacidos que comienza en el aminoacido 290 de la secuencia de aminoacidos des-
crita en SEQ ID NO: 12 y termina en el residuo de aminoacido 681 de la secuencia de aminoacidos descrita
en SEQ ID NO: 12 y carece de los aminoacidos 1 a 289 y 682 a 901 de la secuencia de aminoacidos descrita
en SEQ ID NO: 12,

en donde dicha proteina del dominio catalitico de sialidasa tiene actividad sialidasa.

2. Una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica la proteina del
dominio catalitico de sialidasa segun la reivindicacién 1.

3. Un vector de expresion que comprende la molécula de acido nucleico segun la reivindicacion 2.

4. Una proteina de fusién que comprende al menos un dominio catalitico de una sialidasa y al menos un do-

minio de anclaje, en donde dicha proteina se selecciona entre:

a) una proteina en la que el dominio catalitico de la sialidasa comprende la secuencia de aminoacidos que se
extiende desde el aminoacido 274 al aminoacido 667 de SEQ ID NO: 12 inclusive, y carece de la secuencia
gue consiste en la secuencia que se extiende desde el aminoacido 1 al aminoacido 273 y desde el aminoaci-
do 668 al aminoacido 901 de SEQ ID NO: 12, y el dominio de anclaje es un dominio que se une a glicosami-
noglicano (GAG) de anfirregulina humana que comprende la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 7,
que comprende ademas al menos un enlazador peptidico;

b) una proteina en la que el dominio catalitico es como se expone en la reivindicacién 1 b) y el dominio de
anclaje es un dominio que se une a glicosaminoglicano (GAG) de anfirregulina humana que comprende la se-
cuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7;

¢) una proteina en la que el dominio catalitico es como se expone en la reivindicacién 1 c) y el dominio de an-
claje es un dominio que se une a glicosaminoglicano (GAG) de anfirregulina humana que comprende la se-
cuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7;

d) una proteina en la que el dominio catalitico es como se expone en la reivindicacion 1 d) y el dominio de
anclaje es un dominio que se une a glicosaminoglicano (GAG) de anfirregulina humana que comprende la se-
cuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 7; y

e) una proteina en la que el dominio catalitico es como se expone en la reivindicaciéon 1 e) y el dominio de
anclaje es un dominio que se une a glicosaminoglicano (GAG) de anfirregulina humana que comprende la se-
cuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 7.

5. La proteina de fusién segun la reivindicacion 4a), cuya secuencia comprende la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEQ ID NO: 37 o SEQ ID NO: 39.

6. La proteina de fusion segun la reivindicacion 4 b), 4c), 4d) o 4e), en la que la secuencia de la proteina de

fusion comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO:
25y SEQ ID NO: 27.
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7. La proteina de fusion segun la reivindicacion 6, cuya secuencia consiste en la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 21.
8. Una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleotidos que codifica la proteina de

fusién segun cualquiera de las reivindicaciones 4 - 7.

9. La molécula de acido nucleico segun la reivindicacion 8, en donde la secuencia de la molécula de acido
nucleico comprende una secuencia de nucledtidos seleccionada entre las secuencias descritas en SEQ ID NO: 18,
SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32 y SEQ ID NO: 36.

10. Un vector de expresion que comprende la molécula de acido nucleico segun la reivindicacion 8.

11. Una formulacién farmacéutica que comprende la proteina segun cualquiera de las reivindicaciones 1 - 7 y
un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

12. La formulacion farmacéutica segun la reivindicacion 11, que se formula como un aerosol, un inhalador, una
solucién para inyeccion, una soluciéon para gotas para los ojos, una crema, balsamo, gel o pomada, una pildora,
comprimido, gragea, suspension o solucion para administracion oral.

13. Uso de la proteina segun cualquiera de las reivindicaciones 1 - 7, en la preparacién de un medicamento
para el tratamiento o la prevencién de una infeccion virica por gripe o parainfluenza, en donde dicho tratamiento o
prevencién comprende aplicar una cantidad terapéuticamente eficaz del medicamento a las células epiteliales de un
sujeto.

14. La proteina segun cualquiera de las reivindicaciones 1 - 7, para uso en el tratamiento o la prevencion de
una infeccidn virica por gripe o parainfluenza, en donde dicho tratamiento o prevenciéon comprende aplicar una can-
tidad terapéuticamente eficaz del medicamento a las células epiteliales de un sujeto.

15. El uso segun la reivindicacion 13 o la proteina para uso segun la reivindicacion 14, en donde dicho medi-
camento se formula para aplicar empleando un aerosol nasal o un inhalador.

16. Uso de la proteina segun cualquiera de las reivindicaciones 1 - 7, en la preparacién de un medicamento
para tratar o prevenir una infeccién con un agente patégeno bacteriano, en donde dicho tratamiento o prevencion
comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de medicamento a un sujeto.

17. La proteina segun cualquiera de las reivindicaciones 1 - 7, para uso en el tratamiento o la prevencion de
una infeccién con un agente patdgeno bacteriano, en donde dicho tratamiento o prevencién comprende la adminis-
tracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de medicamento a un sujeto.

18. El uso segun la reivindicacién 16 o la proteina para uso segun la reivindicacion 17, en donde la proteina de
fusion consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21.

19. El uso o la proteina para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 16 - 18, en donde dicho agente pat6-
geno es Streptococcus pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis,
Pseudomonas aeruginosa o Helicobacter pylori.

20. El uso o la proteina para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 16 - 19, en donde dicho medicamen-
to se formula para administracion usando un aerosol nasal o un inhalador.

21. Uso de la proteina segun cualquiera de las reivindicaciones 1 - 7, en la preparacién de un medicamento
para tratar o prevenir una alergia o una inflamacién en donde dicho tratamiento o prevencion comprende la adminis-
tracion de una cantidad terapéuticamente eficaz del medicamento a un sujeto.

22. La proteina segun cualquiera de las reivindicaciones 1 - 7, para uso en el tratamiento o la prevencién de
una alergia o una inflamacién, en donde dicho tratamiento o prevencién comprende administrar una cantidad terap-
éuticamente eficaz del medicamento a un sujeto.

23. El uso segun la reivindicacién 21 o la proteina para uso segun la reivindicacion 22, en donde la proteina de
fusion consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21.

24. El uso o la proteina para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 21 - 22, en donde dicha inflamacion
esta asociada con el asma, rinitis alérgica, eczema, psoriasis, exposicion a toxinas vegetales o animales, o afeccio-
nes autoinmunes.

25. El uso o la proteina para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 21 - 24, en donde dicho medicamen-
to se formula para administracion empleando un aerosol nasal, un inhalador, gotas para los ojos o mediante inyec-
cion.

26. Uso de la proteina segun cualquiera de las reivindicaciones 1 - 7, en la preparacién de un medicamento
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para la mejora de la entrega de genes a través de un vector virico recombinante en donde dicha mejora comprende
administrar una cantidad eficaz del medicamento a las células epiteliales de un sujeto antes o junto con la adminis-
tracién de dicho vector virico recombinante.

27. La proteina segun cualquiera de las reivindicaciones 1 - 7, para uso en la mejora de la entrega de genes a
través de un vector virico recombinante en donde dicha mejora comprende administrar una cantidad eficaz del medi-
camento a las células epiteliales de un sujeto antes o junto con la administracion de dicho vector virico recombinan-
te.

28. El uso segun la reivindicacién 26 o la proteina para uso segun la reivindicacion 27, en donde la proteina de
fusion consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21.

29. El uso o la proteina para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 26 - 28, en donde dicho vector virico

recombinante es un vector retrovirico, un vector virico de herpes, un vector adenovirico o un vector virico adenoaso-
ciado.
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PF4 (SEQ ID NO:2) : “'/NGRRICLDLQAPLYKKIIKKLLES™
IL-8 (SEQ ID NO:3) : % GRELCLDPKENWVQRVVEKFLKRAENS™
ATIII (SEQ ID NO:4) : '"|QIHFFFAKLNCRLYRKANKSSKLVSANRLFGDKS'

ApoE (SEQ ID NO:5) : "?ELRVRLASHLRKLRKRLLRDADDLQKRLAVYQAG'®

AAMP (SEQ ID NO:6) : "RRLRRMESESES?
Anfirregulina (SEQ ID NO:7) : 125 KRKKKGGKNGKNRRNRKKKNP'#
FIG. 2
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NEU2 (BEQ ID NO:8): 1 MASLPVLQKE SVFQSGAHA- -YRIPALLYL

YR+P+LL + P +LLAF EQR S D H
NEU4 (SEQ ID NO:9): 1 MGVPRTPSRT VLFERERTGL TYRVPSLLPV

NEU2:

NEU4:

NEU2:

NEU4:

NEU2:

NEU4:

NEU2:

NEU4:

NEU2:

NEU4:

NEU2:

NEO4:

NEU2:

NEU4:

NED2:

NEU4:

49

*51

110

109

170

169

224

227

283

286

284

346

321

406

378

466

AELIVLRRGD YDAPTHOVQW QAQEVVAQAR LDGHRSMNPC
A +VLRRG +W A ++ A HRSMNPC
AHRLVLRRGT LAGGSV—-RW GALHVLGTAA LAEHRSMNPC

VTEQQQLQTR ANVTRLCQVT STDHGRTWSS PRDLTDAAIG
E Q+ T N RLCV S5 DG +W § RDLT+ AIG
TPEAVQIATG RNAARLCCVA SRDAGLSWGS ARDLTZEARIG

DRARSLVVPA YAYRKLHP-- ~--~ IQRPIPS AFCFLSHDHG
R L+VPA Y YR IR P +F F S DHG
S-GR-LLVPA YTYRVDRLEC FGKICRTSPH SFAFYSDDHG

EVETGEQRVV TL-NARSHLR ARVOAQSTND GLDFQESQLV
V+ G+ NARS L +RVQA ST++ G F ++ V
AVDGGQAGSF LYCNARSPLG SRVQALSTDE GTSFLPAERV

PGQOSLLAFA EQRASKKDEH

PPGPTLLAEV EQRLSPDDSH

PLYDAQTGTL FLFFIAIPGQ
P++DAR TGT+ FLFFIA+ G
PVHDAGTGTV FLFFIAVLGH

PAYREWSTFA VGPGHCLQLN
A ++W+TFA VGPGH +QL
GAVQDWATFA VGPGHRGVQLP

RTWARGHFVA QD-TLECQVA
RTW G V + ECQ+A
RTWRCGGLVP NLRSGECQLA

KKLVEPPPQG CQGSVISFPS
LE G CQGSt++ FP
ASLPETAW-G CQGSIVGEFPA

P. - ——
P

PAPNRPRDDS WSVGPRSPLQ PPLLGPGVHE PPEEARAVDPR

-------------- ~e=-cn- ---RSGPGSP QWLLYTHPTH
WLLY+HP
RQPGPRPGVSG DVGSWTLALP MPFAAPPQSP TWLLYSHPVG

WSEPVLLAKG SCAYSDLQSM GTGPDGSPLF GCLYEANDY-
WH+EP ++ + YSDL S+ G P+G +F +CLYE
WTEPWVIYEG PSGYSDLASI GPAPEGGLVE ACLYESGART

LPQ

ASPKPPNLGD KPRGCCWPS

FIG.3

105

GGQVPGGPFS RLQPRGDGP

SWQRADLGARY LNPRPFAPEA
R +G L+ P P+
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coatggggcatcaccatcaccatcatctagagggagatcatccacaagctacaccagcacct
M G H H HHBHBHULEGUDU HUZPOQA ATU?POA TP
gcaccagatgctagcactgagctgccagcaagcatgtcrcaggctcagcatcttgcagea
A P DA STEULUPASM S QA OQUHEILAN-A
aatacggctactgataattatCQCEttccagcgatt;caaccgctccgaatggtgattta
N T A T DNY R I PA I T T AUZPNGT DL
ctgattagctatgatgaacggccgaaggacaatggaaatggtggttccgatgcccctaac
L I 8§ Y D E P XK D NG N G G S D A P N
ccgaatcatattgttcagcgtcgctccacagatgchgtaaaacttggagcgcgccaacc
P NH I V OQRR S T DG G KT W S A P T
tatattcatcagggtacggagactggcaagaaagtgggatattccgaccectcttatgtg
Y I H Q 6 T ETG K KV G Y S D P S Y V
gtggatcatcaaaccggtacaatcttcaattttcatgtgaaatcatacgatcagggctag
v DR Q T 6T I F N F HV K S Y D Q G Ww
ggaggtagccgtgggggaacagacccggaaaaccgcgggattattcaggcagaggtgtcet
G G S R G GG T D P E NIR G I I Q A E V s
acgagcacggataatggatggacgtggacacatcgcaccatcaccgcggatattacgaaa
T S T DN G W T W THIRTTITA AUDTIT K
gataaaccgtggaccgcgegttttgeggegtecggeccaaggeattcagateccageatggg
D K P W T AR F A A S G Q 6 I QI Q H G
ccgcatgccggccgtctggtgcaacagtataccattcgtacggccggtggagcggtgcag
P HA GRILV QQYTTIRTAGGA Q
gctgtatcggtttattccgatgatcatgggaaaacgtggcaqgctggcaccccgattgqg
A V § VY S DDH G K TW QA G T P I G
acgggtatggatgaaaacaaagttgtagagctgtctgacggctctctgatgctgaacagt
T GM DENI KV V EL S DGS L ML N S
cgtgcgtcggacgggagcggctttcgtaaggttgcgcatagcactgatqgtgggcagacc

R A S D S G F R KV A H ST DG G Q T
tggtccgaaccggtttcqgacaaaaatttgccggatthgttgataacgcccagataatt
W S E P S DK NL P D S VDN ADOGQTITI

cgtgcgtttcctaatgctgcccccgatgacccgcgcgcgaaagtacttcttctgagtcat
R A F P N A A P DDUPU R AI KUV L L L S H
tcecccaaatccacgteegtggtccecgggatcgtggtacgataagcatgtcatgtgatgac
S P N P R P W S R DURGT I 8 M 8 CDOD
ggggcctcatggaccacttccaaagtttttcacgaaccgtttgtgggctacacgactatt
G A S W T TS KV FHEPFV G Y T T I
gcagttcagagtgatggaagcatcggtctgectgtcggaggacgcgcacaatggegetgat
AV Q S b 66 S I 6L L S E D AMHBNGA ATD
tatggtggcatctggtatcgtaattttacgatgaactggctgggagaacaatgtggacaa
Y 6 G I W YR NP FTMNWWIULGEQ C G Q
aaacccgcggaataagett

K PAE

FIG. S
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cc;tgvttaagcgcaaaaaaaaaggcggcaaaaacggtaaaaatcgtcgtaaccgtaagaaa
M V K R K K K G G K N G KNUR R NTJ R K K
aaaaatcctggagacca:ccacaagctacaccagcacctgcaccagatgctaqcactgag
K NP G pDHP QATUPAUZPA AMTPTDA ASTE
ctgccagcaagcatgtctcaggctcagcatcttgcagcaaaLacggctactgataattat
L P A S M S Q A Q HLAANTA ATODN Y
cgcattccagcgattacaaccgctccgaatggtgatttactgattagetatgatgaacgg
R I PA I T T A PNGDUL LI S Y DE R
ccgaaggacaatggaaatggtggttccgatgcccctaacccgaatcatattgttcagegt
P KD NGWNG G S DA PN PNUHTI V Q R
cgctccacagatggcggtaaaacttggagecgcgccaacctatattcatcagggtacggag
R 8 T D G G KT W S A P T Y I HOQGTE
actggcaagaaagtgggatattccgacccctcecttatgtggtggatcatcaaaccggtaca
T G K K vV 6 Y S b P S Y VV DHOQTSGT
atcttcaattttcatgtgaaatcatacgatcagggctggggaggtageccgtgggggaaca
I F N FHV K S Y DQ G WG G S R G G T
gacccggaaaaccgcgggattattcaggcagaggtgtctacgagcacggataatggatgg
D P ENIRGI I Q A E V S T S T DN G W
acgtggacacatcgcaccatcaccgecggatattacgaaagataaaccgtggaccgegegt
T W T H R T I T A D I T K D K P W T A R
tttgcggcgtcecggecaaggcattcagatccagecatgggecgecatgeeggecgtetggtg
F A A S G Q G I 0 I Q H G P HAGU RL V
caacagtataccattcgtacggccggtggagcggtgcaggctgtaCngtttattccgat
Q ¢ Y T I R T A G A V Q AV S V Y 8 D
gatcatgggaaaacgtggcaggctggcaccccgattgggacgggtatggatgaaaacaaa
D H G KT WOQOAGTU®PII GT GMDE N K
gttgtagagctgtctgacggctctctgatgctgaacagtcegtgegtcggacgggagegge
vV VEL 8 DG S L ML N S RA S DG S G
tttcgtaaggttgcgcatagcactgatggtgggcagacctggtecgaaccggttteggac
F R KV A HS T DG G QT WS E P V s D
aaaaatttgccggattcggttgataatgcccagataattcgtgegtttcctaatgectgee
K N L P D S V D NA QI I RAF P N AR-A
cccgatgaceccgegegcgaaagtacttcttetgagtcatteccccaaatcecacgteegtgg
P DD P RA K UV L L UL S HS PN P R P W
tcccgggatcgtggtacgataagcatgtcatgtgatgacggggectcatggaccacttcce
S R DR GTI 8 M 8 CDDGA AS W TT S
aaagtttttcacgaaccgtttgtgqgctacacqactattgcagttcagagtgatggaagc
K V F H E P FV GY TT I AUV QS DG s
atcggtctgctgtcggaggacgcgcacaatggcgctgattatggtggcatctggtatcgt
I 6L L H N GA DY G G I W Y R
aattttacgatgaactggctgggagaacaatqtqgacaaaaacccgcggaatauqcte
N FTMNU®®¥ L G E QCG QXK PAE - A

FIG. 6
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Ocﬁtcgttaagcqcaaaaaaaaaggcqgcaaaaacggtaaaaatcgtcgtaaccgtaagaaa
M v K R KK KGG KNG GI KU NTZ RTERNTR R K K
aaaaatcctggtggtggtggttctggagatcatccacaagctacaccagcacctgcacca
K N P G G GG S G D HPQATPATUPRA AP
gatgctagcactgagctgC”agcaagcatgcctcaggctcagcatcttgcagcaaatacg
DA S TEULUPA A S M S Q A Q H L A A N T
gctactgataattatcgcattccagcgattacaaccgctccgaatggtgatttactgatt
A T DN Y R I P A I TTaAUPWNGTUDTULTL I
agctatgetgaacggccgaaggacaatggaaatggtggttccgatgcccctaacccgaat
S Y DERZPIKDNGNTGT G S DA AU PINTUEPN
catattgttcagcgtcgctccacagatggeggtaaaacttggagegegecaacctatatt
H I VvV @Q R R S T D G G K T W S A P T Y I
catcagggtacggagactggcaagaaagtgggatattccgacccctcttatgtgqtggat
H Q G T E T G K K V 6 Y S D P S Y vV D
catcaaaccggtacaatcttcaattttcatgtgaaatcatacgatcagggctggggaggt
H Q T G T I F N FH V K S Y D Q G W G G
agccgtgggggaacagacccggaaaaccgcgggattattcaggcagaggtgtctacgagc
S R G 66 T D P E NR G I I Q E V 8§ T s
acggataatggatggacgtqgacacatcgcaccatcaccgcggatattacgaaagataaa
T DN G W TWTHIRTTI T A DI T XK D K
ccgtggaccgcgcgttttgcggcgtccggccaaggcattcagatccagcatgggccgcat
P W T AR FA A A S G Q G I Q I Q0 H G P H
gccggccgtctggtgcaacagtataccattcgtacggccggtggagcggtgcaqgctgta
A G R L V Q Q Y T I R T A Q A
tcggtttattccgatgatcatgggaaaacgtggcaggctggcaccccgattgggacgggt
§ VY §s D D H G KT WOQAGTUPIGT G
atggatgaaaacaaagttgtagagctgtctgacggctctctgatgctgaacagtegtgeg
M D ENKVV EL S DG S L ML N SR A
tcqgacgggagcggctttcgtaaggttgcgcatagcactgatggtgggcagacctggtcc
s D G 8 G FR KWV A H S T D G Q T W S
gaaccggtttcggacaaaaatttgccggattcggtcgataatgcccagataattcgtgcg
E P V. S D KNUL P D S V DN AIOQ I I R A
tttcctaatgctgcceccecgatgacecgegegegaaagtacttcttctgagtecatteccceca
F P NA A PDDUPWRA AIKUVIL L L S H S P
aatccacgtccgtggtcccgggategtggtacgataagcatgtcatgtgatgacggggee
N P R P W SRDI RGTTISM S CDDG A
tcatggaccacttccaaagtttttcacgaaccgtttgtgggctacacgactattgeagtt
S W T T S X V F H E P F V G Y T T I A V
cagagtgatggaagcatcggtctgctgtcggaggacgcgcacaatggcgetgattatggt
Q $S DG S 1 G L L S E DAHNGA AUDY G
ggcatctggtatcgtaattttacgatgaactggctgggagaacaatgtggacaaaaacce
G I W Y R NF T MNWILGE Q C G Q K P
gcggaataagett
A E - A

FIG.7
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Porcentaje de acido sialico que
permanece en la monocapas de MDCK
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% de proteccion celular

IBAR-AVCD B A. ureafaciens l
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% de inhibicion de la replicacion virica
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Recuento de células, x 10(4) en ml

Proteina, mg/ml

ES 2554787 T3
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114

. AR-AVCD
Inhibicion Inhibicién R S
replicacién| =~ [Protecciéon] replicacién {Proteccion -
. virica Indice § celular | indice | virica indice | celular | indice
Virus CE50__[selectivo] CE50 |selectivo] cE50 selectivo] CE50 _|selectivo
IWPR/8/34 (HIN1) 1231274 | >8163 [50.3+£13.1! >1990 135+ 14 >7407 |43.8%223| >2286
JWWS/33 (HIN1) 6.5239 | >15444 |17.7413.9! >5666 122+ 11.0 | >8197 19.1+17.61 >5249
JAVNWS/33 (H1N1) 25 >20000 110.84 124} >9302 25 >40000 | 15.9+ 19.3] >6249
A Japan/305/57 (H2N2) 5.1+34 i>19512{ 11.3+0.4 | >8889 38+1.8 >26667 | 14.9+0.2 | >6273
|A/Victoria/504/2000 (H3N2)] 2.520.0 | >40000 | 18.3+1.0 | >5457 26102 >38095 | §65.3+£04 | >1810
IAHongKong/8/68 (H3N2) | 2.5 £0.0 | >40000 }31.5+ 382 >3175 25100 >40000 | 306 £ 30.2] >3265
PLLGEMO 4.1+1.3 | >24540 | 11.4+3.7 | >8791 35+13 >28986 | 841+27 | >11940
IB/Maryland/1/59 43+25 | >23392 | 2.5+0.0 | >40000 55+4.2 >18265 | 56+3.0 | >17778
ITurkey/Wis/66 (HON2) 3.9+05 | >25478 116.6+ 16.2] >6033 711209 >14035 |20.4+18.6| >4914
quine/Prague/2/62 (H7N7) n/a n/a 15.8% 5.3 | >6349 n/a n/a 25.545.7 | >3922
FIG. 12
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Hurén Titulo de virus 10840 TCIDso/ml el dia p.i-~ Titulos HI

Ne n° de marcador 1 2 3 ry 3 después
l I L estimulacion
Grupo tratado con vehiculo
1 228 57 4.2 4.2 1.7 - 640
2 784 39 4.9 1.9 1.9 - 640
3 793 44 4.2 4 3.9 - 640
4 794 49 5.8 K - - 60
5 789 44 4.2 4 34 - 640
6 799 37 4.4 4 - - 320
7 811 44 4.4 - - - 1280
8 841 4.2 4.7 2.7 .9 - 320
media® 44 4.7 27 .7 -
SD 04 0.7 1.0 .4 -
Diseminacion/total _8/8 8/8 7/8 /8 /8
Grupo tratado con fludasa
780 - - - NA NA NA
791 22 5.2 49 4.2 1.7 640
3 804 - 4.7 3.7 1.7 - 1280
4 803 - - - - - 10
5 805 - - - - - s10
6 306 - - - - - <10
7 10 22 4.7 3.2 29 - 60
8 1 - - 4.4 - - 640
9 1 - 3. 44 4.7 - 60
10 1 27 5. - - - 20
11 828 - 4. 1.9 7 - 20
12 843 - 4.4 4.9 49 34 20
media 24 4.6 39 34 26
SD 0.3 0.7 1 .5 .2
Diseminacion/total /12 7712 12 611 2/11
® - todos los nasales ri ido: pués del dia 5 posterior a la estimulacign eran negativos para la presencia de virus.

- el valor medio se calculé para los hurones que diseminaban virus.
Los lavados nasales recuperados de los hurones tratados sin infectar eran negativos para el virus (no se muestra).

NA - no aplicable, el hurén murié el dia 4 después de la infeccion debido a un accidente.

FIG. 13
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