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DESCRIPCION
L-metioninasa de primate obtenida por ingenieria genética con fines terapéuticos
Antecedentes de lainvencion
1. Campo de la invencion

La presente invencion se refiere en general a los campos de la medicina y la biologia. Mas en particular, se refiere a
una metionina-y-liasa humana (hMGL) mejorada para su uso en el tratamiento del cancer.

2. Descripcion de la técnica relacionada

La demanda del aminoacido esencial, L-metionina, es excepcionalmente alta en tejidos cancerosos. Se ha
demostrado que el agotamiento de metionina es eficaz para destruir una amplia diversidad de tipos de tumores sin
afectar adversamente a los tejidos no cancerosos. El agotamiento de metionina puede efectuarse a través de la
accion de enzimas que hidrolizan el aminoacido. Si bien no existian enzimas humanas que agotaran la metionina se
demostré que una enzima bacteriana de Pseudomonas aeruginosa, la metionina-y-liasa, era terapéuticamente eficaz
en la clinica y se ha evaluado en ensayos clinicos. Sin embargo, la metionina-y-liasa, que es una proteina
bacteriana, es altamente inmundgena, lo que desencadena la formacién de anticuerpos especificos, conduciendo a
reacciones adversas y también a una actividad reducida. La metionina-y-liasa también tiene una semivida muy corta
de solo 2 h in vitro e in vivo, lo que requiere una dosificacién muy frecuente y poco practicamente alta para conseguir
el agotamiento sistémico.

El agotamiento sistémico de metionina es el foco de numerosas investigaciones y tiene el potencial de tratar
canceres, tales como el cancer de mama metastasico, el de prostata, el neuroblastoma y el carcinoma pancreatico,
entre otros. Aunque hay mucho entusiasmo por este enfoque terapéutico, la metionina-y-liasa derivada de bacterias
tiene inconvenientes graves (inmunogenia y rapida desactivacién en suero, como se ha mencionado anteriormente)
gue reducen en gran medida el entusiasmo por su uso como agente quimioterapico.

Anteriormente, se cre6 una metionina-y-liasa humana (hMGL-NLV) obtenida por ingenieria genética mediante la
introduccién de tres sustituciones de aminoacidos clave en la enzima cistationina-y-liasa humana (CGL): E59N,
R119L, E339V. Véase, la Patente de los EE.UU. N.° 8.709.407.

A diferencia de la CGL nativa, que esencialmente no muestra ninguna actividad catalitica hacia la L-metionina, la
variante enzimatica E33N, R119L, E339V (hMGL-NLV) muestra una actividad degradadora de L-metionina robusta
in vivo e in vitro. No obstante, sigue existiendo la necesidad de desarrollar enzimas que degraden la L-metionina
humana con mayor actividad catalitica para que se pueda conseguir un efecto terapéutico con una dosis mas baja
y/o una administracién menos frecuente de la enzima.

Sumario de lainvencién

En el presente documento se proporcionan mutantes de metionina-y-liasa (hMGL) humanos con mayor actividad
catalitica que hMGL-NLV. Las proteinas hMGL mejoradas preferidas presentan una actividad 6-10 veces mayor.
Debido a la mayor actividad catalitica, las proteinas hMGL proporcionadas pueden mostrar una mayor potencia
terapéutica para el agotamiento de metionina y, por tanto, pueden necesitarse concentraciones mas bajas de agente
terapéutico para la dosificacion de los pacientes. Esta enzima se obtuvo por ingenieria genética mediante la
introduccién de sustituciones de aminoacidos en la enzima humana cistationina-y-liasa (CGL) en las posiciones que
comprenden los restos E59, R119 o E339. Por tanto, en una realizaciéon de la presente invencion, las sustituciones
de E59, R119 y E339 en hCGL incluyen, respectivamente, L-isoleucina o L-asparagina (en la posicién 59), L-alanina
o L-leucina (en la posicién 119) y L-valina (en la posicién 339) con respecto a una secuencia de aminoécidos de
CGL de primate nativa de acuerdo con la SEQ ID NO: 1y 7-10 y una o0 mas mutaciones seleccionadas entre T311G,
S63L, L91M, K268R y/o 1353S. La presente invencion desvela composiciones de materia que muestran una mayor
actividad catalitica con respecto a las variantes de hMGL-NLV. Estas contienen sustituciones en al menos dos de las
posiciones E59, R119 o E339 identificadas como criticas para conferir actividad L-metionina-y-liasa en comparacion
con las variantes de hMGL-NLV. La mayor actividad catalitica de estas variantes es importante porque pueden
necesitarse concentraciones mas bajas de agente terapéutico para la dosificacién de pacientes.

Las variantes que tienen sustituciones de aminoacidos adicionales incluyen la SEQ ID NO: 3, hCGL-E59N-S63L-
L91M-R119L-K268R-T311G-E339V-I1353S (hCGL-8mut-1); la SEQ ID NO: 4, hCGL-E59I-S63L-L91M-R119L-K268R-
T311G-E339V-1353S (hCGL-8mut-2); la SEQ ID NO: 5, hCGL-E59N-S63L-L91M-R119A-K268R-T311G-E339V-
1353S (hCGL-8mut-3); y la SEQ ID NO: 6, hCGL-E59I-S63L-L91M-R119A-K268R-T311G-E339V-1353S (hCGL-8mut-
4).

Determinados aspectos de la presente invencion superan una deficiencia importante en la técnica al proporcionar
enzimas mejoradas que comprenden secuencias polipeptidicas humanas que tienen actividad metionina-y-liasa
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(MGL), que pueden ser adecuadas para la terapia antineoplésica y tienen baja inmunogenia, estabilidad en suero
mejorada y actividad catalitica mejorada. En consecuencia, en una primera realizaciéon se proporciona un polipéptido
modificado (es decir, enzima), en particular una variante enzimatica con actividad degradadora de metionina
derivada de enzimas de primate relacionadas con MGL. Por ejemplo, la nueva variante enzimatica puede tener una
secuencia de aminoacidos seleccionada entre el grupo que consiste en las SEQ ID NO: 3-6. En particular, la
variante puede derivar de enzimas humanas, tales como la cistationina-y-liasa humana (CGL). En determinados
aspectos, puede haber un polipéptido que comprenda una CGL humana modificada capaz de degradar la metionina.
En algunas realizaciones, el polipéptido puede ser capaz de degradar la metionina en condiciones fisiologicas. Por
ejemplo, el polipéptido puede tener una eficacia catalitica para la metionina (kca/Km) de al menos o
aproximadamente 0,01, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,6,0,7,0,8,0,9, 1, 2,3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 2000, 3000, 4000, 5000, 6000, 7000, 8000, 9000, 10*, 10°,
10°M*st o cualquier intervalo derivado de estos valores. En aspectos adicionales, el polipéptido puede mostrar una
actividad catalitica hacia la L-homocistina de hasta una k.a/Ky de 100, 95, 90, 85, 80, 75, 70, 65, 60, 55, 50, 45, 40,
35, 30, 25, 20, 15, 10, 9, 8,7, 6,5, 4, 3,2, 1,0,9,0,8,0,7, 0,6, 0,5, 0,4, 0,3, 0,2, 0,1, 0,05, 0,01, 0,005, 0,001 M™'s™ o
cualquier intervalo derivado de estos valores.

Un polipéptido modificado como se ha analizado anteriormente puede caracterizarse por tener un determinado
porcentaje de identidad en comparacién con un polipéptido sin modificar (por ejemplo, un polipéptido nativo) o con
cualquier secuencia de polipéptidos desvelada en el presente documento. Por ejemplo, el polipéptido sin modificar
puede comprender al menos o hasta aproximadamente 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250, 300,
350, 400 restos (o cualquier intervalo derivado de estos valores) de una cistationasa de primate nativa (es decir,
cistationina-y-liasa). El porcentaje de identidad puede ser de, como méaximo o al menos el 50 %, el 55 %, el 60 %, el
65 %, el 70 %, el 75 %, el 80 %, el 85 %, el 90 %, el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 %, el 99 % o el 100 % (o cualquier
intervalo derivado de estos valores) entre las porciones sin modificar de un polipéptido modificado (es decir, la
secuencia del polipéptido modificado excluyendo cualquier sustitucién en las posiciones de aminoacido 59, 63, 91,
119, 268, 311, 339 y/o 353) y el polipéptido nativo. También se contempla que el porcentaje de identidad analizado
anteriormente pueda relacionarse con una region modificada particular de un polipéptido en comparaciéon con una
regiéon sin modificar de un polipéptido. Por ejemplo, un polipéptido puede contener un sitio de reconocimiento de
sustrato modificado o mutante de la cistationasa que puede caracterizarse en funcion de la identidad de la secuencia
de aminoéacidos del sitio de reconocimiento de sustrato modificado o mutante de la cistationasa con respecto a una
cistationasa sin modificar o mutante de la misma especie o en toda la especie. Un polipéptido humano modificado o
mutante caracterizado, por ejemplo, por tener al menos un 90 % de identidad con una cistationasa sin modificar
significa que al menos el 90 % de los aminoacidos en ese polipéptido humano modificado o mutante son idénticos a
los aminoécidos en el polipéptido sin modificar.

Un polipéptido sin modificar de este tipo puede ser una cistationasa nativa, en particular una isoforma humana u
otras isoformas de primates. Por ejemplo, la cistationasa humana nativa puede tener la secuencia de la SEQ ID NO:
1. Los ejemplos no limitantes de otras cistationasas de primates nativas incluyen la cistationasa de Pongo abelii (ID
de Genbank: NP_001124635.1; SEQ ID NO: 7), la cistationasa de Macaca fascicularis (ID de Genbank:
AAW71993.1; SEQ ID NO: 8), la cistationasa de Pan troglodytes (ID de Genbank: XP_513486.2; SEQ ID NO: 9) y la
cistationasa de Pan paniscus (ID de Genbank: XP_003830652.1; SEQ ID NO: 10). Los polipéptidos nativos de
ejemplo incluyen una secuencia que tiene aproximadamente, como maximo o al menos el 50 %, el 55 %, el 60 %, el
65 %, el 70 %, el 75 %, el 80 %, el 85 %, el 90 %, el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 %, el 99 % o el 100 % de identidad
(o cualquier intervalo derivado de estos valores) con la SEQ ID NO: 1 o 7-10 o un fragmento de las mismas. Por
ejemplo, el polipéptido nativo puede comprender al menos o hasta aproximadamente 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 415 restos (o cualquier intervalo derivado de estos valores) de la secuencia
de las SEQ ID NO: 1 o0 7-10.

En algunas realizaciones, la CGL nativa puede modificarse mediante una o mas modificaciones, tales como
modificaciones quimicas, sustituciones, inserciones, supresiones y/o truncamientos. Por ejemplo, las modificaciones
pueden estar en un sitio de reconocimiento de sustrato de la enzima nativa. En una realizacién particular, la CGL
nativa puede modificarse mediante sustituciones. Por ejemplo, el nimero de sustituciones puede ser cuatro, cinco,
seis, siete 0 méas. En realizaciones adicionales, la CGL nativa puede modificarse en el sitio de reconocimiento del
sustrato o en cualquier ubicacién que pueda afectar a la especificidad del sustrato. Por ejemplo, el polipéptido
modificado descrito en el presente documento puede tener la al menos una sustitucion de aminoacido en las
posiciones de aminoacido correspondientes a E59, S63, L91, R119, K268, T311, E339 y/o 1353 de la SEQ ID NO: 1
o las posiciones de aminoacido 59, 63, 91, 119, 268, 311, 339 y/o 353 de una CGL de primate. Por ejemplo, el
primate puede ser un ser humano, Pongo abelii, Macaca fascicularis, Pan troglodyte o Pan paniscus.

En el presente documento se describen sustituciones en las que las sustituciones en las posiciones de aminoacido
59, 63, 91, 119, 268, 311, 339 y/o 353 son un acido aspartico (N), una valina (V), una leucina (L), una metionina (M),
una arginina (R), una glicina (G), una alanina (A) o una serina (S). En realizaciones particulares de la presente
invencion, las modificaciones contienen las siguientes sustituciones: E59N o E59I, S63L, L91M, R119L o R119A,
K268R, T311G, E339V e 1353S.

En algunas realizaciones, la CGL nativa puede ser una CGL humana. En una realizacién particular, las sustituciones
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son una combinacion de E59N, S63L, L91M, R119L, K268R, T311G, 1353S y E339V de la CGL humana (por
ejemplo, el polipéptido modificado que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3, un fragmento u
homdlogo de la misma), una combinacion de E59I, S63L, L91M, R119L, K268R, T311G, 1353S, E339V de la CGL
humana (por ejemplo, el polipéptido modificado que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4, un
fragmento u homélogo de la misma), una combinacion de E59N, S63L, L91M, R119A, K268R, T311G, I1353S y
E339V de la CGL humana (por ejemplo, el polipéptido modificado que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 5, un fragmento u homélogo de la misma) o una combinacién de E59I, S63L, L91M, R119A, K268R, T311G,
1353S y E339V de la CGL humana (por ejemplo, el polipéptido modificado que tiene la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 6, un fragmento u homdélogo de la misma). En una realizacion adicional, el polipéptido modificado
puede ser un mutante de CGL-NLMLRGSV de Pongo abelii (SEQ ID NO: 11), mutante de CGL-ILMLRGSV de
Pongo abelii (SEQ ID NO: 12), mutante de CGL-NLMARGSV de Pongo abelii (SEQ ID NO: 13), mutante de
CGLILMARGSYV de Pongo abelii (SEQ ID NO: 14), mutante de CGL-NLMLRGSV de Macaca fascicularis (SEQ ID
NO: 15), mutante de CGL-NLLGGGSV de Macaca fascicularis (SEQ ID NO: 16), mutante de CGL-NLMGGGVV de
Macaca fascicularis (SEQ ID NO: 17), mutante de CGLILMARGSV de Macaca fascicularis (SEQ ID NO: 18), mutante
de CGL-NLMLRGSYV de Pan troglodytes (SEQ ID NO: 19), mutante de CGL-ILMLRGSV de Pan troglodytes (SEQ ID
NO: 20), mutante de CGL-NLMARGSV de Pan troglodytes (SEQ ID NO: 21), mutante de CGL-ILMARGSV de Pan
troglodytes (SEQ ID NO: 22), mutante de CGL-NLMLRGSV de Pan paniscus (SEQ ID NO: 23), mutante de CGL-
ILMLRGSYV de Pan paniscus (SEQ ID NO: 24), mutante de CGL-NLMARGSV de Pan paniscus (SEQ ID NO: 25) o
mutante de CGL-ILMARGSYV de Pan paniscus (SEQ ID NO: 26).

En algunos aspectos, la presente invencién también contempla polipéptidos que comprenden la CGL modificada
unida a una secuencia de aminoacidos heterologa. Por ejemplo, la CGL modificada puede estar unida a la secuencia
de aminoéacidos heteréloga como una proteina de fusién. En una realizacién particular, la CGL modificada puede
unirse a secuencias de aminoacidos, tales como un Fc de IgG, albimina, un péptido de unién a albimina o un
polipéptido XTEN para aumentar la semivida in vivo.

Para aumentar la estabilidad del suero, la CGL modificado puede estar unida a una o0 mas moléculas de poliéter. En
una realizacion particular, el poliéter puede ser polietilenglicol (PEG). El polipéptido modificado puede unirse a PEG
a través de restos de aminodacidos especificos, tales como lisina o cisteina. Para la administracion terapéutica,
puede dispersarse un polipéptido de este tipo que comprende la CGL modificada en un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

En algunos aspectos, se contempla un acido nucleico que codifique una CGL modificada de este tipo. En algunas
realizaciones, el acido nucleico tiene codones optimizados para la expresion en bacterias. En realizaciones
particulares, la bacteria es E. coli. En otros aspectos, el acido nucleico tiene codones optimizados para la expresion
en hongos (por ejemplo, levadura), insectos o0 mamiferos. La presente invencion contempla adicionalmente vectores,
tales como vectores de expresién, que contienen dichos acidos nucleicos. En realizaciones particulares, el acido
nucleico que codifica la CGL modificada esta unido operativamente a un promotor, incluyendo, pero no limitado a
promotores heterélogos. En una realizaciéon, una CGL modificada puede administrarse a una célula diana mediante
un vector (por ejemplo, un vector de terapia génica). Dichos virus pueden haberse modificado mediante tecnologia
de ADN recombinante para permitir la expresion del acido nucleico que codifica la CGL modificada en la célula
diana. Estos vectores pueden derivar de vectores de origen no virico (por ejemplo, plasmidos) o virico (por ejemplo,
adenovirus, virus asociados a adenovirus, retrovirus, lentivirus, virus del herpes o virus de la vacuna). Los vectores
no viricos forman complejos preferentemente con agentes para facilitar la entrada del ADN a través de la membrana
celular. Los ejemplos de dichos complejos de vectores no viricos incluyen la formulacién con agentes policationicos,
que facilitan la condensacién del ADN y los sistemas de entrega a base de lipidos. Un ejemplo de un sistema de
entrega a base de lipidos incluiria la entrega a base de liposomas de acidos nucleicos.

En otros aspectos adicionales, la presente invencion contempla adicionalmente células hospedadoras que
comprenden dichos vectores. Las células hospedadoras pueden ser bacterias (por ejemplo, E. coli), células fingicas
(por ejemplo, levadura), células de insectos o células de mamiferos. Para diferenciar adicionalmente los mutantes de
CGL deseados con actividad degradadora de metionina de la CGL nativa, pueden prepararse células hospedadoras
gue tengan supresiones de ilvA y metA (por ejemplo, E. coli ilvA'metA’) y pueden usarse para identificar los mutantes
deseados.

En algunas realizaciones, los vectores se introducen en células hospedadoras para expresar la CGL modificada. Las
proteinas pueden expresarse de cualquier manera adecuada. En una realizacién, las proteinas se expresan en una
célula hospedadora de manera que la proteina esté glucosilada. En otra realizacion, las proteinas se expresan en
una célula hospedadora de manera que la proteina esté aglucosilada.

Se desvelan métodos de tratamiento mediante la administracion del péptido CGL modificado, el &cido nucleico que
codifica la CGL modificada en un vector de terapia génica o la formulacion de la presente invencion y, en particular,
métodos de tratamiento de células tumorales o sujetos con cancer. El sujeto puede ser cualquier animal, tal como un
raton. Por ejemplo, el sujeto puede ser un mamifero, en particular un primate y, mas en particular, un paciente
humano. En algunas realizaciones, el método puede comprender seleccionar un paciente con céncer. En
determinados aspectos, el sujeto o el paciente puede mantenerse en una dieta restringida en metionina o una dieta
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normal.

En algunas realizaciones, el cancer es cualquier cancer que sea sensible al agotamiento de metionina. Se desvela
un método de tratamiento de una célula tumoral o un paciente con cancer que comprende administrar una
formulacion que comprende un polipéptido de este tipo. En algunas realizaciones, la administracion se produce en
condiciones de manera que al menos una parte de las células del cancer se destruyan. En otra realizacion, la
formulacion comprende una CGL modificada de este tipo con actividad degradadora de metionina en condiciones
fisiologicas y que comprende adicionalmente una cadena de polietilenglicol unida. En alguna realizacion, la
formulacion es una formulacién farmacéutica que comprende cualquiera de las variantes de CGL analizadas
anteriormente y excipientes farmacéuticamente aceptables. Dichos excipientes farmacéuticamente aceptables son
bien conocidos por los expertos en la materia. Todas las variantes de CGL anteriores pueden considerarse (tiles
para la terapia de seres humanos.

Se desvela adicionalmente un método de tratamiento de una célula tumoral que comprende administrar una
formulacion que comprende una CGL modificada no bacteriana (de mamifero, por ejemplo, de primate o de ratén)
gue tiene actividad degradadora de metionina o un acido nucleico que codifica la misma.

Debido a que las células tumorales dependen de su medio nutriente para obtener metionina, la administracién o el
tratamiento pueden dirigirse a la fuente de nutrientes para las células y no necesariamente a las propias células. Por
tanto, en una aplicacién in vivo, tratar una célula tumoral incluye poner en contacto el medio nutriente para una
poblacion de células tumorales con la metioninasa obtenida por ingenieria genética. En esta realizacion, el medio
puede ser sangre, fluido linfatico, fluido espinal y un fluido corporal similar donde se desee el agotamiento de
metionina.

De acuerdo con determinados aspectos de la presente invencion, una formulacion de este tipo que contiene la
metioninasa obtenida por ingenieria genética puede administrarse por via intravenosa, por via intradérmica, por via
intraarterial, por via intraperitoneal, por via intralesional, por via intracraneal, por via intraarticular, por via
intraprostatica, por via intrapleural, por via intrasinovial, por via intratecal, por via intranasal, por via intravitrea, por
via intravaginal, por via intrarrectal, por via intratumoral, por via intramuscular, por via subcutdnea, por via
subconjuntival, por via intravesical, por via mucosa, por via intrapericardica, por via intraumbilical, por via intraocular,
por via oral, por via topica, por inhalacién, por infusién, por infusion continua, por perfusion localizada, a través de un
catéter, través de un lavado, en composiciones lipidicas (por ejemplo, liposomas) o por otro método o cualquier
combinacién de lo anterior como sabria un experto habitual en la materia.

En una realizacion adicional, el método también puede comprender administrar al menos una segunda terapia
antineoplésica al sujeto. La segunda terapia antineoplasica puede ser una terapia quirlrgica, quimioterapia,
radioterapia, crioterapia, terapia hormonal, inmunoterapia o terapia con citocinas.

En una realizacién, se proporciona una composicién que comprende una metioninasa obtenida por ingenieria
genética o un acido nucleico que codifica una metioninasa obtenida por ingenieria genética para su uso en el
tratamiento de un tumor en un sujeto. Se desvela el uso de una metioninasa obtenida por ingenieria genética o se
proporciona un acido nucleico que codifica una metioninasa obtenida por ingenieria genética en la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento de un tumor. Dicha metioninasa obtenida por ingenieria genética puede ser
cualquier metioninasa obtenida por ingenieria genética de las realizaciones.

Pueden emplearse realizaciones analizadas en el contexto de las composiciones de la invencion con respecto a
cualquier otra composicion descrita en el presente documento. Por tanto, una realizacion que pertenece a una
composicién puede aplicarse también a otras composiciones de la invencién.

Como se usan en el presente documento, las expresiones "codificar" o "que codifica", con referencia a un acido
nucleico, se usan para hacer que la invencion sea facilmente comprensible para el experto en la materia; sin
embargo, estas expresiones pueden usarse indistintamente con "comprender"” o "que comprende”, respectivamente.

Como se usa en el presente documento en la memoria descriptiva, "un" o "una" pueden significar uno o0 mas. Como
se usan en el presente documento en la reivindicacion o reivindicaciones, cuando se usan junto con la frase "que
comprende", las palabras "un" o "una" pueden significar uno o mas de uno.

El uso del término "0" en las reivindicaciones se usa para significar "y/0" a menos que se indique explicitamente que
se refiere solo a alternativas o que las alternativas sean mutuamente excluyentes, aunque la divulgacién respalda
una definicion que se refiere solo a alternativas e "y/0". Como se usa en el presente documento, "otro" puede
significar al menos un segundo o mas.

En toda la presente solicitud, el término "aproximadamente" se usa para indicar que un valor incluye la variacion
inherente de error para el dispositivo, empleadndose el método para determinar el valor o la variacién que existe entre
los sujetos del estudio.
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Otros objetivos, caracteristicas y ventajas de la presente invencién se hardn evidentes a partir de la siguiente
descripcién detallada. Sin embargo, debe entenderse que la descripcion detallada y los ejemplos especificos, si bien
indican realizaciones preferidas de la invencion, se proporcionan a modo de ilustracion solamente, puesto que
diversos cambios y modificaciones dentro del alcance de la invencion seran evidentes para los expertos en la
materia a partir de la presente descripcion detallada.

Breve descripcion de los dibujos

Los siguientes dibujos forman parte de la presente memoria descriptiva y se incluyen para demostrar adicionalmente
determinados aspectos de la presente invencion. La invencién puede comprenderse mejor haciendo referencia a
uno o mas de estos dibujos en combinacién con la descripcién detallada de las realizaciones especificas que se
presentan en el presente documento.

FIG. 1 - Alineacion de secuencias de hCGL con hCGL-8mut-1-4. Los restos resaltados indican restos mutados y
su posicion. hCGL = SEQ ID NO: 1; hCGL-8mut-1 = SEQ ID NO: 3; hCGL-8mut-2 = SEQ ID NO: 4; hCGL-8mut-3
= SEQ ID NO: 5; y hCGL-8mut-4 = SEQ ID NO: 6.

FIG. 2 - El efecto sobre las estirpes celulares de tumor de préstata PC3 (circulo abierto) y DU145 (cuadrado
continuo) tratadas con titulaciones de hCGL-8mut-1 que dan como resultado valores de Clso aparentes de
0,25 uM y 0,21 uM, respectivamente.

FIG. 3 - Actividad de hCGL-8mut-1 PEGilada incubada en suero humano combinado a 37 °C en funcién del
tiempo: Tos aparente = 100 + 4 h.

FIG. 4 - Una sola dosis de PEG-hCGL-8mut-1 puede reducir la L-metionina sérica a niveles terapéuticamente
relevantes durante mas de 15 h sin intervencion dietética en un modelo de ratén.

FIG. 5 - Comparacion de dosis Unicas de PEG-hCGL-NLV 200 mg/kg (cuadrado abierto) y PEG-hCGL-8mut-1
50 mg/kg (circulo abierto) en la reduccion de L-metionina sérica en ratones con una dieta normal.

Descripcion de realizaciones ilustrativas

La presente invencidn describe composiciones de materia para metionina-y-liasa humana (hMGL) mejorada con
respecto al mutante hMGL-NLV (E59N, R119L, E339V). Estos mutantes muestran una mayor actividad catalitica y,
por tanto, pueden requerirse concentraciones mas bajas de agente terapéutico para la dosificacion de pacientes.
Estas enzimas humanas disefiadas degradan el aminoacido L-metionina.

Estas composiciones proporcionan una manera de atacar especificamente las células tumorales a través de un
defecto metabdlico especifico del cancer. Si bien las enzimas bacterianas también pueden realizar la quimica, su
uso ha demostrado ser altamente inestable e inmunogénico.

|. Definiciones

Como se usan en el presente documento, los términos "proteina” y "polipéptido” se refieren a compuestos que
comprenden amino&cidos unidos a través de enlaces peptidicos y se usan indistintamente.

Como se usa en el presente documento, la expresion "proteina de fusion” se refiere a una proteina quimérica que
contiene proteinas o fragmentos de proteina operativamente unidos de una manera no nativa.

Como se usa en el presente documento, el término "semivida" (%2 vida) se refiere al tiempo que se requeriria para
que la concentracion de un polipéptido del mismo disminuya a la mitad in vitro o in vivo, por ejemplo, después de la
inyeccion en un mamifero.

Las expresiones "en combinacion operable”, "en orden operable" y "unido operativamente" se refieren a un enlace
en el que los componentes descritos de este modo estan en una relacion que les permite funcionar de la manera
deseada, por ejemplo, una unién de secuencias de acido nucleico de manera que una molécula de acido nucleico
capaz de dirigir la transcripciéon de un gen dado y/o la sintesis de la molécula de proteina deseada, o una unién de
secuencias de aminoacidos de manera que se produzca una proteina de fusion.

El término "enlazador" se refiere a un compuesto o grupo que actida como un puente molecular para unir
operativamente dos moléculas diferentes, en el que una porcion del enlazador est4 operativamente unida a una
primera molécula y el que otra porcién del enlazador esta operativamente unida a una segunda molécula.

El término "PEGilado" se refiere a la conjugacion con polietilenglicol (PEG), que se ha utilizado ampliamente como
vehiculo de farmacos, dado su alto grado de biocompatibilidad y facilidad de modificacion. El PEG puede acoplarse
(por ejemplo, puede unirse covalentemente) a agentes activos a través de los grupos hidroxi al final de la cadena de
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PEG a través de métodos quimicos; sin embargo, el propio PEG se limita a la mayoria de los dos agentes activos
por molécula. En un enfoque diferente, se han explorado copolimeros de PEG y aminoacidos como biomaterial
nuevo que conservaria la biocompatibilidad de PEG, pero que tendria la ventaja adicional de numerosos puntos de
unién por molécula (proporcionando de este modo una mayor carga de farmaco) y que puede disefiarse mediante
sintesis para adaptarse a diversas aplicaciones.

El término "gen" se refiere a una secuencia de ADN que comprende las secuencias de control y codificacion
necesarias para la produccién de un polipéptido o precursor del mismo. El polipéptido puede estar codificado por
una secuencia codificante de longitud completa o por cualquier porcién de la secuencia codificante de manera que
se conserve la actividad enzimatica deseada.

El término "nativo" se refiere a la forma tipica de un gen, un producto génico, o una caracteristica de ese gen o
producto génico, cuando se aisla de una fuente de origen natural. Una forma nativa es la que se observa con mayor
frecuencia en una poblacion natural y, por tanto, se designa arbitrariamente como forma normal o de tipo silvestre.
Por el contrario, los términos "modificado"”, "variante" o "mutante” se refieren a un gen o producto génico que
muestra modificaciones en la secuencia y propiedades funcionales (es decir, caracteristicas alteradas) cuando se
compara con el gen o producto génico nativo.

El término "vector" se usa para referirse a una molécula de acido nucleico transportadora en la que puede insertarse
una secuencia de acido nucleico para su introduccion en una célula donde pueda replicarse. Una secuencia de acido
nucleico puede ser "exdgena”, lo que significa que es extrafia a la célula en la que se esta introduciendo el vector o
gue la secuencia es homodloga a una secuencia de la célula, pero en una posiciéon dentro del &cido nucleico de la
célula hospedadora en la que la secuencia normalmente no se encuentra. Los vectores incluyen plasmidos,
coésmidos, virus (bacteriéfagos, virus de animales y virus de plantas) y cromosomas artificiales (por ejemplo, YAC).
Un experto en la materia estaria bien dotado para construir un vector a través de técnicas recombinantes
convencionales (véanse, por ejemplo, Maniatis et al., 1988 y Ausubel et al., 1994, ambos incorporados en el
presente documento por referencia).

La expresion "vector de expresion” se refiere a cualquier tipo de construccion genética que comprenda un acido
nucleico que codifigue un ARN que pueda transcribirse. En algunos casos, las moléculas de ARN después se
traducen en una proteina, polipéptido o péptido. En otros casos, estas secuencias no se traducen, por ejemplo, en la
produccién de moléculas no codificantes o ribozimas. Los vectores de expresion pueden contener diversas
"secuencias de control", que se refieren a las secuencias de acido nucleico necesarias para la transcripcion vy,
posiblemente, la traduccién de una secuencia codificante unida operativamente en una célula hospedadora
particular. Ademas de controlar las secuencias que gobiernan la transcripcién y la traduccion, los vectores y los
vectores de expresion pueden contener secuencias de &cido nucleico que sirven también para otras funciones y que
se describen a continuacion.

La expresion "beneficio terapéutico” o "terapéuticamente eficaz" como se usa en toda la presente solicitud se refiere
a cualquier cosa que promueva o potencie el bienestar del sujeto con respecto al tratamiento médico de esta
afeccion. Esto incluye, pero no se limita a, una reduccion en la frecuencia o gravedad de los signos o sintomas de
una enfermedad. Por ejemplo, el tratamiento del cancer puede implicar, por ejemplo, una reduccion en el tamafio de
un tumor, una reduccion en la invasividad de un tumor, una reduccién en la tasa de crecimiento del cancer o la
prevencion de la metéstasis. El tratamiento del cancer también puede referirse a prolongar la supervivencia de un
sujeto con cancer.

El término "Ku", como se usa en el presente documento, se refiere a la constante de Michaelis-Menten para una
enzima y se define como la concentracion del sustrato especifico a la que una enzima dada produce la mitad de su
velocidad méaxima en una reaccion catalizada por enzimas. El término "kca", como se usa en el presente documento,
se refiere al nimero de recambio o al nimero de moléculas de sustrato que cada sitio de la enzima convierte en
producto por unidad de tiempo y en el que la enzima funciona con la maxima eficiencia. El término "kca/Ku" como se
usa en el presente documento es la constante de especificidad, que es una medida de qué tan eficientemente una
enzima convierte un sustrato en producto.

La expresion "cistationina-y-liasa" (CGL o cistationasa) se refiere a cualquier enzima que cataliza la hidrdlisis de la
cistationina en cisteina. Por ejemplo, incluye formas de primate de cistationina-y-liasa o, en particular, formas
humanas de cistationina-y-liasa.

"Tratamiento" y "tratar" se refieren a la administracién o aplicacion de un agente terapéutico a un sujeto o a la
realizacién de un procedimiento o modalidad en un sujeto con el fin de obtener un beneficio terapéutico de una
enfermedad o afeccion relacionada con la salud. Por ejemplo, un tratamiento puede incluir la administracion de una
cantidad farmacéuticamente eficaz de una metioninasa.

"Sujeto" y "paciente" se refieren a un ser humano o no humano, tal como primates, mamiferos y vertebrados. En
realizaciones particulares, el sujeto es un ser humano.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2702 120 T3

Il. Metionina-y-liasa y Cistationina-y-liasa

Una liasa es una enzima que cataliza la ruptura de diversos enlaces quimicos, formando con frecuencia un nuevo
doble enlace o una nueva estructura de anillo. Por ejemplo, una enzima que cataliza esta reaccion seria una liasa:
ATP — AMPc + PPi. Las liasas difieren de otras enzimas en que solo requieren un solo sustrato para la reaccion en
una direccion, pero dos sustratos para la reaccion inversa.

Una serie de enzimas dependientes de pirioxal-5'-fosfato (PLP) estan implicadas en el metabolismo de la cisteina, la
homocisteina y la metionina, y estas enzimas forman una familia relacionada evolutivamente, designada como
enzimas dependientes de PLP del metabolismo de Cys/Met. Estas enzimas son proteinas de aproximadamente 400
aminoacidos y el grupo PLP se une a un resto de lisina ubicado en la ubicacién central del polipéptido. Los
miembros de esta familia incluyen la cistationina-y-liasa (CGL), la cistationina-y-sintasa (CGS), la cistationina-B-liasa
(CBL), la metionina-y-liasa (MGL) y la O-acetilhomoserina (OAH)/O-acetil-serina (OAS) sulfhidrilasa (OSHS). Comun
a todas ellas es la formacion de un complejo de Michaelis que conduce a un sustrato externo aldimina. El curso
adicional de la reaccion esta determinado por la especificidad de sustrato de la enzima particular.

Por ejemplo, los inventores introdujeron mutaciones especificas en un miembro de la familia de la liasa dependiente
de PLP, tal como la cistationina-y-liasa humana, para cambiar su especificidad de sustrato. De esta manera, los
inventores produjeron nuevas variantes con la capacidad de novo para degradar L-Met como un sustrato con una
actividad catalitica sustancialmente mas alta que hMGL-NLV. En otras realizaciones, también puede contemplarse
una modificacion de otras enzimas dependientes de PLP para producir una nueva actividad degradadora de
metionina.

Como enzima dependiente de PLP, una metionina-y-liasa (EC 4.4.1.11) es una enzima que cataliza la reaccion
quimica: L-metionina + H,O — metanotiol + NH3 + 2-oxobutanoato. Por tanto, los dos sustratos de esta enzima son
L-metionina y H,O, mientras que sus tres productos son metanotiol, NH3 y 2-oxobutanoato. Esta enzima pertenece a
la familia de las liasas, especificamente a la clase de liasas de carbono-azufre. El nombre sistematico de esta clase
de enzimas es L-metionina metanotiol-liasa (que forma 2-oxobutanoato desaminante). Otros nombres de uso comun
incluyen L-metioninasa, metionina liasa, metioninasa, metionina destiometilasa, L-metionina-gamma-liasa y L-
metionina metanotiol-liasa (desaminante). Esta enzima participa en el metabolismo del selenoaminoéacido. Emplea
un cofactor, piridoxal-5'-fosfato.

La metioninasa por lo general consiste en 389-441 aminoacidos y forma un homotetramero. Las enzimas
metioninasa generalmente estdn compuestas por cuatro subunidades idénticas de un peso molecular de ~45 kDa
(Sridhar et al., 2000; Nakamura et al., 1984). La estructura de la enzima se dilucidé mediante cristalizacion (Kudou et
al., 2007). Cada segmento del tetrAmero estd compuesto por tres regiones: un dominio N-terminal prolongado
(restos 1-63) que incluye dos hélices y tres cadenas beta, un dominio de unién a PLP grande (restos 64-262) que
esta formado por una lamina beta de siete cadenas en su mayor parte paralela que se intercala entre ocho hélices
alfa y un dominio C-terminal (restos 263-398). El cofactor PLP es necesario para la funcion catalitica. Los
aminoacidos importantes para la catdlisis se han identificado basandose en la estructura. Tyr59 y Arg6l de
subunidades vecinas, que también estan fuertemente conservadas en otras enzimas de la familia, estan en contacto
con el grupo fosfato de PLP. Estos restos son importantes como el ancla principal dentro del sitio activo. Lys240,
Asp241 y Arg6l de un monomero y Tyrl14 y Cys116 de un mondmero adyacente forman una red de enlaces de
hidrégeno en el sitio activo de la metioninasa que confiere especificidad a la enzima.

La cistationina-y-liasa (CGL o cistationasa) es una enzima que descompone la cistationina en cisteina y a-
cetobutirato. El piridoxal fosfato es un grupo prostético de esta enzima. Aunque los mamiferos no tienen una
metioninasa (MGL), si tienen cistationasa con homologia de secuencia, estructural y quimica con las enzimas MGL
bacterianas. Como se muestra en los Ejemplos, la obtencién de proteinas por ingenieria genética se usé para
convertir la cistationasa, que no tiene actividad para la degradacion de la L-Metionina, en una enzima que puede
degradar este aminoacido a una alta velocidad.

Ill. Obtencidn por ingenieria genética de metioninasa

Puesto que los seres humanos no producen metionina-y-liasa (MGL o metioninasa), es necesario obtener por
ingenieria genética metioninasas para la terapia de seres humanos que tengan una alta actividad y especificidad
para degradar la metionina en condiciones fisiolégicas, asi como una alta estabilidad en fluidos fisiol6gicos, tales
como suero, y que ademas no sean inmundgenas porque son proteinas nativas que normalmente desencadenan
tolerancia inmunitaria.

Debido a los efectos inmunégenos no deseados observados en estudios en animales con pMGL (MGL de P. putida),
es deseable obtener por ingenieria genética la actividad degradadora de L-metionina en una enzima humana. La
tolerancia inmunitaria a las proteinas humanas hace que sea probable que dicha enzima sea no inmunégena o
minimamente inmundgena y, por tanto, bien tolerada.

Determinados aspectos de las nuevas enzimas con actividad MGL como la metioninasa obtenida por ingenieria
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genética abordan estas necesidades. Aunque los mamiferos no tienen una MGL, si tienen una cistationina-y-liasa
(CGL) que tiene homologia de secuencia, estructural y quimica con las enzimas MGL bacterianas. La CGL es un
tetrdmero que cataliza la Ultima etapa en la via de transulfuracion de mamiferos (Rao et al., 1990). La CGL cataliza
la conversién de L-cistationina en L-cisteina, alfa-cetobutirato y amoniaco. EIl ADNc humano de CGL (hCGL) se ha
clonado y expresado anteriormente, pero con rendimientos relativamente bajos (~ 5 mg/l de cultivo) (Lu et al., 1992;
Steegborn et al., 1999).

Por ejemplo, se han proporcionado métodos y composiciones relacionadas con una cistationina-y-liasa (CGL o
cistationasa) de primate (en particular de ser humano) modificada a través de mutagenia para hidrolizar metionina
con una alta eficacia, mientras que la cistationina-y-liasa no presenta actividad metioninasa en su forma nativa.

Algunas realizaciones se refieren a proteinas y polipéptidos modificados. Las realizaciones particulares se refieren a
una proteina o un polipéptido modificados que presentan al menos una actividad funcional que es comparable a la
version sin modificar, preferentemente, la actividad de la enzima metioninasa. En aspectos adicionales, la proteina o
el polipéptido puede modificarse adicionalmente para aumentar la estabilidad en suero. Por tanto, cuando la
presente solicitud se refiere a la funciéon o actividad de "proteina modificada” o un "polipéptido modificado”, un
experto en la materia entendera que esto incluye, por ejemplo, una proteina o polipéptido que posee una ventaja
adicional sobre la proteina o polipéptido sin modificar, tal como la actividad de la enzima metioninasa. En
determinadas realizaciones, la proteina o polipéptido sin modificar es una cistationina-y-liasa nativa, especificamente
una cistationina-y-liasa humana. Se contempla especificamente que las realizaciones que se refieren a una "proteina
modificada" puedan implementarse con respecto a un "polipéptido modificado" y viceversa.

La determinacién de la actividad puede conseguirse usando ensayos familiares para los expertos en la materia, en
particular con respecto a la actividad de la proteina y puede incluir con fines de comparacion, por ejemplo, el uso de
versiones nativas y/o recombinantes ya sea de la proteina o el polipéptido modificados o sin modificar. Por ejemplo,
la actividad metioninasa puede determinarse mediante cualquier ensayo para detectar la produccién de cualquier
sustrato que sea resultado de la conversion de metionina, tal como el alfa-cetobutirato, el metanotiol y/o el
amoniaco.

En determinadas realizaciones, un polipéptido modificado, tal como una cistationina-y-liasa modificada, puede
identificarse basandose en su aumento de la actividad degradadora de metionina. Por ejemplo, pueden identificarse
sitios de reconocimiento de sustrato del polipéptido sin modificar. Esta identificacion puede basarse en el analisis
estructural o el andlisis de homologia. Puede generarse una poblacién de mutantes que impliquen modificaciones de
dichos sitios de reconocimiento de sustrato. En una realizacién adicional, pueden seleccionarse mutantes con una
mayor actividad degradadora de metionina a partir de la poblacién mutante. La seleccion de los mutantes deseados
puede incluir métodos, tales como la deteccion de subproductos o productos de la degradacion de metionina.

Las proteinas modificadas pueden poseer supresiones y/o sustituciones de aminoacidos; por tanto, una proteina con
una supresion, una proteina con una sustitucién y una proteina con una supresion y una sustitucién son proteinas
modificadas. En algunas realizaciones, estas proteinas modificadas pueden incluir adicionalmente inserciones o
aminoacidos afadidos, tales como proteinas de fusion o proteinas con enlazadores, por ejemplo. Una "proteina
suprimida modificada" carece de uno o mas restos de la proteina nativa, pero puede poseer la especificidad y/o
actividad de la proteina nativa. Una "proteina suprimida modificada" también puede tener una inmunogenia o una
antigenicidad reducidas. Un ejemplo de una proteina suprimida modificada es una que tiene un resto de aminoacido
suprimido de al menos una regién antigénica, es decir, una region de la proteina que se determina que es antigénica
en un organismo particular, tal como el tipo de organismo al que se le puede administrar la proteina modificada.

Las variantes de sustitucion o reemplazo normalmente contienen el intercambio de un aminoacido por otro en uno o
mas sitios dentro de la proteina y pueden disefiarse para modular una o mas propiedades del polipéptido, en
particular sus funciones efectoras y/o biodisponibilidad. Las sustituciones pueden o no ser conservadoras, es decir,
un amino4cido se reemplaza por uno de forma y carga similares. Las sustituciones conservadoras son bien
conocidas en la técnica e incluyen, por ejemplo, los cambios de: alanina a serina; arginina a lisina; asparagina a
glutamina o histidina; aspartato a glutamato; cisteina a serina; glutamina a asparagina; glutamato a aspartato; glicina
a prolina; histidina a asparagina o glutamina; isoleucina a leucina o valina; leucina a valina o isoleucina; lisina a
arginina; metionina a leucina o isoleucina; fenilalanina a tirosina, leucina o metionina; serina a treonina; treonina a
serina; triptéfano a tirosina; tirosina a triptéfano o fenilalanina; y valina a isoleucina o leucina.

Ademas de una supresion o sustitucién, una proteina modificada puede poseer una inserciéon de restos, que
normalmente implica la adiciéon de al menos un resto en el polipéptido. Esto puede incluir la insercién de un péptido o
polipéptido de direccionamiento o simplemente un Unico resto. Se analizan a continuacion adiciones terminales,
denominadas proteinas de fusion.

La expresion "equivalente biolégicamente funcional" se entiende bien en la técnica y se define con mas detalle en el
presente documento. En consecuencia, se incluyen secuencias que tienen entre aproximadamente el 70 % y
aproximadamente el 80 %, o entre aproximadamente el 81 % y aproximadamente el 90 %, o incluso entre
aproximadamente el 91 % y aproximadamente el 99 % de aminoacidos que son idénticos o funcionalmente
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equivalentes a los aminoacidos de un polipéptido de control, a condicién de que se mantenga la actividad biol6gica
de la proteina. Una proteina modificada puede ser biolégicamente funcionalmente equivalente a su homélogo nativo
en determinados aspectos.

También se entendera que las secuencias de aminoacidos y acido nucleico pueden incluir restos adicionales, tales
como aminoéacidos N o C-terminales o secuencias 5' o 3' adicionales y, aun asi, ser esencialmente como se
establece en una de las secuencias desveladas en el presente documento, siempre gque la secuencia satisfaga los
criterios establecidos anteriormente, incluyendo el mantenimiento de la actividad de la proteina bioldgica en lo que
concierne a la expresion de la proteina. La adicion de secuencias terminales se aplica en particular a las secuencias
de acido nucleico que pueden, por ejemplo, incluir diversas secuencias no codificantes que flanquean cualquiera de
las porciones 5' o 3' de la regién codificante o pueden incluir diversas secuencias internas, es decir, intrones, que se
sabe que aparecen dentro de los genes.

IV. Agotamiento enzimatico de L-metionina para terapia

En determinados aspectos, los polipéptidos pueden usarse para el tratamiento de enfermedades, incluyendo
canceres que son sensibles al agotamiento de metionina, tales como el carcinoma hepatocelular, el melanoma vy el
carcinoma de células renales, con nuevas enzimas que agotan la L-metionina. La invencién desvela especificamente
métodos de tratamiento que usan cistationina-y-liasa modificada con actividad degradadora de metionina. Como se
describe a continuacién, como las metionina-y-liasas disponibles actualmente son normalmente proteinas derivadas
de bacterias, siguen existiendo varios problemas para su uso en terapia de seres humanos. Determinadas
realizaciones de la presente invencién proporcionan nuevas enzimas con actividad metionina-y-liasa para aumentar
la eficacia terapéutica.

El agotamiento de metionina (L-Met) se ha estudiado durante mucho tiempo como un posible tratamiento para el
cancer. Si bien la L-Met es un aminoacido esencial, se ha demostrado que muchas estirpes celulares y tumores
malignos humanos tienen una necesidad de metionina relativamente mayor (Halpern et al., 1974; Kreis y Goodenow,
1978; Breillout et al., 1990; Kreis et al., 1980; Kreis, 1979). Las estirpes celulares tumorales dependientes de
metionina presentan niveles nulos o bajos de metionina sintasa, la enzima que normalmente recicla la homocisteina
de nuevo a L-Met (Halpern et al., 1974; Ashe et al., 1974). La mayoria de las células normales pueden crecer con
precursores, tales como la homocisteina y la homocistina, mientras que muchas células malignas deben recatar la L-
Met directamente de su entorno extracelular. Ademas, cualquier neoplasia en rapido crecimiento puede verse
afectada negativamente por la falta de elementos componentes basicos para el crecimiento. La metionina es
particularmente importante ya que su agotamiento conduce no solo a la disminucién de la sintesis de proteinas, sino
también a la desregulacion de las vias de metilacion dependientes de S-adenosilmetionina (SAM), que son
particularmente importantes para la regulacion génica.

Las diferencias en las necesidades de metionina entre las células normales y las cancerosas proporcionan una
oportunidad terapéutica. El agotamiento enzimatico de metionina se ha explorado en una serie de estudios en
modelos animales, asi como en ensayos clinicos de Fase | (Tan et al., 1997a; Tan et al., 1996a; Lishko et al., 1993;
Tan et al., 1996b; Yoshioka et al., 1998; Yang et al., 2004a; Yang et al., 2004b; Tan et al., 1997b).

Debido a que los seres humanos carecen de una enzima que hidrolice la metionina, se evaluaron las L-metionina-y-
liasas bacterianas, MGL, de diversas fuentes para la terapia antineoplasica. La metionina-y-liasa cataliza la
conversion de metionina en metanotiol, alfa-cetobutirato y amoniaco. Se han purificado y sometido a ensayo
enzimas bacterianas de diversas fuentes como agentes agotadores de metionina contra estirpes celulares
cancerosas. La fuente P. putida (pMGL) se selecciond para aplicaciones terapéuticas debido a su alta actividad
catalitica, bajo valor de Ky y valor relativamente alto de ke (Esaki y Soda, 1987; Ito et al., 1976), en comparacién
con otras fuentes. Ademas, el gen para pMGL se ha clonado en E. coli y la proteina se expres6 con un alto
rendimiento proteico (Tan et al, 1997a; Hori et al, 1996).

Se han realizado estudios in vivo en modelos animales, asi como en seres humanos. Tan et al. (1997a) realizaron
estudios con tumores humanos xenoinjertados en ratones atimicos y descubrieron que los canceres de pulmén,
colon, rifién, cerebro, préstata y el melanoma eran todos sensibles a pMGL. Adicionalmente, no se detecté ninguna
toxicidad a dosis eficaces, como se determind por la ausencia de pérdida de peso en los animales. Se determind
gue la semivida en estos experimentos era de solo 2 h, medida a partir de muestras de sangre recogidas. Ademas,
se requiere la infusion de PLP con el fin de mantener la actividad de la MGL. A pesar de la semivida muy corta, Tan
et al. (1997a) notificaron la inhibicion del crecimiento tumoral en comparacién con un control de solucién salina.

Yang et al. (2004b) estudiaron la farmacocinética, la farmacodinamica en términos de agotamiento de metionina, la
antigenicidad y la toxicidad de la MGL en un modelo de primate. Los estudios de busqueda de dosis se realizaron a
1000-4000 unidades/kg administradas por via intravenosa. La dosis mas alta fue capaz de reducir la metionina
plasmatica a un nivel indetectable (menos de 0,5 uM) 30 min después de la inyeccion, permaneciendo el nivel de
metionina indetectable durante 8 h. El andlisis farmacocinético mostr6 que la pMGL se elimin6é con una semivida de
2,5 h. Una administracion de esa dosis cada 8 h/dia durante 2 semanas dio como resultado un agotamiento de
metionina plasmatica en estado estacionario a menos de 2 uM. Se observé una leve toxicidad a través de la
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disminucion de la ingesta de alimentos y una ligera pérdida de peso. Desafortunadamente, la reexposicion el dia 28
dié como resultado un shock anafilactico y muerte en un animal, indicando que la pMGL es altamente inmundgena,
lo que es una desventaja significativa para la terapia de seres humanos. El pretratamiento posterior con
hidrocortisona previno la reaccidon anafilactica, aunque con frecuencia se observaron vomitos. Se realizaron
reexposiciones adicionales en los dias 66, 86 y 116. Se detectaron anticuerpos anti-rMGL después de la primera
exposicién y aumentaron en concentracion a lo largo de la duracién del tratamiento.

En respuesta a estos obstaculos observados para la implementacion terapéutica de MGL, Yang et al. (2004b)
estudiaron la PEGilacion de la enzima y su efecto sobre la semivida y la inmunogenia. La enzima se acoplé a
metoxipolietilenglicol succinimidil glutarato (MEGC-PEG-5000). Se realizaron nuevamente estudios de busqueda de
dosis y 4000 unidades/kg (90 mg/kg) fueron suficientes para reducir la metionina plasmatica a <5 pmol/l durante
12 h. El andlisis farmacocinético mostré una mejora de 36 veces en la semivida de aclaramiento en suero de la
enzima PEGilada, en comparacion con la enzima no PEGilada. La PEGilacién también atenu6 la inmunogenia en
cierta medida, ya que solo se observaron las toxicidades leves de una menor ingesta de alimentos y una menor
pérdida de peso. Sin embargo, la semivida de actividad no mejor6 ya que los niveles de L-Met solo se mantuvieron
por debajo de los niveles de deteccion durante 12 h en lugar de 8 h para la enzima no PEGilada. Estos resultados,
aunque prometedores para el uso de una enzima agotadora de L-Met como agente antineoplasico, se ven
desafiados por las deficiencias significativas de la inmunogenia y la farmacocinética.

Determinados aspectos de la presente invencién proporcionan una cistationina-y-liasa modificada con actividad
degradadora de metionina para su uso en el tratamiento de tumores. En particular, el polipéptido modificado puede
tener secuencias polipeptidicas humanas y, por tanto, puede prevenir reacciones alérgicas en pacientes humanos,
permitir la dosificacion repetida y aumentar la eficacia terapéutica.

Los tumores para los que los presentes métodos de tratamiento son Utiles incluyen cualquier tipo de célula maligna,
tal como las que se encuentran en un tumor sélido o un tumor hemético. Los tumores sélidos de ejemplo pueden
incluir, pero no se limitan a, un tumor de un 6rgano seleccionado entre el grupo que consiste en pancreas, colon,
ciego, estbmago, cerebro, cabeza, cuello, ovario, rifién, laringe, sarcoma, pulmén, vejiga, melanoma, préstata y
mama. Los tumores hematicos de ejemplo incluyen tumores de la médula 6sea, tumores malignos de células T o B,
leucemias, linfomas, blastomas, mielomas y similares. Los ejemplos adicionales de canceres que pueden tratarse
usando los métodos proporcionados en el presente documento incluyen, pero no se limitan a, carcinoma, linfoma,
blastoma, sarcoma, leucemia, cancer de células escamosas, cancer de pulmon (incluyendo el cancer de pulmén
microcitico, el cancer de pulmdn no microcitico, el adenocarcinoma de pulmén y el carcinoma escamoso de pulmén),
cancer del peritoneo, cancer hepatocelular, cancer gastrico o de estémago (incluyendo el cancer gastrointestinal y el
cancer de estroma gastrointestinal), cancer pancreatico, glioblastoma, cancer del cuello del atero, cancer de ovario,
cancer de higado, cancer de vejiga, cancer de mama, cancer de colon, cancer colorrectal, carcinoma endometrial o
uterino, carcinoma de glandulas salivales, cancer de rifion o renal, cancer de préstata, cancer de vulva, cancer de
tiroides, diversos tipos de cancer de cabeza y cuello, melanoma, melanoma de extensién superficial, melanoma
lentigo maligno, melanomas lentiginosos acros, melanomas nodulares, asi como linfoma de células B (incluyendo el
linfoma no Hodgkin de grado bajo/folicular (LNH); el LNH linfocitico pequefio (LP); el LNH de grado medio/folicular; el
LNH difuso de grado medio; el LNH inmunoblastico de grado alto; el LNH linfoblastico de grado alto; el LNH de
células pequefias no escindidas de alto grado; el LNH enfermedad voluminosa; el linfoma de células del manto; el
linfoma relacionado con el SIDA; y la macroglobulinemia de Waldenstrom), la leucemia linfocitica cronica (LLC), la
leucemia linfoblastica aguda (LLA), la leucemia de células pilosas, el mieloma miiltiple, la leucemia mieloide aguda
(LMA) y la leucemia mieloblastica crénica.

El cancer puede ser especificamente del siguiente tipo histoldgico, aunque no se limita a éstos: neoplasia, maligna;
carcinoma; carcinoma indiferenciado; carcinoma macrocitico y fusocelular; carcinoma microcitico; carcinoma papilar;
carcinoma de células escamosas; carcinoma linfoepitelial; carcinoma de células basales; carcinoma de pilomatriz;
carcinoma de células de transicion; carcinoma de células de transicidn papilar; adenocarcinoma; gastrinoma,
maligno; colangiocarcinoma; carcinoma hepatocelular; carcinoma hepatocelular combinado y colangiocarcinoma;
adenocarcinoma trabecular; carcinoma adenoide quistico; adenocarcinoma en pdlipo adenomatoso;
adenocarcinoma, poliposis coli familiar; carcinoma soélido; tumor carcinoide, maligno; adenocarcinoma bronquiolo-
alveolar; adenocarcinoma papilar; carcinoma cromoéfobo; carcinoma acidéfilo; adenocarcinoma oxifilo; carcinoma
basdfilo; adenocarcinoma de células transparentes; carcinoma de células granulares; adenocarcinoma folicular;
adenocarcinoma papilar y folicular; carcinoma esclerosante no encapsulante; carcinoma corticosuprarrenal;
carcinoma endometroide; carcinoma de apéndice cutaneo; adenocarcinoma apocrino; adenocarcinoma sebaceo;
adenocarcinoma ceruminoso; carcinoma mucoepidermoide; cistadenocarcinoma; cistadenocarcinoma papilar;
cistadenocarcinoma seroso papilar; cistadenocarcinoma mucinoso; adenocarcinoma mucinoso; carcinoma de células
en anillo de sello; carcinoma del conducto infiltrante; carcinoma medular; carcinoma lobular; carcinoma inflamatorio;
enfermedad de Paget, mamaria; carcinoma de células acinares; carcinoma adenoescamoso; adenocarcinoma con
metaplasia escamosa; timoma maligno; tumor de estroma ovarico, maligno; tecoma, maligno; tumor de células
granulosas, maligno; androblastoma, maligno; carcinoma de células de Sertoli; tumor de células de Leydig, maligno;
tumor de células lipidicas, maligno; paraganglioma, maligno; paraganglioma extra mamario, maligno;
feocromocitoma; glomangiosarcoma; melanoma maligno; melanoma amelanético; melanoma de propagacion
superficial; melanoma maligno en nevo pigmentado gigante; melanoma de células epitelioides; nevo azul, maligno;
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sarcoma; fibrosarcoma; histiocitoma fibroso, maligno; mixosarcoma; liposarcoma; leiomiosarcoma;
rabdomiosarcoma; rabdomiosarcoma embrionario; rabdomiosarcoma alveolar; sarcoma estromal; tumor mixto,
maligno; tumor mulleriano mixto; nefroblastoma; hepatoblastoma; carcinosarcoma; mesenquimoma maligno; tumor
de Brenner, maligno; tumor filoide, maligno; sarcoma sinovial; mesotelioma maligno; disgerminoma; carcinoma
embrionario; teratoma maligno; estruma de ovarios, maligno; coriocarcinoma; mesonefroma, maligno;
hemangiosarcoma; hemangioendotelioma, maligno; sarcoma de Kaposi; hemangiopericitoma, maligno;
linfangiosarcoma; osteosarcoma; osteosarcoma yuxtacortical; condrosarcoma; condroblastoma maligno;
condrosarcoma mesenquimatoso; tumor de células gigantes del hueso; sarcoma de Ewing; tumor odontogénico,
maligno; odontosarcoma ameloblastico; ameloblastoma, maligno; fibrosarcoma ameloblastico; pinealoma, maligno;
cordoma; glioma maligno; ependimoma; astrocitoma; astrocitoma protoplasmatico; astrocitoma fibrilar;
astroblastoma; glioblastoma; oligodendroglioma; oligodendroblastoma; neuroectodérmico primitivo; sarcoma
cerebeloso; ganglioneuroblastoma; neuroblastoma; retinoblastoma; tumor neurogénico olfativo; meningioma,
maligno; neurofibrosarcoma; neurilemoma, maligno; tumor de células granulares, maligno; linfoma maligno;
enfermedad de Hodgkin; paragranuloma de Hodgkin; linfoma maligno, linfocitico pequefio; linfoma maligno, de
células grandes, difuso; linfoma maligno, folicular; micosis fungoide; otros linfomas no de Hodgkin especificados;
histiocitosis maligna; mieloma mudltiple; sarcoma de mastocitos; enfermedad inmunoproliferativa del intestino
delgado; leucemia; leucemia linfoide; leucemia de células plasméticas; eritroleucemia; leucemia de células de
linfosarcoma; leucemia mieloide; leucemia basdfila; leucemia eosindfila; leucemia monocitica; leucemia mastocitica;
leucemia megacarioblastica; sarcoma mieloide; y leucemia de células pilosas.

La metioninasa humana obtenida por ingenieria genética derivada de cistationasa puede usarse en la presente
invencion como agente antitumoral en diversas modalidades para agotar la metionina de una célula tumoral, tejido
tumoral o la circulacién de un mamifero con cancer, o para el agotamiento de metionina donde su agotamiento se
considere deseable.

El agotamiento puede realizarse in vivo en la circulacién de un mamifero, in vitro en los casos en que se desee el
agotamiento de metionina en cultivos de tejidos u otros medios bioldgicos, y en procedimientos ex vivo donde se
manipulan fluidos bioldgicos, células o tejidos fuera del cuerpo y, posteriormente, regresan al cuerpo del paciente
mamifero. El agotamiento de metionina de la circulacion, los medios de cultivo, los fluidos bioldgicos o las células se
realiza para reducir la cantidad de metionina accesible para el material que se esta tratando y, por tanto, comprende
poner en contacto el material que se ha de agotar con una cantidad agotadora de metionina de la metioninasa
humana obtenida por ingenieria genética en condiciones de agotamiento de metionina para degradar la metionina
ambiental en el material puesto en contacto.

Debido a que las células tumorales dependen de su medio nutriente para obtener metionina, el agotamiento puede
dirigirse a la fuente de nutrientes para las células y no necesariamente a las propias células. Por tanto, en una
aplicacion in vivo, tratar una célula tumoral incluye poner en contacto el medio nutriente para una poblacion de
células tumorales con la metioninasa obtenida por ingenieria genética. En esta realizacién, el medio puede ser
sangre, fluido linfatico, fluido espinal y fluido corporal similar donde se desee el agotamiento de metionina.

La eficiencia del agotamiento de metionina puede variar ampliamente dependiendo de la aplicacion y, normalmente,
depende de la cantidad de metionina presente en el material, la tasa de agotamiento deseada y la tolerancia del
material a la exposicion a la metioninasa. Los niveles de metionina en un material y, por tanto, las tasas de
agotamiento de metionina del material pueden controlarse facilmente mediante diversos métodos quimicos y
bioquimicos bien conocidos en la técnica. Se describen cantidades que agotan la metionina de ejemplo
adicionalmente en el presente documento y pueden variar de 0,001 a 100 unidades (U) de metioninasa obtenida por
ingenieria genética, preferentemente de aproximadamente 0,01 a 10U vy, mas preferentemente, de
aproximadamente 0,1 a 5 U de metioninasa obtenida por ingenieria genética por mililitro (ml) de material que se ha
de tratar.

Las condiciones de agotamiento de metionina son condiciones de temperatura y tampon compatibles con la
actividad bioldgica de una enzima metioninasa, e incluyen condiciones de temperatura, sal y pH moderadas
compatibles con la enzima, por ejemplo, condiciones fisiologicas. Las condiciones de ejemplo incluyen
aproximadamente 4-40 °C, una fuerza ionica equivalente a aproximadamente NaCl 0,05 a 0,2M y un pH de
aproximadamente 5 a 9, mientras que las condiciones fisioldgicas estan incluidas.

En una realizacién particular, la invencién contempla metioninasa obtenida por ingenieria genética para su uso como
agente antitumoral y, por tanto, comprende poner en contacto una poblacion de células tumorales con una cantidad
terapéuticamente eficaz de metioninasa obtenida por ingenieria genética durante un periodo de tiempo suficiente
para inhibir el crecimiento de células tumorales.

En una realizacion, el contacto in vivo se realiza administrando, mediante inyeccion intravenosa o intraperitoneal,
una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion fisioldgicamente tolerable que comprende una
metioninasa obtenida por ingenieria genética de la presente invencién a un paciente, agotando de este modo la
fuente de metionina circulante de las células tumorales presentes en el paciente. La puesta en contacto de la
metioninasa obtenida por ingenieria genética también puede conseguirse administrando la metioninasa obtenida por
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ingenieria genética en el tejido que contiene las células tumorales.

Una cantidad terapéuticamente eficaz de una metioninasa obtenida por ingenieria genética es una cantidad
predeterminada calculada para conseguir el efecto deseado, es decir, para agotar la metionina en el tejido tumoral o
en la circulacién de un paciente y, por tanto, provocar que las células tumorales dejen de dividirse. Por tanto, los
intervalos de dosificacion para la administracién de metioninasa obtenida por ingenieria genética de la invencién son
aquellos suficientemente grandes para producir el efecto deseado en el que se reducen los sintomas de la division
celular tumoral y el ciclo celular. La dosis no debe ser tan grande como para provocar efectos secundarios adversos,
tales como sindromes de hiperviscosidad, edema pulmonar, insuficiencia cardiaca congestiva y similares. En
general, la dosis variara con la edad, el estado, el sexo y la extensién de la enfermedad en el paciente y puede
determinarse por un experto en la materia. La dosis puede ser ajustada por el médico individual en caso de cualquier
complicacion.

Por ejemplo, una cantidad terapéuticamente eficaz de una metioninasa obtenida por ingenieria genética puede ser
una cantidad de manera que cuando se administre en una composicion fisiolégicamente tolerable sea suficiente para
conseguir una concentracion intravascular (plasmatica) o local de aproximadamente 0,001 a aproximadamente 100
unidades (U) por ml, preferentemente superior a aproximadamente 0,1 U y mas preferentemente superior a 1 U de
metioninasa obtenida por ingenieria genética por ml. Las dosis normales pueden administrarse basandose en el
peso corporal y estan en el intervalo de aproximadamente 5-1000 U/kilogramo (kg)/dia, preferentemente de
aproximadamente 5-100 U/kg/dia, mas preferentemente de aproximadamente 10-50 U/kg/dia y mas
preferentemente de aproximadamente 2040 U/kg/dia.

La metioninasa obtenida por ingenieria genética puede administrarse por via parenteral por inyeccion o por infusién
gradual a lo largo del tiempo. La metioninasa obtenida por ingenieria genética puede administrarse por via
intravenosa, por via intraperitoneal, por via oral, por via intramuscular, por via subcutanea, por via intracavitaria, por
via transdérmica, por via dérmica, puede entregarse por medios peristalticos, puede inyectarse directamente en el
tejido que contiene las células tumorales o puede administrarse mediante una bomba conectada a un catéter que
puede contener un posible biosensor de metionina.

Las composiciones terapéuticas que contienen metioninasa obtenida por ingenieria genética se administran
convencionalmente por via intravenosa, como por inyeccion de una dosis unitaria, por ejemplo. La expresion "dosis
unitaria" cuando se usa en referencia a una composicion terapéutica se refiere a unidades fisicamente aisladas
adecuadas como dosificacion unitaria para el sujeto, conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de
material activo calculada para producir el efecto terapéutico deseado en asociacion con el diluyente necesario, es
decir, excipiente o vehiculo.

Las composiciones se administran de una manera compatible con la formulacién de dosificacion y en una cantidad
terapéuticamente eficaz. La cantidad que se ha de administrar depende del sujeto que se trata, de la capacidad del
sistema del sujeto para utilizar el principio activo y del grado de efecto terapéutico deseado. Las cantidades precisas
de principio activo necesarias para administrarse dependen del juicio del profesional y son peculiares para cada
individuo. Sin embargo, se desvelan intervalos de dosificacion adecuados para la aplicacion sistémica en el presente
documento y dependen de la via de administracion. También se contemplan pautas adecuadas para la
administracion inicial e inyecciones de refuerzo y se tipifican por una administracion inicial seguida de dosis
repetidas a intervalos de una o mas horas mediante una inyeccién posterior u otra administracion. Las
administraciones multiples de ejemplo se describen en el presente documento y se prefieren en particular para
mantener niveles séricos y tisulares continuamente altos de metioninasa obtenida por ingenieria genética y, por el
contrario, niveles séricos y tisulares bajos de metionina. Como alternativa, se contempla la infusion intravenosa
continua suficiente para mantener las concentraciones en la sangre en los intervalos especificados para las terapias
in vivo.

V. Conjugados

Las composiciones de la presente invencion implican una modificacion adicional de la metioninasa obtenida por
ingenieria genética para la mejora, tal como la formacién de conjugados con segmentos de péptidos o polimeros
heterélogos, tales como polietilenglicol. En aspectos adicionales, la metioninasa obtenida por ingenieria genética
puede estar unida a PEG para aumentar el radio hidrodinamico de la enzima y, por tanto, aumentar la persistencia
sérica. En determinados aspectos, el polipéptido desvelado puede conjugarse con cualquier agente de
direccionamiento, tal como un ligando que tenga la capacidad de unirse de manera especifica y estable a un
receptor externo o sitio de unién en una célula tumoral (Publicacién de Patente de los EE.UU. 2009/0304666).

A. Proteinas de fusion
Determinadas realizaciones de la presente invencion se refieren a proteinas de fusion. Estas moléculas pueden
tener la metioninasa humana obtenida por ingenieria genética unida en el término N o C a un dominio heterdlogo.

Por ejemplo, las fusiones también pueden emplear secuencias lideres de otras especies para permitir la expresion
recombinante de una proteina en un hospedador heter6logo. Otra fusion util incluye la adicion de un marcador de
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afinidad de proteinas, tal como un marcador de afinidad de albumina sérica o seis restos de histidina, o un dominio
inmunitariamente activo, tal como un epitopo de anticuerpo, preferentemente escindible, para facilitar la purificacion
de la proteina de fusion. Los marcadores de afinidad no limitantes incluyen polihistidina, proteina de unién a quitina
(CBP), proteina de union a maltosa (MBP) y glutation-S-transferasa (GST).

En una realizacién particular, la metioninasa humana obtenida por ingenieria genética puede unirse a un péptido que
aumenta la semivida in vivo, tal como un polipéptido XTEN (Schellenberger et al., 2009), dominio Fc de IgG,
alblmina o un péptido de unién a albumina.

Los expertos en la materia conocen bien métodos de generacion de proteinas de fusion. Dichas proteinas pueden
producirse, por ejemplo, mediante sintesis de novo de la proteina de fusién completa o mediante la unién de la
secuencia de ADN que codifica el dominio heterélogo, seguida de la expresion de la proteina de fusion intacta.

La produccion de proteinas de fusién que recuperan las actividades funcionales de las proteinas parentales puede
facilitarse conectando genes con un segmento de ADN puente que codifica un enlazador peptidico que se corta y
empalma entre los polipéptidos conectados en tandem. El enlazador tendria una longitud suficiente para permitir el
plegamiento adecuado de la proteina de fusion resultante.

B. Enlazadores

En determinadas realizaciones, la metioninasa obtenida por ingenieria genética puede conjugarse quimicamente
usando reactivos de reticulacion bifuncionales o puede fusionarse en el nivel de proteina con enlazadores
peptidicos.

Se han utilizado reactivos de reticulacion bifuncionales ampliamente para diversos fines, incluyendo la preparacion
de matrices de afinidad, la modificacion y la estabilizacion de diversas estructuras, la identificacién de los sitios de
union de ligandos y receptores y los estudios estructurales. También pueden usarse enlazadores peptidicos
adecuados para unir la metioninasa obtenida por ingenieria genética, tales como los enlazadores de Gly-Ser.

Los reactivos homobifuncionales que llevan dos grupos funcionales idénticos demostraron ser altamente eficientes
para la inducciéon de la reticulacion entre macromoléculas o subunidades de una macromolécula idénticas y
diferentes, y para la unidon de ligandos polipeptidicos a sus sitios de union especificos. Los reactivos
heterobifuncionales contienen dos grupos funcionales diferentes. Mediante el aprovechamiento de las reactividades
diferenciales de los dos grupos funcionales diferentes, la reticulacion puede controlarse selectiva y secuencialmente.
Los reactivos de reticulacion bifuncionales pueden dividirse de acuerdo con la especificidad de sus grupos
funcionales, por ejemplo, grupos especificos de amino, sulfhidrilo, guanidina, indol, carboxilo. De estos, los reactivos
dirigidos a grupos amino libres se han vuelto especialmente populares debido a su disponibilidad comercial, facilidad
de sintesis y las condiciones de reaccién moderadas en las que pueden aplicarse.

Una mayoria de los reactivos de reticulaciéon heterobifuncionales contienen un grupo reactivo con amina primaria y
un grupo reactivo con tiol. En otro ejemplo, se describen reactivos de reticulacién heterobifuncionales y métodos de
uso de los reactivos de reticulacion (Patente de los EE.UU. N.° 5.889.155, incorporada especificamente en el
presente documento por referencia en su totalidad). Los reactivos de reticulacion combinan un resto de hidrazida
nucledfila con un resto de maleimida electrdéfila, permitiendo el acoplamiento, en un ejemplo, de aldehidos con tioles
libres. El reactivo de reticulacion puede modificarse para reticular diversos grupos funcionales.

Adicionalmente, puede usarse cualquier otro agente y/o mecanismo de unién/acoplamiento conocidos por los
expertos en la materia para combinar la metioninasa humana obtenida por ingenieria genética, tal como, por
ejemplo, interaccién anticuerpo-antigeno, enlaces avidina biotina, enlaces amida, enlaces éster, enlaces tioéster,
enlaces éter, enlaces tioéter, enlaces fosfoéster, enlaces fosforamida, enlaces anhidrido, enlaces disulfuro,
interacciones ionicas e hidréfobas, anticuerpos biespecificos y fragmentos de anticuerpos o combinaciones de los
mismos.

Se prefiere que se emplee un reticulante que tenga una estabilidad razonable en sangre. Se conocen numerosos
tipos de enlazadores que contienen enlaces disulfuro que pueden emplearse satisfactoriamente para conjugar
agentes de direccionamiento y agentes terapéuticos/preventivos. Los enlazadores que contienen un enlace disulfuro
gue esta impedido estéricamente pueden demostrar proporcionar una mayor estabilidad in vivo. Estos enlazadores
son, por tanto, un grupo de agentes de enlace.

Ademas de los reticulantes impedidos, también pueden emplearse enlazadores no impedidos de acuerdo con esto.
Otros reticulantes Utiles, que no se considera que contengan o generen un disulfuro protegido, incluyen SATA,
SPDP y 2-iminotiolano (Wawrzynczak y Thorpe, 1987). El uso de dichos reticuladores se comprende bien en la
técnica. Otra realizacion implica el uso de enlazadores flexibles.

Una vez conjugado quimicamente, el péptido generalmente se purificard para separar el conjugado de los agentes
no conjugados y de otros contaminantes. Se dispone de un gran numero de técnicas de purificacion para su uso en
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proporcionar conjugados con un grado de pureza suficiente para volverlos clinicamente utiles.

Los métodos de purificacion basados en la separacion por tamafio, tales como la filtracion en gel, la permeacion en
gel o la cromatografia liquida de alto rendimiento, generalmente seran de mayor utilidad. También pueden usarse
otras técnicas cromatogréaficas, tales como la separacion con Blue-Sepharose. Pueden ser Utiles métodos
convencionales para purificar las proteinas de fusion de los cuerpos de inclusién, tales como el uso de detergentes
débiles, tales como N-lauroil-sarcosina de sodio (SLS).

C. PEGilacién

En determinados aspectos de la invencién, se desvelan composiciones relacionadas con la PEGilaciéon de
metioninasa obtenida por ingenieria genética. Por ejemplo, la metioninasa obtenida por ingenieria genética puede
PEGilarse de acuerdo con los métodos desvelados en el presente documento.

La PEGilacion es el proceso de unién covalente de cadenas de polimeros de poli(etilenglicol) a otra molécula,
normalmente un farmaco o una proteina terapéutica. La PEGilacién se consigue habitualmente mediante la
incubacién de un derivado reactivo de PEG con la macromolécula diana. La unién covalente de PEG con un farmaco
0 proteina terapéutica puede "enmascarar" el agente frente al sistema inmunitario del hospedador (inmunogenia y
antigenicidad reducidas) o puede aumentar el tamafio hidrodinamico (tamafio en solucién) del agente, lo que
prolonga su tiempo circulatorio mediante la reducciéon del aclaramiento renal. La PEGilacion también puede
proporcionar solubilidad en agua a los farmacos y proteinas hidréfobos.

La primera etapa de la PEGilacién es la funcionalizacién adecuada del polimero de PEG en uno o ambos extremos.
Los PEG que se activan en cada extremo con el mismo resto reactivo se conocen como "homobifuncionales”,
mientras que, si los grupos funcionales presentes son diferentes, entonces el derivado de PEG se denomina
"heterobifuncional" o "heterofuncional”". Los derivados quimicamente activos o activados del polimero de PEG se
prepara para unir el PEG a la molécula deseada.

La eleccion del grupo funcional adecuado para el derivado de PEG se basa en el tipo de grupo reactivo disponible
en la molécula que se acoplara al PEG. Para las proteinas, los aminoacidos reactivos normales incluyen lisina,
cisteina, histidina, arginina, acido aspartico, acido glutamico, serina, treonina y tirosina. También pueden usarse el
grupo amino N-terminal y el &cido carboxilico C-terminal.

Las técnicas utilizadas para formar derivados de PEG de primera generacion son generalmente hacer reaccionar el
polimero de PEG con un grupo que es reactivo con grupos hidroxilo, normalmente anhidridos, cloruros de &cido,
cloroformiatos y carbonatos. En la quimica de PEGilacion de segunda generacion, los grupos funcionales mas
eficientes, tales como el aldehido, los ésteres, las amidas, etc., se vuelven disponibles para la conjugacion.

A medida que las aplicaciones de la PEGilacion se han vuelto cada vez méas avanzadas y sofisticadas, ha habido un
aumento en la necesidad de PEG heterobifuncionales para la conjugacién. Estos PEG heterobifuncionales son muy
Utiles para unir dos entidades, donde se necesita un espaciador hidréfilo, flexible y biocompatible. Los grupos
terminales preferidos para los PEG heterobifuncionales son maleimida, vinil sulfonas, disulfuro de piridilo, amina,
acidos carboxilicos y ésteres de NHS.

Los agentes de modificacibn mas comunes, o enlazadores, se basan en moléculas de metoxi PEG (mPEG). Su
actividad depende de la adiciéon de un grupo modificador de proteinas al extremo del alcohol. En algunos casos, se
usa polietilenglicol (PEG diol) como molécula precursora. El diol se modifica posteriormente en ambos extremos con
el fin de fabricar una molécula unida a PEG homo o heterodimérica.

Las proteinas generalmente estan PEGiladas en los sitios nucledfilos, tales como los tioles no protonados (restos de
cisteinilo) o los grupos amino. Los ejemplos de reactivos de modificacion especificos de cisteinilo incluyen maleimida
de PEG, yodoacetato de PEG, tioles de PEG vy vinilsulfona de PEG. Los cuatro son fuertemente especificos de
cisteinilo en condiciones suaves y de pH neutro a ligeramente alcalino, pero cada uno de ellos tiene algunos
inconvenientes. El tioéter formado con las maleimidas puede ser algo inestable en condiciones alcalinas, por lo que
puede haber alguna limitacién en las opciones de formulacion con este enlazador. El enlace carbamotioato formado
con PEG de yodo es mas estable, pero el yodo libre puede modificar los restos de tirosina en algunas condiciones.
Los tioles de PEG forman enlaces disulfuro con los tioles de proteinas, pero este enlace también puede ser inestable
en condiciones alcalinas. La reactividad de la PEG-vinilsulfona es relativamente lenta en comparacion con el PEG de
maleimida y yodo; sin embargo, el enlace tioéter formado es bastante estable. Su velocidad de reaccion mas lenta
también puede hacer que la reaccion de PEG-vinilsulfona sea mas facil de controlar.

Rara vez se realiza la PEGilacion especifica del sitio en restos de cisteinilo nativos, puesto que estos restos por lo
general estan en forma de enlaces disulfuro o son necesarios para la actividad biologica. Por otro lado, la mutagenia
dirigida al sitio puede usarse para incorporar sitios de PEGilacion de cisteinilo para enlazadores especificos de tiol.
La mutacién de cisteina debe disefiarse de manera que sea accesible para el reactivo de PEGilacion y aun sea
bioldgicamente activa después de la PEGilacion.
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Los agentes de modificacion especificos de amina incluyen éster de PEG NHS, tresilato de PEG, aldehido de PEG,
isotiocianato de PEG y varios otros. Todos reaccionan en condiciones suaves y son muy especificos para los grupos
amino. El éster de PEG NHS es probablemente uno de los agentes mas reactivos; sin embargo, su alta reactividad
puede hacer que la reaccién de PEGilacion sea dificil de controlar a gran escala. El aldehido de PEG forma una
imina con el grupo amino, que después se reduce a una amina secundaria con cianoborohidruro de sodio. A
diferencia del borohidruro de sodio, el cianoborohidruro de sodio no reducira los enlaces disulfuro. Sin embargo, este
producto quimico es altamente téxico y debe manipularse con precaucion, en particular a un pH mas bajo donde se
vuelve volatil.

Debido a los multiples restos de lisina en la mayoria de las proteinas, la PEGilacion especifica de sitio puede ser un
problema. Afortunadamente, debido a que estos reactivos reaccionan con grupos amino no protonados, es posible
dirigir la PEGilacion a grupos amino de pK inferior realizando la reaccion a un pH mas bajo. En general, el pK del
grupo alfa-amino es 1-2 unidades de pH mas bajo que el del grupo épsilon-amino de los restos de lisina. Mediante la
PEGilacion de la molécula a pH 7 o por debajo, con frecuencia puede alcanzarse una alta selectividad para el
extremo N-terminal. Sin embargo, esto solo es factible si la porcion N-terminal de la proteina no es necesaria para la
actividad bioldgica. Aun asi, los beneficios farmacocinéticos de la PEGilacién con frecuencia superan una pérdida
significativa de bioactividad in vitro, lo que da como resultado un producto con una bioactividad in vivo mucho mayor
independientemente de la quimica de PEGilacién.

Hay varios pardmetros que considerar cuando se desarrolla un procedimiento de PEGilacion. Afortunadamente, por
lo general no hay mas de cuatro o cinco parametros clave. El enfoque de "disefio de experimentos" para la
optimizacién de las condiciones de PEGilacion puede ser muy Util. Para las reacciones de PEGilacién especificas de
tiol, los parametros que se han de considerar incluyen: concentracién de proteina, relacion de PEG a proteina (sobre
una base molar), temperatura, pH, tiempo de reaccioén y, en algunos casos, la exclusion de oxigeno. (El oxigeno
puede contribuir a la formacién de disulfuro intermolecular por la proteina, lo que reducird el rendimiento del
producto PEGilado). Se deben considerar los mismos factores (con la excepcion del oxigeno) para la modificacion
especifica de amina, excepto porque el pH puede ser alin mas critico, en particular cuando se refiere al grupo amino
N-terminal.

Para modificaciones especificas tanto de amina como de tiol, las condiciones de reaccién pueden afectar a la
estabilidad de la proteina. Esto puede limitar la temperatura, la concentracion de proteinas y el pH. Ademas, la
reactividad del enlazador de PEG debe conocerse antes de comenzar la reaccion de PEGilacién. Por ejemplo, si el
agente de PEGilacion tiene solo un 70 % de actividad, la cantidad de PEG utilizada debe garantizar que solo las
moléculas de PEG activas se cuenten en la estequiometria de la reaccion de proteina a PEG.

VI. Proteinas y péptidos

En determinadas realizaciones, la presente invencion se refiere a composiciones nuevas que comprenden al menos
una metioninasa obtenida por ingenieria genética como se define en las reivindicaciones. Estos péptidos pueden
estar comprendidos en una proteina de fusion o estar conjugados con un agente como se ha descrito anteriormente.

Como se usa en el presente documento, una proteina o péptido generalmente se refiere, pero no se limita a, una
proteina de mas de aproximadamente 200 aminoacidos, hasta una secuencia de longitud completa traducida a partir
de un gen; un polipéptido de mas de aproximadamente 100 aminoacidos; y/o un péptido de aproximadamente 3 a
aproximadamente 100 aminoacidos. Por comodidad, los términos "proteina”, "polipéptido” y "péptido" se usan
indistintamente en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, un "resto de aminoacido" se refiere a cualquier aminoacido natural,
cualquier derivado de aminoacido o cualquier mimético de aminoacido conocidos en la técnica. En determinadas
realizaciones, los restos de la proteina o el péptido son secuenciales, sin ningin aminodacido interrumpiendo la
secuencia de restos de aminoacidos. En otras realizaciones, la secuencia puede comprender uno 0 mas restos no
aminoacidicos. En realizaciones particulares, la secuencia de restos de la proteina o péptido puede estar
interrumpida por uno o mas restos no aminoacidicos.

En consecuencia, la expresion "proteina o péptido" abarca secuencias de aminoacidos que comprenden al menos
uno de los 20 aminoacidos comunes que se encuentran en proteinas de origen natural o, al menos, un aminoacido
modificado o inusual.

Las proteinas o péptidos pueden hacerse mediante cualquier técnica conocida por los expertos en la materia,
incluyendo la expresion de proteinas, polipéptidos o péptidos a través de técnicas bioldégicas moleculares
convencionales, el aislamiento de proteinas o péptidos de fuentes naturales o la sintesis quimica de proteinas o
péptidos. Las secuencias de nucleétidos y proteinas, polipéptidos y péptidos correspondientes a diversos genes se
han desvelado anteriormente y pueden encontrarse en bases de datos computarizadas conocidas por los expertos
en la materia. Una de esas bases de datos es la base de datos Genbank y GenPept del Centro Nacional de
Informacion Biotecnoldgica de los Estados Unidos (disponible en el sitio web nchi.nlm.nih.gov/). Las regiones
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codificantes para genes conocidos pueden amplificarse y/o expresarse usando las técnicas desveladas en el
presente documento o como saben los expertos en la materia. Como alternativa, los expertos en la materia conocen
diversas preparaciones comerciales de proteinas, polipéptidos y péptidos.

VII. Acidos nucleicos y vectores

En determinados aspectos de la invencion, pueden desvelarse secuencias de acidos nucleicos que codifican una
metioninasa obtenida por ingenieria genética o una proteina de fusion que contiene una metioninasa humana
obtenida por ingenieria genética. Dependiendo del sistema de expresidon que se use, las secuencias de acido
nucleico pueden seleccionarse basandose en métodos convencionales. Por ejemplo, si la metioninasa obtenida por
ingenieria genética deriva de la cistationasa humana y contiene multiples codones que rara vez se utilizan en E. coli,
entonces eso puede interferir con la expresion. Por tanto, los genes o variantes respectivos de los mismos pueden
tener codones optimizados para la expresion en E. coli. También pueden usarse diversos vectores para expresar la
proteina de interés, tales como la metioninasa obtenida por ingenieria genética. Los vectores de ejemplo incluyen,
pero no se limitan a, vectores plasmidicos, vectores viricos, transposones o vectores a base de liposomas.

VIII. Células hospedadoras

Las células hospedadoras pueden ser cualquiera que pueda transformarse para permitir la expresién y secrecion de
metioninasa obtenida por ingenieria genética y conjugados de la misma. Las células hospedadoras pueden ser
bacterias, células de mamiferos, levadura u hongos filamentosos. Diversas bacterias incluyen Escherichia y Bacillus.
Las levaduras que pertenecen a los géneros Saccharomyces, Kiuyveromyces, Hansenula o Pichia encontrarian un
uso como una célula hospedadora apropiada. Pueden usarse diversas especies de hongos filamentosos como
hospedadores de expresion, incluyendo los siguientes géneros: Aspergillus, Trichoderma, Neurospora, Penicillium,
Cephalosporium, Achlya, Podospora, Endothia, Mucor, Cochliobolus y Pyricularia.

Los ejemplos de organismos hospedadores utilizables incluyen bacterias, por ejemplo, Escherichia coli MC1061,
derivados de Bacillus subtilis BRB1 (Sibakov et al., 1984), Staphylococcus aureus SAI123 (Lordanescu, 1975) o
Streptococcus lividans (Hopwood et al., 1985); levaduras, por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae AH 22 (Mellor et
al., 1983) o Schizosaccharomyces pombe; y hongos filamentosos, por ejemplo, Aspergillus nidulans, Aspergillus
awamori (Ward, 1989) o Trichoderma reesei (Penttila et al., 1987; Harkki et al., 1989).

Los ejemplos de células hospedadoras de mamifero incluyen células de ovario de hamster chino (CHO-K1; ATCC
CCL61), células de hipdfisis de rata (GH1; ATCC CCL82), células HeLa S3 (ATCC CCL2.2), células de hepatoma de
rata (H-4-1I-E; ATCCCRL 1548), células renales de mono transformadas con SV40 (COS-1; ATCC CRL 1650) y
células embrionarias murinas (NIH-3T3; ATCC CRL 1658). Lo anterior pretende ser ilustrativo, pero no limitante de
los muchos posibles organismos hospedadores conocidos en la técnica. En principio, pueden usarse todos los
hospedadores capaces de secrecion ya sea procaridticos o eucarioticos.

Las células hospedadoras de mamiferos que expresan las metioninasas obtenidas por ingenieria genética y/o sus
proteinas de fusion se cultivan en condiciones normalmente empleadas para cultivar la estirpe celular parental. En
general, las células se cultivan en un medio convencional que contenga sales fisiolégicas y nutrientes, tales como
RPMI, MEM, IMEM o DMEM convencionales, normalmente complementados con un 5 %-10 % de suero, tal como un
suero fetal bovino. Las condiciones de cultivo también son convencionales, por ejemplo, los cultivos se incuban a
37 °C en cultivos estacionarios o en rodillo hasta que se consiguen los niveles deseados de las proteinas.

IX. Purificacion de proteinas

Las técnicas de purificacion de proteinas son bien conocidas por los expertos en la materia. Estas técnicas implican,
en un nivel, la homogeneizacion y el fraccionamiento en bruto de las células, tejidos u 6rganos a fracciones
polipeptidicas y no polipeptidicas. La proteina o polipéptido de interés puede purificarse adicionalmente usando
técnicas cromatograficas y electroforéticas para conseguir una purificacion parcial o completa (o purificacion a
homogeneidad) a menos que se especifique lo contrario. Los métodos analiticos particularmente adecuados para la
preparacion de un péptido puro son la cromatografia de intercambio ionico, la cromatografia de exclusion en gel, la
electroforesis en gel de poliacrilamida, la cromatografia de afinidad, la cromatografia de inmunoafinidad y el enfoque
isoeléctrico. Un método particularmente eficaz de purificacién de péptidos es la cromatografia liquida de rendimiento
rapido (FPLC) o incluso la cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC).

Se pretende que una proteina o un péptido purificados se refieran a una composicion, aislable de otros
componentes, en la que la proteina o el péptido se purifica en cualquier grado con respecto a su estado obtenible de
forma natural. Una proteina o un péptido aislados o purificados, por tanto, también se refiere a una proteina o un
péptido libres del entorno en el que puede originarse de forma natural. En general, "purificada" se refiere a una
composicién de proteina o péptido que se ha sometido a fraccionamiento para retirar diversos otros componentes y
cuya composicién conserva sustancialmente su actividad biol6gica expresada. Cuando se use la expresion
"sustancialmente purificada", esta designacion se referira a una composicién en la que la proteina o el péptido
forman el componente principal de la composicion, tal como constituyendo aproximadamente el 50 %,
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aproximadamente el 60 %, aproximadamente el 70 %, aproximadamente el 80 %, aproximadamente el 90 %,
aproximadamente el 95 % o mas de las proteinas en la composicion.

Los expertos en la materia conocen bien diversas técnicas adecuadas para su uso en la purificacion de proteinas.
Estas incluyen, por ejemplo, la precipitacion con sulfato de amonio, PEG, anticuerpos y similares, o por
desnaturalizacién por calor, seguida de centrifugacién; etapas de cromatografia, tal como cromatografia de
intercambio i6nico, filtracién en gel, fase inversa, hidroxiapatita y afinidad; enfoque isoeléctrico; electroforesis en gel;
y combinaciones de éstas y otras técnicas. Como se conoce generalmente en la técnica, se cree que puede
cambiarse el orden de realizacion de las diversas etapas de purificacion o que pueden omitirse determinadas etapas
y aun dar como resultado un método adecuado para la preparacién de una proteina o un péptido sustancialmente
purificados.

Los expertos en la materia conocen diversos métodos para cuantificar el grado de purificacion de la proteina o el
péptido a la luz de la presente divulgacion. Estos incluyen, por ejemplo, determinar la actividad especifica de una
fraccion activa o evaluar la cantidad de polipéptidos dentro de una fraccion mediante andlisis por SDS/PAGE. Un
método preferido para evaluar la pureza de una fraccion es calcular la actividad especifica de la fraccion, compararla
con la actividad especifica del extracto inicial y, por tanto, calcular el grado de pureza en la misma, evaluado
mediante la “ndmero de purificacion en nimero de veces". Las unidades reales utilizadas para representar la
cantidad de actividad dependeran, por supuesto, de la técnica de ensayo particular elegida para seguir la
purificacién y si la proteina o el péptido expresados presentan una actividad detectable o no.

No existe ningun requisito general de que la proteina o el péptido siempre se proporcionen en su estado mas
purificado. De hecho, se contempla que productos sustancialmente menos purificados puedan tener utilidad en
determinadas realizaciones. La purificacién parcial puede conseguirse usando menos etapas de purificacion en
combinacién o usando diferentes formas del mismo esquema de purificacién general. Por ejemplo, se aprecia que
una cromatografia de columna de intercambio catiénico realizada usando un aparato de HPLC generalmente dara
como resultado una mayor purificacién en "nimero de veces" que la misma técnica que utiliza un sistema de
cromatografia de baja presion. Los métodos que presentan un grado menor de purificacion relativa pueden tener
ventajas en la recuperacion total del producto proteico o en el mantenimiento de la actividad de una proteina
expresada.

En determinadas realizaciones, puede aislarse o purificarse una proteina o un péptido, por ejemplo, una metioninasa
obtenida por ingenieria genética, una proteina de fusibn que contiene la metioninasa obtenida por ingenieria
genética 0o una metioninasa obtenida por ingenieria genética posterior a la PEGilacion. Por ejemplo, puede haber
comprendido un marcador de His o un epitopo de afinidad en una metioninasa disefiada para facilitar la purificacion.
La cromatografia de afinidad es un procedimiento cromatogréafico que se basa en la afinidad especifica entre una
sustancia que se ha de aislar y una molécula a la que puede unirse especificamente. Este es un tipo de interaccion
receptor-ligando. El material de la columna se sintetiza mediante el acoplamiento covalente de uno de los
compafieros de unién a una matriz insoluble. Después, el material de la columna puede adsorber especificamente la
sustancia desde la solucién. La elucién se produce cambiando las condiciones a aquellas en las que no se producira
la unién (por ejemplo, PH alterado, fuerza idnica, temperatura, etc.). La matriz debe ser una sustancia que no
adsorba moléculas de manera significativa y que tenga un amplio intervalo de estabilidad quimica, fisica y térmica.
El ligando debe estar acoplado de manera que no afecte a sus propiedades de unién. El ligando también debe
proporcionar una union relativamente estrecha. Debe ser posible eluir la sustancia sin destruir la muestra o el
ligando.

La cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) es un método cromatografico en el que las moléculas en solucion
se separan basandose en su tamafio o en términos mas técnicos, su volumen hidrodindmico. Por lo general se
aplica a moléculas grandes o complejos macromoleculares, tales como proteinas y polimeros industriales.
Normalmente, cuando se usa una solucién acuosa para transportar la muestra a través de la columna, la técnica se
conoce como cromatografia de filtracién en gel, en lugar del nombre de cromatografia de permeacién en gel, que se
usa cuando se usa un disolvente organico como fase movil.

El principio subyacente de la SEC es que las particulas de diferentes tamafos se eluiran (filtraran) a través de una
fase estacionaria a diferentes velocidades. Esto da como resultado la separacion de una solucién de particulas
basada en el tamafio. A condicién de que todas las particulas se carguen simultaneamente o casi simultdneamente,
las particulas del mismo tamafio deben eluirse juntas. Cada columna de exclusion por tamafio tiene un intervalo de
pesos moleculares que pueden separarse. El limite de exclusién define el peso molecular en el extremo superior de
este intervalo y es donde las moléculas son demasiado grandes para ser atrapadas en la fase estacionaria. El limite
de permeacion define el peso molecular en el extremo inferior del intervalo de separacion y es donde las moléculas
de un tamafio lo suficientemente pequefio pueden penetrar completamente en los poros de la fase estacionaria y
todas las moléculas debajo de esta masa molecular son tan pequefias que se eluyen como una sola banda.

La cromatografia liquida de alto rendimiento (o cromatografia liquida de alta presion, HPLC) es una forma de

cromatografia en columna utilizada frecuentemente en bioquimica y quimica analitica para separar, identificar y
cuantificar compuestos. La HPLC utiliza una columna que contiene material de relleno cromatografico (fase
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estacionaria), una bomba que mueve la fase o fases moviles a través de la columna y un detector que muestra los
tiempos de retencidn de las moléculas. El tiempo de retencion varia dependiendo de las interacciones entre la fase
estacionaria, las moléculas que se analizan y el disolvente o disolventes utilizados.

X. Composiciones farmacéuticas

Se contempla que la nueva metioninasa pueda administrarse por via sistémica o por via local para inhibir el
crecimiento de células tumorales y, mas preferentemente, para destruir células cancerosas en pacientes de cancer
con canceres avanzados localmente o metastasicos. Se puede administrar por via intravenosa, por via intratecal y/
por via o intraperitoneal. Se puede administrar sola 0 en combinacion con farmacos antiproliferativos. En una
realizacién, se administra para reducir la carga de cancer en el paciente antes de la cirugia u otros procedimientos.
Como alternativa, puede administrarse después de la cirugia para garantizar que el cancer restante (por ejemplo, el
cancer que la cirugia no consigui6 eliminar) no sobreviva.

No se pretende que la presente invencion esté limitada por la naturaleza particular de la preparacion terapéutica. Por
ejemplo, dichas composiciones pueden proporcionarse en formulaciones junto con vehiculos, diluyentes y
excipientes liquidos, geles o soélidos fisiolégicamente tolerables. Estas preparaciones terapéuticas pueden
administrarse a mamiferos para su uso veterinario, tal como con animales domésticos, y para su uso clinico en seres
humanos de una manera similar a otros agentes terapéuticos. En general, la dosis necesaria para la eficacia
terapéutica variara de acuerdo con el tipo de uso y el modo de administracién, asi como de las necesidades
particulares de los sujetos individuales.

Dichas composiciones se preparan normalmente como soluciones o suspensiones liquidas, para su uso como
inyectables. Son diluyentes y excipientes adecuados, por ejemplo, agua, solucién salina, dextrosa, glicerol o
similares y combinaciones de los mismos. Ademas, si se desea, las composiciones pueden contener cantidades
menores de sustancias adyuvantes, tales como agentes humectantes o emulsionantes, agentes estabilizantes o
agentes de tamponamiento del pH.

Cuando se contemplan aplicaciones clinicas, puede ser necesario preparar composiciones farmacéuticas que
comprendan proteinas, anticuerpos y farmacos en una forma apropiada para la aplicacion prevista. En general, las
composiciones farmacéuticas pueden comprender una cantidad eficaz de una o mas metioninasas obtenidas por
ingenieria genética o agentes adicionales disueltos o dispersados en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Las
frases "farmacéuticamente o farmacolégicamente aceptables" se refieren a entidades moleculares y composiciones
que no producen una reaccién adversa, alérgica u otra reaccion perjudicial cuando se administran a un animal, tal
como, por ejemplo, un ser humano, segun corresponda. La preparacion de una composicién farmacéutica que
contiene al menos una metioninasa obtenida por ingenieria genética aislada mediante el método desvelado en el
presente documento o principio activo adicional sera conocida para los expertos en la materia a la luz de la presente
divulgacion, como se ejemplifica en Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 ed., 1990, incorporado en el
presente documento por referencia. Ademas, para la administracion animal (por ejemplo, humana), se entendera
que las preparaciones deben cumplir con las normas de esterilidad, pirogenia, seguridad general y pureza que exige
la Oficina de Normas Bioldgicas de la FDA.

Como se usa en el presente documento, "vehiculo farmacéuticamente aceptable” incluye todos y cada uno de los
disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, tensioactivos, antioxidantes, conservantes (por ejemplo, agentes
antibacterianos, agentes antifingicos), agentes isoténicos, agentes retardantes de la absorcion, sales, conservantes,
farmacos, estabilizadores de farmacos, geles, aglutinantes, excipientes, agentes disgregantes, lubricantes, agentes
edulcorantes, agentes aromatizantes, colorantes, tales como materiales y combinaciones de los mismos, como
sabria un experto habitual en la materia (véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 Ed., 1990,
incorporado en el presente documento por referencia). Excepto en la medida en que cualquier vehiculo convencional
sea incompatible con el principio activo, se contempla su uso en las composiciones farmacéuticas.

Determinadas realizaciones de la presente invencion pueden comprender diferentes tipos de vehiculos dependiendo
de si se va a administrar en forma solida, liquida o en aerosol y si necesita ser estéril para la via de administracion,
tal como la inyeccion. Las composiciones pueden administrarse por via intravenosa, por via intradérmica, por via
transdérmica, por via intratecal, por via intraarterial, por via intraperitoneal, por via intranasal, por via intravaginal,
por via intrarrectal, por via intramuscular, por via subcutanea, por via mucosa, por via oral, por via topica, por via
local, por inhalacion (por ejemplo, inhalacién de aerosol), por inyeccion, por infusién, por infusion continua, por
perfusién localizada bafando directamente las células diana, a través de un catéter, a través de un lavado, en
composiciones lipidicas (por ejemplo, liposomas) o mediante otros métodos o cualquier combinacién de los
anteriores, como sabria experto habitual en la materia (véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences,
182 edicion, 1990, incorporado en el presente documento por referencia).

Los polipéptidos modificados pueden formularse en una composicion en forma de base libre, neutra o de sal. Las
sales farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adicién de acido, por ejemplo, las formadas con los
grupos amino libres de una composicidn proteica o que se forman con 4cidos inorganicos, tales como, por ejemplo,
acidos clorhidrico o fosférico o acidos organicos tales como acético, oxalico, acido tartarico o mandélico. Las sales
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formadas con los grupos carboxilo libres también pueden derivar de bases inorgénicas, tales como, por ejemplo,
hidréxidos de sodio, potasio, amonio, calcio o férricos; o bases organicas tales como isopropilamina, trimetilamina,
histidina o procaina. Tras la formulacion, las soluciones se administraran de una manera compatible con la
formulacion de dosificacion y en una cantidad que sea terapéuticamente eficaz. Las formulaciones se administran
facilmente en diversas formas de dosificacion, tales como las formuladas para administraciones parenterales, tales
como soluciones inyectables o aerosoles para la entrega a los pulmones o formuladas para administraciones
alimentarias, tales como capsulas de liberacion de farmacos y similares.

Adicionalmente, de acuerdo con determinados aspectos de la presente invencion, la composicion adecuada para la
administracion puede proporcionarse en un vehiculo farmacéuticamente aceptable con o sin un diluyente inerte. El
vehiculo debe ser asimilable e incluye liquidos, semisélidos, es decir, pastas o vehiculos sélidos. Excepto en la
medida en que cualquier medio, agente, diluyente o vehiculo convencional sea perjudicial para el receptor o para la
eficacia terapéutica de la composicion contenida en el mismo, su uso en la composicion administrable para su uso
en la practica de los métodos es apropiado. Los ejemplos de vehiculos o diluyentes incluyen grasas, aceites, agua,
soluciones salinas, lipidos, liposomas, resinas, aglutinantes, cargas y similares o combinaciones de los mismos. La
composicién también puede comprender diversos antioxidantes para retardar la oxidacion de uno o mas
componentes. Adicionalmente, la prevencién de la accién de los microorganismos puede conseguirse mediante
conservantes, tales como diversos agentes antibacterianos y antifingicos, incluyendo, pero no limitados a,
parabenos (por ejemplo, metilparabenos, propilparabenos), clorobutanol, fenol, éacido soérbico, timerosal o
combinaciones de los mismos.

De acuerdo con determinados aspectos de la presente invencion, la composicién se combina con el vehiculo de
cualquier manera conveniente y practica, es decir, por solucion, suspension, emulsificacion, mezcla, encapsulacion,
absorcién y similares. Dichos procedimientos son habituales para los expertos en la materia.

En una realizacion especifica de la presente invencion, la composicion se combina o se mezcla completamente con
un vehiculo semisélido o sélido. La mezcla puede realizarse de cualquier manera conveniente, tal como molienda.
También pueden afadirse agentes estabilizantes en el proceso de mezcla con el fin de proteger la composicion de la
pérdida de actividad terapéutica, es decir, la desnaturalizacion en el estbmago. Los ejemplos de estabilizadores para
Su UsO en una composicion incluyen tampones, aminoacidos, tales como glicina y lisina, carbohidratos, tales como
dextrosa, manosa, galactosa, fructosa, lactosa, sacarosa, maltosa, sorbitol, manitol, etc.

En realizaciones adicionales, la presente invencion. invencion puede referirse al uso de una composicion
farmacéutica de vehiculo lipidico que incluye una metioninasa obtenida por ingenieria genética, uno o mas lipidos y
un disolvente acuoso. Como se usa en el presente documento, el término "lipido" se definir4 para incluir cualquiera
de una amplia gama de sustancias que son caracteristicamente insolubles en agua y extraibles con un disolvente
organico. Esta amplia clase de compuestos es bien conocida por los expertos en la materia y, como se usa el
término "lipido" en el presente documento, no se limita a ninguna estructura particular. Los ejemplos incluyen
compuestos que contienen hidrocarburos alifaticos de cadena larga y derivados de los mismos. Un lipido puede ser
de origen natural o sintético (es decir, disefiado o producido por el hombre). Sin embargo, un lipido suele ser una
sustancia biol6gica. Los lipidos biolégicos son bien conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, grasas neutras,
fosfolipidos, fosfoglicéridos, esteroides, terpenos, lisolipidos, glucoesfingolipidos, glucolipidos, sulfatidos, lipidos con
acidos grasos unidos a éter y éster, lipidos polimerizables y combinaciones de los mismos. Por supuesto, las
composiciones y métodos también abarcan compuestos distintos de los descritos especificamente en el presente
documento que son entendidos por un experto en la materia como lipidos.

Un experto habitual en la materia estaria familiarizado con la gama de técnicas que pueden emplearse para
dispersar una composicién en un vehiculo lipidico. Por ejemplo, la metioninasa obtenida por ingenieria genética o
una proteina de fusién de la misma puede dispersarse en una solucién que contiene un lipido, puede disolverse con
un lipido, puede emulsionarse con un lipido, puede mezclarse con un lipido, puede combinarse con un lipido, puede
unirse covalentemente a un lipido, puede estar contenida como suspension en un lipido, puede estar contenida o
formando complejo con una micela o liposoma, o puede asociarse de otro modo a un lipido o estructura lipidica por
cualquier medio conocido por los expertos en la materia. La dispersién puede o no dar como resultado la formacion
de liposomas.

La cantidad de dosificacion real de una composicion administrada a un paciente animal puede determinarse por
factores fisicos vy fisiolégicos, tales como el peso corporal, la gravedad de la afeccion, el tipo de enfermedad que se
trata, las intervenciones terapéuticas anteriores o simultaneas, la idiopatia del paciente y la via de administracion.
Dependiendo de la dosis y la via de administracion, el nUmero de administraciones de una dosificacion preferida y/o
una cantidad eficaz puede variar de acuerdo con la respuesta del sujeto. El profesional responsable de la
administracion, en cualquier caso, determinard la concentracion de principio o principios activos en una composicion
y las dosis apropiadas para el sujeto individual.

En determinadas realizaciones, las composiciones farmacéuticas pueden comprender, por ejemplo, al menos

aproximadamente el 0,1 % de un compuesto activo. En otras realizaciones, un compuesto activo puede comprender
entre aproximadamente el 2 % y aproximadamente el 75 % del peso de la unidad o entre aproximadamente el 25 %
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y aproximadamente el 60 %, por ejemplo, y cualquier intervalo derivado de estos valores. Naturalmente, la cantidad
de compuesto o compuestos activos en cada composicion terapéuticamente Util puede prepararse de manera que se
obtenga una dosificacion adecuada en cualquier dosis unitaria dada del compuesto. El experto en la materia de la
preparacion de dichas formulaciones farmacéuticas contemplard factores tales como la solubilidad, la
biodisponibilidad, la semivida biologica, la via de administracion, la vida util del producto, asi como otras
consideraciones farmacolégicas y, como tales, puede ser deseable diversas dosis y pautas de tratamiento.

En otros ejemplos no limitantes, una dosis también puede comprender de aproximadamente 1 microgramo/kg/peso
corporal, aproximadamente 5 microgramos/kg/peso corporal, aproximadamente 10 microgramos/kg/peso corporal,
aproximadamente 50 microgramos/kg/peso corporal, aproximadamente 100 microgramos/kg/peso corporal,
aproximadamente 200 microgramos/kg/peso corporal, aproximadamente 350 microgramos/kg/peso corporal,
aproximadamente 500 microgramos/kg/peso corporal, aproximadamente 1 miligramo/kg/peso corporal,
aproximadamente 5 miligramos/kg/peso corporal, aproximadamente 10 miligramos/kg/peso corporal,
aproximadamente 50 miligramos/kg/peso corporal, aproximadamente 100 miligramos/kg/peso corporal,
aproximadamente 200 miligramos/kg/peso corporal, aproximadamente 350 miligramos/kg/peso corporal,
aproximadamente 500 miligramos/kg/peso corporal, hasta aproximadamente 1000 miligramos/kg/peso corporal o
mas por administracion y cualquier intervalo derivado de estos valores. En ejemplos no limitantes de un intervalo
derivado de los numeros enumerados en el presente documento, se puede administrar un intervalo de
aproximadamente 5 miligramos/kg/peso corporal a aproximadamente 100 miligramos/kg/peso corporal, de
aproximadamente 5 microgramos/kg/peso corporal a aproximadamente 500 miligramos/kg/peso corporal, etc.,
basandose en los nimeros descritos anteriormente.

XI. Tratamientos de combinacion

En determinadas realizaciones, las composiciones de las presentes realizaciones implican la administracién de una
metioninasa obtenida por ingenieria genética en combinacidén con una segunda terapia o terapia adicional. Dicha
terapia puede aplicarse en el tratamiento de cualquier enfermedad que se asocie a la dependencia de metionina. Por
ejemplo, la enfermedad puede ser cancer.

Los métodos y composiciones, incluyendo las terapias de combinacién, potencian el efecto terapéutico o protector,
y/lo aumentan el efecto terapéutico de otra terapia antineoplasica o antihiperproliferativa. Los métodos vy
composiciones terapéuticos y profilacticos pueden proporcionarse en una cantidad combinada eficaz para conseguir
el efecto deseado, tal como la destruccion de una célula cancerosa y/o la inhibicion de la hiperproliferacion celular.
Este proceso puede implicar el contacto de las células tanto con una metioninasa obtenida por ingenieria genética
como con una segunda terapia. Un tejido, tumor o célula puede ponerse en contacto con una 0 mas composiciones
o formulaciones farmacoldgicas que comprendan uno o mas de los agentes (es decir, una metioninasa obtenida por
ingenieria genética o un agente anticanceroso) o poniendo en contacto el tejido, tumor, y/o célula con dos o mas
composiciones o formulaciones distintas, en las que una composicion proporciona 1) una metioninasa obtenida por
ingenieria genética, 2) un agente antineoplasico o 3) tanto una metioninasa obtenida por ingenieria genética como
un agente antineoplasico. Ademas, se contempla que una terapia de combinacién de este tipo pueda usarse junto
con quimioterapia, radioterapia, terapia quirargica o inmunoterapia.

Las expresiones "puestos en contacto”" y "expuestos”, cuando se aplican a una célula, se usan en el presente
documento para describir el proceso mediante el cual una construccion terapéutica y un agente quimioterapico o
radioterdpico se entregan a una célula diana o se colocan en yuxtaposicion directa con la célula diana. Para
conseguir la destruccion celular, por ejemplo, ambos agentes se entregan a una célula en una cantidad combinada
eficaz para destruir la célula o evitar que se divida.

Puede administrarse una metioninasa disefiada antes, durante, después o en diversas combinaciones con respecto
a un tratamiento antineoplasico. Las administraciones pueden estar en intervalos que van desde simultaneamente
hasta minutos o dias o semanas. En realizaciones en las que la metioninasa modificada se proporciona a un
paciente por separado de un agente antineoplasico, generalmente se garantizaria que un periodo de tiempo
significativo no expirara entre el momento de cada entrega, de manera que los dos compuestos aun podrian ejercer
un efecto ventajosamente combinado sobre el paciente. En dichos casos, se contempla que puede proporcionarse a
un paciente la metioninasa obtenida por ingenieria genética y la terapia antineoplasica dentro de aproximadamente
12 a 24 o0 72 h entre si y, mas en particular, dentro de aproximadamente 6-12 h entre si. En algunas situaciones,
puede ser deseable prolongar el periodo de tiempo del tratamiento de manera significativa con un lapso de varios
dias (2, 3, 4,5, 6 0 7) avarias semanas (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 0 8) entre las respectivas administraciones.

En determinadas realizaciones, un ciclo de tratamiento durara de 1 a 90 dias o mas (este intervalo incluye los dias
intermedios). Se contempla que un agente puede administrarse en cualquier dia del dia 1 al dia 90 (este intervalo
incluye los dias intermedios) o cualquier combinacién de los mismos, y otro agente se administra en cualquier dia
del dia 1 al dia 90 (este intervalo incluye dias los intermedios) o cualquier combinacién de los mismos. En un solo
dia (periodo de 24 horas), el paciente puede recibir una o mdltiples administraciones del agente o agentes. Ademas,
después de un ciclo de tratamiento, se contempla que hay un periodo de tiempo en el que no se administra ningun
tratamiento antineoplasico. Este periodo de tiempo puede durar de 1 a 7 dias, y/o de 1 a 5 semanas, y/o de 1 a 12
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meses 0 mas (este intervalo incluye los dias intermedios), dependiendo del estado del paciente, tal como su
pronostico, fuerza, salud, etc. Se espera que los ciclos de tratamiento se repitan seglin sea necesario.

Pueden emplearse diversas combinaciones. Para el siguiente ejemplo, una metioninasa obtenida por ingenieria
genética es "A" y una terapia antineoplasica es "B":

A/B/A B/A/B B/B/A AIA/B A/B/B B/A/A A/B/B/B B/A/B/B
B/B/B/A B/B/A/B A/A/B/B A/B/A/B A/B/B/A B/B/AIA
B/A/B/A B/A/AIB AIAIAIB B/IAIA/A AIBIAIA AIA/BIA

La administracion de cualquier compuesto o terapia de las presentes realizaciones a un paciente seguira los
protocolos generales para la administracion de dichos compuestos, teniendo en cuenta la toxicidad, si la hubiera, de
los agentes. Por tanto, en algunas realizaciones hay una etapa de control de la toxicidad que es atribuible a la
terapia de combinacion.

A. Quimioterapia

Puede usarse una amplia diversidad de agentes quimioterapicos de acuerdo con las presentes realizaciones. El
término "quimioterapia” se refiere al uso de farmacos para tratar el cancer. Un "agente quimioterapico" se usa para
connotar un compuesto 0 composicion que se administra en el tratamiento del cancer. Estos agentes o farmacos se
clasifican por su modo de actividad en una célula, por ejemplo, si y en qué etapa afectan al ciclo celular. Como
alternativa, un agente puede caracterizarse en funcidon de su capacidad para reticular directamente el ADN, para
intercalarse en el ADN o para inducir aberraciones cromosémicas y mitéticas afectando a la sintesis de acido
nucleico.

Los ejemplos de agentes quimioterdpicos incluyen agentes alquilantes, tales como tiotepa y ciclosfosfamida;
sulfonatos de alquilo, tales como busulfan, improsulfan y piposulfan; aziridinas, tales como benzodopa, carbocuona,
meturedopa y uredopa; etileniminas y metilaminaminas, incluyendo altretamina, trietilenmelamina,
trietilenfosforamida, trietilentiofosforamida y trimetilolomelamina; acetogeninas (especialmente bulatacina y
bulatacinona); una camptotecina (incluyendo el analogo sintético topotecan); briostatina; calistatina; CC-1065
(incluyendo sus analogos sintéticos adozelesina, carzelesina y bizelesina); criptoficinas (en particular criptoficina 1y
criptoficina 8); dolastatina; duocarmicina (incluyendo los analogos sintéticos, KW-2189 y CB1-TM1); eleuterobina;
pancratistatina; una sarcodictina; espongistatina; mostazas nitrogenadas, tales como clorambucilo, clomafazina,
colofosfamida, estramustina, ifosfamida, mecloretamina, clorhidrato de &xido de mecloretamina, melfalan,
novembiquina, fenesterina, prednimustina, trofosfamida y mostaza de uracilo; nitrosoureas, tales como carmustina,
clorozotocina, fotemustina, lomustina, nimustina y ranimnustina; antibiéticos, tales como los antibiéticos enediina
(por ejemplo, caliqgueamicina, especialmente caliqgueamicina gammall y caligueamicina omegall); dinemicina,
incluyendo dinemicina A; bifosfonatos, tales como clodronato; una espiramicina; tal como cromoforos de
neocarzinostatina y cromoforos de cromoproteina antibiético enediina relacionados, aclacinomisinas, actinomicina,
autramicina, azaserina, bleomicinas, cactinomicina, carabicina, carminomicina, carzinofilina, cromomicinas,
dactinomicina, daunorrubicina, detorrubicina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina, doxorrubicina (incluyendo morfolino-
doxorrubicina, cianomorfolino-doxorrubicina,  2-pirrolino-doxorubicins y  desoxidoxorrubicina), epirrubicina,
esorrubicina, idarrubicina, marcellomicina, mitomicinas, tales como mitomicina C, acido micofendlico, nogalamicina,
olivomicinas, peplomicina, porfiromicina, puromicina, quelamicina, rodorrubicina, estreptonigrina, estreptozocina,
tubercidina, ubenimex, zinostatina y zorrubicina; antimetabolitos, tales como metotrexato y 5-fluorouracilo (5-FU);
andlogos del acido félico, tales como denopterina, pteropterina y trimetrexato; analogos de purina, tales como
fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina y tioguanina; analogos de pirimidina, tales como ancitabina, azacitidina, 6-
azauridina, carmofur, citarabina, didesoxiuridina, doxifluridina, enocitabina y floxuridina; andrégenos, tales como
calusterona, propionato de dromostanolona, epitioestanol, mepitiostano y testolactona; anti-adrenales, tales como
mitotano y trilostano; abastecedor de &cido fdlico, tal como &cido frolinico; aceglatona; glucésido de aldofosfamida;
acido aminolevulinico; eniluracilo; amsacrina bestrabucilo; bisantreno; edatraxato; defofamina; demecolcina
diazicuona; elformitina; acetato de eliptinio; una epotilona; etoglicido; nitrato de galio; hidroxiurea; lentinano;
lonidainina; maitansinoides, tales como maitansina y ansamitocinas; mitoguazona; mitoxantrona; mopidanmol;
nitraerina; pentostatina; fenamet; pirarrubicina; losoxantrona; éacido podofilinico; 2-etilhidrazida; procarbazina;
Complejo PSKpolisacarido; razoxano; rizoxina; sizofirano; espirogermanio; acido tenuazénico; triazicuona; 2,2',2"-
triclorotrietilamina; tricotecenos (especialmente toxina T-2, verracurina A, roridina A y anguidina); uretano; vindesina;
dacarbazina; manomustina; mitobronitol; mitolactol; pipobroman; gacitosina; arabinésido (“Ara-C”); ciclofosfamida;
taxoides, por ejemplo, paclitaxel y docetaxel gemcitabina; 6-tioguanina; mercaptopurina; complejos de coordinacién
de platino, tales como cisplatino, oxaliplatino y carboplatino; vinblastina; platino; etopdsido (VP-16); ifosfamida;
mitoxantrona; vincristina; vinorelbina; novantrona; teniposido; edatrexato; daunomicina; aminopterina; xeloda;
ibandronato; irinotecan (por ejemplo, CPT-11); inhibidor de topoisomerasa RFS 2000; difluorometililornitina (DMFO);
retinoides, tales como acido retinoico; capecitabina; carboplatino, procarbazina, plicomicina, gemcitabina, navelbina,
inhibidores de la farnesil-proteina tansferasa, transplatino y sales, acidos o derivados farmacéuticamente aceptables
de cualquiera de los anteriores.

B. Radioterapia
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Otros factores que provocan dafio en el ADN y se han utilizado ampliamente incluyen lo que habitualmente se
conoce como rayos Y, rayos X y/o la entrega dirigida de radioisétopos a células tumorales. También se contemplan
otras formas de factores perjudiciales para el ADN, tales como microondas, irradiacion con haz de protones
(Patentes de los EE.UU. 5.760.395 y 4.870.287) y radiacion UV. Es muy probable que todos estos factores afecten a
una amplia gama de dafios en el ADN, en los precursores del ADN, en la replicacion y reparacion del ADN y en el
ensamblaje y mantenimiento de los cromosomas. Los intervalos de dosificacion para los rayos X varian desde dosis
diarias de 50 a 200 roentgen durante periodos prolongados de tiempo (3 a 4 semanas), hasta dosis Unicas de 2000
a 6000 roentgen. Los intervalos de dosificacion para los radioisétopos varian ampliamente y dependen de la
semivida del is6topo, de la fuerza y del tipo de radiacién emitida y de la absorcion por las células neoplasicas.

C. Inmunoterapia

El experto en la materia entendera que las inmunoterapias pueden usarse en combinacion o en conjunto con los
métodos de las realizaciones. En el contexto del tratamiento del cancer, los productos inmunoterapicos
generalmente se basan en el uso de células y moléculas efectoras inmunitarias para dirigirse a y destruir células
cancerosas. Rituximab (RITUXAN®) es un ejemplo de este tipo. El efector inmunitario puede ser, por ejemplo, un
anticuerpo especifico para algin marcador en la superficie de una célula tumoral. El anticuerpo solo puede servir
como un efector de la terapia o puede reclutar otras células para afectar realmente a la destruccion celular. El
anticuerpo también puede conjugarse con un farmaco o toxina (quimioterapico, radionlclido, cadena A de ricina,
toxina colérica, toxina pertisica, etc.) y puede servir simplemente como un agente de direccionamiento. Como
alternativa, el efector puede ser un linfocito que lleva una molécula de superficie que interactia, directa o
indirectamente, con una célula tumoral diana. Diversas células efectoras incluyen linfocitos T citotdxicos y linfocitos
NK.

En un aspecto de la inmunoterapia, la célula tumoral debe llevar algin marcador que sea susceptible de
direccionamiento, es decir, que no esté presente en la mayoria de las otras células. Existen muchos marcadores
tumorales y cualquiera de estos puede ser adecuado para el direccionamiento en el contexto de las presentes
realizaciones. Los marcadores tumorales comunes incluyen CD20, antigeno carcinoembrionario, tirosinasa (p97),
gp68, TAG-72, HMFG, antigeno Sialil Lewis, MucA, MucB, PLAP, receptor de laminina, erb B y pi55. Un aspecto
alternativo de la inmunoterapia es combinar los efectos antineoplasicos con los efectos estimulantes inmunitarios.
También existen moléculas de estimulacién inmunitaria que incluyen: citocinas, tales como IL-2, IL-4, IL-12, GM-
CSF, gamma-IFN, quimiocinas, tales como MIP-1, MCP-1, IL-8 y factores de crecimiento, como el ligando FLT3.

Los ejemplos de inmunoterapias actualmente en investigacion o en uso son adyuvantes inmunitarios, por ejemplo,
Mycobacterium bovis, Plasmodium falciparum, dinitroclorobenceno y compuestos aromaticos (Patentes de los
EE.UU. 5.801.005 y 5.739.169; Hui y Hashimoto, 1998; Christodoulides et al., 1998); terapia con citocinas, por
ejemplo, interferones a, B y v, IL-1, GM-CSF y TNF (Bukowski et al., 1998; Davidson et al., 1998; Hellstrand et al.,
1998); terapia génica, por ejemplo, TNF, IL-1, IL-2 y p53 (Qin et al., 1998; Austin-Ward y Villaseca, 1998; Patentes
de los EE.UU. 5.830.880 y 5.846.945); y anticuerpos monoclonales, por ejemplo, anti-CD20, anti-gangliésido GM2 y
anti-pl85 (Hollander, 2012; Hanibuchi et al., 1998; patente de los EE.UU. 5.824.311). Se contempla que puedan
emplearse una 0 mas terapias contra el cancer con las terapias de anticuerpos descritas en el presente documento.

D. Cirugia

Aproximadamente el 60 % de las personas con cancer se sometera a algin tipo de cirugia, que incluye la cirugia
preventiva, diagnodstica o de estadificacion, curativa y paliativa. La cirugia curativa incluye la reseccion en la que todo
o parte del tejido canceroso se extirpa fisicamente, se extrae y/o se destruye, y puede usarse junto con otras
terapias, tales como el tratamiento de las presentes realizaciones, quimioterapia, radioterapia, terapia hormonal,
terapia génica, inmunoterapia y/o terapias alternativas. La reseccion del tumor se refiere a la retirada fisica de al
menos parte de un tumor. Ademas de la reseccion del tumor, el tratamiento quirdrgico incluye cirugia con laser,
criocirugia, electrocirugia y cirugia controlada por microscopia (cirugia de Mohs).

Tras la extirpacion de una parte o la totalidad de las células, tejido o tumor cancerosos, puede formarse una cavidad
en el cuerpo. El tratamiento puede conseguirse por perfusion, inyeccion directa o aplicacion local del area con una
terapia adicional contra el cancer. Dicho tratamiento puede repetirse, por ejemplo, cada 1, 2, 3, 4, 5, 6 0 7 dias o
cada l, 2,3,4y5semanas ocada 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11 o 12 meses. Estos tratamientos pueden ser de
dosis variables también.

E. Otros agentes

Se contempla que otros agentes puedan usarse en combinacion con determinados aspectos de las presentes
realizaciones para mejorar la eficacia terapéutica del tratamiento. Estos agentes adicionales incluyen agentes que
afectan a la regulacién positiva de los receptores de la superficie celular y las uniones comunicantes, agentes
citostéticos y de diferenciacion, inhibidores de la adhesion celular, agentes que aumentan la sensibilidad de las
células hiperproliferativas a inductores apoptéticos u otros agentes biolégicos. Los aumentos en la sefializacion
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intercelular mediante la elevacion del ndmero de uniones comunicantes aumentarian los efectos anti-
hiperproliferativos en la poblacién de células hiperproliferativas vecinas. En otras realizaciones, los agentes
citostaticos o de diferenciacion pueden usarse en combinaciéon con determinados aspectos de las presentes
realizaciones para mejorar la eficacia anti-hiperproliferativa de los tratamientos. Se contemplan inhibidores de la
adhesion celular para mejorar la eficacia de las presentes realizaciones. Son ejemplos de inhibidores de la adhesion
celular los inhibidores de la cinasa de adhesion focal (FAK) y Lovastatina. Se contempla adicionalmente que otros
agentes que aumentan la sensibilidad de una célula hiperproliferativa a la apoptosis, tales como el anticuerpo c225,
puedan usarse en combinacién con determinados aspectos de las presentes realizaciones para mejorar la eficacia
del tratamiento.

XIl. Kits

Se develan kits, tales como kits terapéuticos. Por ejemplo, un kit puede comprender una o0 mas composiciones
farmacéuticas como se describe en el presente documento y opcionalmente instrucciones para su uso. Los kits
también pueden comprender uno o mas dispositivos para realizar la administraciéon de dichas composiciones. Por
ejemplo, un kit objeto puede comprender una composicion farmacéutica y un catéter para realizar la inyeccion
intravenosa directa de la composicion en un tumor canceroso. En otras realizaciones, un kit objeto puede
comprender ampollas precargadas de una metioninasa obtenida por ingenieria genética, formulada opcionalmente
como un producto farmacéutico o liofilizado, para su uso con un dispositivo de entrega.

Los kits pueden comprender un recipiente con una etiqueta. Los recipientes adecuados incluyen, por ejemplo,
frascos, viales y tubos de ensayo. Los recipientes pueden formarse a partir de diversos materiales, tales como vidrio
o plastico. El recipiente puede contener una composicion que incluya una metioninasa obtenida por ingenieria
genética que sea eficaz para aplicaciones terapéuticas o no terapéuticas, tales como las descritas anteriormente. La
etiqueta en el recipiente puede indicar que la composiciéon se usa para una terapia especifica 0 una aplicacién no
terapéutica y también puede indicar instrucciones para los usos in vivo o in vitro, tales como los descritos
anteriormente. El kit de la invencién comprendera normalmente el recipiente descrito anteriormente y uno o mas
recipientes que comprenden materiales deseables desde un punto de vista comercial y de usuario, incluyendo
tampones, diluyentes, filtros, agujas, jeringas y prospectos con instrucciones para su uso.

XIlll. Ejemplos

Los siguientes ejemplos se incluyen para demostrar realizaciones preferidas de la invencién. Los expertos en la
materia deben apreciar que las técnicas desveladas en los ejemplos a continuacion representan técnicas que el
inventor descubrié que funcionan bien en la préactica de la invencion y, por tanto, puede considerarse que
constituyen modos preferidos para su puesta en practica. Sin embargo, los expertos en la materia, a la luz de la
presente divulgacion, deben apreciar que pueden realizarse muchos cambios en las realizaciones especificas que
se desvelan y seguir obteniendo un resultado parecido o similar sin apartarse del alcance de la invencion.

Ejemplo 1 - Cistationina-y-liasa obtenida por ingenieria genética para obtener la actividad de metionina-y-
liasa

CGL es un tetramero que cataliza la Ultima etapa en la via de transulfuracion de mamiferos (Rao et al., 1990). CGL
cataliza la conversion de L-cistationina en L-cisteina, alfa-cetobutirato y amoniaco. El ADNc humano de CGL (hCGL)
se ha clonado y expresado anteriormente, pero con rendimientos relativamente bajos (~5 mg/l de cultivo) (Lu et al.,
1992; Steegbom et al., 1999). Usando la secuencia y las alineaciones estructurales de las enzimas CGL y MGL
como guia, hCGL se convirtié en una enzima para la degradacion eficiente de la metionina.

Ejemplo 2 - Sintesis y expresién génica de cistationina-y-liasa humana modificada mejorada

El gen de la cistationina-y-liasa humana contiene multiples codones que rara vez se utilizan en E. coli y que pueden
interferir con la expresiéon. Por tanto, con el fin de optimizar la expresion de proteinas en E. coli, los genes
respectivos se ensamblaron con oligonucleétidos con codones optimizados disefiados usando el software DNA-
Works (Hoover et al., 2002). Cada construccion contiene un sitio de restriccion N-terminal Ncol, un marcador Hisg N-
terminal en fase de lectura y un sitio EcoRI C-terminal para simplificar la clonacion. Después de la clonacion en un
vector pET28a (Novagen), se cultivo E. coli (BL21) que contenia un vector de expresién de cistationasa apropiado a
37 °C usando el medio Terrific Broth (TB) que contenia kanamicina 50 ug/ml en matraces de agitacion a 250 rpm
hasta alcanzar una DOgoo de ~ 0,5-0,6. En este punto, los cultivos se cambiaron a un agitador a 25 °C, se indujeron
con IPTG 0,5 mM y se dejo que expresaran la proteina durante 12 h adicionales. Los sedimentos celulares se
recogieron por centrifugacion y se resuspendieron en un tampén IMAC (NaPO, 10 mM/imidazol 10 mM/NacCl
300 mM, pH 8). Después de la lisis con una célula de presion francesa, los lisados se centrifugaron a 20.000 x g
durante 20 minutos a 4 °C y el sobrenadante resultante se aplicé a una columna IMAC de niquel, se lavo con 10-20
volimenes de columna de tampon IMAC y después se eluyd con un tampén de eluciéon IMAC (NaPO,
50 mM/imidazol 250 mM/NaCl 300 mM, pH 8). Las fracciones que contenian enzimas se incubaron después con
piridoxal-5'-fosfato (PLP) 10 mM durante una hora a 25 °C. Usando un dispositivo de filtro centrifugo de PCPM
10.000 (AMICON®), después las proteinas se intercambiaron con tampon varias veces en un PBS 100 mM, glicerol
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al 10 %, solucidén de pH 7,3. Después, las alicuotas de enzima se congelaron instantdneamente en nitrégeno liquido
y se almacenaron a -80 °C. Las variantes de CGL y CGL que se purificaron de esta manera fueron un > 95 %
homogéneas segun se evalué por SDS-PAGE vy tincién con Coomassie. Se calculé que el rendimiento era de ~400
mg/l de cultivo basado en el coeficiente de extincién calculado, Azso = 29.870 M™cm™ en una concentracion final de
tampon de clorhidrato de guanidinio 6 M, tampén fosfato 20 mM, pH 6,5 (Gill y D von Hippel, 1989).

Ejemplo 3 — Cribado de placa de 96 pocillos para determinar la actividad de metionina-y-liasa y clasificacion
de clones

Tanto MGL como CGL producen acido 2-ketobutanoico a partir de sus respectivos sustratos. Un ensayo
colorimétrico para la deteccién de a-ceto acidos usando 3-metilbenzotiazolin-2-ona hidrazona (MBTH) (Takakura et
al., 2004) se escal6 a un formato de placa de 96 pocillos para cribar bibliotecas pequefias y para clasificar clones
con la mejor actividad METasa (metionina-y-liasa). Este cribado de la placa proporciona un método facil para
seleccionar los clones més activos de las bibliotecas mutagenas. Los clones que muestran una mayor actividad que
los controles parentales se seleccionan para su caracterizacion adicional, eliminando de este modo la necesidad de
purificar mas de unas pocas variantes para el andlisis cinético.

Las colonias individuales que contienen hCGL, hCGL o PpMGL mutagenizadas se recogieron en placas de cultivo
de 96 pocillos que contenian 75 pl de medio TB/pocillo que contenia 50 pg/ml de kanamicina. Después, estos
cultivos se cultivaron a 37 °C en un agitador de placas hasta alcanzar una DOggo de ~0,8-1. Después de enfriar a
25 °C, se afiadieron adicionalmente 75 pl de medio/pocillo que contenian 50 ug/ml de kanamicina e IPTG 0,5 mM.
La expresion se realizé a 25 °C con agitacion durante 2 h, después de lo cual se transfirieron 100 pl de cultivo/pocillo
a una placa de ensayo de 96 pocillos. Después, las placas de ensayo se centrifugaron para sedimentar las células,
se retiraron los medios y las células se lisaron mediante la adicion de 50 pl/pocillo de reactivo de extraccion de
proteinas B-PER® (Pierce). Después de aclarar por centrifugacion, el lisado se incub6 con L-Met 5 mM a 37 °C
durante 10-12 h. Después, la reaccion se derivatiz6 por adicion de 3 partes de solucién de MBTH al 0,03 % en
acetato de sodio 1 M, pH 5. Las placas se calentaron a 50 °C durante 40 minutos y después de enfriar se leyeron a
320 nm en un lector de placas de microtitulacion.

Ejemplo 4 - Disefio de biblioteca para la generacién de variantes degradantes de metionina mejoradas
derivadas de hCGL-E59N-R119L-E339V

El gen para la enzima degradadora de metionina hCGL-E59N-R119L-E339V (hCGL-NLV) se usé como punto de
partida para generar otras variantes adicionales con mejoras en la actividad. Se generaron alineamientos de
secuencias de aminoacidos usando secuencias de MGL y CGL de diversos organismos. Las regiones seleccionadas
para la mutagenia se identificaron en sitios de alineacion especificos donde las enzimas MGL tenian un resto
conservado y todas las enzimas CGL tenian un resto conservado diferente. Aunque MGL y CGL tienen estructuras
altamente homologas, no degradan el sustrato respectivo de cada una, por tanto, las diferencias de secuencia de
aminoacidos conservada filogenéticamente entre las enzimas MGL y CGL pueden indicar restos que son
importantes para degradar su sustrato respectivo. Las bibliotecas se generaron mediante PCR de extension por
solapamiento usando oligonucle6tidos que contenian un codén para el molde de hCGL-NLV parental que codifica un
resto conservado o un codon para el resto conservado MGL correspondiente. Los productos de PCR ensamblados
finales se digirieron con Ncol y EcoRI y se ligaron en el vector pET28a con ADN ligasa T4. Las ligaduras resultantes
se transformaron directamente en E. coli (BL21) y se sembraron en placas de LB-kanamicina para su posterior
cribado como se ha descrito en el Ejemplo 3. Se cribaron dos veces mas colonias que la diversidad tedrica de las
bibliotecas (es decir, todas las posibles secuencias génicas codificadas por la biblioteca). Los clones que mostraron
una mayor actividad que la variante hCGL-NLV parental se aislaron y secuenciaron para identificar las mutaciones
que confieren una actividad mejorada. Los clones con actividad degradadora de L-metionina mejorada se usaron
como moldes en rondas iterativas de mutagenia como se describe.

Ejemplo 5 - Caracterizacion de variantes degradadoras de metionina humana mejoradas

Después de varias rondas de mutagenia y cribado como se describen en los Ejemplos 3 y 4, se descubrié que cinco
posiciones de aminoacido ademas de los tres sitios de mutacion originales (es decir, E59N-R119L-E339V)
confirieron una actividad degradadora de metionina mejorada en comparacion con hCGL-NLV. Estas posiciones
adicionales estan ubicadas en los restos 63, 91, 268, 311 y 353 de hCGL (SEQ ID NO: 1) (véase la FIG. 1). La
mutacion de una o méas de estas posiciones a S63L, L91M, K268R, T311G y I353S, en combinacién con mutaciones
de restos en las posiciones 59, 119 y 339, dio como resultado valores mejorados de kca/Km para degradar L-
metionina en comparacion con hCGL-NLV. En particular, se demostré que las variantes que contenian sustituciones
de aminoacidos correspondientes a la SEQ ID NO: 3, hCGL-E59N-S63L-L91M-R119L-K268R-T311G-E339VI353S
(hCGL-8mut-1); la SEQ ID NO: 4, hCGL-E59I-S63L-L91M-R119L-K268R-T311GE339V-1353S (hCGL-8mut-2); la
SEQ ID NO: 5, hCGL-E59N-S63L-L91M-R119A-K268RT311G-E339V-1353S (hCGL-8mut-3); y la SEQ ID NO: 6,
hCGL-E59I-S63L-L91M-R119A-K268R-T311G-E339V-1353S (hCGL-8mut-4) tenian los valores de kea/Km mas altos
para degradar la L-metionina. Estas variantes (hCGL-8mut-(1-4)) se purificaron hasta una homogeneidad superior al
95 % segun se evalud por SDS-PAGE como se describe en el Ejemplo 2 y se caracterizaron cinéticamente por su
capacidad para degradar L-Met en un tampoén de PBS 100 mM a pH 7,3 y 37 °C usando un ensayo de MBTH a
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escala de 1 ml similar al descrito en el Ejemplo 3.

Tabla 1. Comparacion de la cinética de Michaelis-Menten de la degradacién de L-metionina a pH 7,3 y 37 °C usando
hCGL, hCGL-NLV y variantes hCGL-8mut(1-4) mejoradas.

Variante Keat 5™ Kn mM Keat/Km s*M™
hCGL 0 0 0
hCGL-NLV 7,9 14 560
hCGL-8mut-1 7,9 2,2 3590
hCGL-8mut-2 7,1 1,4 5070
hCGL-8mut-3 ND ND ND
hCGL-8mut-4 9,8 1,8 5440

ND = no determinado

Ejemplo 6 - Citotoxicidad de hCGL-8mut-1 contra estirpes celulares tumorales

La citotoxicidad in vitro de hCGL-8mut-1 se evalud contra estirpes celulares de melanoma A375 y estirpes celulares
de cancer de prostata DU145 y PC3. Las células se sembraron a ~3000 células/pocillo en placas de cultivo de 96
pocillos en medio DMEM para las células A375 o medio RPMI1640 para las estirpes celulares de tumor de préstata 'y
se dejaron crecer durante 24 h antes del tratamiento con concentraciones variables de enzima. Después de 5 dias
de tratamiento, la proliferacién se midié6 usando el ensayo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-
sulfofenil)-2H-tetrazolio (MTS). El analisis de los datos resultantes para A375 produjeron un valor de Clso aparente
de 0,08 uM y valores de Clso aparentes de 0,21 uM para DU145 y 0,25 uM para las células de tumor de préstata
PC3 (Figura 2).

Ejemplo 7 - Preparacion farmacolégica de hCGL-8mut-1

La enzima hCGL-8mut-1 se purific6 como se describe en el Ejemplo 2 con una excepcion: después de la unién a la
columna IMAC, la proteina se lavé exhaustivamente (90-100 voliumenes de columna) con un tampén IMAC que
contenia TRITON® 114 al 0,1 %. Después, la columna se lavé con 10-20 volimenes de columna de tampén IMAC y
se eluyé con un tampoén de elucién IMAC (NaPO4 50 mM/imidazol 250 mM/NaCl 300 mM, pH 8). Se empleé el
lavado con TRITON® 114 para retirar endotoxinas. La proteina purificada se sometio a intercambio de tampdn en un
tampon de NaPO, 100 mM a pH 8,3 usando un dispositivo de filtracién de PCPM 10.000 (Amicon). Posteriormente,
se afiadi6 PLP a una concentracion de 10 mM y la proteina se incub6 durante 1 h a 25 °C. Después, se afiadio
metoxi PEG succinimidil carboximetil éster 5000 PM (JenKem Technology) a hCGL-8mut-1 a una relacién molar de
80:1 y se dejaron reaccionar durante 1 h a 25 °C con agitacion constante. A la mezcla resultante se le intercambi6
exhaustivamente el tampdn (PBS con glicerol al 10 %) usando un dispositivo de filtracion de PCPM 100.000
(Amicon) y se esterilizd con un filtro de jeringa de 0,2 micrometros (VWR). Todas las enzimas PEGiladas se
analizaron para determinar el contenido de lipopolisacaridos (LPS) usando un kit de Lisado de Amebocitos Limulus
(LAL) (Cape Cod Incorporated).

Ejemplo 8 - Estabilidad sérica de hCGL-8mut-1 PEGilada

La estabilidad sérica de hCGL-8mut-1 PEGilada se sometié a ensayo mediante incubacién de la enzima en suero
humano agrupado a 37 °C a una concentracion final de 10 yM. En diferentes puntos temporales, se retiraron
alicuotas y se sometié a ensayo su actividad usando el ensayo DTNB como se describe en la Publicacion de
Patente de los EE.UU. 2011/0200576, que se incorpora en el presente documento por referencia en su totalidad.
Después de trazar los datos, se calcul6 que la hCGL-8mut-1 PEGilada tenia una semivida (Tos) de 101 + 4 h (Figura
3).

Ejemplo 9 - Anédlisis farmacodinamico de hCGL-8mut-1 PEGilada en ratones

Para evaluar la eficacia de las enzimas degradadoras de metionina humanas obtenidas por ingenieria desveladas en
los Ejemplos 4-7 anteriores para aclarar la L-metionina en un modelo de ratén, a tres grupos de tres animales cada
uno se les administraron 50 mg/kg de PEG-hCGL-8mut-1 mediante inyeccion en la vena de la cola, mientras se
mantenian con una dieta normal. Los grupos se sacrificaron en puntos temporales correspondientes a 8, 24 y 48 h
mediante venopuncién cardiaca para la recogida de suero. Después, las muestras de suero se analizaron para
determinar el contenido de L-metionina mediante derivatizacion con o-ftalaldehido (OPA), seguida de cromatografia
liquida de alto rendimiento (HPLC) esencialmente como se describe por Agilent Technologies (en el sitio web
chem.agilent.com/Library/datasheets/Public/5980-3088.PDF). Este esquema de dosificacion que usa PEG-hCGL-
8mut-1 permitié el agotamiento de L-metionina a niveles inferiores a 5 uM durante mas de 15 h (Figura 4). Por el
contrario, la administracion de 200 mg/kg de hCGL-NLV PEGilada a ratones con una dieta normal solo disminuyo la
L-metionina sérica a ~10 uM durante 4 h (Figura 5).

Todos los métodos desvelados en el presente documento pueden realizarse y ejecutarse sin experimentacion
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excesiva a la luz de la presente divulgacién. Aunque las composiciones de la presente invencion se han descrito en
términos de realizaciones preferidas, sera evidente para los expertos en la materia que pueden aplicarse variaciones
a los métodos y en las etapas 0 en la secuencia de etapas del método que se describen en el presente documento
sin alejarse del concepto y alcance de la invencion. Mas especificamente, sera evidente que determinados agentes
gue estan relacionados tanto quimica como fisioldgicamente pueden sustituirse por los agentes descritos en el
presente documento mientras se obtendrian los mismos resultados o similares.
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Asn

Lys

Lys

Gly



10

305

Thr Leu
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Tyr

His

His

Ser

340

His
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ES 2702 120 T3

310

Glu
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Leu
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Lys
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Leu
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Asn

Leu
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Gly

Lys
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Thr
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Trp
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Tyr
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Ile
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Met
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Lys
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Val

Leu
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Tyr
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Thr
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Ile
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Lys
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Met
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Asp

Ala

Asp

Arg

235

Asp

Glu

Asn

Gln

Thr

315

Asn
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Leu

Phe

Glu
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<223> Polipéptido sintético

<400> 6

Met

His

Thr

Gln

Asn

65

Ala

Ile

Val

Gly

Ala
145

Gln

Phe

Ser

Gly

50

Pro

Lys

Thr
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Gly

10

Gly

Ser

Phe

Ala

Gly

Gln

Arg

Ser

Val

395

Phe

Gln

Leu

Ile

Val

75

Met

Ile

Gln

Lys

Trp
155

Leu

Asp

Ser

Tyr

60

Ala

Ala

Ile

Val

Ile
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95

Asp

Glu

Leu

Pro

400

Gln

Trp
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Tyr
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340

His
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Val
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Tyr
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Tyr
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Lys

Asn

Phe

Glu

150

Met
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Thr
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Val
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Phe
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Val
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Phe

Ala
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Ser
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Val

Pro

Pro
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Trp
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Val
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Asp
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Arg
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Ala

Phe
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Val
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Leu
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Val
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Val
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Lys

Thr
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Lys
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Asn



10

Gly

Val

Arg
305

Thr

Leu

Ile

Ile

Asp
385

Ser

<210>9
<211> 405
<212> PRT

Met

Ile

290

Gln

Leu

Ala

Met

Ser

370

Leu

Gly

Ala

275

Tyr

Cys

Gln

Glu

Thr

355

Asp

Leu

Ser

<213> Pan troglodytes

<400> 9

Met

His

Thr

Gln

Asn
65

Gln

Phe

Ser

Gly

Pro

Glu

Ala

Arg

Ala

Thr

Val

Pro

Thr

His

Ser

340

His

Thr

Glu

His

Lys

Thr

20

Ala

Pro

Arg

Ala

Gly

Gly

Ala

325

Leu

Ala

Leu

Asp

Asn
405

Asp

Gln

Leu

Gly

Asn

ES 2702 120 T3

Gln

Leu

Cys

310

Glu

Gly

Ser

Ile

Leu
390

Ala

Ala

Val

Gln

Cys
70

Phe

Pro

295

Thr

Ile

Gly

Val

Arg

375

Asp

Ser

Ile

Pro

His

55

Leu

Leu

280

Ser

Gly

Phe

Phe

Pro

360

Leu
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Gln

Gly

180

Gln

Lys

Asn

Gly

Lys

260

Val

Pro
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Leu

85

Leu

Thr

Ser

Pro

Lys

165

Asp

Arg

Tyr

Cys

Ala

245

Thr

Ala

Gly

Gly

Ala
325

ES 2702 120 T3

Ala

Lys

Asn

Phe

Glu

150

Val

Ile

Pro

Met

Glu

230

Val

Leu

Gln

Leu

Cys

310

Glu

Phe

Ala

Arg

Val

135

Thr

Ile

Ile

Leu

Asn

215

Ser

Pro

His

Phe

Pro

295

Thr

Ile

Ala

Gly

Tyr

120

Asp

Lys

Asp

Leu

Ala

200

Gly

Leu

Ser

Val

Leu

280

Ser

Gly

Phe

46

Ser

Asp

105

Phe

Cys

Leu

Ile

Val

185

Leu

His

His

Pro

Arg

265

Glu

His

Met

Leu

Gly

90

Gln

Arg

Ser

Val

Glu

170

Val

Gly

Ser

Asn

Ile

250

Met

Ser

Pro

Val

Lys
330

Leu

Ile

Gln

Lys

Trp

155

Ala

Asp

Ala

Asp

Arg

235

Asp

Glu

Asn

Gln

Thr

315

Asn

Ala

Ile

Val

Ile

140

Ile

Cys

Asn

Asp

Val

220

Leu

Cys

Lys

Pro

His

300

Phe

Leu

Ala

Cys

Ala

125

Lys

Glu

Ala

Thr

Ile

205

Val

Arg

Tyr

His

Trp

285

Glu

Tyr

Lys

Thr

Met

110

Ser

Leu

Thr

His

Phe

190

Cys

Met

Phe

Leu

Phe

270

Val

Leu

Ile

Leu

Val

95

Asp

Glu

Leu

Pro

Ile

175

Met

Met

Gly

Leu

Cys

255

Lys

Glu

Val

Lys

Phe
335

Thr

Asp

Phe

Glu

Thr

160

Val

Ser

Tyr

Leu

Gln

240

Asn

Asn

Lys

Lys

Gly

320

Thr
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Leu

Ile

Ile

Asp
385

Ser

<210> 10
<211> 405
<212> PRT

Ala

Met

Ser

370

Leu

Gly

<213> Pan paniscus

<400> 10

Met

His

Thr

Gln

Asn

65

Ala

Ile

Val

Gly

Gln

Phe

Ser

Gly

50

Pro

Lys

Thr

Tyr

Leu
130

Glu

Thr

355

Asp

Leu

Ser

Glu

Ala

Lys

35

Ala

Thr

Tyr

His

Gly

115

Lys

Ser

340

His

Thr

Glu

His

Lys

Thr

20

Ala

Pro

Arg

Cys

Leu

100

Gly

Ile

Leu

Ala

Leu

Asp

Ser
405

Asp

Gln

Leu

Gly

Asn

Leu

85

Leu

Thr

Ser
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Gly

Ser

Ile

Leu
390

Ala

Ala

Val

Gln

Cys

70

Ala

Lys

Asn

Phe

Gly

Val

Arg

375

Asp

Ser

Ile

Pro

His

55

Leu

Phe

Ala

Arg

Val
135

Phe

Leu

360

Leu

Gln

Ser

His

Pro

40

Ser

Glu

Ala

Gly

Tyr

120

Asp

a7

Glu

345

Lys

Ser

Ala

Gln

Val

25

Ile

Gly

Lys

Ser

Asp

105

Phe

Cys

Ser

Asn

Val

Leu

Gly

10

Gly

Ser

Phe

Ala

Gly

90

Gln

Arg

Ser

Leu

Asp

Gly

Lys
395

Phe

Gln

Leu

Glu

Val

75

Leu

Ile

Gln

Lys

Ala

Arg

Leu

380

Ala

Leu

Asp

Ser

Tyr

60

Ala

Ala

Ile

Val

Ile
140

Glu

Asp

365

Glu

Ala

Pro

Pro

Thr

45

Ser

Ala

Ala

Cys

Ala

125

Lys

Leu

350

Val

Asp

His

His

Glu

30

Thr

Arg

Leu

Thr

Met

110

Ser

Leu

Pro

Leu

Glu

Pro

Phe

15

Gln

Phe

Ser

Asp

Val

95

Asp

Glu

Leu

Ala

Gly

Glu

Pro
400

Gln

Trp

Lys

Gly

Gly

80

Thr

Asp

Phe

Glu



Ala

145

Asn

His

Pro

Ser

Val

225

Asn

Arg

Gly

Val

Arg

305

Thr

Leu

Ile

Ile

Asp
385

Ala

Pro

Lys

Tyr

Ala

210

Ser

Ser

Gly

Met

Ile

290

Gln

Leu

Ala

Met

Ser

370

Leu

Ile

Thr

His

Phe

195

Thr

Val

Leu

Leu

Ala

275

Tyr

Cys

Gln

Glu

Thr

355

Asp

Leu

Thr

Gln

Gly

180

Gln

Lys

Asn

Gly

Lys

260

Val

Pro

Thr

His

Ser

340

His

Thr

Glu

Pro

Lys

165

Asp

Arg

Tyr

Cys

Ala

245

Thr

Ala

Gly

Gly

Ala

325

Leu

Ala

Leu

Asp
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Glu

150

Val

Ile

Pro

Met

Glu

230

Val

Leu

Gln

Leu

Cys

310

Glu

Gly

Ser

Ile

Leu
390

Thr

Ile

Ile

Leu

Asn

215

Ser

Pro

His

Phe

Pro

295

Thr

Ile

Gly

Val

Arg

375

Asp

Lys

Asp

Leu

Ala

200

Gly

Leu

Ser

Val

Leu

280

Ser

Gly

Phe

Phe

Leu

360

Leu

Gln

48

Leu

Ile

Val

185

Leu

His

His

Pro

Arg

265

Glu

His

Met

Leu

Glu

345

Lys

Ser

Ala

Val

Glu

170

Val

Gly

Ser

Asn

Ile

250

Met

Ser

Pro

Val

Lys

330

Ser

Asn

Val

Leu

Trp

155

Ala

Asp

Ala

Asp

Arg

235

Asp

Glu

Asn

Gln

Thr

315

Asn

Leu

Asp

Gly

Lys
395

Ile

Cys

Asn

Asp

Val

220

Leu

Cys

Lys

Pro

His

300

Phe

Leu

Ala

Arg

Leu

380

Ala

Glu

Ala

Thr

Ile

205

Val

Arg

Tyr

His

Trp

285

Glu

Tyr

Lys

Glu

Asp

365

Glu

Ala

Thr

His

Phe

190

Cys

Ile

Phe

Leu

Phe

270

Val

Leu

Ile

Leu

Leu

350

Val

Asp

His

Pro

Ile

175

Met

Met

Gly

Leu

Cys

255

Lys

Glu

Val

Lys

Phe

335

Pro

Leu

Glu

Pro

Thr

160

Val

Ser

Tyr

Leu

Gln

240

Asn

Asn

Lys

Lys

Gly

320

Thr

Ala

Gly

Glu

Pro
400
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<210> 11

<211> 405
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 11

Met

His

Thr

Gln

Asn

65

Ala

Ile

Val

Gly

Ala

145

Asn

His

Gln

Phe

Ser

Gly

50

Pro

Lys

Thr

Tyr

Leu

130

Ala

Pro

Lys

Glu

Ala

Arg

35

Ala

Thr

Tyr

His

Ala

115

Lys

Ile

Thr

His

Lys

Thr

20

Ala

Pro

Arg

Cys

Leu

100

Gly

Ile

Thr

Gln

Gly
180

Glu

Gln

Val

Gly

Asn

Leu

85

Leu

Thr

Ser

Pro

Lys

165

Asp
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Ser Gly Ser His Ser
405

Ala

Ala

Val

Gln

Cys

70

Ala

Lys

Asn

Phe

Glu

150

Met

Ile

Ser

Ile

Pro

His

55

Leu

Phe

Ala

Leu

Val

135

Thr

Thr

Ile

Ser

His

Pro

40

Ser

Glu

Ala

Gly

Tyr

120

Asp

Lys

Asp

Leu

49

Gln

Val

25

Ile

Gly

Lys

Ser

Asp

105

Phe

Cys

Leu

Ile

Val
185

Gly

10

Gly

Ser

Phe

Ala

Gly

90

Gln

Arg

Ser

Val

Glu

170

Val

Phe

Gln

Pro

Asn

Val

75

Met

Ile

Gln

Lys

Trp

155

Ala

Asp

Leu

Glu

Ser

Tyr

60

Ala

Ala

Ile

Val

Ile

140

Ile

Cys

Asn

Pro

Pro

Val

45

Ser

Ala

Ala

Cys

Ala

125

Lys

Glu

Ala

Thr

His

Glu

30

Thr

Arg

Leu

Thr

Met

110

Ser

Leu

Thr

His

Phe
190

Phe

15

Gln

Phe

Leu

Asp

Val

95

Asp

Glu

Leu

Pro

Ile

175

Met

Gln

Trp

Lys

Gly

Gly

80

Thr

Asp

Phe

Glu

Thr

160

Val

Ser



Pro

Ser

Val

225

Asn

Arg

Gly

Val

Arg

305

Thr

Leu

Ser

Ile

Asp

385

Ser

<210> 12
<211> 405
<212> PRT

Tyr

Ala

210

Ser

Ser

Gly

Met

Ile

290

Gln

Leu

Ala

Met

Ser

370

Leu

Gly

Phe

195

Thr

Val

Leu

Leu

Ala

275

Tyr

Cys

Gln

Val

Thr

355

Asp

Leu

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

Gln

Lys

Asn

Gly

Lys

260

Val

Pro

Thr

His

Ser

340

His

Thr

Glu

His

Arg

Tyr

Cys

Ala

245

Thr

Ala

Gly

Gly

Ala

325

Leu

Ala

Leu

Asp

Ser
405

ES 2702 120 T3

Pro

Met

Glu

230

Val

Leu

Gln

Leu

Cys

310

Glu

Gly

Ser

Ile

Leu
390

Leu

Asn

215

Ser

Pro

Gln

Phe

Pro

295

Gly

Ile

Gly

Val

Arg

375

Asp

Ala

200

Gly

Leu

Ser

Val

Leu

280

Ser

Gly

Phe

Phe

Leu

360

Leu

Gln

50

Leu

His

Tyr

Pro

Arg

265

Glu

His

Met

Leu

Glu

345

Lys

Ser

Ala

Gly

Ser

Asn

Ile

250

Met

Ser

Pro

Val

Lys

330

Ser

Lys

Val

Leu

Ala

Asp

Arg

235

Asp

Glu

Asn

Gln

Thr

315

Asn

Leu

Asp

Gly

Lys
395

Asp

Val

220

Leu

Cys

Arg

Pro

His

300

Phe

Leu

Val

Arg

Leu

380

Ala

Ile

205

Val

Arg

Tyr

His

Trp

285

Glu

Tyr

Lys

Glu

Asp

365

Glu

Ala

Cys

Met

Phe

Leu

Phe

270

Val

Leu

Ile

Leu

Leu

350

Val

Asp

His

Met

Gly

Leu

Cys

255

Lys

Glu

Val

Lys

Phe

335

Pro

Leu

Glu

Pro

Cys

Leu

Gln

240

Asn

Asn

Lys

Lys

Gly

320

Thr

Ala

Gly

Glu

Pro
400



<400> 12

Met

His

Thr

Gln

Asn

65

Ala

Ile

Val

Gly

Ala

145

Asn

His

Pro

Ser

Val
225

Gln

Phe

Ser

Gly

50

Pro

Lys

Thr

Tyr

Leu

130

Ala

Pro

Lys

Tyr

Ala

210

Ser

Glu

Ala

Arg

35

Ala

Thr

Tyr

His

Ala

115

Lys

Ile

Thr

His

Phe

195

Thr

Val

Lys

Thr

20

Ala

Pro

Arg

Cys

Leu

100

Gly

Ile

Thr

Gln

Gly

180

Gln

Lys

Asn

Glu

Gln

Val

Gly

Asn

Leu

85

Leu

Thr

Ser

Pro

Lys

165

Asp

Arg

Tyr

Cys
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Ala

Ala

Val

Gln

Cys

70

Ala

Lys

Asn

Phe

Glu

150

Met

Ile

Pro

Met

Glu
230

Ser

Ile

Pro

His

55

Leu

Phe

Ala

Leu

Val

135

Thr

Thr

Ile

Leu

Asn

215

Ser

Ser

His

Pro

40

Ser

Glu

Ala

Tyr

120

Asp

Lys

Asp

Leu

Ala

200

Gly

Leu

51

Gln

Val

25

Ile

Gly

Lys

Ser

Asp

105

Phe

Cys

Leu

Ile

Val

185

Leu

His

Tyr

Gly

10

Gly

Ser

Phe

Ala

Gly

90

Gln

Arg

Ser

Val

Glu

170

Val

Gly

Ser

Asn

Phe

Gln

Pro

Ile

Val

75

Met

Ile

Gln

Lys

Trp

155

Ala

Asp

Ala

Asp

Arg
235

Leu

Glu

Ser

Tyr

60

Ala

Ala

Ile

Val

Ile

140

Ile

Cys

Asn

Asp

Val

220

Leu

Pro

Pro

Val

45

Ser

Ala

Ala

Cys

Ala

125

Lys

Glu

Ala

Thr

Ile

205

Val

Arg

His

Glu

30

Thr

Arg

Leu

Thr

Met

110

Ser

Leu

Thr

His

Phe

190

Cys

Met

Phe

Phe

15

Gln

Phe

Leu

Asp

Val

95

Asp

Glu

Leu

Pro

Ile

175

Met

Met

Gly

Leu

Gln

Trp

Lys

Gly

Gly

80

Thr

Asp

Phe

Glu

Thr

160

Val

Ser

Cys

Leu

Gln
240
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Asn Ser Leu Gly Ala Val Pro Ser Pro Ile Asp Cys Tyr Leu Cys Asn
245 250 255

Arg Gly Leu Lys Thr Leu Gln Val Arg Met Glu Arg His Phe Lys Asn
260 265 270

Gly Met Ala Val Ala Gln Phe Leu Glu Ser Asn Pro Trp Val Glu Lys
275 280 285

Val Ile Tyr Pro Gly Leu Pro Ser His Pro Gln His Glu Leu Val Lys
290 295 300

Arg Gln Cys Thr Gly Cys Gly Gly Met Val Thr Phe Tyr Ile Lys Gly
305 310 315 320

Thr Leu Gln His Ala Glu Ile Phe Leu Lys Asn Leu Lys Leu Phe Thr
325 330 335

Leu Ala Val Ser Leu Gly Gly Phe Glu Ser Leu Val Glu Leu Pro Ala
340 345 350

Ser Met Thr His Ala Ser Val Leu Lys Lys Asp Arg Asp Val Leu Gly
355 360 365

Ile Ser Asp Thr Leu Ile Arg Leu Ser Val Gly Leu Glu Asp Glu Glu
370 375 380

Asp Leu Leu Glu Asp Leu Asp Gln Ala Leu Lys Ala Ala His Pro Pro
385 390 395 400

Ser Gly Ser His Ser
405

<210> 13

<211> 405

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 13
Met Gln Glu Lys Glu Ala Ser Ser Gln Gly Phe Leu Pro His Phe Gln
1 5 10 15

His Phe Ala Thr Gln Ala Ile His Val Gly Gln Glu Pro Glu Gln Trp
20 25 30

52



Thr

Gln

Asn

65

Ala

Ile

Val

Gly

Ala

145

Asn

His

Pro

Ser

Val

225

Asn

Arg

Gly

Ser

Gly

50

Pro

Lys

Thr

Tyr

Leu

130

Ala

Pro

Lys

Tyr

Ala

210

Ser

Ser

Gly

Met

Arg

35

Ala

Thr

Tyr

His

Ala

115

Lys

Ile

Thr

His

Phe

195

Thr

Val

Leu

Leu

Ala
275

Ala

Pro

Arg

Cys

Leu

100

Gly

Ile

Thr

Gln

Gly

180

Gln

Lys

Asn

Gly

Lys

260

Val

Val

Gly

Asn

Leu

85

Leu

Thr

Ser

Pro

Lys

165

Asp

Arg

Tyr

Cys

Ala

245

Thr

Ala
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Val

Gln

Cys

70

Ala

Lys

Asn

Phe

Glu

150

Met

Ile

Pro

Met

Glu

230

Val

Leu

Gln

Pro

His

55

Leu

Phe

Ala

Ala

Val

135

Thr

Thr

Ile

Leu

Asn

215

Ser

Pro

Gln

Phe

Pro

40

Ser

Glu

Ala

Gly

Tyr

120

Asp

Lys

Asp

Leu

Ala

200

Gly

Leu

Ser

Val

Leu
280

53

Ile

Gly

Lys

Ser

Asp

105

Phe

Cys

Leu

Ile

Val

185

Leu

His

Tyr

Pro

Arg

265

Glu

Ser

Phe

Ala

Gly

90

Gln

Arg

Ser

Val

Glu

170

Val

Gly

Ser

Asn

Ile

250

Met

Ser

Pro

Asn

Val

75

Met

Ile

Gln

Lys

Trp

155

Ala

Asp

Ala

Asp

Arg

235

Asp

Glu

Asn

Ser

Tyr

60

Ala

Ala

Ile

Val

Ile

140

Ile

Cys

Asn

Asp

Val

220

Leu

Cys

Arg

Pro

Val

45

Ser

Ala

Ala

Cys

Ala

125

Lys

Glu

Ala

Thr

Ile

205

Val

Arg

Tyr

His

Trp
285

Thr

Arg

Leu

Thr

Met

110

Ser

Leu

Thr

His

Phe

190

Cys

Met

Phe

Leu

Phe

270

Val

Phe

Leu

Asp

Val

95

Asp

Glu

Leu

Pro

Ile

175

Met

Met

Gly

Leu

Cys

255

Lys

Glu

Lys

Gly

Gly

80

Thr

Asp

Phe

Glu

Thr

160

Val

Ser

Cys

Leu

Gln

240

Asn

Asn

Lys
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Val

Arg
305

Thr

Leu

Ser

Ile

Asp
385

Ser

<210> 14
<211> 405
<212> PRT

Ile

290

Gln

Leu

Ala

Met

Ser

370

Leu

Gly

Tyr Pro

Cys Thr

Gln His

Val Ser

340

Thr His

355

Asp Thr

Leu Glu

Ser His

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 14

Met

His

Thr

Gln

Asn
65

Gln

Phe

Ser

Gly

50

Pro

Glu Lys

Ala Thr
20

Arg Ala
35

Ala Pro

Thr Arg

Gly

Gly

Ala

325

Leu

Ala

Leu

Asp

Ser
405

Glu

Gln

Val

Gly

Asn
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Leu

Cys

310

Glu

Gly

Ser

Ile

Leu
390

Ala

Ala

Val

Gln

Cys
70

Pro

295

Gly

Ile

Gly

Val

Arg

375

Asp

Ser

Ile

Pro

His

55

Leu

Ser

Gly

Phe

Phe

Leu

360

Leu

Gln

Ser

His

Pro

40

Ser

Glu

54

His

Met

Leu

Glu

345

Lys

Ser

Ala

Gln

Val

25

Ile

Gly

Lys

Pro

Val

Lys

330

Ser

Lys

Val

Leu

Gly

10

Gly

Ser

Phe

Ala

Gln

Thr

315

Asn

Leu

Asp

Gly

Lys
395

Phe

Gln

Pro

Ile

Val
75

His

300

Phe

Leu

Val

Arg

Leu

380

Ala

Leu

Glu

Ser

Tyr

60

Ala

Glu

Tyr

Lys

Glu

Asp

365

Glu

Ala

Pro

Pro

Val

45

Ser

Ala

Leu

Ile

Leu

Leu

350

Val

Asp

His

His

Glu

30

Thr

Arg

Leu

Val

Lys

Phe

335

Pro

Leu

Glu

Pro

Phe

15

Gln

Phe

Leu

Asp

Lys

Gly

320

Thr

Ala

Gly

Glu

Pro
400

Gln

Trp

Lys

Gly

Gly
80



Ala

Ile

Val

Gly

Ala

145

Asn

His

Pro

Ser

Val

225

Asn

Arg

Gly

Val

Arg

305

Thr

Lys

Thr

Tyr

Leu

130

Ala

Pro

Lys

Tyr

Ala

210

Ser

Ser

Gly

Met

Ile

290

Gln

Leu

Tyr

His

Ala

115

Lys

Ile

Thr

His

Phe

195

Thr

Val

Leu

Leu

Ala

275

Tyr

Cys

Gln

Cys

Leu

100

Gly

Ile

Thr

Gln

Gly

180

Gln

Lys

Asn

Gly

Lys

260

Val

Pro

Thr

His

Leu

85

Leu

Thr

Ser

Pro

Lys

165

Asp

Arg

Tyr

Cys

Ala

245

Thr

Ala

Gly

Gly

Ala
325

ES 2702 120 T3

Ala

Lys

Asn

Phe

Glu

150

Met

Ile

Pro

Met

Glu

230

Val

Leu

Gln

Leu

Cys

310

Glu

Phe

Ala

Ala

Val

135

Thr

Thr

Ile

Leu

Asn

215

Ser

Pro

Gln

Phe

Pro

295

Gly

Ile

Ala

Gly

Tyr

120

Asp

Lys

Asp

Leu

Ala

200

Gly

Leu

Ser

Val

Leu

280

Ser

Gly

Phe

55

Ser

Asp

105

Phe

Cys

Leu

Ile

Val

185

Leu

His

Tyr

Pro

Arg

265

Glu

His

Met

Leu

Gly

Gln

Arg

Ser

Val

Glu

170

Val

Gly

Ser

Asn

Ile

250

Met

Ser

Pro

Val

Lys
330

Met

Ile

Gln

Lys

Trp

155

Ala

Asp

Ala

Asp

Arg

235

Asp

Glu

Asn

Gln

Thr

315

Asn

Ala

Ile

Val

Ile

140

Ile

Cys

Asn

Asp

Val

220

Leu

Cys

Arg

Pro

His

300

Phe

Leu

Ala

Cys

Ala

125

Lys

Glu

Ala

Thr

Ile

205

Val

Arg

Tyr

His

Trp

285

Glu

Tyr

Lys

Thr

Met

110

Ser

Leu

Thr

His

Phe

190

Cys

Met

Phe

Leu

Phe

270

Val

Leu

Ile

Leu

Val

95

Asp

Glu

Leu

Pro

Ile

175

Met

Met

Gly

Leu

Cys

255

Lys

Glu

Val

Lys

Phe
335

Thr

Asp

Phe

Glu

Thr

160

Val

Ser

Cys

Leu

Gln

240

Asn

Asn

Lys

Lys

Gly

320

Thr



10

Leu

Ser

Ile

Asp
385

Ser

<210> 15
<211> 405
<212> PRT

Ala

Met

Ser

370

Leu

Gly

Val

Thr

355

Asp

Leu

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 15

Met

His

Thr

Gln

Asn

65

Ala

Ile

Val

Gln

Phe

Ser

Ala

50

Pro

Lys

Thr

Tyr

Glu

Ala

Arg

35

Ala

Thr

Tyr

His

Gly
115

Ser

340

His

Thr

Glu

His

Lys

Thr

20

Ala

Pro

Arg

Cys

Leu

100

Gly

Leu

Ala

Leu

Asp

Ser
405

Asp

Gln

Val

Gly

Asn

Leu

85

Leu

Thr

ES 2702 120 T3

Gly

Ser

Ile

Leu
390

Ala

Ala

Val

Gln

Cys

70

Ala

Lys

Asn

Gly

Val

Arg

375

Asp

Ser

Ile

Pro

His

55

Leu

Phe

Ala

Leu

Phe

Leu

360

Leu

Gln

Ser

His

Leu

40

Ser

Glu

Ala

Gly

Tyr
120

56

Glu

345

Lys

Ser

Ala

Gln

Val

25

Ile

Gly

Lys

Ser

Asp

105

Phe

Ser

Lys

Val

Leu

Gly

10

Gly

Ser

Phe

Ala

Gly

90

Gln

Arg

Leu

Asp

Gly

Lys
395

Phe

Gln

Leu

Asn

Val

75

Met

Ile

Gln

Val

Arg

Leu

380

Ala

Leu

Glu

Ser

Tyr

60

Ala

Ala

Ile

Val

Glu

Asp

365

Glu

Ala

Pro

Pro

Thr

45

Ser

Ala

Ala

Cys

Ala
125

Leu

350

vVal

Asp

His

His

Glu

30

Thr

Arg

Leu

Thr

Met

110

Ser

Pro

Leu

Glu

Pro

Phe

15

Gln

Phe

Leu

Asp

Val

95

Asp

Glu

Ala

Gly

Glu

Pro
400

Gln

Trp

Lys

Gly

Gly

Thr

Asp

Phe



Gly

Ala

145

Asn

His

Pro

Ser

Val

225

Asn

Arg

Gly

Val

Arg

305

Thr

Leu

Ser

Ile

Leu

130

Ala

Pro

Lys

Tyr

Ala

210

Ser

Ser

Gly

Met

Ile

290

Gln

Leu

Ala

Met

Ser
370

Lys

Ile

Val

Arg

Phe

195

Thr

Val

Leu

Leu

Ala

275

Tyr

Cys

Gln

Val

Thr

355

Asp

Ile

Thr

Leu

Gly

180

Gln

Lys

Asn

Gly

Lys

260

Val

Pro

Thr

His

Ser

340

His

Thr

Ser

Pro

Lys

165

Asp

Arg

Tyr

Cys

Ala

245

Thr

Ala

Gly

Gly

Ala

325

Leu

Ala

Leu

ES 2702 120 T3

Phe

Glu

150

Met

Ile

Pro

Met

Glu

230

Val

Leu

Gln

Leu

Cys

310

Glu

Gly

Ser

Ile

Val

135

Thr

Ile

Ile

Leu

Asn

215

Arg

Pro

His

Phe

Pro

295

Gly

Ile

Gly

Val

Arg
375

Asp

Lys

Asp

Leu

Ala

200

Gly

Leu

Ser

Val

Leu

280

Ser

Gly

Phe

Phe

Pro

360

Leu

57

Cys

Leu

Ile

Val

185

Leu

His

His

Pro

Arg

265

Glu

His

Met

Leu

Glu

345

Lys

Ser

Ser

Val

Glu

170

Val

Gly

Ser

Asn

Leu

250

Met

Ser

Pro

Ile

Lys

330

Ser

Asn

Val

Lys

Trp

155

Ala

Asp

Ala

Asp

Arg

235

Asp

Glu

Asn

Gln

Thr

315

Asn

Leu

Asp

Gly

Ile

140

Ile

Cys

Asn

Asp

Val

220

Leu

Cys

Arg

Pro

His

300

Phe

Leu

Val

Arg

Leu
380

Lys

Glu

Ala

Thr

Ile

205

Val

Arg

Tyr

His

Gly

285

Glu

Tyr

Lys

Glu

Asp

365

Glu

Leu

Thr

His

Phe

190

Cys

Met

Phe

Leu

Phe

270

Val

Leu

Ile

Leu

Leu

350

Val

Asp

Leu

Pro

Ile

175

Met

Met

Gly

Leu

Cys

255

Lys

Glu

Ala

Lys

Phe

335

Pro

Leu

Glu

Glu

Thr

160

Val

Ser

Cys

Leu

Gln

240

Asn

Asn

Lys

Lys

Gly

320

Thr

Ala

Gly

Lys
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Asp Leu Leu Glu Asp Leu Asp Gln Ala Leu Lys Ala Ala His Pro Pro

385

Ser Gly Ser His Asn

<210> 16
<211> 405
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 16

Met

His

Thr

Gln

Asn

65

Ala

Ile

Val

Gly

Ala

145

Asn

Gln

Phe

Ser

Ala

50

Pro

Lys

Thr

Tyr

Leu

130

Ala

Pro

Glu

Ala

Arg

Ala

Thr

Tyr

His

Gly

115

Lys

Ile

Val

Lys

Thr

20

Ala

Pro

Arg

Cys

Leu

100

Gly

Ile

Thr

Leu

405

Asp

Gln

Val

Gly

Asn

Leu

85

Leu

Thr

Ser

Pro

Lys
165

390

Ala

Ala

Val

Gln

Cys

70

Ala

Lys

Asn

Phe

Glu

150

Met

Ser

Ile

Pro

His

55

Leu

Phe

Ala

Leu

Val

135

Thr

Ile

Ser

His

Leu

40

Ser

Glu

Ala

Gly

Tyr

120

Asp

Lys

Asp

58

Gln

Val

25

Ile

Lys

Ser

Asp

105

Phe

Cys

Leu

Ile

Gly

10

Gly

Ser

Phe

Ala

Gly

Gln

Arg

Ser

Val

Glu
170

395

Phe

Gln

Leu

Ile

Val

75

Met

Ile

Gln

Lys

Trp

155

Ala

Leu

Glu

Ser

Tyr

60

Ala

Ala

Ile

Val

Ile

140

Ile

Cys

Pro

Pro

Thr

45

Ser

Ala

Ala

Cys

Ala

125

Lys

Glu

Ala

His

Glu

30

Thr

Arg

Leu

Thr

Met

110

Ser

Leu

Thr

His

Phe

15

Gln

Phe

Leu

Asp

Val

95

Asp

Glu

Leu

Pro

Ile
175

400

Gln

Trp

Lys

Gly

80

Thr

Asp

Phe

Glu

Thr

160

Val
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His

Pro

Ser

Val

225

Asn

Arg

Gly

Val

Arg

305

Thr

Leu

Ser

Ile

Asp

385

Ser

<210> 17
<211> 405
<212> PRT

Lys

Tyr

Ala

210

Ser

Ser

Gly

Met

Ile

290

Gln

Leu

Ala

Met

Ser

370

Leu

Gly

Arg

Phe

195

Thr

Val

Leu

Leu

Ala

275

Tyr

Cys

Gln

Val

Thr

355

Asp

Leu

Ser

Gly

180

Gln

Lys

Asn

Gly

Lys

260

Val

Pro

Thr

His

Ser

340

His

Thr

Glu

His

Asp

Arg

Tyr

Cys

Ala

245

Thr

Ala

Gly

Gly

Ala

325

Leu

Ala

Leu

Asp

Asn
405
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Ile

Pro

Met

Glu

230

Val

Leu

Gln

Leu

Cys

310

Glu

Gly

Ser

Ile

Leu
390

Ile

Leu

Asn

215

Arg

Pro

His

Phe

Pro

295

Gly

Ile

Gly

Val

Arg

375

Asp

Leu

Ala

200

Gly

Leu

Ser

Val

Leu

280

Ser

Gly

Phe

Phe

Pro

360

Leu

Gln

59

Val

185

Leu

His

His

Pro

Arg

265

Glu

His

Met

Leu

Glu

345

Lys

Ser

Ala

Val

Gly

Ser

Asn

Leu

250

Met

Ser

Pro

Ile

Lys

330

Ser

Asn

Val

Leu

Asp

Ala

Asp

Arg

235

Asp

Glu

Asn

Gln

Thr

315

Asn

Leu

Asp

Gly

Lys
395

Asn

Asp

Val

220

Leu

Cys

Arg

Pro

His

300

Phe

Leu

Val

Arg

Leu

380

Ala

Thr

Ile

205

Val

Arg

Tyr

His

Gly

285

Glu

Tyr

Lys

Glu

Asp

365

Glu

Ala

Phe

190

Cys

Met

Phe

Leu

Phe

270

Val

Leu

Ile

Leu

Leu

350

Val

Asp

His

Met

Met

Gly

Leu

Cys

255

Lys

Glu

Ala

Lys

Phe

335

Pro

Leu

Glu

Pro

Ser

Cys

Leu

Gln

240

Asn

Asn

Lys

Lys

Gly

320

Thr

Ala

Gly

Lys

Pro
400



<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 17

Met

His

Thr

Gln

Asn

65

Ala

Ile

Val

Gly

Ala

145

Asn

His

Pro

Ser

Gln

Phe

Ser

Ala

50

Pro

Lys

Thr

Tyr

Leu

130

Ala

Pro

Lys

Tyr

Ala
210

Glu

Ala

Arg

35

Ala

Thr

Tyr

His

Gly

115

Lys

Ile

Val

Arg

Phe

195

Thr

Lys

Thr

20

Ala

Pro

Arg

Cys

Leu

100

Gly

Ile

Thr

Leu

Gly

180

Gln

Lys

Asp

Gln

Val

Gly

Asn

Leu

85

Leu

Thr

Ser

Pro

Lys

165

Asp

Arg

Tyr

ES 2702 120 T3

Ala

Ala

Val

Gln

Cys

70

Ala

Lys

Asn

Phe

Glu

150

Met

Ile

Pro

Met

Ser

Ile

Pro

His

55

Leu

Phe

Ala

Ala

Val

135

Thr

Ile

Ile

Leu

Asn
215

Ser

His

Leu

40

Ser

Glu

Ala

Gly

Tyr

120

Asp

Lys

Asp

Leu

Ala

200

Gly

60

Gln

Val

25

Ile

Gly

Lys

Ser

Asp

105

Phe

Cys

Leu

Ile

Val

185

Leu

His

Gly

10

Gly

Ser

Phe

Ala

Gly

90

Gln

Arg

Ser

Val

Glu

170

Val

Gly

Ser

Phe

Gln

Leu

Asn

Val

75

Met

Ile

Gln

Lys

Trp

155

Ala

Asp

Ala

Asp

Leu

Glu

Ser

Tyr

60

Ala

Ala

Ile

Val

Ile

140

Ile

Cys

Asn

Asp

Val
220

Pro

Pro

Thr

45

Ser

Ala

Ala

Cys

Ala

125

Lys

Glu

Ala

Thr

Ile

205

Val

His

Glu

30

Thr

Arg

Leu

Thr

Met

110

Ser

Leu

Thr

His

Phe

190

Cys

Met

Phe

15

Gln

Phe

Leu

Asp

Val

95

Asp

Glu

Leu

Pro

Ile

175

Met

Met

Gly

Gln

Trp

Lys

Gly

Gly

Thr

Asp

Phe

Glu

Thr

160

Val

Ser

Cys

Leu
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Val Ser Val Asn Cys Glu Arg Leu His Asn Arg Leu Arg Phe Leu Gln
225 230 235 240

Asn Ser Leu Gly Ala Val Pro Ser Pro Leu Asp Cys Tyr Leu Cys Asn
245 250 255

Arg Gly Leu Lys Thr Leu His Val Arg Met Glu Arg His Phe Lys Asn
260 265 270

Gly Met Ala Val Ala Gln Phe Leu Glu Ser Asn Pro Gly Val Glu Lys
275 280 285

Val Ile Tyr Pro Gly Leu Pro Ser His Pro Gln His Glu Leu Ala Lys
290 295 300

Arg Gln Cys Thr Gly Cys Gly Gly Met Ile Thr Phe Tyr Ile Lys Gly
305 310 315 320

Thr Leu Gln His Ala Glu Ile Phe Leu Lys Asn Leu Lys Leu Phe Thr
325 330 335

Leu Ala Val Ser Leu Gly Gly Phe Glu Ser Leu Val Glu Leu Pro Ala
340 345 350

Ser Met Thr His Ala Ser Val Pro Lys Asn Asp Arg Asp Val Leu Gly
355 360 365

Ile Ser Asp Thr Leu Ile Arg Leu Ser Val Gly Leu Glu Asp Glu Lys
370 375 380

Asp Leu Leu Glu Asp Leu Asp Gln Ala Leu Lys Ala Ala His Pro Pro
385 390 395 400

Ser Gly Ser His Asn
405

<210> 18

<211> 405

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 18
Met Gln Glu Lys Asp Ala Ser Ser Gln Gly Phe Leu Pro His Phe Gln
1 5 10 15

His Phe Ala Thr Gln Ala TIle His Val Gly Gln Glu Pro Glu Gln Trp

61



Thr

Gln

Asn

65

Ala

Ile

Val

Gly

Ala

145

Asn

His

Pro

Ser

Val

225

Asn

Arg

Ser

Ala

50

Pro

Lys

Thr

Tyr

Leu

130

Ala

Pro

Lys

Tyr

Ala

210

Ser

Ser

Gly

Arg

35

Ala

Thr

Tyr

His

Gly

115

Lys

Ile

Val

Arg

Phe

195

Thr

Val

Leu

Leu

20

Ala

Pro

Arg

Cys

Leu

100

Gly

Ile

Thr

Leu

Gly

180

Gln

Lys

Asn

Gly

Lys
260

Val

Gly

Asn

Leu

85

Leu

Thr

Ser

Pro

Lys

165

Asp

Arg

Tyr

Cys

Ala

245

Thr

ES 2702 120 T3

Val

Gln

Cys

70

Ala

Lys

Asn

Phe

Glu

150

Met

Ile

Pro

Met

Glu

230

Val

Leu

Pro

His

55

Leu

Phe

Ala

Ala

Val

135

Thr

Ile

Ile

Leu

Asn

215

Arg

Pro

His

Leu

40

Ser

Glu

Ala

Gly

Tyr

120

Asp

Lys

Asp

Leu

Ala

200

Gly

Leu

Ser

Val

62

25

Ile

Gly

Lys

Ser

Asp

105

Phe

Cys

Leu

Ile

Val

185

Leu

His

His

Pro

Arg
265

Ser

Phe

Ala

Gly

90

Gln

Arg

Ser

Val

Glu

170

Val

Gly

Ser

Asn

Leu

250

Met

Leu

Ile

Val

75

Met

Ile

Gln

Lys

Trp

155

Ala

Asp

Ala

Asp

Arg

235

Asp

Glu

Ser

Tyr

60

Ala

Ala

Ile

Val

Ile

140

Ile

Cys

Asn

Asp

Val

220

Leu

Cys

Arg

Thr

45

Ser

Ala

Ala

Cys

Ala

125

Lys

Glu

Ala

Thr

Ile

205

Val

Arg

Tyr

His

30

Thr

Arg

Leu

Thr

Met

110

Ser

Leu

Thr

His

Phe

190

Cys

Met

Phe

Leu

Phe
270

Phe

Leu

Asp

Val

95

Asp

Glu

Leu

Pro

Ile

175

Met

Met

Gly

Leu

Cys

255

Lys

Lys

Gly

Gly

80

Thr

Asp

Phe

Glu

Thr

160

Val

Ser

Cys

Leu

Gln

240

Asn

Asn
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<210> 19
<211> 40

Gly

Val

Arg

305

Thr

Leu

Ser

Ile

Asp

385

Ser

5

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Met

Ile

290

Gln

Leu

Ala

Met

Ser

370

Leu

Gly

Ala

275

Tyr

Cys

Gln

Val

Thr

355

Asp

Leu

Ser

<223> Polipéptido sintético

<400> 19

Met Gl
1

His Phe

Thr Ser

Gln Gl
50

Asn Pro

n Glu

y Ala

Ala

Arg

Thr

vVal

Pro

Thr

His

Ser

340

His

Thr

Glu

His

20

Ala

Gly

Gly

Ala

325

Leu

Ala

Leu

Asp

Asn
405

Lys Asp

Thr Gln

Ala Leu

Pro Gly

Arg Asn

ES 2702 120 T3

Gln

Leu

Cys

310

Glu

Gly

Ser

Ile

Leu
390

Ala

Ala

Val

Gln

Cys

Phe

Pro

295

Gly

Ile

Gly

Val

Arg

375

Asp

Ser

Ile

Pro

His

55

Leu

Leu

280

Ser

Gly

Phe

Phe

Pro

360

Leu

Gln

Ser

His

Pro

40

Ser

Glu

63

Glu

His

Met

Leu

Glu

345

Lys

Ser

Ala

Gln

Vval

25

Ile

Gly

Lys

Ser

Pro

Ile

Lys

330

Ser

Asn

val

Leu

Gly

10

Gly

Ser

Phe

Ala

Asn

Gln

Thr

315

Asn

Leu

Asp

Gly

Lys
395

Phe

Gln

Leu

Asn

Val

Pro

His

300

Phe

Leu

Val

Arg

Leu

380

Ala

Leu

Asp

Ser

Tyr

60

Ala

Gly

285

Glu

Tyr

Lys

Glu

Asp

365

Glu

Ala

Val Glu

Leu Ala

Ile Lys

Leu Phe

Lys

Lys

Gly

320

335

Leu Pro

350

Val Leu

Asp Glu

His Pro

Pro His

Pro Glu

30

Thr Thr

45

Ser Arg

Ala Leu

Thr

Ala

Gly

Lys

Pro

400

Phe

15

Gln

Phe

Leu

Asp

Gln

Trp

Lys

Gly

Gly



65

Ala

Ile

Val

Gly

Ala

145

Asn

His

Pro

Ser

Val

225

Asn

Arg

Gly

Val

Arg
305

Lys

Thr

Tyr

Leu

130

Ala

Pro

Lys

Tyr

Ala

210

Ser

Ser

Gly

Met

Ile

290

Gln

Tyr

His

Gly

115

Lys

Ile

Thr

His

Phe

195

Thr

Val

Leu

Leu

Ala

275

Tyr

Cys

Cys

Leu

100

Gly

Ile

Thr

Gln

Gly

180

Gln

Lys

Asn

Gly

Lys

260

Val

Pro

Thr

Leu

85

Leu

Thr

Ser

Pro

Lys

165

Asp

Arg

Tyr

Cys

Ala

245

Thr

Ala

Gly

Gly

ES 2702 120 T3

70

Ala

Lys

Asn

Phe

Glu

150

Val

Ile

Pro

Met

Glu

230

Val

Leu

Gln

Leu

Cys
310

Phe

Ala

Leu

Val

135

Thr

Ile

Ile

Leu

Asn

215

Ser

Pro

His

Phe

Pro

295

Gly

Ala

Gly

Tyr

120

Asp

Lys

Asp

Leu

Ala

200

Gly

Leu

Ser

Val

Leu

280

Ser

Gly

64

Ser

Asp

105

Phe

Cys

Leu

Ile

Val

185

Leu

His

His

Pro

Arg

265

Glu

His

Met

Gly

90

Gln

Arg

Ser

Val

Glu

170

Val

Gly

Ser

Asn

Ile

250

Met

Ser

Pro

Val

75

Met

Ile

Gln

Lys

Trp

155

Ala

Asp

Ala

Asp

Arg

235

Asp

Glu

Asn

Gln

Thr
315

Ala

Ile

Val

Ile

140

Ile

Cys

Asn

Asp

Val

220

Leu

Cys

Arg

Pro

His

300

Phe

Ala

Cys

Ala

125

Lys

Glu

Ala

Thr

Ile

205

Val

Arg

Tyr

His

Trp

285

Glu

Tyr

Thr

Met

110

Ser

Leu

Thr

His

Phe

190

Cys

Met

Phe

Leu

Phe

270

Val

Leu

Ile

Val

95

Asp

Glu

Leu

Pro

Ile

175

Met

Met

Gly

Leu

Cys

255

Lys

Glu

Val

Lys

80

Thr

Asp

Phe

Glu

Thr

160

Val

Ser

Tyr

Leu

Gln

240

Asn

Asn

Lys

Lys

Gly
320
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Thr Leu Gln

Leu Ala Val

Ser Met Thr

355

Ile Ser Asp
370

Asp Leu Leu

385

Ser Gly Ser

<210> 20
<211> 405
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 20
Met Gln
1

His Phe

Thr Ser

Gln Gly

50

Asn Pro

65

Ala Lys

Ile Thr

Val Tyr

Glu

Ala

His

Ser

340

His

Thr

Glu

His

Lys

Thr
20

Arg Ala

35

Ala

Pro

Thr Arg

Tyr

His

Gly

Cys

Leu
100

Gly

Ala

325

Leu

Ala

Leu

Asp

Ser
405

Asp

Gln

Leu

Gly

Asn

Leu

85

Leu

Thr

ES 2702 120 T3

Glu

Gly

Ser

Ile

Leu
390

Ala

Ala

Val

Gln

Cys

70

Ala

Lys

Asn

Ile

Gly

Val

Arg

375

Asp

Ser

Ile

Pro

His

55

Leu

Phe

Ala

Leu

Phe

Phe

Leu

360

Leu

Gln

Ser

His

Pro

40

Ser

Glu

Ala

Gly

Tyr

65

Leu

Glu

345

Lys

Ser

Ala

Gln

Val

25

Ile

Gly

Lys

Ser

Asp

105

Phe

Lys

330

Ser

Asn

Val

Leu

Gly

10

Gly

Ser

Phe

Ala

Gly

90

Gln

Arg

Asn

Leu

Asp

Gly

Lys
395

Phe

Gln

Leu

Ile

Val

75

Met

Ile

Gln

Leu

Ala

Arg

Leu

380

Ala

Leu

Asp

Ser

Tyr

60

Ala

Ala

Ile

Val

Lys

Glu

Asp

365

Glu

Ala

Pro

Pro

Thr

45

Ser

Ala

Ala

Cys

Ala

Leu

Leu

350

Val

Asp

His

His

Glu

30

Thr

Arg

Leu

Thr

Met

110

Ser

Phe

335

Pro

Leu

Glu

Pro

Phe

15

Gln

Phe

Leu

Asp

Val

95

Asp

Glu

Thr

Ala

Gly

Glu

Pro
400

Gln

Trp

Lys

Gly

Gly

80

Thr

Asp

Phe



Gly

Ala

145

Asn

His

Pro

Ser

Val

225

Asn

Arg

Gly

Val

Arg

305

Thr

Leu

Ser

Leu

130

Ala

Pro

Lys

Tyr

Ala

210

Ser

Ser

Gly

Met

Ile

290

Gln

Leu

Ala

Met

115

Lys

Ile

Thr

His

Phe

195

Thr

Val

Leu

Leu

Ala

275

Tyr

Cys

Gln

Val

Thr
355

Ile

Thr

Gln

Gly

180

Gln

Lys

Asn

Gly

Lys

260

Val

Pro

Thr

His

Ser

340

His

Ser

Pro

Lys

165

Asp

Arg

Tyr

Cys

Ala

245

Thr

Ala

Gly

Gly

Ala

325

Leu

Ala

ES 2702 120 T3

Phe

Glu

150

Val

Ile

Pro

Met

Glu

230

Val

Leu

Gln

Leu

Cys

310

Glu

Gly

Ser

Val

135

Thr

Ile

Ile

Leu

Asn

215

Ser

Pro

His

Phe

Pro

295

Gly

Ile

Gly

Val

120

Asp

Lys

Asp

Leu

Ala

200

Gly

Leu

Ser

Val

Leu

280

Ser

Gly

Phe

Phe

Leu
360

66

Cys

Leu

Ile

Val

185

Leu

His

His

Pro

Arg

265

Glu

His

Met

Leu

Glu

345

Lys

Ser

Val

Glu

170

Val

Gly

Ser

Asn

Ile

250

Met

Ser

Pro

Val

Lys

330

Ser

Asn

Lys

Trp

155

Ala

Asp

Ala

Asp

Arg

235

Asp

Glu

Asn

Gln

Thr

315

Asn

Leu

Asp

Ile

140

Ile

Cys

Asn

Asp

Val

220

Leu

Cys

Arg

Pro

His

300

Phe

Leu

Ala

Arg

125

Lys

Glu

Ala

Thr

Ile

205

Val

Arg

Tyr

His

Trp

285

Glu

Tyr

Lys

Glu

Asp
365

Leu

Thr

His

Phe

190

Cys

Met

Phe

Leu

Phe

270

Val

Leu

Ile

Leu

Leu

350

Val

Leu

Pro

Ile

175

Met

Met

Gly

Leu

Cys

255

Lys

Glu

Val

Lys

Phe

335

Pro

Leu

Glu

Thr

160

Val

Ser

Tyr

Leu

Gln

240

Asn

Asn

Lys

Lys

Gly

320

Thr

Ala

Gly



ES 2702 120 T3

Ile Ser Asp Thr Leu Ile Arg Leu Ser Val Gly Leu Glu Asp Glu Glu
370 375 380

Asp Leu Leu Glu Asp Leu Asp Gln Ala Leu Lys Ala Ala His Pro Pro
385 390 395 400

Ser Gly Ser His Ser
405

<210>21

<211> 405

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 21

Met Gln Glu Lys Asp Ala Ser Ser Gln Gly Phe Leu Pro His Phe Gln

His Phe Ala Thr Gln Ala Ile His Val Gly Gln Asp Pro Glu Gln Trp
20 25 30

Thr Ser Arg Ala Leu Val Pro Pro Ile Ser Leu Ser Thr Thr Phe Lys
35 40 45

Gln Gly Ala Pro Gly Gln His Ser Gly Phe Asn Tyr Ser Arg Leu Gly
50 55 60

Asn Pro Thr Arg Asn Cys Leu Glu Lys Ala Val Ala Ala Leu Asp Gly
65 70 75 80

Ala Lys Tyr Cys Leu Ala Phe Ala Ser Gly Met Ala Ala Thr Val Thr
85 90 95

Ile Thr His Leu Leu Lys Ala Gly Asp Gln Ile Ile Cys Met Asp Asp
100 105 110

Val Tyr Gly Gly Thr Asn Ala Tyr Phe Arg Gln Val Ala Ser Glu Phe
115 120 125

Gly Leu Lys Ile Ser Phe Val Asp Cys Ser Lys Ile Lys Leu Leu Glu
130 135 140

Ala Ala Ile Thr Pro Glu Thr Lys Leu Val Trp Ile Glu Thr Pro Thr
145 150 155 160

Asn Pro Thr Gln Lys Val Ile Asp Ile Glu Ala Cys Ala His Ile Val

67



His

Pro

Ser

Val

225

Asn

Arg

Gly

Val

Arg

305

Thr

Leu

Ser

Ile

Asp

385

Ser

Lys

Tyr

Ala

210

Ser

Ser

Gly

Met

Ile

290

Gln

Leu

Ala

Met

Ser

370

Leu

Gly

His

Phe

195

Thr

Val

Leu

Leu

Ala

275

Tyr

Cys

Gln

Val

Thr

355

Asp

Leu

Ser

Gly

180

Gln

Lys

Asn

Gly

Lys

260

Val

Pro

Thr

His

Ser

340

His

Thr

Glu

His

165

Asp

Arg

Tyr

Cys

Ala

245

Thr

Ala

Gly

Gly

Ala

325

Leu

Ala

Leu

Asp

Ser
405

ES 2702 120 T3

Ile

Pro

Met

Glu

230

Val

Leu

Gln

Leu

Cys

310

Glu

Gly

Ser

Ile

Leu
390

Ile

Leu

Asn

215

Ser

Pro

His

Phe

Pro

295

Gly

Ile

Gly

Val

Arg

375

Asp

Leu

Ala

200

Gly

Leu

Ser

Val

Leu

280

Ser

Gly

Phe

Phe

Leu

360

Leu

Gln

68

Val

185

Leu

His

His

Pro

Arg

265

Glu

His

Met

Leu

Glu

345

Lys

Ser

Ala

170

Val

Gly

Ser

Asn

Ile

250

Met

Ser

Pro

Val

Lys

330

Ser

Asn

Val

Leu

Asp

Ala

Asp

Arg

235

Asp

Glu

Asn

Gln

Thr

315

Asn

Leu

Asp

Gly

Lys
395

Asn

Asp

Val

220

Leu

Cys

Arg

Pro

His

300

Phe

Leu

Ala

Arg

Leu

380

Ala

Thr

Ile

205

Val

Arg

Tyr

His

Trp

285

Glu

Tyr

Lys

Glu

Asp

365

Glu

Ala

Phe

190

Cys

Met

Phe

Leu

Phe

270

Val

Leu

Ile

Leu

Leu

350

Val

Asp

His

175

Met

Met

Gly

Leu

Cys

255

Lys

Glu

Val

Lys

Phe

335

Pro

Leu

Glu

Pro

Ser

Tyr

Leu

Gln

240

Asn

Asn

Lys

Lys

Gly

320

Thr

Ala

Gly

Glu

Pro
400
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<210> 22
<211> 405
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 22

Met

His

Thr

Gln

Asn

65

Ala

Ile

Val

Gly

Ala

145

Asn

His

Pro

Ser

Gln

Phe

Ser

Gly

50

Pro

Lys

Thr

Tyr

Leu

130

Ala

Pro

Lys

Tyr

Ala

Glu

Ala

Arg

35

Ala

Thr

Tyr

His

Gly

115

Lys

Ile

Thr

His

Phe

195

Thr

Lys

Thr

20

Ala

Pro

Arg

Cys

Leu

100

Gly

Ile

Thr

Gln

Gly

180

Gln

Lys

Asp

Gln

Leu

Gly

Asn

Leu

85

Leu

Thr

Ser

Pro

Lys

165

Asp

Arg

Tyr

ES 2702 120 T3

Ala

Ala

Val

Gln

Cys

70

Ala

Lys

Asn

Phe

Glu

150

Val

Ile

Pro

Met

Ser

Ile

Pro

His

55

Leu

Phe

Ala

Ala

val

135

Thr

Ile

Ile

Leu

Asn

Ser

His

Pro

40

Ser

Glu

Ala

Gly

Tyr

120

Asp

Lys

Asp

Leu

Ala

200

Gly

69

Gln

Val

25

Ile

Gly

Lys

Ser

Asp

105

Phe

Cys

Leu

Ile

vVal

185

Leu

His

Gly

10

Gly

Ser

Phe

Ala

Gly

90

Gln

Arg

Ser

Val

Glu

170

Val

Gly

Ser

Phe

Gln

Leu

Ile

Val

75

Met

Ile

Gln

Lys

Trp

155

Ala

Asp

Ala

Asp

Leu

Asp

Ser

Tyr

60

Ala

Ala

Ile

val

Ile

140

Ile

Cys

Asn

Asp

Val

Pro

Pro

Thr

45

Ser

Ala

Ala

Cys

Ala

125

Lys

Glu

Ala

Thr

Ile

205

Val

His

Glu

30

Thr

Arg

Leu

Thr

Met

110

Ser

Leu

Thr

His

Phe

190

Cys

Met

Phe

15

Gln

Phe

Leu

Asp

val

95

Asp

Glu

Leu

Pro

Ile

175

Met

Met

Gly

Gln

Trp

Lys

Gly

Gly

Thr

Asp

Phe

Glu

Thr

160

Val

Ser

Tyr

Leu
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210

Val Ser Val
225

Asn Ser Leu

Arg Gly Leu

Gly Met Ala
275

Val Ile Tyr
290

Arg Gln Cys
305

Thr Leu Gln

Leu Ala Val

Ser Met Thr
355

Ile Ser Asp
370

Asp Leu Leu
385

Ser Gly Ser

<210> 23

<211> 405

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 23

Asn

Gly

Lys

260

Val

Pro

Thr

His

Ser

340

His

Thr

Glu

His

Cys

Ala

245

Thr

Ala

Gly

Gly

Ala

325

Leu

Ala

Leu

Asp

Ser
405

ES 2702 120 T3

Glu

230

Val

Leu

Gln

Leu

Cys

310

Glu

Gly

Ser

Ile

Leu
390

215

Ser

Pro

His

Phe

Pro

295

Gly

Ile

Gly

Val

Arg

375

Asp

Leu

Ser

Vval

Leu

280

Ser

Gly

Phe

Phe

Leu

360

Leu

Gln

His

Pro

Arg

265

Glu

His

Met

Leu

Glu

345

Lys

Ser

Ala

Asn

Ile

250

Met

Ser

Pro

Val

Lys

330

Ser

Asn

Val

Leu

Arg

235

Asp

Glu

Asn

Gln

Thr

315

Asn

Leu

Asp

Gly

Lys
395

220

Leu

Cys

Arg

Pro

His

300

Phe

Leu

Ala

Arg

Leu

380

Ala

Arg

Tyr

His

Trp

285

Glu

Tyr

Lys

Glu

Asp

365

Glu

Ala

Phe

Leu

Phe

270

Val

Leu

Ile

Leu

Leu

350

Val

Asp

His

Leu

Cys

255

Lys

Glu

Val

Lys

Phe

335

Pro

Leu

Glu

Pro

Gln

240

Asn

Asn

Lys

Lys

Gly

320

Thr

Ala

Gly

Glu

Pro
400

Met Gln Glu Lys Asp Ala Ser Ser Gln Gly Phe Leu Pro His Phe Gln

1

5

70

10

15



His

Thr

Gln

Asn

65

Ala

Ile

Val

Gly

Ala

145

Asn

His

Pro

Ser

Val

225

Asn

Arg

Phe

Ser

Gly

50

Pro

Lys

Thr

Tyr

Leu

130

Ala

Pro

Lys

Tyr

Ala

210

Ser

Ser

Gly

Ala

Lys

35

Ala

Thr

Tyr

His

Gly

115

Lys

Ile

Thr

His

Phe

195

Thr

Val

Leu

Leu

Thr

20

Ala

Pro

Arg

Cys

Leu

100

Gly

Ile

Thr

Gln

Gly

180

Gln

Lys

Asn

Gly

Lys

Gln

Leu

Gly

Asn

Leu

85

Leu

Thr

Ser

Pro

Lys

165

Asp

Arg

Tyr

Cys

Ala

245

Thr

ES 2702 120 T3

Ala

Val

Gln

Cys

70

Ala

Lys

Asn

Phe

Glu

150

Val

Ile

Pro

Met

Glu

230

Val

Leu

Ile

Pro

His

55

Leu

Phe

Ala

Leu

Val

135

Thr

Ile

Ile

Leu

Asn

215

Ser

Pro

His

His

Pro

40

Ser

Glu

Ala

Gly

Tyr

120

Asp

Lys

Asp

Leu

Ala

200

Gly

Leu

Ser

Val

71

Val

25

Ile

Gly

Lys

Ser

Asp

105

Phe

Cys

Leu

Ile

Val

185

Leu

His

His

Pro

Arg

Gly

Ser

Phe

Ala

Gly

90

Gln

Arg

Ser

Val

Glu

170

Val

Gly

Ser

Asn

Ile

250

Met

Gln

Leu

Asn

Val

75

Met

Ile

Gln

Lys

Trp

155

Ala

Asp

Ala

Asp

Arg

235

Asp

Glu

Asp

Ser

Tyr

60

Ala

Ala

Ile

Val

Ile

140

Ile

Cys

Asn

Asp

Val

220

Leu

Cys

Arg

Pro

Thr

45

Ser

Ala

Ala

Cys

Ala

125

Lys

Glu

Ala

Thr

Ile

205

Val

Arg

Tyr

His

Glu

30

Thr

Arg

Leu

Thr

Met

110

Ser

Leu

Thr

His

Phe

190

Cys

Ile

Phe

Leu

Phe

Gln

Phe

Leu

Asp

Val

95

Asp

Glu

Leu

Pro

Ile

175

Met

Met

Gly

Leu

Cys

255

Lys

Trp

Lys

Gly

Gly

80

Thr

Asp

Phe

Glu

Thr

160

Val

Ser

Tyr

Leu

Gln

240

Asn

Asn
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Gly

Val

Arg
305

Thr

Leu

Ser

Ile

Asp
385

Ser

<210> 24
<211> 405
<212> PRT

Met Ala
275

Ile Tyr
290

Gln Cys

Leu Gln

Ala Val

Met Thr

355

Ser Asp
370

Leu Leu

Gly Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 24

Met

His

Thr

Gln

Gln Glu

Phe Ala

Ser Lys
35

Gly Ala
50

260

Val

Pro

Thr

His

Ser

340

His

Thr

Glu

His

Lys Asp Ala

Thr Gln Ala

20

Ala Leu Val

Pro Gly Gln

Ala

Gly

Gly

Ala

325

Leu

Ala

Leu

Asp

Ser
405

5

ES 2702 120 T3

Gln

Leu

Cys

310

Glu

Gly

Ser

Ile

Leu
390

Phe

Pro

295

Gly

Ile

Gly

Val

Arg

375

Asp

Ser

Ile

Pro

His
55

Leu

280

Ser

Gly

Phe

Phe

Leu

360

Leu

Gln

Ser Gln

His Val

Pro Ile

40

Ser Gly

72

265

Glu

His

Met

Leu

Glu

345

Lys

Ser

Ala

25

Ser

Pro

Val

Lys

330

Ser

Asn

Val

Leu

Gly Phe Leu

10

Gly Gln Asp

Ser Leu Ser

Phe Ile Tyr

Asn

Gln

Thr

315

Asn

Leu

Asp

Gly

Lys
395

Pro

His

300

Phe

Leu

Ala

Arg

Leu

380

Ala

60

Trp

285

Glu

Tyr

Lys

Glu

Asp

365

Glu

Ala

Pro His

Pro Glu

Thr Thr

45

Ser Arg

270

vVal

Leu

Ile

Leu

Leu

350

vVal

Asp

His

30

Glu

Val

Lys

Phe

335

Pro

Leu

Glu

Pro

Phe

15

Gln

Phe

Leu

Lys

Lys

Gly

320

Thr

Ala

Gly

Glu

Pro
400

Gln

Trp

Lys

Gly



Asn

65

Ala

Ile

Val

Gly

Ala

145

Asn

His

Pro

Ser

Val

225

Asn

Arg

Gly

Val

Arg

Pro

Lys

Thr

Tyr

Leu

130

Ala

Pro

Lys

Tyr

Ala

210

Ser

Ser

Gly

Met

Ile

290

Gln

Thr

Tyr

His

Gly

115

Lys

Ile

Thr

His

Phe

195

Thr

Val

Leu

Leu

Ala

275

Tyr

Cys

Arg

Cys

Leu

100

Gly

Ile

Thr

Gln

Gly

180

Gln

Lys

Asn

Gly

Lys

260

Val

Pro

Thr

Asn

Leu

85

Leu

Thr

Ser

Pro

Lys

165

Asp

Arg

Tyr

Cys

Ala

245

Thr

Ala

Gly

Gly

ES 2702 120 T3

Cys

70

Ala

Lys

Asn

Phe

Glu

150

Val

Ile

Pro

Met

Glu

230

Val

Leu

Gln

Leu

Cys

Leu

Phe

Ala

Leu

Val

135

Thr

Ile

Ile

Leu

Asn

215

Ser

Pro

His

Phe

Pro

295

Gly

Glu

Ala

Gly

Tyr

120

Asp

Lys

Asp

Leu

Ala

200

Gly

Leu

Ser

Val

Leu

280

Ser

Gly

73

Lys

Ser

Asp

105

Phe

Cys

Leu

Ile

Val

185

Leu

His

His

Pro

Arg

265

Glu

His

Met

Ala

Gly

Gln

Arg

Ser

Val

Glu

170

Val

Gly

Ser

Asn

Ile

250

Met

Ser

Pro

Val

Val

75

Met

Ile

Gln

Lys

Trp

155

Ala

Asp

Ala

Asp

Arg

235

Asp

Glu

Asn

Gln

Thr

Ala

Ala

Ile

Val

Ile

140

Ile

Cys

Asn

Asp

Val

220

Leu

Cys

Arg

Pro

His

300

Phe

Ala

Ala

Cys

Ala

125

Lys

Glu

Ala

Thr

Ile

205

Val

Arg

Tyr

His

Trp

285

Glu

Tyr

Leu

Thr

Met

110

Ser

Leu

Thr

His

Phe

190

Cys

Ile

Phe

Leu

Phe

270

Val

Leu

Ile

Asp

Val

95

Asp

Glu

Leu

Pro

Ile

175

Met

Met

Gly

Leu

Cys

255

Lys

Glu

Val

Lys

Gly

Thr

Asp

Phe

Glu

Thr

160

Val

Ser

Tyr

Leu

Gln

240

Asn

Asn

Lys

Lys

Gly



10

305

Thr

Leu

Ser

Ile

Asp

Leu

Ala

Met

Ser

Gln His

Val Ser

340

Thr His

355

370

385

Ser

<210> 25
<211> 405
<212> PRT

Leu

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 25

Met

His

Thr

Gln

Asn

65

Ala

Ile

Gln

Phe

Ser

Gly

50

Pro

Lys

Thr

Glu

Ala

Lys

35

Ala

Thr

Tyr

His

Asp Thr

Leu Glu

Ser His

Lys

Thr

20

Ala

Pro

Arg

Cys

Leu
100

Ala

325

Leu

Ala

Leu

Asp

Ser
405

Asp

Gln

Leu

Gly

Asn

Leu

85

Leu
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310

Glu

Gly

Ser

Ile

Leu
390

Ala

Ala

Val

Gln

Cys

70

Ala

Lys

Ile

Gly

Val

Arg

375

Asp

Ser

Ile

Pro

His

55

Leu

Phe

Ala

Phe

Phe

Leu
360

Leu

Gln

Ser

His

Pro

40

Ser

Glu

Ala

Gly

74

Leu

Glu

345

Lys

Ser

Ala

Gln

Val

25

Ile

Gly

Lys

Ser

Asp
105

Lys

330

Ser

Asn

Val

Leu

Gly

10

Gly

Ser

Phe

Ala

Gly

90

Gln

315

Asn

Leu

Asp

Gly

Lys
395

Phe

Gln

Leu

Asn

Val

75

Met

Ile

Leu

Ala

Arg

Leu
380

Ala

Leu

Asp

Ser

Tyr

60

Ala

Ala

Ile

Lys

Glu

Asp

365

Glu

Ala

Pro

Pro

Thr

45

Ser

Ala

Ala

Cys

Leu Phe
335

Leu Pro

350

Val Leu

Asp Glu

His Pro

His

Glu

30

Thr

Arg

Leu

Thr

Met
110

320

Thr

Ala

Gly

Glu

Pro

400

Phe

15

Gln

Phe

Leu

Asp

Val

95

Asp

Gln

Trp

Lys

Gly

Gly

80

Thr

Asp



Val

Gly

Ala

145

Asn

His

Pro

Ser

Val

225

Asn

Arg

Gly

Val

Arg

305

Thr

Leu

Ser

Tyr

Leu

130

Ala

Pro

Lys

Tyr

Ala

210

Ser

Ser

Gly

Met

Ile

290

Gln

Leu

Ala

Met

Gly

115

Lys

Ile

Thr

His

Phe

195

Thr

Val

Leu

Leu

Ala

275

Tyr

Cys

Gln

Val

Thr

Gly

Ile

Thr

Gln

Gly

180

Gln

Lys

Asn

Gly

Lys

260

Val

Pro

Thr

His

Ser

340

His

Thr

Ser

Pro

Lys

165

Asp

Arg

Tyr

Cys

Ala

245

Thr

Ala

Gly

Gly

Ala

325

Leu

Ala
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Asn

Phe

Glu

150

Val

Ile

Pro

Met

Glu

230

Val

Leu

Gln

Leu

Cys

310

Glu

Gly

Ser

Ala

Val

135

Thr

Ile

Ile

Leu

Asn

215

Ser

Pro

His

Phe

Pro

295

Gly

Ile

Gly

Val

Tyr

120

Asp

Lys

Asp

Leu

Ala

200

Gly

Leu

Ser

Val

Leu

280

Ser

Gly

Phe

Phe

Leu

75

Phe

Cys

Leu

Ile

Val

185

Leu

His

His

Pro

Arg

265

Glu

His

Met

Leu

Glu

345

Lys

Arg

Ser

Val

Glu

170

Val

Gly

Ser

Asn

Ile

250

Met

Ser

Pro

Val

Lys

330

Ser

Asn

Gln

Lys

Trp

155

Ala

Asp

Ala

Asp

Arg

235

Asp

Glu

Asn

Gln

Thr

315

Asn

Leu

Asp

Val

Ile

140

Ile

Cys

Asn

Asp

Val

220

Leu

Cys

Arg

Pro

His

300

Phe

Leu

Ala

Arg

Ala

125

Lys

Glu

Ala

Thr

Ile

205

Val

Arg

Tyr

His

Trp

285

Glu

Tyr

Lys

Glu

Asp

Ser

Leu

Thr

His

Phe

190

Cys

Ile

Phe

Leu

Phe

270

Val

Leu

Ile

Leu

Leu

350

Val

Glu

Leu

Pro

Ile

175

Met

Met

Gly

Leu

Cys

255

Lys

Glu

Val

Lys

Phe

335

Pro

Leu

Phe

Glu

Thr

160

Val

Ser

Tyr

Leu

Gln

240

Asn

Asn

Lys

Lys

Gly

320

Thr

Ala

Gly
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355
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360

365

Ile Ser Asp Thr Leu Ile Arg Leu Ser Val Gly Leu Glu Asp Glu Glu
370

375

380

Asp Leu Leu Glu Asp Leu Asp Gln Ala Leu Lys Ala Ala His Pro Pro
385

Ser Gly Ser His Ser
405

<210> 26
<211> 405
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 26

Met

His

Thr

Gln

Asn

65

Ala

Ile

Val

Gly

Ala
145

Gln

Phe

Ser

Gly

50

Pro

Lys

Thr

Tyr

Leu

130

Ala

Glu

Ala

Lys

35

Ala

Thr

Tyr

His

Gly

115

Lys

Ile

Lys

Thr

20

Ala

Pro

Arg

Cys

Leu

100

Gly

Ile

Thr

Asp

Gln

Leu

Gly

Asn

Leu

85

Leu

Thr

Ser

Pro

390

Ala

Ala

Val

Gln

Cys

70

Ala

Lys

Asn

Phe

Glu
150

Ser

Ile

Pro

His

55

Leu

Phe

Ala

Ala

Val

135

Thr

Ser

His

Pro

40

Ser

Glu

Ala

Gly

Tyr

120

Asp

Lys

76

Gln

Val

25

Ile

Gly

Lys

Ser

Asp

105

Phe

Cys

Leu

Gly

10

Gly

Ser

Phe

Ala

Gly

Gln

Arg

Ser

Val

395

Phe

Gln

Leu

Ile

Val

75

Met

Ile

Gln

Lys

Trp
155

Leu

Asp

Ser

Tyr

60

Ala

Ala

Ile

Val

Ile

140

Ile

Pro

Pro

Thr

45

Ser

Ala

Ala

Cys

Ala

125

Lys

Glu

His

Glu

30

Thr

Arg

Leu

Thr

Met

110

Ser

Leu

Thr

Phe

15

Gln

Phe

Leu

Asp

Val

95

Asp

Glu

Leu

Pro

400

Gln

Trp

Lys

Gly

Gly

80

Thr

Asp

Phe

Glu

Thr
160



Asn

His

Pro

Ser

val

225

Asn

Arg

Gly

Val

Arg

305

Thr

Leu

Ser

Ile

Asp

385

Ser

Pro

Lys

Tyr

Ala

210

Ser

Ser

Gly

Met

Ile

290

Gln

Leu

Ala

Met

Ser

370

Leu

Gly

Thr

His

Phe

195

Thr

Vval

Leu

Leu

Ala

275

Tyr

Cys

Gln

Val

Thr

355

Asp

Leu

Ser

Gln

Gly

180

Gln

Lys

Asn

Gly

Lys

260

Val

Pro

Thr

His

Ser

340

His

Thr

Glu

His

Lys

165

Asp

Arg

Tyr

Cys

Ala

245

Thr

Ala

Gly

Gly

Ala

325

Leu

Ala

Leu

Asp

Ser
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Val

Ile

Pro

Met

Glu

230

Val

Leu

Gln

Leu

Cys

310

Glu

Gly

Ser

Ile

Leu
390

Ile

Ile

Leu

Asn

215

Ser

Pro

His

Phe

Pro

295

Gly

Ile

Gly

Val

Arg

375

Asp

Asp Ile

Leu Val
185

Ala Leu
200

Gly His

Leu His

Ser Pro

Val Arg

265

Leu Glu

280

Ser His

Gly Met

Phe Leu

Phe Glu

345

Leu Lys
360

Leu Ser

Gln Ala

405

77

Glu

170

Val

Gly

Ser

Asn

Ile

250

Met

Ser

Pro

vVal

Lys

330

Ser

Asn

Val

Leu

Ala

Asp

Ala

Asp

Arg

235

Asp

Glu

Asn

Gln

Thr

315

Asn

Leu

Asp

Gly

Lys
395

Cys

Asn

Asp

Val

220

Leu

Cys

Arg

Pro

His

300

Phe

Leu

Ala

Arg

Leu

380

Ala

Ala

Thr

Ile

205

Val

Arg

Tyr

His

Trp

285

Glu

Tyr

Lys

Glu

Asp

365

Glu

Ala

His

Phe

190

Cys

Ile

Phe

Leu

Phe

270

Val

Leu

Ile

Leu

Leu

350

Val

Asp

His

Ile

175

Met

Met

Gly

Leu

Cys

255

Lys

Glu

Val

Lys

Phe

335

Pro

Leu

Glu

Pro

Val

Ser

Tyr

Leu

Gln

240

Asn

Asn

Lys

Lys

Gly

320

Thr

Ala

Gly

Glu

Pro
400
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REIVINDICACIONES

1. Una enzima cistationina-y-liasa (CGL) de primate aislada y modificada que tiene i) lle o Asn en la posicién 59, ii)
Ala o Leu en la posicion 119 y iii) Val en la posicion 339 con respecto a una secuencia de aminoacidos de CGL de
primate nativa de acuerdo con las SEQ ID NO: 1y 7-10, y una o0 mas mutaciones seleccionadas entre T311G, S63L,
L91M, K268R y/o 1353S.

2. Una enzima CGL de primate aislada y modificada que tiene

(i) una lle en la posicion 59, una Leu en la posicién 63, una Met en la posicion 91, una Ala en la posicion 119, una
Arg en la posicién 268, una Gly en la posicién 311, una Val en la posicion 339 y Ser en la posicién 353, o

(i) una lle en la posicién 59, una Leu en la posicidon 63, una Met en la posicién 91, una Leu en la posicién 119,
una Arg en la posicion 268, una Gly en la posicion 311, una Val en la posicién 339 y Ser en la posicion 353, o

(iii) una Asn en la posicion 59, una Leu en la posicion 63, una Met en la posicion 91, una Leu en la posicion 119,
una Arg en la posicion 268, una Gly en la posicion 311, una Val en la posicion 339 y Ser en la posicién 353, o

(iv) una Asn en la posicién 59, una Leu en la posicién 63, una Met en la posicion 91, una Ala en la posicion 119,
una Arg en la posicion 268, una Gly en la posicion 311, una Val en la posicion 339 y Ser en posicion 353.

3. La enzima de las reivindicaciones 1 o 2, que comprende adicionalmente un segmento de péptido heterdlogo, en
particular en la que el segmento de péptido heterélogo es un péptido XTEN, un Fc de IgG, una albimina o un
péptido de unién a albumina.

4. La enzima de las reivindicaciones 1 o 2, en la que la enzima esta acoplada a polietilenglicol (PEG), en particular
en donde la enzima esta acoplada a PEG a través de uno o mas restos de Lys o Cys.

5. Un acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica la enzima de las reivindicaciones 1 o
2, en particular en donde el acido nucleico tiene codones optimizados para la expresion en bacterias, hongos,
insectos o mamiferos.

6. Un vector de expresion que comprende el acido nucleico de la reivindicacion 5.

7. Una célula hospedadora que comprende el acido nucleico optimizado con codones de la reivindicacién 5, en
particular en donde la célula hospedadora es una célula bacteriana, una célula fungica, una célula de insecto o una
célula de mamifero, mas en particular en donde la célula bacteriana es una cepa de E. coli que tiene supresiones de
los genes ilvA y metA.

8. Una formulacion farmacéutica que comprende la enzima de las reivindicaciones 1 o 2 o el acido nucleico de la
reivindicacion 5 en un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

9. La formulacién farmacéutica de la reivindicacion 8 para su uso en un método para el tratamiento de una célula
tumoral o un sujeto que tiene una célula tumoral, que comprende administrar a la célula tumoral o al sujeto la
formulacion de la reivindicacién 8, en particular en donde se mantiene al sujeto en una dieta con metionina
restringida, o en donde se mantiene al sujeto en una dieta normal.

10. La formulacion farmacéutica para su uso en el método de la reivindicaciéon 9, en donde el sujeto es un paciente
humano.

11. La formulaciéon farmacéutica para su uso en el método de la reivindicacion 9, en donde la formulacién se
administra por via intravenosa, por via intradérmica, por via intraarterial, por via intraperitoneal, por via intralesional,
por via intracraneal, por via intraarticular, por via intraprostatica, por via intrapleural, por via intratraqueal, por via
intraocular, por via intranasal, por via intravitrea, por via intravaginal, por via intrarrectal, por via intramuscular, por
via subcutanea, por via subconjuntival, por via intravesical, por via mucosa, por via intrapericardica, por via
intraumbilical, por via oral, por inhalacion, por inyeccion, por infusién, por infusion continua, por perfusion localizada
bafiando las células diana directamente, a través de un catéter o a través de un lavado.

12. La formulaciéon farmacéutica para su uso en el método de la reivindicacion 9, en donde la formulaciéon se
administra a un medio nutriente de la célula tumoral, en particular en donde el medio nutriente es sangre, fluido
linfatico o fluido espinal.

13. La formulacion farmacéutica para su uso en el método de la reivindicacion 9, que comprende adicionalmente
administrar al menos una segunda terapia antineoplasica al sujeto, en particular en donde la segunda terapia
antineoplasica es una terapia quirdrgica, quimioterapia, radioterapia, crioterapia, terapia hormonal, inmunoterapia o
terapia con citocinas.
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% de Células supervivientes
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% de actividad
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