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ES 2740499 T3

DESCRIPCION
Enzima de Clostridium histolyticum
Antecedentes de la invencion

El colageno es el principal componente estructural de los organismos mamiferos y constituye una gran parte del
contenido total de proteinas de la piel y otras partes del cuerpo del animal. En los seres humanos, es particularmente
importante en los procesos de curaciéon de heridas y envejecimiento natural. Diversos traumatismos de la piel,
incluyendo quemaduras, cirugia e infeccion, se caracterizan por la acumulacion de tejido fibroso rico en colageno y
por tener un contenido aumentado de proteoglucanos. Ademas del reemplazo del tejido normal que ha sido dafado o
destruido, a veces se forman depdsitos excesivos y desfigurantes de tejido nuevo durante el proceso de curacion. El
exceso de deposicion de colageno se ha atribuido a una alteracién en el equilibrio entre la sintesis de colageno y la
degradacion del colageno.

Las enfermedades y afecciones asociadas a una deposicion excesiva de colageno y la acumulacion erratica de tejido
fibroso rico en colageno pueden denominarse "enfermedades mediadas por colageno”. La colagenasa, una enzima
que tiene la capacidad especifica de digerir colageno, se ha utilizado para tratar una diversidad de enfermedades
mediadas por colageno, incluyendo, por ejemplo, contractura de Dupuytren, enfermedad de Peyronie, lipoma y
capsulitis adhesiva. Las Patentes de los EE. UU. N.° 6.086.872 y 5.589.171 desvelan el uso de preparaciones de
colagenasa en el tratamiento de la enfermedad de Dupuytren. La Patente de los EE. UU. N.° 6.022.539 desvela el uso
de preparaciones de colagenasa en el tratamiento de la enfermedad de Peyronie. Las Patentes de los EE. UU. N.°
6.958.150 y 7.842.673 desvelan el uso de colagenasa para el tratamiento del lipoma. La Publicacion de Solicitud de
Patente de los EE. UU. 2006/020448A1 desvela el uso de colagenasa en el tratamiento de la capsulitis adhesiva.

El documento WO 2007/089851 desvela un medicamento que comprende una combinaciéon de colagenasa | y
colagenasa |l purificadas de Clostridium histolyticum. EI medicamento incluye colagenasa | y colagenasa Il en una
relacion de aproximadamente 1 a 1, con una pureza de mas de al menos el 95 %. También se desvelan procesos
mejorados de fermentacion y purificacion para preparar el medicamento.

El documento WO 2011/073925 desvela un método para la produccion de colagenasas recombinantes de Clostridium
histolyticum. El método implica disefiar una secuencia nucleotidica que se optimiza para la expresién en E. coli.

La colagenasa para su uso en terapia puede obtenerse de una diversidad de fuentes incluyendo fuentes de mamiferos,
fungicas y bacterianas. Una fuente comun de colagenasa en bruto proviene de un proceso de fermentacion bacteriana,
especificamente la fermentacion de Clostridium histolyticum (C. histolyticum). La colagenasa en bruto obtenida de C.
histolyticum puede purificarse usando cualquiera de una serie de técnicas cromatograficas.

Un inconveniente de la fermentacion de bacterias es que se produciran diversas toxinas, que si estan presentes en la
composicion terapéutica, serian perjudiciales para la salud del paciente. Por ejemplo, la fermentacion de C.
histolyticum da como resultado la sintesis de las toxinas hemoliticas alfa y épsilon, que pueden producir la lisis de
eritrocitos (hemodlisis), conduciendo potencialmente a una crisis hemolitica y una anemia hemolitica. Una crisis
hemolitica se produce cuando hay una destruccién rapida de un gran numero de eritrocitos junto con la incapacidad
del cuerpo para reponer los eritrocitos lo suficientemente rapido para restablecer los niveles normales de eritrocitos.
Una crisis hemolitica provoca anemia hemolitica aguda (y con frecuencia grave) y puede provocar fatiga, dificultad
para respirar, mareos, dolor de cabeza, frialdad en las manos y los pies, piel palida, dolor en el pecho, ictericia, dolor
en la parte superior del abdomen, ulceras y dolor en las piernas, reacciones graves a una transfusién de sangre,
arritmias, agrandamiento del corazén e insuficiencia cardiaca. Con el fin de garantizar que la preparacion terapéutica
de colagenasa no contenga toxinas hemoliticas que puedan expresarse durante la fermentacion de C. histolyticum, se
presenta un método para liberar un farmaco antes de la administracion a un paciente.

Como se ha mencionado anteriormente, la colagenasa para su uso en terapia puede obtenerse de una diversidad de
fuentes tales como fuentes bacterianas (por ejemplo, de la fermentacién de C. histolyticum). Seria util desarrollar
fuentes adicionales de colagenasa tales como formas recombinantes de enzimas colagenasa.

Sumario de la invencién

En algunos aspectos, la presente invencion se basa en el descubrimiento de secuencias polinucleotidicas mutadas
que codifican colagenasa | y colagenasa Il funcionales. La invencioén abarca, por tanto, acido nucleico recombinante y
polipéptidos que comprenden las secuencias polinucleotidicas o polipeptidicas novedosas. También se desvela un
método para detectar la secreciéon de una toxina hemolitica mediante una cepa de produccién bacteriana, en el que la
cepa de produccién produce una colagenasa, antes de la administracion terapéutica de dicha colagenasa a un paciente
y métodos de deteccién de la presencia de una toxina hemolitica en una composicion de colagenasa.

En un primer aspecto, la invencion se refiere a una molécula de acido nucleico recombinante que comprende (a) un
polinucledtido que tiene la secuencia de acido nucleico de la SEQ ID NO: 1 (secuencia nucleotidica de colagenasa I)
o el complemento de la SEQ ID NO: 1, y b) una secuencia reguladora heteréloga unida operativamente al
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polinucledtido. También se desvela una molécula de acido nucleico recombinante que consiste en un polinucleétido
de la SEQ ID NO: 1. En una realizacion, la invencion se refiere a una molécula de acido nucleico recombinante que
consiste en un polinucledtido de la SEQ ID NO: 1 y una secuencia reguladora heterdloga unida operativamente al
polinucleétido.

En el presente documento también se desvela una molécula de acido nucleico recombinante que comprende un
polinucledtido que tiene la secuencia de la SEQ ID NO: 2 (secuencia nucleotidica de colagenasa Il) o el complemento
de la SEQ ID NO: 2. El acido nucleico recombinante puede comprender adicionalmente un promotor heterélogo unido
operativamente al polinucleétido. En el presente documento también se desvela una molécula de acido nucleico
recombinante que consiste en un polinucledtido de la SEQ ID NO: 2. En el presente documento también se desvela
una molécula de acido nucleico recombinante que consiste en un polinucleétido de la SEQ ID NO: 2 y una secuencia
reguladora heteréloga unida operativamente al polinucledétido.

En un aspecto adicional, la invencion proporciona un polipéptido recombinante codificado por la molécula de acido
nucleico recombinante del primer aspecto de la invencion. En el presente documento también se desvelan polipéptidos
recombinantes codificados por un acido nucleico recombinante que comprende un polinucleétido que tiene la
secuencia de la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 2.

En el presente documento también se desvela un casete de expresion que comprende un acido nucleico recombinante,
en el que el acido nucleico comprende un polinucleétido que tiene la secuencia de la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO:
2.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un vector que comprende la molécula de acido nucleico de la
invencion. En el presente documento también se desvela un vector que comprende un acido nucleico recombinante,
en el que el acido nucleico comprende un polinucleétido que tiene la secuencia de la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO:
2. En algunas realizaciones, el vector es un plasmido.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona una célula hospedadora recombinante que comprende el vector de
la invencién. También se desvela una célula hospedadora recombinante que comprende un vector o plasmido que
comprende un polinucleétido que tiene la secuencia de la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 2. La invencién también
abarca un método de produccion de colagenasa | que comprende cultivar la célula hospedadora de la invencién en
condiciones adecuadas para la expresion del acido nucleico y recuperar la colagenasa |. En el presente documento
también se desvela un método de produccién de colagenasa | o colagenasa |l que comprende cultivar la célula
hospedadora en condiciones adecuadas para la expresién del acido nucleico y recuperar la colagenasa | o colagenasa
Il. En el presente documento también se desvela una enzima colagenasa producida mediante el cultivo de la célula
hospedadora recombinante.

En algunas realizaciones, la invencion se refiere a una colagenasa | producida de forma recombinante que comprende
la secuencia aminoacidica de la SEQ ID NO: 3 o la SEQ ID NO: 5. En el presente documento también se desvela una
colagenasa Il producida de forma recombinante que comprende la secuencia aminoacidica de la SEQ ID NO: 4 o una
colagenasa |l producida de forma recombinante que comprende la secuencia aminoacidica de la SEQ ID NO: 6.

En un aspecto adicional, la invenciéon proporciona una composicion farmacéutica que comprende un vehiculo
farmacéuticamente aceptable y el polipéptido recombinante de la invencién. En el presente documento también se
desvelan composiciones farmacéuticas que comprenden colagenasa | como se describe en el presente documento,
colagenasa Il como se describe en el presente documento o una combinaciéon de las mismas. En determinados
aspectos, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un vehiculo
farmacéuticamente aceptable y un polipéptido que comprende la secuencia amino de la SEQ ID NO: 3 o que
comprende una combinacion de un polipéptido que comprende la secuencia amino de la SEQ ID NO: 3 y un polipéptido
que comprende la secuencia amino de la SEQ ID NO: 4. En el presente documento también se desvela una
composicion farmacéutica que comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable y un polipéptido que comprende
la secuencia aminoacidica de la SEQ ID NO: 4. En determinados aspectos adicionales, la presente invencion se refiere
a una composicion farmacéutica que comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable y un polipéptido que
comprende la secuencia amino de la SEQ ID NO: 5 o que comprende una combinaciéon de un polipéptido que
comprende la secuencia amino de la SEQ ID NO: 5 y un polipéptido que comprende la secuencia amino de la SEQ ID
NO: 6. En el presente documento también se desvela una composicion farmacéutica que comprende un vehiculo
farmacéuticamente aceptable y un polipéptido que comprende la secuencia aminoacidica de la SEQ ID NO: 6. En el
presente documento también se desvelan métodos de tratamiento de una enfermedad mediada por colageno que
comprende administrar una cantidad eficaz de colagenasa |, colagenasa Il o una combinacién de las mismas.

Como se ha mencionado anteriormente, en el presente documento se desvelan métodos de deteccion de la secrecion
de una toxina hemolitica mediante una cepa de produccion bacteriana y métodos de deteccion de la presencia de una
toxina hemolitica en una composicién de colagenasa.

Una cepa bacteriana que produce colagenasa puede someterse a ensayo para determinar la produccién de toxinas
hemoliticas usando un ensayo de hemodlisis. El ensayo de hemdlisis puede realizarse usando un sustrato de agar

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2740499 T3

sangre.

En otro ejemplo, un producto de colagenasa se somete a ensayo para determinar la presencia de toxinas hemoliticas
usando un ensayo de hemodlisis. El ensayo de hemdlisis puede realizarse usando un sustrato de agar sangre. El
ensayo de hemolisis puede realizarse usando deteccion fotométrica de hemoglobina liberada. La ausencia de toxinas
hemoliticas, segun se determina mediante un ensayo de hemdlisis o deteccion fotométrica, respaldaria la liberacion
del medicamento para la administracion terapéutica.

Pueden analizarse diversas cepas de bacterias productoras de colagenasa para determinar la actividad hemolitica de
acuerdo con un método que se desvela en el presente documento, en respaldo de la liberacion de un medicamento
de colagenasa para la administracion terapéutica. Por ejemplo, miembros de los géneros Actinobacillus, Actinomadura,
Bacillus, Bacteroides, Bifidobacterium, Brucella, Capnocytophaga, Clostridium, Enterococcus, Escherichia,
Eubacterium, Flavobacterium, Fusobacterium, Peptococcus, Peptostreptococcus, Porphyromonas, Prevotella,
Proteus, Pseudomonas, Serratia, Staphylococcus, Streptomyces, Streptococcus, Treponema y Vibrio pueden
someterse a ensayo para determinar la actividad hemolitica de acuerdo con un método de la invencién, en respaldo
de la liberacion de un medicamento de colagenasa para la administracion terapéutica.

Un producto de colagenasa producido y purificado a partir de una cepa de bacterias productoras de colagenasa puede
someterse a ensayo para determinar la actividad hemolitica de acuerdo con un método que se desvela en el presente
documento, en respaldo de la liberacion de un medicamento de colagenasa para la administracién terapéutica. La
cepa de produccion puede seleccionarse entre, pero sin limitacion, los géneros enumerados anteriormente o puede
ser una cepa de Escherichia coli (E. coli), incluyendo formas de E. coli que se han transformado con formas
recombinantes de colagenasa | y colagenasa Il. La cepa de produccion puede ser una cepa de Clostridium perfringens
(C. prefrigens) o una cepa de C. histolyticum.

La composicion de colagenasa puede someterse a ensayo para determinar la actividad hemolitica de acuerdo con un
método que se desvela en el presente documento, en el que la composicién de colagenasa comprende una
combinacion de colagenasa | y colagenasa Il purificadas de C. histolyticum. En el presente documento también se
desvela un método de producciéon de un medicamento que consiste en colagenasa | y Il de C. histolyticum, en el que
dicho método comprende someter a ensayo una cepa de produccion bacteriana para determinar la ausencia de una
toxina hemolitica funcional y secretada de acuerdo con un método que se desvela en el presente documento.

En el presente documento también se desvela un método de purificacion de una composiciéon de colagenasa en bruto,
en el que dicho método comprende purificar la composicion mediante filtracion y cromatografia en columna, seguido
de confirmar la ausencia de una toxina hemolitica de acuerdo con un método que se describe en el presente
documento.

En un aspecto adicional, la invencion proporciona la composicion farmacéutica de la invencion para su uso en un
método de tratamiento de un paciente que padece una afeccion mediada por colageno. En el presente documento
también se desvela un método de tratamiento de una afeccion mediada por colageno en un paciente que lo necesite,
en el que dicho método comprende administrar a dicho paciente una cantidad eficaz de un medicamento que
comprende colagenasa, en el que la ausencia de una toxina hemolitica en dicho medicamento o en una cepa de
produccién bacteriana que produce dicha colagenasa se confirma de acuerdo con un método que se desvela en el
presente documento antes de la administraciéon de dicho medicamento a un paciente, y/o la formulacién de la
colagenasa en una composicion farmacéutica.

También se describen kits para someter a ensayo la presencia o ausencia de toxinas hemoliticas en una muestra.
Breve descripcion de los dibujos

Los anteriores y otros objetos, caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente
descripcién mas particular de las realizaciones preferidas de la invencién, como se ilustra en los dibujos adjuntos en
los que caracteres con la misma referencia se refieren a las mismas partes a lo largo de las diversas vistas. Los dibujos
no son necesariamente a escala, en su lugar, se pone énfasis en ilustrar los principios de la invencion.

La FIG. 1 muestra una alineacién de proteina de la toxina alfa de Clostridium septicum (C. septicum) con la
supuesta toxina alfa de CLH_2834 y 2835 de C. histolyticum. La secuencia aminoacidica de la toxina alfa de C.
septicum (SEQ ID NO: 7) es la secuencia superior en cada fila. EIl CLH_2834 y 2835 (SEQ ID NO: 8) de C.
histolyticum es la secuencia inferior en cada fila. La secuencia subrayada, la secuencia sombreada es el extremo
N-terminal de la toxina alfa de C. septicum madura. Los asteriscos sobre los aminoacidos muestran restos
esenciales no conservados criticos para la funcionalidad (identifican la falta de apareamiento en la secuencia). El
sombreado muestra restos esenciales conservados (confirma la identidad). La numeracion de la secuencia se basa
en la secuencia de C. septicum.

La FIG. 2 muestra placas de agar sangre de C. septicum. Las flechas indican la actividad beta hemolitica.

La FIG. 3 muestra la alineacion de aminoacidos de la termolisina de Bacillus proteolyticus con la supuesta toxina
delta de C. histolyticum CLH _2576. La secuencia superior en cada fila muestra la secuencia proteinica de la
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termolisina de Bacillus proteolyticus (B. proteolyticus) (SEQ ID NO: 9). La secuencia inferior en cada fila es la
secuencia de CLH_2576 de C. histolyticum (SEQ ID NO: 10). El sombreado de color verde muestra la region de
proproteina. La numeracion se basa en la secuencia de termolisina.

La FIG. 4 muestra la alineacién de aminoacidos de prosecuencia de termolisina de B. proteolyticus con la supuesta
toxina delta de CLH_2576 de C. histolyticum. La secuencia superior en cada fila es la prosecuencia de la proteina
termolisina de B. proteolyticus (SEQ ID NO: 11). La secuencia inferior en cada fila es la prosecuencia de CLH_2576
de C. histolyticum (SEQ ID NO: 12). Los asteriscos sobre los aminoacidos muestran los restos esenciales no
conservados criticos para la funcionalidad (identifican la falta de apareamiento en la secuencia). El sombreado de
color verde muestra los restos esenciales conservados (confirma la identidad). La numeraciéon se basa en la
secuencia de termolisina.

La FIG. 5 muestra la alineacion de la proteina de secuencia madura de termolisina de B. proteolyticus con la
supuesta toxina delta de CLH_2576 de C. histolyticum. La secuencia superior en cada fila es la secuencia madura
de termolisina de B. proteolyticus (SEQ ID NO: 13). La secuencia inferior en cada fila es CLH_2576 de C.
histolyticum (SEQ ID NO: 14). Los asteriscos sobre los aminoacidos muestran restos esenciales no conservados
criticos para la funcionalidad (identifican la falta de apareamiento en la secuencia). EI sombreado de color verde
muestra restos esenciales conservados (confirma la identidad). La numeraciéon se basa en la secuencia de la
termolisina.

La FIG. 6 muestra la alineacién de proteina de la perfringolisina de C. perfringens con la supuesta toxina épsilon
de CLH_1920 de C. histolyticum. La secuencia superior en cada fila es la secuencia aminoacidica de la
perfringolisina de C. perfringens (SEQ ID NO: 15). La secuencia inferior en cada fila es la secuencia aminoacidica
de CLH_1920 de C. histolyticum (SEQ ID NO: 16). La estrella azul muestra el sitio de escision de la peptidasa
sefal de la perfringolisina K43. Los asteriscos sobre los aminoacidos muestran restos esenciales no conservados
criticos para la funcionalidad (identifican la falta de apareamiento en la secuencia). EI sombreado de color verde
muestra restos esenciales conservados (confirma la identidad). La numeracion se basa en la secuencia de la
perfringolisina.

La FIG. 7 muestra el fenotipo beta hemolitico de tetanolisina.

La FIG. 8 muestra la alineacién de proteina de clostripaina de C. histolyticum con la supuesta toxina gamma de
CLH_1861 de C. histolyticum. La secuencia superior en cada fila es la secuencia aminoacidica de clostripaina de
C. histolyticum (SEQ ID NO: 17). La secuencia inferior en cada fila es la secuencia aminoacidica de CLH_1920 de
C. histolyticum (SEQ ID NO: 18). Los asteriscos sobre los aminoacidos muestran restos esenciales no conservados
criticos para la funcionalidad (identifican la falta de apareamiento en la secuencia). EI sombreado de color verde
muestra los restos esenciales conservados (confirma la identidad). La numeracién basada en la secuencia X63673
de clostripaina.

La FIG. 9 muestra una comparacion de la alineacion de la secuencia aminoacidica traducida de colG y la secuencia
aminoacidica de la SEQ ID NO: 3 (la secuencia aminoacidica traducida de CLH_1768 y 1769; la secuencia
superior). Como se muestra en la Fig. 9, la proteina madura codificada por la secuencia aminoacidica de la SEQ
ID NO: 3 difiere de la secuencia aminoacidica traducida de la secuencia aminoacidica de colG en tres aminoacidos.
El extremo N-terminal de la proteina madura comienza en lle 119 de la secuencia de la SEQ ID NO: 3. La secuencia
aminoacidica de la proteina madura que comienza en lle 119 de la SEQ ID NO: 3 es la SEQ ID NO: 5.

La FIG. 10 muestra una comparacion de alineacion de la secuencia aminoacidica traducida de colH y la SEQ ID
NO: 4 (la secuencia aminoacidica traducida de CLH_2116; la secuencia inferior). Como se muestra en la Fig. 10,
la proteina madura codificada por la secuencia aminoacidica de la SEQ ID NO: 4 difiere de la secuencia
aminoacidica de colG traducida en ocho aminoacidos. El extremo N-terminal de la proteina madura comienza en
Ala 31 en colG y en la SEQ ID NO: 4. La secuencia aminoacidica de la proteina madura que comienza en Ala 31
de la SEQ ID NO: 4 es la SEQ ID NO: 6.

La FIG. 11 muestra la secuencia nucleotidica de la SEQ ID NO: 1 (CLH_1768 y 1769; colagenasa I).

La FIG. 12 muestra la secuencia nucleotidica de la SEQ ID NO: 2 (CLH_2116; colagenasa ll).

Las FIG. 13A y 13B muestran la secuencia aminoacidica y nucleotidica de la SEQ ID NO: 8 y ala SEQ ID NO: 21,
respectivamente (CLH_2835 y CLH_2834; toxina alfa).

Las FIG. 14A y 14B muestran la secuencia aminoacidica y nucleotidica de la SEQ ID NO: 10 y la SEQ ID NO: 22,
respectivamente (CLH_2576; toxina delta).

Las FIG. 15A y 15B muestran la secuencia aminoacidica y nucleotidica de la SEQ ID NO: 16 y la SEQ ID NO: 23,
respectivamente (CLH_1920; toxina épsilon).

Las FIG. 16A y 16B muestran la secuencia aminoacidica y nucleotidica de la SEQ ID NO: 18 y la SEQ ID NO: 24,
respectivamente (CLH_1861; toxina gamma).

La FIG. 17A muestra la secuencia aminoacidica de la SEQ ID NO: 3 (colG).

La FIG. 17B muestra la secuencia aminoacidica de la SEQ ID NO: 5.

La FIG. 18A muestra la secuencia aminoacidica de la SEQ ID NO: 4 (colH).

La FIG. 18B muestra la secuencia aminoacidica de la SEQ ID NO: 6.

Descripcion detallada de la invencion
A continuacién se presenta una descripcion de realizaciones preferidas de la invencion.

Las palabras "un" o "una" pretenden abarcar uno o mas, a menos que se especifique lo contrario. Por ejemplo, "una
toxina hemolitica" se refiere a una o mas toxinas hemoliticas.
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La practica de la presente invencion empleara, a menos que se indique lo contrario, técnicas convencionales de cultivo
celular, biologia molecular, microbiologia, biologia celular e inmunologia, que estan bien dentro de las habilidades de
la técnica. Dichas técnicas se explican por completo en la bibliografia. Véase, por ejemplo, Sambrook et al., 1989,
"Molecular Cloning: A Laboratory Manual', Cold Spring Harbor Laboratory Press; Ausubel et al. (1995), "Short
Protocols in Molecular Biology", John Wiley and Sons; Methods in Enzymology (varios volumenes); Methods in Cell
Biology (varios volumenes) y Methods in Molecular Biology (varios voliumenes).

A. Acidos nucleicos y proteinas recombinantes

Una fuente importante de colagenasa es la fermentacién de C. histolyticum. Una formulaciéon inyectable que
comprende colagenasa | y colagenasa Il de C. histolyticum se comercializa con el nombre comercial XIAFLEX® y esta
aprobada por la Administracion de Alimentos y Farmacos de los EE. UU. para el tratamiento de la contractura de
Dupuytren. Se han descrito en la bibliografia secuencias aminoacidicas para colagenasa | y colagenasa |l codificadas
por los genes colG y colH, respectivamente. Por ejemplo, se describe colG en GenBank Acc. N.° D87215 y Matsushita
et al. (1999), Journal of Bacteriology 181 (3): 923-933 y se ha descrito colH en GenBank Acc. N.° D29981 y Yoshihara
et al. (1994), Journal of Bacteriology 176 (21): 6489-6496. La presente invencion se basa parcialmente en el analisis
de secuenciacion de los genes que codifican colagenasa | y colagenasa Il en una cepa de C. histolyticum (Clon 004
que se describe a continuacion en los Ejemplos) que produce y secreta colagenasa | y colagenasa Il funcionales. Se
descubrié que las secuencias nucleotidicas de los genes que codifican la colagenasa | y la colagenasa Il eran
diferentes de las secuencias descritas en la bibliografia para C. histolyticum (por ejemplo, GenBank Acc. N.° D87125
y D29981) (SEQ ID NO: 19y 20) (FIG. 9y 10).

La colagenasa | y la colagenasa Il son metaloproteasas y requieren cinc estrechamente unido y calcio débilmente
unido para su actividad (Eddie L. Angleton y H. E. Van Wart, Biochemistry 1988, 27, 7406 - 7412). La colagenasa | y
la colagenasa Il tienen una amplia especificidad hacia todos los tipos de colageno (Steinbrink, D; Bond, M y Van Wart,
H; (1985), JBC, 260 pags. 2771-2776). La colagenasa | y la colagenasa |l digieren el colageno hidrolizando la region
de hélice triple del colageno en condiciones fisiolégicas (Steinbrink, D; Bond, M y Van Wart, H; (1985), JBC, 260 pags.
2771-2776). Aunque cada colagenasa muestra una especificidad diferente (por ejemplo, cada una tiene una secuencia
amino preferida diferente para la escision), conjuntamente, tienen actividad sinérgica hacia el colageno (Mandl, I.,
(1964), Biochemistry, 3: p. 1737-1741; Vos-Scheperkeuter, GH, (1997), Cell Transplantation, 6: pags. 403-412).

La invencion abarca una molécula de acido nucleico recombinante que comprende (a) un polinucleétido de la SEQ ID
NO: 1 o el complemento de la SEQ ID NO: 1 y (b) una secuencia reguladora heteréloga unida operativamente al
polinucledétido. También se desvela una molécula de acido nucleico recombinante que comprende o que consiste en
un polinucleétido de la SEQ ID NO: 2 o el complemento de la SEQ ID NO: 2. El acido nucleico recombinante puede
comprender adicionalmente un promotor heterélogo unido operativamente al polinucleétido.

La invencion también abarca polipéptidos recombinantes codificados por la molécula de acido nucleico recombinante
del primer aspecto de la invencion. En algunas realizaciones, el polipéptido recombinante comprende o consiste en la
secuencia aminoacidica de la SEQ ID NO: 3. También se desvela un polipéptido recombinante que comprende o que
consiste en la secuencia aminoacidica de la SEQ ID NO: 4. En realizaciones adicionales, el polipéptido recombinante
comprende o consiste en la secuencia aminoacidica de la SEQ ID NO: 5 (la proteina colagenasa | madura, que
comienza en lle 119 dela SEQ ID NO: 3 en la FIG. 9). También se desvela un polipéptido recombinante que comprende
0 que consiste en la SEQ ID NO: 6 (la proteina colagenasa |l madura, que comienza en Ala 31 de la SEQ ID NO: 4 en
la FIG. 10).

En el presente documento se desvela un acido nucleico recombinante que codifica un polipéptido que comprende o
que consiste en la secuencia aminoacidica de la SEQ ID NO: 30 la SEQ ID NO: 4 ola SEQ ID NO: 50 la SEQ ID NO:
6. También se desvela un acido nucleico recombinante que comprende una secuencia nucleotidica que codifica un
polipéptido de la secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 0 SEQ ID NO: 6.

Un &cido nucleico recombinante es una molécula de acido nucleico que contiene, ademas de una secuencia
polinucleotidica que se describe en el presente documento (por ejemplo, la secuencia polinucleotidica de la SEQ ID
NO: 1 o la SEQ ID NO: 2), una secuencia nucleotidica codificante o no codificante heteréloga adicional. El término
"heterdlogo” significa que el polinucleétido se origina a partir de una especie diferente o de la misma especie, sin
embargo, de otra ubicacion en el genoma que dicha secuencia nucleotidica afiadida. Los polipéptidos o proteinas
recombinantes se refieren a polipéptidos o proteinas producidos usando técnicas recombinantes, por ejemplo, las
proteinas o polipéptidos producidos a partir de células transformadas mediante una construccion de acido nucleico
exogeno que codifica el polipéptido o proteina deseado.

En el presente documento se desvelan acidos nucleicos que comprenden la secuencia polinucleotidica de la SEQ ID
NO: 1 o la SEQ ID NO: 2, en el que dicho acido nucleico estd unido operativamente a una secuencia reguladora.
También se desvelan acidos nucleicos que comprenden un polinucleétido que codifica un polipéptido que comprende
la secuencia aminoacidica de la SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 0 SEQ ID NO: 6, en el que dicho acido
nucleico esta unido operativamente a una secuencia reguladora. Las secuencias reguladoras incluyen las secuencias
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reguladoras que dirigen la expresion constitutiva de una secuencia nucleotidica en muchos tipos de células
hospedadoras y/o aquellas que dirigen la expresién de la secuencia nucleotidica solo en determinadas células
hospedadoras (por ejemplo, secuencias reguladoras especificas de tejido). Son ejemplos no limitantes de secuencias
reguladoras promotores y potenciadores. Las secuencias reguladoras también incluyen otros elementos de control de
la expresion, por ejemplo, los que se describen en Goeddei, Gene Expression Technology: Methods in Enzymology
185, Academic Press, San Diego, CA (1990). Un &acido nucleico esta "unido operativamente" a una secuencia
reguladora cuando la molécula de acido nucleico esta unida a la secuencia reguladora de una manera que permite la
expresion de la secuencia de acido nucleico.

Una molécula de acido nucleico que se describe en el presente documento puede fusionarse adicionalmente a una
secuencia marcadora, por ejemplo, una secuencia que codifica un polipéptido para ayudar en el aislamiento o la
purificacion del polipéptido. Dichas secuencias incluyen, pero sin limitacion, las que codifican una proteina de fusion
de glutation-S-transferasa (GST), las que codifican un marcador polipeptidico hemaglutina A (HA) de la gripe y las que
codifican el péptido hexa-histidina, tal como le marcador proporcionado en un vector pQE (Qiagen, Inc.). En
determinadas realizaciones, la invencion se refiere a un polipéptido que comprende una secuencia aminoacidica de
la SEQ ID NO: 3ola SEQ ID NO: 5, en el que dicho polipéptido se fusiona con una secuencia aminoacidica marcadora,
a condicion de que el polipéptido esté codificado por la molécula de acido nucleico recombinante de acuerdo con el
primer aspecto de la invencion. En el presente documento se desvela un polipéptido que comprende una secuencia
aminoacidica de la SEQ ID NO: 4 o la SEQ ID NO: 6, en el que dicho polipéptido se fusiona con una secuencia
aminoacidica marcadora.

En el presente documento se desvela un acido nucleico que es una variante de la secuencia nucleotidica de la SEQ
ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 2. Un acido nucleico variante es un acido nucleico que incluye una sustitucion, adicion o
supresion de nucledtidos con respecto a la secuencia nucleotidica de la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 2. En algunos
aspectos, la variante es un acido nucleico que codifica secuencias aminoacidicas idénticas o sustancialmente idénticas
a las secuencias nucleotidicas de la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 2. Como comprendera el experto en la materia,
debido a la degeneracion del cédigo genético, varias secuencias de acido nucleico diferentes pueden codificar una
proteina dada. Por ejemplo, los codones GCA, GCC, GCG y GCU codifican cada uno el aminoacido alanina. Por tanto,
por ejemplo, en cada posicién en la que un coddn especifica un aminoacido especifico, el codén puede cambiarse a
cualquiera de los codones correspondientes que codifican el mismo aminoacido sin alterar la secuencia aminoacidica
del polipéptido codificado. Un experto en la materia comprendera que cada codon en una secuencia nucleotidica
(excepto AUG, que es el tnico coddn para la metionina, y TGG, que por lo general es el Unico codén para el triptéfano)
puede modificarse para producir una molécula funcionalmente idéntica.

En determinadas realizaciones, la invencion se refiere a un polipéptido que comprende o que consiste en la secuencia
aminoacidica de la SEQ ID NO: 3 o la SEQ ID NO: 5, en el que uno o mas aminoacidos se han suprimido o afadido,
en el que el polipéptido posee la actividad de degradar o lisar colageno, a condicién de que el polipéptido esté
codificado por la molécula de acido nucleico recombinante de acuerdo con el primer aspecto de la invencién. También
se desvela un polipéptido que comprende o que consiste en la secuencia aminoacidica de la SEQ ID NO: 4 o la SEQ
ID NO: 6, en el que uno o mas aminoacidos se han suprimido o afiadido, en el que el polipéptido posee la actividad
de degradar o lisar colageno. Los polipéptidos que se desvelan en el presente documento pueden comprender o
consistir en la secuencia aminoacidica de la SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 0 SEQ ID NO: 6, en la que
uno o mas restos de aminoacidos se han reemplazado por un resto de aminoacido diferente, en la que el polipéptido
posee la actividad de degradar o lisar colageno y en la que el polipéptido comprende o consiste en una secuencia
aminoacidica que es diferente de las secuencias aminoacidicas de GenBank Acc. N.° D87125 (SEQ ID NO: 19) y
D29981 (SEQ ID NO: 20). En determinados aspectos, cuando se reemplaza un aminoécido, el reemplazo es un cambio
conservador de aminoacidos. Un cambio conservador de aminoécidos es, por ejemplo, la sustitucién de un aminoacido
no polar por otro aminoacido no polar o la sustitucién de un aminoacido polar por otro aminoacido polar o la sustitucion
de un aminoacido cargado positivamente por otro aminoacido cargado positivamente y similares. Por ejemplo, los
aminoacidos no polares (hidréfobos) incluyen alanina, leucina, isoleucina, valina, prolina, fenilalanina, triptéfano y
metionina; los aminoacidos polares neutros incluyen glicina, serina, treonina, cisteina, tirosina, asparagina y glutamina;
los aminoacidos cargados positivamente (basicos) incluyen arginina, lisina e histidina; y los aminoacidos cargados
negativamente (acidos) incluyen acido aspartico y acido glutamico.

Un acido nucleico aislado y un polipéptido aislado no estan en la forma o el entorno en los que existen en la naturaleza.
Por ejemplo, un acido nucleico aislado es uno que esta separado de los nucledtidos que normalmente flanquea la
molécula de acido nucleico en la naturaleza. Los acidos nucleicos recombinantes y los acidos nucleicos recombinantes
dentro de un vector también son un ejemplo de un acido nucleico aislado. Ademas, las moléculas de acido nucleico
aisladas incluyen moléculas de acido nucleico recombinantes en células hospedadoras heterélogas, asi como
moléculas de acido nucleico parcialmente o sustancialmente purificadas en solucion.

Como se describe con mayor detalle a continuacion, la invencién también abarca células hospedadoras
recombinantes, tales como células bacterianas, células fungicas, células vegetales, células de insecto, células aviares,
células de anfibios y células de mamiferos, que comprenden el vector de la invencion.

Un casete de expresion es una secuencia nucleotidica que es capaz de afectar a la expresidén de un gen estructural
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(es decir, una secuencia de codificaciéon de proteinas, tal como una colagenasa de la invencién) en un hospedador
compatible con dichas secuencias. Los casetes de expresion pueden incluir un promotor unido operativamente con la
secuencia codificante del polipéptido; y, opcionalmente, con otras secuencias, por ejemplo, sefiales de terminacién de
la transcripcién. También pueden usarse factores adicionales necesarios o utiles para efectuar la expresién, por
ejemplo, potenciadores.

La invencion también se refiere a vectores que comprenden un acido nucleico de la invenciéon. También se desvela un
vector que comprende que el acido nucleico es la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 2 o un complemento de las mismas.
También se desvela un vector que comprende un acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene la secuencia
aminoacidica de la SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 0 SEQ ID NO: 6. Un "vector" es una molécula de
acido nucleico capaz de transportar otro acido nucleico al que se ha unido. Un ejemplo no limitante de un vector es un
plasmido que es un ADN bicatenario circular en el que puede ligarse un segmento de ADN adicional. Otro ejemplo de
un vector es un vector virico, en el que un segmento de ADN adicional se liga en el genoma virico. Determinados
vectores son capaces de replicarse de manera auténoma en una célula hospedadora en la que se introducen (por
ejemplo, vectores bacterianos que tienen un origen de replicacion bacteriano y vectores episémicos de mamifero).
Otros vectores (por ejemplo, vectores no episémicos de mamifero) se integran en el genoma de una célula
hospedadora tras su introduccién en la célula hospedadora y, de este modo, se replican junto con el genoma del
hospedador. Los vectores de expresion son capaces de dirigir la expresion de genes a los que estan unidos
operativamente. Dichos vectores de expresién incluyen, por ejemplo, plasmidos. La invencién abarca otros vectores
de expresion, tales como vectores viricos (por ejemplo, retrovirus defectuosos para la replicacion, adenovirus y virus
adeno-asociados) que son capaces de dirigir la expresion génica. Como apreciaran los expertos en la materia, el
disefio del vector de expresion depende de varios factores, tales como la eleccion de la célula hospedadora que se ha
de transformar, el nivel de expresion de la proteina deseada y similares. Los vectores de expresion incluyen una o
mas secuencias reguladoras que se seleccionan basandose en la célula hospedadora que se ha de usar para la
expresion. Como se ha mencionado anteriormente, la secuencia reguladora se une operativamente al acido nucleico
que se ha de expresar, por ejemplo, un acido nucleico de la invencién. En algunas realizaciones, la secuencia
reguladora es una secuencia reguladora nativa de la célula hospedadora transformada. Un vector de expresion puede
comprender uno o mas marcadores seleccionables, incluyendo, pero sin limitacion, el gen que codifica la dihidrofolato
reductasa y los genes que confieren resistencia a neomicina, tetraciclina, ampicilina, cloranfenicol, kanamicina y
resistencia a estreptomicina.

Las células hospedadoras procariotas y eucariotas pueden transfectarse mediante los vectores que se describen en
el presente documento. Las células hospedadoras que pueden transfectarse con los vectores de la presente invencion
incluyen, pero sin limitacion, células bacterianas tales como E. coli (por ejemplo, cepas de E. coli K12), Streptomyces,
Pseudomonas, Serratia marcescens y Salmonella typhimurium, células de insecto (baculovirus), incluyendo
Drosophila, células fungicas, tales como células de levadura, células vegetales y células de mamiferos, tales como
timocitos, células de ovario de hamster chino (CHO), células COS y células de lactococcus lactis. En algunas
realizaciones, la célula hospedadora es una célula bacteriana. En otra realizacion mas, la célula hospedadora es una
cepa de E. coli. En una realizacion adicional mas, la célula hospedadora es una célula de /actococcus lactis. Se han
descrito métodos para la produccién de polipéptidos recombinantes en bacterias lactococcus lactis, por ejemplo, en la
Patente de los EE. UU. N.° 7.358.067. En una realizacion, la célula hospedadora es lactococcus lactis y el acido
nucleico comprende la secuencia nucleotidica de la SEQ ID NO: 1 unida operativamente al promotor regulable por pH
P170 y derivados del mismo. También se desvela una célula hospedadora de lactococcus lactis en la que el acido
nucleico comprende la secuencia nucleotidica de la SEQ ID NO: 2 unida operativamente al promotor regulable por pH
P170 y derivados del mismo. El promotor P170 y derivados del mismo se han descrito en detalle en los documentos
WO 94/16086 y WO 98/10079.

La ligadura de la molécula de acido nucleico en una construccion génica, tal como un vector de expresién y la
transformacion o transfeccion en células hospedadoras, ya sean eucariotas (levaduras, de ave, de insecto, vegetales
o de mamiferos) o procariotas (células bacterianas), son procedimientos convencionales. Un vector que se describe
en el presente documento puede introducirse en células procariotas o eucariotas usando técnicas convencionales de
transformacion o transfeccion, incluyendo, pero sin limitacion, coprecipitacion de fosfato de calcio o cloruro de calcio,
transfeccion mediada por DEAE-dextrano, lipofeccion o electroporaciéon. Los polipéptidos de la presente invencion
pueden aislarse o purificarse (por ejemplo, hasta homogeneidad) del cultivo celular recombinante mediante una
diversidad de procesos.

La invencion abarca métodos de produccion de una colagenasa | funcional o una combinacion de colagenasa | y Il
que comprende cultivar una célula hospedadora transformada o transfectada con un vector que comprende un acido
nucleico de la invencién. También se desvelan métodos de producciéon de una colagenasa Il funcional que comprende
cultivar una célula hospedadora transformada o transfectada con un vector que comprende un acido nucleico que se
desvela en el presente documento. EI método comprende adicionalmente aislar el polipéptido del medio o la célula
hospedadora. Una colagenasa funcional es un polipéptido que tiene una actividad biolégica de una colagenasa de
origen natural, por ejemplo, una colagenasa que posee la capacidad de degradar colageno.

El polipéptido puede aislarse mediante métodos incluyendo, pero sin limitacion, cromatografia de intercambio aniénico
o catidnico, precipitacion en etanol, cromatografia de afinidad y cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC) o
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una combinacién de cualquiera de los mismos. El método particular utilizado dependera de las propiedades del
polipéptido y la seleccién de la célula hospedadora; los métodos apropiados seran facilmente evidentes para los
expertos en la materia.

En el presente documento se desvela un método de produccion de colagenasa | o colagenasa Il, comprendiendo dicho
método las etapas de (i) construir una bacteria recombinante que comprende la secuencia nucleotidica de la SEQ ID
NO: 1 ola SEQ ID NO: 2 o el polinucleétido que codifica la secuencia polipeptidica de la SEQ ID NO: 3, 4, 5 0 6 unida
operativamente a una secuencia reguladora apropiada; (ii) cultivar dicha bacteria recombinante en condiciones
adecuadas para expresar el gen vy (iii) recoger de la bacteria recombinante, la colagenasa | o la colagenasa Il. La
colagenasa | y la colagenasa Il pueden purificarse mediante una diversidad de métodos conocidos por los expertos
en la materia, incluyendo cromatografia de afinidad de ligando de colorante, cromatografia de afinidad con heparina,
precipitacion en sulfato de amonio, cromatografia de hidroxilapatita, cromatografia de exclusién molecular,
cromatografia de intercambio iénico y cromatografia de quelacion de metales. La colagenasa | y la colagenasa |l
pueden purificarse mediante filtracion y cromatografia en columna y las colagenasas purificadas | y Il se combinan en
una relacién de aproximadamente 1 a 1 usando métodos descritos en la Patente de los EE. UU. N.° 7.811.250.

Los ejemplos de enfermedades mediadas por colageno que pueden tratarse mediante las composiciones (que
comprenden colagenasa |, colagenasa Il o una combinacién de las mismas codificadas por los acidos nucleicos que
se describen en el presente documento y/o que comprenden las secuencias aminoacidicas de la SEQ ID NO: 3 y/o la
SEQ ID NO: 4) y los métodos que se desvelan en el presente documento incluyen, pero sin limitacion, enfermedad de
Dupuytren, enfermedad de Peyronie, hombro congelado (capsulitis adhesiva), queloides, cicatrices hipertréficas,
cicatrices deprimidas, como las que son resultado del acné inflamatorio; adherencias postquirirgicas, acné comun,
lipomas y afecciones desfigurantes tales como arrugas, formacion de celulitis y fibrosis neoplasica. Las Patentes de
los EE. UU. N.° 6.086.872 y 5.589.171 desvelan el uso de preparaciones de colagenasa en el tratamiento de la
enfermedad de Dupuytren. La Patente de los EE. UU. N.° 6.022.539 desvela el uso de preparaciones de colagenasa
en el tratamiento de la enfermedad de Peyronie.

Ademas de su uso en el tratamiento de enfermedades mediadas por colageno, una composicién que comprende un
polipéptido recombinante que se describe en el presente documento también es util para la disociacién de tejido en
células individuales y grupos de células ya que es util en una amplia diversidad de aplicaciones de laboratorio, de
diagnostico y terapéuticas. Estas aplicaciones implican el aislamiento de muchos tipos de células para diversos usos,
incluidas las células endoteliales microvasculares para la siembra de injertos vasculares sintéticos de diametro
pequefo, hepatocitos para terapia génica, deteccion de toxicologia de farmacos y dispositivos de asistencia hepatica
extracorpdrea, condrocitos para la regeneracion del cartilago e islotes de Langerhans para el tratamiento de la diabetes
mellitus dependiente de insulina. El tratamiento enzimatico trabaja para fragmentar proteinas de la matriz extracelular
y proteinas que mantienen el contacto de célula a célula. Puesto que el colageno es el principal componente proteico
de la ultraestructura tisular, la enzima colagenasa se ha usado con frecuencia para lograr la desintegracion tisular
deseada. En general, la composicion que se desvela en el presente documento es util para cualquier aplicacion en la
que se desee la retirada de células o la modificacion de una matriz extracelular.

La invencién abarca una composicion farmacéutica que comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable y el
polipéptido recombinante de la invencion. También se desvelan composiciones farmacéuticas que comprenden un
vehiculo farmacéuticamente aceptable y colagenasa | y/o colagenasa Il producidas de acuerdo con un método que se
describe en el presente documento. Las composiciones farmacéuticas pueden comprender colagenasa | que
comprende o que consiste en la secuencia aminoacidica de la SEQ ID NO: 3 o la SEQ ID NO: 5. Las composiciones
farmacéuticas que se desvelan en el presente documento pueden comprender colagenasa Il que comprende o que
consiste en la secuencia aminoacidica de la SEQ ID NO: 4 o la SEQ ID NO: 6. En el presente documento se desvela
una composicion farmacéutica que comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable y una colagenasa | y una
colagenasa |l como se describe en el presente documento. En el presente documento se desvela una composicion
farmacéutica que comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable y la colagenasa | y la colagenasa Il a una
relacion de masa 1:1. La composicion farmacéutica de la presente invenciéon comprende una cantidad eficaz de una
colagenasa formulada junto con uno o mas vehiculos o excipientes farmacéuticamente aceptables.

B. Métodos de deteccion de la presencia de una toxina hemolitica

En el presente documento también se desvelan métodos de deteccidn de la presencia de una toxina hemolitica en
una fermentacion bacteriana, en los que la fermentacion bacteriana produce una colagenasa. En el presente
documento también se desvela un método para liberar un medicamento de colagenasa antes de la administracién
terapéutica de dicha sustancia farmacoldgica de colagenasa a un paciente que comprende detectar la presencia de
una toxina hemolitica en la cepa de produccion del medicamento. La expresidon "cepa de produccion de
medicamentos”, "cepa de produccién”, "cepa de produccién de colagenasa" y "cepa de produccién bacteriana" se
usan indistintamente y se refieren a una cepa bacteriana de la que se obtiene una colagenasa. En el presente
documento también se desvela un método para liberar un medicamento de colagenasa antes de la administracién
terapéutica de dicho medicamento de colagenasa a un paciente, que comprende detectar la presencia de una toxina
hemolitica en el medicamento.
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Como se usa en el presente documento, la frase "liberar un medicamento de colagenasa" significa confirmar la
ausencia de una toxina hemolitica en el medicamento de colagenasa. Se entiende que las expresiones "farmaco”,
"medicamento” o "composicion de colagenasa" pueden usarse indistintamente. Como también se usan en el presente
documento, las expresiones "hemolisina" y "toxina hemolitica" se usan indistintamente y se refieren a una toxina que
es responsable de la lisis de un eritrocito.

Se ha descubierto que la cepa de produccién de colagenasa y el medicamento pueden someterse a ensayo para
detectar la presencia o ausencia de actividad hemolitica, garantizando que la sustancia farmacoldgica de colagenasa
proporciona una actividad enzimatica altamente reproducible y éptima y un efecto terapéutico superior, disminuyendo
al mismo tiempo el potencial de efectos secundarios. Se proporcionan métodos para someter a ensayo la cepa de
produccién o el medicamento para determinar la secrecién o presencia de una toxina hemolitica funcional que puede
estar copresente con la colagenasa en el medicamento. En el presente documento también se desvela un método de
ensayo de una muestra de ensayo para detectar la presencia de una toxina hemolitica, en el que la muestra de ensayo
comprende una cepa de produccion bacteriana o una composicion de colagenasa, que comprende incubar la muestra
de ensayo con eritrocitos, seguido de la deteccidn de lisis de eritrocitos.

Se describen métodos especificos para detectar la lisis de eritrocitos en la bibliografia, incluyendo, por ejemplo, 1)
Ryan KJ y Ray CG. Principles of laboratory diagnosis. En Sherris medical microbiology: an introduction to infectious
diseases. Ryan KJ, Ray CG y Sherris JC (eds.) McGraw-Hill Professional, 2004; 229-260; y 2) Eschbach E et al.
Improved erythrocyte lysis assay in microtitre plates for sensitive detection and efficient measurement of hemolytic
compounds from ichthyotoxic algae. Journal of Applied Toxicology 21, 513-519 (2001).

El método puede comprender incubar muestras de una cepa de produccidon de colagenasa, una colagenasa
parcialmente purificada aislada de una cepa de produccion de colagenasa o un medicamento de colagenasa en un
sustrato de agar sangre y observar el agar sangre para determinar zonas de aclaramiento después del periodo de
incubacion, en el que una zona de aclaramiento indica la lisis de eritrocitos. Si se sometio a ensayo la cepa de producto
bacteriano, la lisis de eritrocitos indica la secrecién de una toxina hemolitica funcional de la cepa de produccion
bacteriana. Si se someti6 a ensayo una colagenasa parcialmente purificada o un medicamento de colagenasa, la lisis
de eritrocitos indica la presencia de una toxina hemolitica funcional en la colagenasa parcialmente purificada o en el
medicamento de colagenasa. La cepa de produccion puede ser una cepa de C. histolyticum. La ausencia de una zona
de aclaramiento indica la ausencia de una toxina hemolitica. La ausencia observada de zonas de aclaramiento indica
o confirma la ausencia de toxinas hemoliticas en la cepa de produccion de colagenasa, en la colagenasa parcialmente
purificada o en el medicamento de colagenasa, y permite que el medicamento se libere para la administracion
terapéutica.

El método puede comprender incubar eritrocitos con extractos tomados de una cepa de produccién de colagenasa, o
con una colagenasa parcialmente purificada aislada de una cepa de produccion de colagenasa, o con un medicamento
de colagenasa, seguido de un analisis fotométrico de la mezcla de incubacion para la lisis de eritrocitos como se indica
mediante la aparicién de hemoglobina en la mezcla de incubacion. Una toxina hemolitica lisara los eritrocitos, liberando
hemoglobina en la muestra incubada. La detecciéon fotométrica de la hemoglobina puede proporcionar un ensayo
sensible para la presencia de toxinas hemoliticas. En un aspecto, los eritrocitos se incuban con extractos tomados de
una cepa de produccion de colagenasa o con una colagenasa parcialmente purificada aislada de una cepa de
produccién de colagenasa, o con un medicamento de colagenasa, y después analizando fotométricamente los
extractos para detectar la presencia de hemoglobina a una longitud de onda de 540 nm. En otro aspecto, el analisis
fotométrico se realiza a una longitud de onda de 414 nm. En otro aspecto mas, la incubacion y el andlisis fotomeétrico
pueden realizarse usando placas de microtitulacion. La ausencia de hemoglobina y, por tanto, la ausencia de toxinas
hemoliticas, permitiria la liberacién del medicamento para la administracion terapéutica a un paciente.

Las toxinas hemoliticas que se encuentran en C. histolyticum pertenecen a dos familias diferentes de hemolisinas:
hemolisinas similares a aerolisina y hemolisinas labiles a oxigeno. Las hemolisinas similares a aerolisina son
sintetizadas por la bacteria como preproteinas inactivas que se secretan en el ambiente extracelular como protoxinas
inactivas. Las protoxinas inactivas se uniran a los receptores en una membrana celular diana, por ejemplo, receptores
en un eritrocito donde las protoxinas son escindidas en sus estructuras activas por proteasas. Una vez activadas, las
toxinas se oligomerizan sobre la superficie celular en un complejo de preporos, seguido de la insercién de un barril
beta en la membrana celular diana. El barril beta forma un poro en la membrana, permitiendo el influjo rapido de iones
de calcio en la célula, con consecuencias toxicas para la célula. La toxina alfa de C. histolyticum es muy probablemente
una hemolisina similar a aerolisina, ya que se ha descubierto que comparte una homologia significativa con la toxina
alfa de Clostridium septicum, que es un miembro de la familia de toxinas similares a aerolisina y que posee actividad
hemolitica (véase, por ejemplo, Ejemplo 1 a continuacién).

La toxina épsilon de C. histolyticum y la tetanolisina de Clostridium tetani (C. tetani), se han descrito como hemolisinas
labiles al oxigeno [Hatheway CL. Clin Microbiol Rev 3 (1): 66-98 (1990)]. Se ha descubierto que la toxina épsilon de
C. histolyticum comparte homologia con la tetanolisina, que es un miembro de toxinas activadas por tiol, de barril beta,
formadoras de poros con afinidad por el colesterol. Dichas proteinas son parte de una familia de citolisinas
dependientes del colesterol (CDC). Estas proteinas son secretadas por la bacteria en el ambiente extracelular como
proteinas monoméricas hidrosolubles donde se unen a membranas celulares diana, mediadas por la unién a colesterol.
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La toxina se oligomeriza después sobre la superficie de la membrana para formar arcos y estructuras similares a anillo
que son responsables de la citdlisis. Se sabe que la toxina épsilon de C. histolyticum es una hemolisina labil al oxigeno
y es serolégicamente similar a las hemolisinas labiles al oxigeno producidas por otras cepas de Clostridium, tales
como C. tetani, C. novyiy C. septicum.

En el presente documento también se desvela un método de deteccion de la presencia de toxina alfa de C. histolyticum
en una cepa de produccién bacteriana usando un ensayo que se describe en el presente documento. En el presente
documento también se desvela un método de deteccion de la presencia de toxina alfa de C. histolyticum en un
medicamento. En el presente documento también se desvela un método de deteccidn de la presencia de toxina épsilon
de C. histolyticum en una cepa de produccién bacteriana. En el presente documento también se desvela un método
de deteccion de la presencia de toxina épsilon de C. histolyticum en un medicamento. En el presente documento
también se desvela un método de deteccion de la presencia de toxina alfa de C. histolyticum y toxina épsilon en una
cepa de produccion bacteriana. En el presente documento también se desvela un método de deteccion de la presencia
de toxina alfa de C. histolyticum y toxina épsilon en un medicamento.

En el presente documento también se desvela un método de produccién de un medicamento que consiste en
colagenasa | y colagenasa Il, en el que las colageninasas | y Il se obtienen de C. histolyticum y en el que el método
comprende las etapas de fermentar una cepa de C. histolyticum en la que la ausencia de una toxina hemolitica
funcional secretada se ha confirmado mediante incubacion de la cepa de produccién con eritrocitos en condiciones
adecuadas para la lisis de los eritrocitos por una toxina hemolitica, en el que la lisis de eritrocitos indica la secrecion
de una toxina hemolitica y en el que la ausencia de lisis de los eritrocitos indica la ausencia de una toxina hemolitica.
En el presente documento también se desvela un método de produccién de un medicamento que consiste en
colagenasa | y colagenasa I, en el que las colagenasas | y Il se obtienen de C. histolyticum y en el que el método
comprende las etapas de confirmar la ausencia de una toxina hemolitica secretada funcional en el medicamento
mediante incubacion del medicamento con eritrocitos en condiciones adecuadas para la lisis de eritrocitos por una
toxina hemolitica, en el que la lisis de eritrocitos indica la secreciéon de una toxina hemolitica y en el que la ausencia
de lisis de los eritrocitos indica la ausencia de una toxina hemolitica.

En el presente documento también se desvelan métodos de purificacién de una composicién de colagenasa en bruto
que comprende purificar la composicion mediante filtracion y cromatografia en columna, seguido de confirmar la
ausencia de una toxina hemolitica mediante incubacion de una muestra de la composicion purificada con eritrocitos
en condiciones adecuadas para la lisis de eritrocitos por una toxina hemolitica, en el que la lisis de eritrocitos indica la
secrecion de una toxina hemolitica y en el que la ausencia de lisis de los eritrocitos indica la ausencia de una toxina
hemolitica.

Como se ha mencionado anteriormente, varias enfermedades y afecciones se asocian al depdsito excesivo de
colageno y la acumulacion erratica de tejido fibroso rico en colageno y pueden tratarse con medicamentos de colageno.
Dichas enfermedades y afecciones se denominan colectivamente en el presente documento "enfermedades mediadas
por colageno". En el presente documento se desvela un método de tratamiento de una enfermedad mediada por
colageno en un paciente que lo necesite, en el que la composicion que comprende colagenasa se administra a dicho
paciente y en el que, antes de dicha administracion, dicha composicién o cepa de produccion bacteriana se somete a
ensayo para determinar la presencia o ausencia de toxinas hemoliticas usando un método que se describe en el
presente documento. Los ejemplos de afecciones mediadas por colageno que pueden tratarse mediante las
composiciones y métodos que se describen en el presente documento incluyen, pero sin limitacién: enfermedad de
Dupuytren; enfermedad de Peyronie; hombro congelado (capsulitis adhesiva), queloides; cicatrices hipertréficas;
cicatrices deprimidas tales como las que son resultado del acné inflamatorio; adherencias postquirirgicas; acné
comun; lipomas y afecciones desfigurantes tales como arrugas, formacion de celulitis y fibrosis neoplasica. En
determinados aspectos, la composicion sometida a ensayo se administra a un paciente para tratar las enfermedades
de Peyronie o Duputyren o capsulitis adhesiva.

Con respecto a la cepa de produccién que puede someterse a ensayo de acuerdo con un método que se describe en
el presente documento, se sabe, por ejemplo, que la colagenasa es expresada por bacterias que son miembros de los
géneros Actinobacillus, Actinomadura, Bacillus, Bacteroides, Bifidobacterium, Brucella, Capnocytophaga, Clostridium,
Enterococcus, Escherichia, Eubacterium, Flavobacterium, Fusobacterium, Peptococcus, Peptostreptococcus,
Porphyromonas, Prevotella, Proteus, Pseudomonas, Serratia, Staphylococcus, Streptomyces, Streptococcus,
Treponema y Vibrio. La cepa de produccion puede seleccionarse entre los géneros enumerados anteriormente. La
cepa de produccion puede ser una cepa de E. coli, incluyendo formas de E. coli que se han transformado con formas
recombinantes de colagenasa | y colagenasa Il. Se prefiere mas que la cepa de produccidon sea una cepa de
C.perfringens. Se prefiere mucho mas que la cepa de produccién sea una cepa de C. histolyticum (C. his).

La cepa de produccion puede producir una composicion de colagenasa que comprenda una mezcla de colagenasa |
y colagenasa Il. La cepa de produccion que puede usarse para producir una mezcla de colagenasa | y colagenasa |
es C. histolyticum. El medicamento de colagenasa puede comprender una mezcla de colagenasa | y colagenasa |l de
C. histolyticum altamente purificadas en una relacién de masa de aproximadamente 1 a 1.

También se presentan kits para someter a ensayo la presencia de hemolisinas en una muestra, en los que una
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hemolisina es una sustancia que provoca la lisis de eritrocitos. Los kits permiten la identificaciéon de sustancias de
ensayo que son hemoliticas o que contienen hemolisinas. Las sustancias de ensayo incluyen, pero sin limitacion,
sustancias quimicas, bioldgicas y emisoras de radiacion. El kit puede comprender materiales para someter a ensayo
la presencia de hemolisinas en una muestra de ensayo incluyendo, por ejemplo, un kit que comprende eritrocitos y
materiales de ensayo relacionados. El kit puede comprender una placa de Petri compuesta de agar sangre, un control
positivo y un control negativo compuesto por una cepa bacteriana en la que los genes hemoliticos estan mutados o
inactivados y en el que no se producen proteinas hemoliticas funcionales. El kit puede comprender eritrocitos, placas
de microtitulacion, un control positivo y un control negativo compuesto por el medicamento.

Como se comprendera, los kits y métodos inventivos pueden usarse para detectar la presencia o ausencia de
hemolisinas en composiciones de colagenasa, en las que la colagenasa se obtiene de una bacteria.

La colagenasa en bruto obtenida de C. histolyticum puede purificarse mediante una diversidad de métodos conocidos
por los expertos en la materia, incluyendo cromatografia de afinidad de ligando de colorante, cromatografia de afinidad
con heparina, precipitacion en sulfato de amonio, cromatografia de hidroxilapatita, cromatografia de exclusion
molecular, cromatografia de intercambio idnico y cromatografia de quelacion de metales. La colagenasa en bruto y
parcialmente purificada esta disponible en el mercado de muchas fuentes incluyendo Advance Biofactures Corp.,
Lynbrook, Nueva York. Los métodos de purificacion de colagenasa en bruto obtenida de C. histolyticum también se
describen en la Patente de los EE. UU. N.° 7.811.560 El procedimiento de purificacion puede comprender las etapas
de: a) filtrar la recoleccion en bruto a través de un filtro de capsula de intercambio aniénico MUSTANG Q; b) afhadir
sulfato de amonio; preferentemente a una concentracion final de 1 M; c) filtrar la recoleccion en bruto; preferentemente
a través de un filtro de 0,45 ym; d) someter el filtrado a través de una columna HIC; preferentemente una fenil
Sepharose 6FF (sub bajo); e) anadir leupeptina al filtrado; preferentemente a una concentracion final de 0,2 mM al
producto eluido post HIC; f) retirar el sulfato de amonio y mantener la leupeptina para una correcta unién de colagenasa
| y colagenasa |l con intercambio de tampdn por TFF; preferentemente con intercambio de tampdn por TFF; g) filtrar
la mezcla de la etapa; (f) preferentemente a través de un filtro de 0,45 pm; h) separar colagenasa | y colagenasa |l
usando Q-Sepharose HP; i) preparar la concentracion de TFF y la formulacion para colagenasa | y colagenasa Il por
separado; en el que TFF es una filtracion de flujo tangencial usando 10 y/o 30 K MWCO (corte de peso molecular)
PES o RC-polieter-sulfona o membranas de filtro de celulosa regeneradas (TFF proporciona un medio para retener y
concentrar proteinas seleccionadas e intercambiar proteinas de una solucidon tampén en otra); vy j) filtrar a través de
un sistema de filtracion de 0,2 pm.

C. Toxinas alfa, beta, delta, épsilon y gamma de C. histolyticum

Las secuencias aminoacidicas de las toxinas alfa, delta y épsilon de C. histolyticum Clon 004 se muestran en las
Figuras y son la SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 12 y SEQ ID NO: 16, respectivamente. Las secuencias nucleotidicas de
las toxinas alfa, delta y épsilon de C. histolyticum Clon 004 también se muestran en las Figuras y son la SEQ ID NO:
21, SEQ ID NO: 22 y SEQ ID NO: 23, respectivamente. Cada una de las secuencias aminoacidicas de la SEQ ID NO:
8, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 16 tienen caracteristicas de secuencia que hacen que estas proteinas sean no
funcionales y/o no se secreten.

Para la toxina gamma (clostripaina), solo existen tres diferencias de aminoacidos en comparacién con la proteina
modelo (véase la seccion de Ejemplos) y ninguno de los restos de aminoacidos que se encuentra que difieren en la
toxina gamma de C. histolyticum Clon 004 ha sido identificado como esencial para la actividad. Por tanto, se prevé
que la toxina gamma de C. histolyticum Clon 004 (que tiene la secuencia aminoacidica de la SEQ ID NO: 18) se
secreta y es funcional. La secuencia nucleotidica de la toxina gamma de C. histolyticum Clon 004 es la SEQ ID NO:
24,

Como se ha mencionado anteriormente, las toxinas beta que tienen secuencias aminoacidicas de la SEQ ID NO: 3 y
la SEQ ID NO: 4 son completamente funcionales.

Como se comprenderd, pueden introducirse una o mas mutaciones (por ejemplo, supresion o adiciéon de uno o mas
restos de aminoacidos o restos de acidos nucleicos) en las secuencias nucleotidicas y/o aminoacidicas de las toxinas
alfa, beta, épsilon o gamma de C. histolyticum (SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 16 y SEQ ID NO: 18, SEQ
ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23 y SEQ ID NO: 24). Puede introducirse una o0 mas mutaciones con el fin de
mejorar o perjudicar la actividad, funcion, produccién y/o secrecién de la toxina. Puede introducirse una mutacion que
haga que las toxinas alfa, beta y/o épsilon sean funcionales y/o se secreten. La secuencia de la toxina gamma (SEQ
ID NO: 18) puede mutarse para hacer que la proteina no sea funcional y/o no se secrete.

En el presente documento también se desvelan métodos de produccion de anticuerpos contra C. histolyticum o una
toxina de C. histolyticum que comprende administrar a un sujeto una cantidad eficaz de una composicién que
comprende una proteina o péptido, en los que dicha proteina o péptido comprende una secuencia aminoacidica
seleccionada entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID
NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 6, o un fragmento o variante de
las mismas o0 una combinacién de cualquiera de las mismas. Ademas, en el presente documento se desvelan métodos
de estimulaciéon de una respuesta inmunitaria a una toxina de C. histolyticum que comprende administrar a un sujeto
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una cantidad eficaz de una composicion que comprende una proteina o péptido que comprende una secuencia
aminoacidica seleccionada entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID
NO: 14, SEQID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 6, o un fragmento
o variante de las mismas o una combinacidn de cualquiera de las mismas. En el presente documento se desvela una
vacuna que comprende una cantidad eficaz de una proteina o péptido que comprende una secuencia aminoacidica
seleccionada entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID
NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 6, o un fragmento o variante de
las mismas o una combinacion de cualquiera de las mismas. La proteina o péptido que comprende una secuencia
aminoacidica seleccionada entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID
NO: 14, SEQID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 6, o un fragmento
o variante de las mismas, puede ser producido por una cepa de C. histolyticum o puede ser una proteina o péptido
recombinante.

D. Composiciones farmacéuticas que comprenden colagenasa y métodos de tratamiento

En el presente documento se desvelan composiciones farmacéuticas que comprenden las secuencias de proteinas y
proteinas recombinantes y, también, composiciones farmacéuticas que comprenden un medicamento de colagenasa
sometido a ensayo de acuerdo con los métodos que se describen en el presente documento. Como se usa en el
presente documento, la expresion "vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable" significa una carga, diluyente,
material de encapsulacién o adyuvante de formulaciéon de cualquier tipo no toxicos, inertes, sélidos, semisdlidos o
liquidos. "Tratamiento" o "tratamiento" incluye la administracion de las composiciones, compuestos o agentes de
aspectos de la presente invencion para prevenir o retrasar la aparicion de los sintomas, complicaciones o indicios
bioquimicos de una enfermedad, aliviar o mejorar los sintomas o detener o inhibir el desarrollo adicional de la
enfermedad, afeccion o trastorno. Una "cantidad terapéuticamente eficaz" o una "cantidad eficaz" es una cantidad que,
sola o en combinacién con uno o mas de otros agentes activos, puede controlar, reducir, inhibir, mejorar, prevenir o
afectar de otro modo a uno o mas sintomas de una enfermedad o afecciéon que se ha de tratar. En el contexto de
produccién de una respuesta inmunitaria o en la preparacion de una vacuna, una "cantidad eficaz" abarca una cantidad
eficaz para producir una respuesta inmunitaria, incluyendo la generacion de anticuerpos contra un antigeno.

Algunos ejemplos de materiales que pueden servir como vehiculos farmacéuticamente aceptables son azucares tales
como lactosa, glucosa y sacarosa; almidones, tales como almidén de maiz y almidén de patata; celulosa y derivados
de la misma, tales como carboximetilcelulosa de sodio, etilcelulosa y acetato de celulosa; tragacanto en polvo; malta;
gelatina; talco; glicoles, tales como propilenglicol; ésteres, tales como oleato de etilo y laurato de etilo; agar; agentes
tamponantes, tales como hidréxido de magnesio e hidréxido de aluminio; acido alginico; agua apirégena; solucion
salina isotonica; solucién de Ringer; alcohol etilico y soluciones de tampoén fosfato, asi como otros lubricantes
compatibles no toxicos, tales como lauril sulfato de sodio y estearato de magnesio, asi como agentes colorantes,
agentes de liberacion, agentes de recubrimiento, agentes perfumantes, conservantes y antioxidantes también pueden
estar presentes en la composicién, de acuerdo con el criterio del formulador.

Las composiciones de colagenasa también pueden prepararse mezclando un nimero especifico de unidades de
actividad o masas especificas de las enzimas preferentemente purificadas. La actividad de la colagenasa puede
medirse por la capacidad de la enzima para hidrolizar el péptido sintético o el sustrato de colageno. Los expertos en
la materia reconoceran que los ensayos enziméaticos distintos de los desvelados en el presente documento también
pueden usarse para definir y preparar composiciones enzimaticas funcionalmente equivalentes. La actividad
colagenasa puede describirse, por ejemplo, en unidades SRC. Una unidad SRC solubilizara colageno de cola de rata
en material de reaccién de ninhidrina equivalente a 1 nanomol de leucina por minuto, a 25°C y pH 7,4. En
determinadas realizaciones de la presente invencion, la actividad colagenasa se describe en unidades ABC. Este
ensayo de potencia de colagenasa se basa en la digestion de colageno no desnaturalizado (de tendén bovino) a pH
7,2 y 37 °C durante 20-24 horas. El numero de enlaces peptidicos escindidos se mide mediante reaccién con
ninhidrina. Los grupos amino liberados por un control de digestidon con tripsina se restan. Una unidad ABC neta de
colagenasa solubilizara material reactivo con ninhidrina equivalente a 1,09 nanomoles de leucina por minuto. 1 unidad
SRC equivale a aproximadamente 6,3 unidades ABC.

En determinados aspectos, la sustancia farmacolégica para la colagenasa inyectable consiste en dos colagenasas
microbianas, denominadas colagenasa AUX | y colagenasa ABC | y colagenasa AUX Il y colagenasa ABC Il. Se
entiende que la expresiones "Colagenasa I", "ABC I", "AUX I", "colagenasa AUX I" y "colagenasa ABC I" significan lo
mismo y pueden usarse indistintamente. De forma similar, las expresiones "Colagenasa II", "ABC II", "AUX II",
"colagenasa AUX II" y "colagenasa ABC II" se refieren a la misma enzima y también pueden usarse indistintamente.
Estas colagenasas son secretadas por células bacterianas. Se aislan y purifican del sobrenadante de cultivo de C.
histolyticum mediante métodos cromatograficos. Ambas colagenasas son proteasas especiales y comparten el mismo
nimero de EC (E.C 3.4.24.3).

La colagenasa AUX | tiene una unica cadena polipeptidica que consiste en aproximadamente 1000 aminoacidos con

un peso molecular de 115 kDa. La colagenasa AUX Il tiene también una Unica cadena polipeptidica que consiste en
aproximadamente 1000 aminoacidos con un peso molecular de 110 kDa.
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La sustancia farmacolégica (concentrado de colagenasa) puede tener una relacion de masa de aproximadamente 1 a
1 para la colagenasa AUX | y AUX Il. El concentrado de colagenasa puede tener un coeficiente de extinciéon de 1,528.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién pueden administrarse por via parenteral, por via topica o
a través de un depdsito implantado. El término "parenteral”, como se usa en el presente documento, incluye la
inyeccion subcutanea, intracutanea, intravenosa, intramuscular, intraarticular, intraarterial, intrasinovial, intraesternal,
intratecal, intralesional e intracraneal o técnicas de infusidon. En una realizacion preferida, la composicion se inyecta
en el tejido afectado. En el caso de las enfermedades de Peyronie o de Duputyren o la capsulitis adhesiva, la
composicion se inyecta en el cordén de la mano o en la placa de Peyronies. La expresion "administracion local" se
define en el presente documento para que abarque dicha inyeccion directa en el tejido afectado. En determinados
aspectos, la composicion farmacéutica de la invencion es una formulacion inyectable. En determinados aspectos
adicionales, la composicion farmacéutica es una formulacion tépica.

Asimismo, dependiendo del tratamiento, pueden obtenerse mejores resultados, en algunas circunstancias,
inmovilizando el sitio de inyeccion después de la administracion de la composicion farmacéutica. Por ejemplo, el sitio
de administracion (por ejemplo, la mano), puede inmovilizarse durante 4 horas 0 mas.

Pueden formularse preparaciones inyectables, por ejemplo, suspensiones acuosas u oleaginosas inyectables
estériles, de acuerdo con la técnica conocida usando agentes dispersantes o humectantes y agentes de suspensién
adecuados. La preparacion inyectable estéril también puede ser una solucion, suspensién o emulsion inyectable estéril
en un diluyente o disolvente no téxico parenteralmente aceptable, por ejemplo, como una solucién en 1,3-butanodiol.
Entre los vehiculos y disolventes aceptables que pueden emplearse estan el agua, la soluciéon de Ringer, U.S.P. y
solucion de cloruro de sodio isoténica. Ademas, se emplean convencionalmente aceites no volatiles estériles como
disolvente o medio de suspension. Para este fin, puede emplearse cualquier aceite suave no volatil, incluyendo mono
o diglicéridos sintéticos. Ademas, se usan acidos grasos, tales como acido oleico, en la preparacién de inyectables.

Las formulaciones inyectables pueden esterilizarse, por ejemplo, mediante la filtracion a través de un filtro de retencion
de bacterias o mediante la incorporacién de agentes esterilizantes en forma de composiciones sdlidas estériles que
pueden disolverse o dispersarse en agua estéril u otro medio inyectable estéril antes de su uso. Las soluciones
estériles también pueden liofilizarse para su uso posterior.

En algunas realizaciones, la composicién que comprende colagenasa es una composicion inyectable liofilizada
formulada con sacarosa, Tris a un nivel de pH de aproximadamente 8,0. Generalmente, se incluye una fuente de calcio
en la formulacioén, tal como cloruro de calcio.

Las formas de dosificacién para la administracién tépica o transdérmica de una composiciéon farmacéutica de la
presente invencion incluyen pomadas, pastas, cremas, lociones, geles, polvos, soluciones, pulverizaciones,
inhaladores o parches. El componente activo se premezcla en condiciones estériles con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable y cualquier conservante o tampdn necesario, segun se requiera.

Las pomadas, pastas, cremas y geles pueden contener, ademas de un polipéptido de la presente invencion,
excipientes tales como grasas animales y vegetales, aceites, ceras, parafinas, almidén, tragacanto, derivados de
celulosa, polietilenglicoles, siliconas, bentonitas, acido silicico, talco y 6xido de cinc, o mezclas de los mismos.

Los polvos y pulverizaciones pueden contener, ademas de los polipéptidos de la presente invencioén, excipientes tales
como lactosa, talco, acido silicico, hidréxido de aluminio, silicatos calcicos y polvo de poliamida, o0 mezclas de estas
sustancias. Las pulverizaciones pueden contener adicionalmente propulsores habituales tales como
clorofluorohidrocarburos.

Los parches transdérmicos tienen la ventaja adicional de proporcionar una entrega controlada de un agente activo al
cuerpo. Dichas formas de dosificacion pueden prepararse disolviendo o dispensando el agente activo en el medio
apropiado. Los potenciadores de la absorcidon también pueden usarse para aumentar el flujo del polipéptido a través
de la piel. La velocidad puede controlarse proporcionando una membrana de control de la velocidad o dispersando el
polipéptido de la invencién en una matriz polimérica o gel.

La administracién terapéutica del producto farmacéutico puede ser por via parenteral, por via topica o a través de un
depdsito implantado. El término parenteral como se usa en el presente documento incluye la inyeccion subcutanea,
intracutanea, intravenosa, intramuscular, intraarticular, intraarterial, intrasinovial, intraesternal, intratecal, intralesional
e intracraneal o técnicas de infusion. La expresién "administracion local" se define en el presente documento para que
abarque dicha inyeccion directa. En una realizacién, la administracion terapéutica de la composicion farmacéutica es
por inyeccion.

La administracion terapéutica del producto farmacéutico en formas de dosificacion para la administracion topica o
transdérmica incluye pomadas, pastas, cremas, lociones, geles, polvos, soluciones, pulverizaciones, inhaladores o
parches. El componente activo se premezcla en condiciones estériles con un vehiculo farmacéuticamente aceptable
y cualquier conservante o tampon necesario, segun se requiera.
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Las pomadas, pastas, cremas y geles pueden contener, ademas de un compuesto activo del medicamento, excipientes
tales como grasas animales y vegetales, aceites, ceras, parafinas, almidén, tragacanto, derivados de celulosa,
polietilenglicoles, siliconas, bentonitas, acido silicico, talco y éxido de cinc, o0 mezclas de los mismos.

Los polvos y pulverizaciones pueden contener, ademas de los compuestos del medicamento, excipientes tales como
lactosa, talco, acido silicico, hidréxido de aluminio, silicatos calcicos y polvo de poliamida, o mezclas de estas
sustancias. Las pulverizaciones pueden contener adicionalmente propulsores habituales tales como
clorofluorohidrocarburos.

Los parches transdérmicos tienen la ventaja afiadida de proporcionar una entrega controlada de un compuesto al
cuerpo. Dichas formas de dosificacion pueden prepararse disolviendo o dispensando el compuesto en el medio
adecuado. También pueden usarse potenciadores de la absorcion para aumentar el flujo del compuesto a través de
la piel. La velocidad puede controlarse proporcionando una membrana de control de la velocidad o dispersando el
compuesto en una matriz polimérica o gel.

La invencién se comprendera mejor en relacidon con los siguientes ejemplos, que estan destinados unicamente a
ilustrar y no limitar el alcance de la invencion. Seran evidentes para los expertos en la materia diversos cambios y
modificaciones de las realizaciones desveladas y dichos cambios y modificaciones pueden hacerse sin apartarse del
alcance de las reivindicaciones adjuntas.

Ejemplos
Ejemplo 1: Secuenciacion del genoma de C. histolyticum y andlisis de secuencias de toxinas

La escasez de estudios cientificos relacionados con el C. histolyticum alfa, delta y épsilon (toxinas a, 0 y €) ha dado
como resultado un conocimiento limitado acerca de la estructura proteinica de estas toxinas. Para abordar este déficit
de conocimiento, se emprendié una iniciativa de secuenciacion del genoma para comprender mejor el organismo de
produccién con un enfoque particular en la identificacién de supuestos genes de toxinas. Como consecuencia de este
esfuerzo, el genoma completo de la cepa de produccion de Colagenasa de Clostridium Histolyticum (Clon 004)
(Auxilium Product Operation, Malvern, PA) no se ha generado hasta recientemente, lo que representa, aparentemente,
la primera vez que se ha publicado la secuencia del genoma de cualquier cepa de C. histolyticum.

Hubo tres etapas fundamentales implicadas en el proyecto de secuenciacion del genoma. En primer lugar, se extrajo
ADN gendmico de un cultivo de Clon 004 y se envié a Creative Genomics para su secuenciacion (Shirley, NY, EE.
UU.). La secuencia del genoma de C. histolyticum Clon 004 se obtuvo usando métodos convencionales de la industria.
En segundo lugar, los resultados obtenidos de la secuencia del genoma se analizaron usando métodos convencionales
de bioinformatica (andlisis BLAST) con el fin de consultar la informacién de la secuencia contra las bases de datos de
la secuencia del genoma. Esta segunda etapa dio como resultado la asignacion de informacion de proteinas para cada
gen de C. histolyticum que se identificd. El uso de dos bases de datos garantizé una evaluacion exhaustiva, pero
también sirvi6 como una segunda fuente para verificar la asignacion de proteinas. La tercera etapa en el proyecto fue
un analisis comparativo de la supuesta secuencia de toxina de C. histolyticum con la proteina asignada
automaticamente por el analisis BLAST.

i. C. Secuenciacion del genoma de C. histolyticum e identificacion de proteinas modelo

Se enviaron muestras de ADN gendmico aislado de una expansion de C. histolyticum (CLH) WCB derivada del Clon
004 a Creative Genomics (Shirley, NY, EUA) para la secuenciacion del genoma. Creative Genomics empleé métodos
convencionales utilizados para la determinacion de secuencias de muestras de ADN gendmico enviadas por clientes.
La secuencia del genoma se genero a partir del sistema Roche/454 GS-FLX con quimica de titanio (secuenciacion de
fragmentos) acompafiada con lllumina/Solexa Genome Analyzer. Se empled ANI 3730x| para lograr el acabado del
genoma mediante el andadura de cebadores. La secuencia completa del genoma de 2.842.906 pares de bases con
un contenido de GC del 29,44 % se completd y estos valores eran tipicos del tamafio del genoma y el contenido de
GC obtenido para otros genomas clostridiales. A cada uno de los 2.887 marcos de lectura abiertos (ORF, por sus
siglas en inglés) identificados se le asigné un nimero de CLH unico. Cada uno de los supuestos 2.887 genes se
investigd adicionalmente usando el analisis BLAST de las bases de datos GenBank y SwissProt, dando como resultado
la asignacion tentativa de los loci para toxinas beta, gamma, alfa y épsilon. Los resultados de la evaluacion inicial se
presentan en la Tabla 1. Por tanto, la asignaciéon de proteinas modelo se completé como resultado de un analisis
automatizado a través de una busqueda exhaustiva de dos bases de datos. La asignacion de proteinas modelo no se
vio influenciada por la interpretacién del operador.

Tabla 1: Asignacion de proteinas modelo para supuestas toxinas CLH en funcién de la comparacion con dos bases
de datos de secuencias

Toxina Nombre CLH Nombre comun Proteina modelo
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alfa CLH_2834 y 2835 | Factor letal aerolisina/hemolisina (toxina alfa de C.
septicum)
beta CLH_1768y 1769 | Colagenasa | Colagenasa | de colG
beta CLH_2116 Colagenasa Il Colagenasa Il de co/H
épsilon CLH_1920 Hemolisina l4bil al Perfringolisina de C. perfringens
oxigeno tetanolisina de C. tetani
gamma CLH_1861 Clostripaina Clostripaina de C. histolyticum

Una inspeccion de los resultados del analisis BLAST del genoma de C. histolyticum no reveld ningun OR codificante
para una elastasa. Sin embargo, se han clasificado proteasas por MEROPS (http://MEROPS.sanger.ac.uk/)
basandose en el criterio del grupo funcional mas destacado en el sitio activo de esas proteasas. Usando este enfoque
funcional basado en MEROPS, una elastasa cae en la familia de la peptidasa M4, de la que la termolisina (EC
3.4.24.27) es el miembro de la familia mejor estudiado y es el modelo clasico para dichas proteasas. Usando este
conocimiento, una reinspeccion del resultado del andlisis BLAST sugirié que C. histolyticum posee un solo ORF que
comparte una homologia significativa con la termolisina. Por tanto, el supuesto gen de la toxina delta dentro de C.
histolyticum se ha asignado como un homadlogo de termolisina de B. proteolyticus.

Los resultados de la evaluacion inicial se presentan en la Tabla 2 a continuacién basados en la comparacién con dos
bases de datos de secuencia.

Tabla 2: Asignacion de proteinas modelo para supuestas toxinas de CLH

Toxina Nombre CLH Nombre comun Proteina modelo

alfa CLH_2834 y 2835 | Factor letal toxina alfa de C. septicum

beta CLH_1768 y 1769 | Colagenasa | Colagenasa | de colG

beta CLH_2116 Colagenasa Il Colagenasa Il de coH

delta CLH_2576 Elastasa }f,;rpn‘zgzip;ed;y’z'ws

épsilon CLH_1920 gzr;;rl]i;ina labil al Perfringolisina de C. perfringens
gamma CLH_1861 Clostripaina Clostripaina de C. histolyticum

ii. Alineamientos y analisis de secuencias de proteinas

Para identificar el péptido sefal, la muestra y las secuencias de control se analizaron en un programa denominado
SignalP para identificar secuencias de péptidos sefial potenciales (Nielsen (2004), J. Glasgow et al., eds., Proc. Sixth
Int. Conf. on Intelligent Systems for Molecular Biology, 122-130. AAAI Press, 1998). Un péptido sefial generalmente
se encuentra dentro de los primeros setenta aminoacidos (o la regidon N-terminal) de la secuencia de proteina y actia
como una secuencia sefial para la enzima que se ha de secretar. El péptido sefal se escinde y la secuencia de proteina
resultante es la proteina madura. Usando SignalP, el usuario puede identificar la ubicacion del sitio de escisién del
péptido senal con el fin de identificar el extremo N terminal de la proteina madura. Para algunas secuencias de
muestra, en particular la toxina alfa y la toxina beta (AUX-I), sin embargo, solo se identifico la proteina madura, no la
secuencia proteinica completa, incluyendo la secuencia del péptido sefal. Un examen adicional reveld que el
procedimiento de fragmentacion de secuencia empleado separé la secuencia del péptido sefal de la proteina madura.
La proteina madura y las secuencias de sefal se volvieron a ensamblar y se procesaron a través de la herramienta
de alineacion.

Una vez que se recogieron todas las secuencias de proteinas, se construyeron alineaciones de secuencia por pares
usando MATLAB 7.0.10 (The MathWorks, Inc., 2010). Las alineaciones de secuencia por pares son comparaciones
directas de dos secuencias para determinar las similitudes y diferencias entre dos secuencias. Tanto el control como
las secuencias de muestra se cargaron en MATLAB y se realizé una alineacién usando el algoritmo Needleman-
Wunsch y la matriz de puntuacion BLOSUMS50. El algoritmo y la matriz de puntuaciéon ayudan a ensamblar la
alineacion, ya que el algoritmo dicta el valor de cada apareamiento o apareamiento incorrecto de aminoacidos
basandose en la matriz de puntuacién e incorpora valores de hueco cuando es necesario. Los huecos pueden
producirse por multiples razones, incluyendo, pero sin limitaciéon, dos secuencias que tienen longitudes variables y
para garantizar que los aminoacidos apropiados se emparejen entre si. La matriz de puntuacion se basa en las tasas
de sustitucion observadas con frecuencia entre las secuencias y sirve para calificar la similitud o disimilitud entre dos
secuencias (National Center for Biotechnology Information).

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2740499 T3

La revision de Hatheway (1990) (Clin Microbiol Rev 3: 66-98) indicé que las cinco toxinas eran proteinas secretadas
(exosustancias) y las cinco toxinas tenian una funcionalidad identificable. Esta informacion se usé para realizar el
analisis de las supuestas toxinas CLH. Para analizar la funcién proteinica de las supuestas toxinas CLH, se
seleccionaron varias proteinas modelo baséndose en los hallazgos de la bibliografia y los resultados de BLAST. Los
controles se descargaron del National Center for Biotechnology Information (NCBI) en formato Fasta.

1. Toxina alfa (a)

Existe poca informacion relacionada con la toxina alfa de C. histolyticum siguiendo el trabajo de Bowen (1952) (Yale J
Biol Med 25: 124-138) en la bibliografia. Por tanto, era de interés la interrogacién de la secuencia del genoma para los
supuestos genes de toxinas. Un analisis preliminar del genoma sugirié que C. histolyticum poseia un Unico ORF que
comparte una homologia de aminoacidos significativa con la toxina alfa de C. septicum segun se determind por el
andlisis BLAST de dos bases de datos. Por tanto, el supuesto gen de la toxina alfa dentro de C. histolyticum se ha
asignado como un homélogo de la toxina alfa de C. septicum. Estudiado ampliamente por el laboratorio Rodney K.
Tweten, la toxina alfa de C. septicum se clasific6 como un miembro de la familia de toxinas similares a aerolisina. En
particular, la toxina alfa de C. septicum posee actividad hemolitica (Ballard et al. (1992), Infect Immun 60: 784-790;
Melton-Witt et al. (2006), Biochem 45: 14347-14354) y es distinta de las hemolisinas labiles al oxigeno como se
describe para la toxina € de C. histolyticum (Hatheway (1990), Clin Microbiol Rev 3: 66-98).

La toxina alfa de C. septicum se elabora como una preproproteina inactiva que se procesa en el entorno extracelular
como una protoxina inactiva. Después, la protoxina se une a los receptores en la membrana celular donde se dividen
en sus estructuras activas por proteasas (por lo general furina). Un sitio de consenso de furina dentro de la toxina es
esencial para la activacion por proteasas eucariotas. La activacion implica la escision de 40-45 aminoacidos del
extremo C-terminal. En ausencia de la escision C-terminal, la toxina alfa de C. septicum no es funcional. La toxina alfa
de C. septicum de longitud completa es hemolitica (Ballard et al. 1992). La toxina activa tiene aproximadamente
41,3 kDa (Gordon et al. 1997). Una vez activadas, las toxinas se oligomerizan en la superficie celular en un complejo
de preporos seguido de la insercién de un barril beta en la membrana.

La toxina alfa de C. septicum modelo consiste en tres dominios distintos denominados: D1, D2 y D3. El dominio D1
esta implicado en la union del receptor y la oligomerizacién, mientras que el dominio D2 contribuye a la estructura de
horquilla anfipatica. El dominio D3 tiene una region de propéptido D3 que incluye un péptido carboxilo terminal corto
escindido en el sitio de activacién AT conocido (R398) y funciona como una chaperona intramolecular que evita la
oligomerizacién prematura de la toxina alfa. Usando la mutagénesis de saturacion, las sustituciones de aminoacidos
individuales dentro de cada dominio han permitido la determinacién de aquellos restos esenciales para la actividad
biologica (Melton-Witt et al., 2006). De manera importante, el ensayo funcional us6 un ensayo de viabilidad celular
para determinar las dosis de DLso. Por tanto, el efecto relativo de las sustituciones de aminoacidos individuales dentro
de la region codificantes entera se evalué usando un ensayo funcional.

Para comprender adicionalmente la estructura primaria de la toxina alfa CLH, la alineacion de proteinas, realizada en
MATLAB, de la proteina modelo (toxina alfa de C. septicum) se realizé con la toxina alfa CLH. Los resultados se
presentan en la FIG. 1.

La supuesta toxina alfa CLH traducida tiene una secuencia sefial identificable y tiene una probabilidad muy alta de ser
una proteina secretada. Por tanto, se consigue el primer criterio de una exosustancia. Existe una homologia positiva
del 75 % entre la secuencia proteica de la toxina alfa de C. septicum y la secuencia proteica de la toxina alfa de CLH.
Se identificaron multiples regiones de alta homologia entre la toxina alfa modelo y la supuesta toxina alfa CLH. Dichas
regiones y restos de aminoacidos esenciales estan resaltados en sombreado de color verde en la FIG. 1.

En particular, la alineacion muestra multiples diferencias en los restos de aminoacidos esenciales que, basandose en
el trabajo de Melton-Witt et al. (2006) (Biochem 45: 14347-14354), individualmente hacen que la proteina CLH_2834
y 2835 no sea funcional. Comenzando con la region N-terminal de la proteina madura, falta una regién de secuencia
de 17 aminoacidos en la secuencia de la toxina alfa CLH que se encuentra a aproximadamente 20 aminoacidos
corriente abajo del sitio de escisién del supuesto péptido sefial. Dentro de este tramo de 17 aminoacidos, se identifico
un resto W74 en la toxina alfa de C. septicum como un resto critico en el bucle 1 (L1). La falta de 17 aminoacidos del
dominio D1 en la version de secuencia CLH sugiere una estructura alterada para este dominio con respecto a un tipo
silvestre y una interrupcién de la funcionalidad de union al receptor.

Dentro de la regién C-terminal de la proteina, varios cambios en los restos de aminoacidos también hacen que la
proteina CLH no sea funcional. El aminoacido T302 en la toxina alfa de C. septicum se reemplazé por Prolina en la
toxina alfa de CLH. El resto E303 en la toxina alfa de C. septicum se reemplazé por Treonina en la toxina alfa de CLH.
Los estudios de Melton-Witt et al. (2006) (Biochem 45: 14347-14354) indicaron que cada una de estas modificaciones
dara como resultado individualmente un 0 % de letalidad. Es de destacar la comparacién del sitio de activacion, o sitio
de escisién de furina, entre las dos secuencias. La toxina alfa de C. septicum presenta un sitio de escision de consenso
de furina que comienza con K391 y termina en R398. Esta region se ajusta a la secuencia de escision de consenso
de furina Arg-X-Lys/Arg-Arg aunque la secuencia de escision minima es Arg-X-X-Arg. La supuesta toxina alfa de CLH
tiene un resto de Glutamina en lugar de Arginina en la posiciéon analoga R398. Por tanto, el sitio de activacion de C.
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septicum posee la secuencia aminoacidica, DKKRRGKRSVDS, con R398 identificado como resto critico. La secuencia
homologa de toxina alfa de CLH en el péptido D3 es NTSST-EQNVEV; comenzando con N367 de la SEQ ID. NO: 8.
Por tanto, el supuesto sitio de escision de furina de toxina alfa de C. histolyticum parece no ser funcional y esta
proteina, incluso si se expresa, no puede procesarse por contacto con furina proteasa de células eucariotas para
generar una toxina funcional. Los hallazgos del andlisis comparativo de secuencia aminoacidica se resumen en la
Tabla 3.

Tabla 3: Resumen de comparacién de alineacion de secuencias aminoacidicas para la supuesta toxina alfa de CLH

Proteina Efecto sobre la funcién

a toxina de C. septicum CLH2834 y 2835

Resto de aminoacido esencial

Unién al receptor

W4 Falta interrumpida

T302 P Falta de letalidad
E303 T Falta de letalidad
K391-R398 T---Q Incapaz de activacién

El resumen del analisis de alineacion de secuencias sugiere que la supuesta toxina alfa de CLH posee un nimero
significativo de diferencias de restos de aminoacidos que podrian hacer que la proteina madura sea no funcional. El
enlace fenotipico a la funcionalidad de la toxina alfa es la demostracion de la actividad hemolitica. De manera
importante, la cepa de produccién de colagenasa de Clostridium Histolyticum no presenta actividad hemolitica cuando
se siembra en placas en agar sangre. Los resultados de una evaluacion hemolitica de agar sangre se ilustran en la
FIG. 2.

Panel A de la FIG. 2 muestra los resultados obtenidos cuando una muestra de expansion celular de C. histolyticum
Clon 004 se cultiva en agar sangre. No hay evidencia de ninguin fenotipo beta hemolitico. Por el contrario, el panel B
de la FIG. 2 muestra los resultados obtenidos cuando una muestra de C. septicum se cultiva en agar sangre. Existen
pruebas claras de que la beta hemdlisis se extiende mucho mas alla del area de aplicacion de la muestra, como se
indica en el Panel C. Las imagenes presentadas no representan adecuadamente la diferencia cualitativa observada
cuando se observan los articulos de ensayo. La aparicion de beta hemdlisis es faciimente discernible y la falta total de
hemolisis en la placa de C. histolyticum contrasta con la zona amplia de hemodlisis observada cuando se inspecciona
el cultivo de C. septicum (productor de toxina a).

2. Toxina delta ()

Hatheway et al. (1990) (Clin Microbiol Rev 3: 66-98) ha definido la toxina & de C. histolyticum como una elastasa,
basandose principalmente en la comunicacién de investigacion inicial de Takahashi, et al. (1970) (BBRC 39: 1058-
1064). Aparentemente no se han publicado mas estudios sustanciales sobre esta toxina desde entonces. Takahashi
et al. aislaron cuatro fracciones que demostraban actividad elastasa de C. histolyticum usando ultrafiltracion diferencial.
El enfoque principal estaba en una fraccion que pasaba a través de membranas de membranas de corte nominales
de 50 kDa pero quedaba retenida por membranas con un corte nominal de 10 kDa.

La termolisina es una metaloproteasa de cinc con un peso molecular de enzima madura de 34,6 kDa. De manera
importante, la termolisina es una proteina modelo para una clase de proteinas que contienen una presecuencia
empleada en la secrecion (péptido sefial) pero también una prosecuencia larga de aproximadamente 200 restos de
aminoacidos que tiene dos tercios del tamafio de la proteina madura. Las enzimas similares a la termolisina se
elaboran como preproproteinas inactivas y la prosecuencia cumple una funcion como inhibidor de la enzima madura
y también como chaperona para garantizar el plegamiento adecuado de la enzima (O'Donohue et al. (1996), JBC 271:
26477-26481). La prosecuencia se retira autocataliticamente por la porciéon de enzima madura de la molécula en el
entorno extracelular. Por tanto, la via de maduracién de las enzimas similares a termolisina incluye: una etapa de
secrecion, la presencia de una forma pro-madura en la matriz extracelular, la escisién de la prosecuencia y la presencia
de una enzima activa madura.

La alineacion de secuencias génicas para termolisina y CLH_2576, la supuesta toxina delta de C. histolyticum, se
ilustra en la FIG. 3. Esta imagen muestra la secuencia aminoacidica prepromadura de longitud completa como una
sola unidad que se transcribe teéricamente como un polipéptido unico. Los 28 aminoacidos iniciales en el extremo N
terminal de la termolisina se muestran yuxtapuestos a la prosecuencia sombreada en color verde que termina en
Ser232. La secuencia aminoacidica maduros sin sombrear comienza con 11e233. Usando el programa SignalP, se
prevé que la termolisina y los polipéptidos CLH_2576 se secretan. La supuesta toxina delta traducida de C. histolyticum
tiene una secuencia sefial identificable y una probabilidad muy alta de ser una proteina secretada. Existe una
homologia positiva del 65 % entre la secuencia proteinica de la termolisina y la secuencia proteinica de la toxina delta
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de CLH.

Para comprender la naturaleza de las formas pro y maduras de ambas proteinas, las regiones individuales se
analizaron como secuencias distintas con respecto a la funcionalidad. La alineacién de la prosecuencia se representa
en la FIG. 4. Existe una homologia positiva del 57 % entre las dos formas de prosecuencia. Demidyuk et al. realizaron
una revision reciente del analisis estructural primario de las prosecuencias de mas de 100 proteasas de tipo
termolisina. (2008) (Proteina J 27: 343-354). Estos investigadores observaron que existia una variabilidad considerable
dentro de las prosecuencias, denominadas de forma alternativa precursores o propéptidos. Las prosecuencias fueron
mas tolerantes a las mutaciones en comparacién con las enzimas maduras correspondientes. Sin embargo, se
observaron regiones que presentan un alto grado de conservacion y sustituciones en restos clave que pueden alterar
drasticamente la funcién. Los restos sombreados en color verde en la FIG. 3 identifican los restos de aminoacidos que
son criticos para que funcione la prosecuencia. No se observan diferencias entre las secuencias de la termolisina y de
CLH_2756. Dos restos correspondientes a lle183 y Arg184 en la secuencia de termolisina estan sombreados en color
amarillo; sin embargo, las sustituciones en la secuencia CLH_2756 son aminoacidos similares que probablemente no
den como resultado ninguna alteracion de la funcion.

De manera importante, existe una regién de no homologia en el extremo C terminal de las prosecuencias, como se
ilustra mediante el sombreado de color amarillo de la secuencia CLH_2756 que comienza con Ser185. Esta region es
el sitio de autocatalisis y sugiere que la secuencia CLH_2756 no es un sustrato aceptable para la escision por el sitio
activo de la enzima madura. La importancia de los restos de aminoacidos alrededor del sitio de escision fue investigada
por Wetmore et al. (1994) (Mol Microbiol 12: 747-759), usando la proteasa neutra similar a la termolisina de Bacillus
cereus como enzima modelo. Estos investigadores determinaron que el procesamiento era particularmente sensible a
la naturaleza del aminoacido tres restos corriente arriba del sitio de escision. Se identifico una secuencia de consenso
para la secuencia alrededor del sitio de procesamiento de proproteina y las alteraciones en los restos clave dieron
como resultado la no exportacién o el no procesamiento de la proteina a una enzima madura funcional. Las
caracteristicas clave de la secuencia de consenso fueron: la presencia de un resto no polar en la posicién P3 (Gly, Ala,
lle, Leu o Val), un resto polar o Pro en la posicion P1 (Pro, Ser, His, Glu) y un resto no polar en la posicion P1'.
Adicionalmente, se ha demostrado que la maduracion de la protermolisina se produce entre un resto de serina y uno
de isoleucina (O'Donohue et al. (1994), Biochem J. 300: 599-603). Para explorar la alineacion de secuencias alrededor
del sitio de escision, puede realizarse una evaluacion de secuencia comparativa de los sitios de procesamiento de
proproteina para la termolisina y para CLH_2576 mediante inspeccion. Es evidente que la secuencia aminoacidica de
CLH_2576 en el area de procesamiento de proproteina no contiene la disposicion de aminoacidos apropiada para
permitir la autocatalisis. Cuando se realiza un ejercicio tedrico para interrogar la secuencia amino de CLH_2576 para
determinar si el sitio de procesamiento de proproteina esta razonablemente cerca del sitio previsto basandose en la
alineacion de la secuencia, queda claro que ningun ajuste permite identificar la secuencia aminoacidica adecuada. El
desplazamiento de los restos del sitio de procesamiento de proproteina 2 hacia el lado C terminal permite la disposicién
adecuada de amino&cidos que no violan las reglas de Wetmore et al. Sin embargo, la regla Ser-lle de O'Donohue et
al. (1994) (Biochem J. 300: 599-603) no estd presente. Por tanto, se concluye que la forma de proproteina del
polipéptido CLH_2576 no es un sustrato adecuado para la autocatalisis. El efecto neto es que la ezima madura activa
no esta presente en el caldo de células de C. histolyticum (Clon 004).

Para explorar las formas maduras de ambas proteinas, la alineacion comparativa de secuencias se representa en la
FIG. 5. Una inspeccion de la alineacion de secuencias en la FIG. 5 sugiere que se han conservado muchos
aminoacidos esenciales. En particular, la secuencia AHELTHAVTD que comienza con Alal40 de la SEQ ID. NO: 13 se
ha identificado como componente del sitio activo para la termolisina y la alta homologia que muestra CLH_2576 sugiere
que la toxina delta de CLH es un miembro de la clase termolisina de proteasas (Kooi et al. (1996), J Med Microbiol 45:
219-225; Kooi, et al., (1997), Infect Immun 65: 472-477). Se han identificado multiples restos sombreados en color
verde como esenciales para la union o la catalisis. Una diferencia notable entre las secuencias de las dos moléculas
es la region GGI que comienza con G135 en la termolisina. Este tramo de restos de aminoacidos esta altamente
conservado en proteasas de tipo termolisina sin funcién definida asignada (Frigerio et al. (1997), Protein Eng 10: 223-
230). La region CLH_2576 correspondiente posee varias diferencias significativas en esta secuencia. Sin embargo, el
alto grado general de homologia y la conservacion de restos de aminoacidos esenciales confirman la seleccion de
CLH_2576 como toxina delta con una masa molecular prevista de aproximadamente 35 kDa. Esta evaluacion se alinea
con la informacion presentada por Takahashi et al (1970) (BBRC 39: 1058-1064).

En resumen, la supuesta toxina delta de CLH se ha identificado mediante analisis de secuencia gendmica. Sin
embargo, el interrogatorio de esta secuencia sugiere que no se producira la escision de la proproteina, lo que hace
que esta molécula no funcione. Por tanto, se deduce que la toxina 8, si se expresa y secreta en el derivado Clon 004
de C. histolyticum ATCC 21000, no es funcional.

3. Toxina épsilon (g)
MacLennan et al. (1962) (Bact Rev 26: 176-274) y Hatheway describieron la toxina € de C. histolyticum como una
hemolisina labil al oxigeno serolégicamente similar a las producidas por otras cepas de Clostridium, tales como C.

tetani, C. novyiy C. septicum. Bowen (1952) (Yale J Biol Med 25: 124-138) demostré que la toxina € se expreso durante
la fase exponencial y se degradd durante la fase estacionaria como se observé para la actividad de la toxina a, y se
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degradd de manera similar mediante proteinasas in vitro.

Una inspeccion de los resultados del analisis BLAST del genoma de C. histolyticum identificd un ORF que codificaba
una hemolisina que estaba en la misma clase que la perfringolisina y la tetanolisina, que son miembros de proteinas
formadoras de poros activadas por tiol con afinidad por el colesterol. Dichas proteinas son parte de una familia de
citolisinas dependientes del colesterol (CDC) y todas presentan secuencias de proteinas distintivas y estructuras
Unicas. Se han identificado mas de 25 proteinas CDC con secuencias proteicas completas disponibles. Las CDC son
un grupo de toxinas formadoras de poros de (3 barril secretadas por diversas especies de bacterias Grampositivas,
todas en el intervalo de peso molecular de 50-60 kDa. La CDC prototipica es la perfringolisina, que sirve como proteina
modelo para todas las CDC (Heuck et al. 2007, JBC 282: 22629-22637). La organizacion tipica de una CDC incluye
una secuencia de sefial escindible para facilitar las exportaciones al entorno extracelular como proteina monomérica
hidrosoluble. Posteriormente, la forma monomérica plegada se une a una membrana eucariota diana, mediada por la
union al colesterol y después se oligomeriza en la superficie de la membrana para formar arcos y estructuras similares
a anillo que son responsables de la citdlisis. Las CDC también se conocen como citolisinas activadas por tiol y se
describieron originalmente como hemolisinas (Billington et al., 2000).

La alineacién de la secuencia génica para perfringolisina y CLH_1920, la supuesta toxina épsilon, se ilustra en la FIG.
6. Esta imagen muestra la secuencia proteinica de longitud completa (pre mas madura) como una unica unidad que
se transcribe teéricamente como un unico polipéptido. Los 29 aminoacidos iniciales en el extremo N terminal de la
perfringolisina se ilustran con una estrella de color azul sobre Lys 29 en el sitio de escision de la peptidasa sefial. El
analisis SignalP de la secuencia CLH_1920 no identificé un sitio de escision de péptido sefial reconocible y se predijo
que era una proteina no secretada. Existe una homologia positiva del 84 % entre la secuencia proteinica de la
perfringolisina y la secuencia proteinica de la supuesta toxina épsilon CLH_1920.

Los restos de aminoacidos sombreados en color verde denotan aminodcidos esenciales que se conservan entre las
dos proteinas. De manera importante, la secuencia de 11 aminoacidos ECTGLAWEWWR, comienza con el acido
glutamico 458 de la SEQ ID NO: 15, es una region esencial que se denomina secuencia undecapeptidica. Junto con
el alto grado de homologia dentro de la secuencia designada como la regién de la proteina madura, esta secuencia
undecapeptidica sirve para identificar la proteina CLH_1920 como una CDC. Por tanto, se esperaria que la proteina
CLH_1920, si se elabora como una proteina secretada, tenga funcionalidad hemolitica. Una unica region de no
homologia entre las dos proteinas se resalta en sombreado de color amarillo. De manera importante, se ha demostrado
que el extremo C terminal de las CDC es critico para la union al colesterol (Shimada et al., 1999, JBC 274: 18536-
18542). El proceso de hemolisis por CDC implica dos etapas criticas antes de la formacion de poros: union e insercion
en la membrana. Shimada, et al. (1999) (UJBC 274: 18536-18542) demostraron que cambios modestos en el extremo
C terminal afectaron a la etapa de unién. Una alteracion de los aminoacidos 3' terminales reduce gravemente la unién
al colesterol medida mediante un método ELISA. La actividad hemolitica correspondiente en los eritrocitos se redujo
o se eliminé coordinadamente dependiendo de la gravedad del cambio de aminoacidos C terminal. Una inspeccion del
extremo C terminal de la secuencia de CLH_1920 muestra algunas diferencias significativas en comparacion con la
secuencia de la perfringolisina.

Como se resume en la Tabla 4, la actividad hemolitica de la supuesta toxina épsilon de C. histolyticum puede estar
ausente debido a dos caracteristicas de la secuencia tedrica de aminoacidos. En primer lugar, se prevé que la molécula
no se secretara; por tanto, la molécula no estaria disponible para la interacciéon con las células diana. En segundo
lugar, el extremo C terminal de la proteina CLH_1920 no posee una region homdloga para la unién al colesterol, lo
que sugiere que un elemento importante asociado a la hemdlisis puede ser defectuoso.
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Tabla 4: Resumen de comparacién de alineacion de secuencias aminoacidicas para la supuesta toxina épsilon de

CLH
Proteina Efecto sobre la funcién
Perfringolisina CLH 1920
Regién Caracteristica
Extremo N No secretada

Secuencia de escision de peptidasa
senal faltante

Extremo C No consenso Falta de unién a colesterol/no

activacion

Los estudios de toxicidad no clinica no demostraron indicaciones clinicas ni morfolégicas de los efectos de la
hemolisina in vivo. Los datos generados por la administracion en bolo local e IV respaldan la ausencia de toxinas
hemoliticas tales como la toxina €.

La ausencia de toxinas hemoliticas puede verificarse mediante el cultivo en placa del material de ensayo en agar
sangre que se realiza habitualmente al final de cada fermentacion de C. histolyticum Clon 004, lo que también confirma
la ausencia de crecimiento extrafio. La expresion de toxinas hemoliticas da como resultado la lisis de las células
sanguineas y, por tanto, da como resultado la formacién de halos distintivos alrededor de las colonias que producen
hemolisinas. La cepa de producciéon de colagenasa de C. histolyticum no produce halos o zonas de aclaramiento
(véase la FIG. 2) que respalda la ausencia de toxina € y cualquier otra entidad hemolitica en la cepa de produccién.
Para verificar la funcién hemolitica de una CDC, se aplicé tetanolisina disponible en el mercado al agar sangre para
imitar el ensayo de cultivo en placa habitual. Los resultados se ilustran en la FIG. 7, que muestra el fenotipo beta
hemolitico observado cuando se aplican 10 pcl de una soluciéon 10 pg/ml de tetanolisina en solucion salina tamponada
con fosfato a la superficie del agar sangre, después se incuba durante 24 horas a 37 °C. Por tanto, si una CDC
funcional estuviera presente en el material de ensayo, se deberia observar el fenotipo beta hemolitico.

4. Clostripaina o toxina gamma (y)

La toxina gamma de C. histolyticum se ha descrito como clostripaina, una endopeptidasa de cisteina (EC 3.4.22.8).
Dargatz, et al. (1993) (Mol Gen Genet 240: 140-145) clonaron y secuenciaron el gen de C. histolyticum para
clostripaina y esta informacion se deposit6 en GenBank con el numero de acceso X63673
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X63673.1). Para comprender la estructura primaria de la toxina gamma de
CLH_1861, se realizé la alineacion de la secuencia proteinica por MATLAB de la proteina modelo (clostripaina de C.
histolyticum) con la secuencia tedrica de la toxina gamma de CLH_1861. Los resultados se presentan en la FIG. 8.

Una inspeccion de la FIG. 8 muestra un grado muy alto de homologia (99 %) entre la clostripaina modelo y la secuencia
obtenida del analisis del genoma. De hecho, solo hay 3 diferencias de aminoacidos, ninguno de los cuales son restos
identificados como esenciales para la actividad. Los aminoacidos criticos identificados en los estudios de la bibliografia
como esenciales para la funcionalidad se muestran en sombreado de color verde. El andlisis SignalP de ambas
proteinas indicé que la puntuacion alta de secrecion y el sitio de escision de sefal se representaron con una estrella
de color azul (Labrou et al. (2004). Eur J Biochem 271: 983-992). Por tanto, se podria predecir que la molécula
CLH_1861 seria secretada y funcional. Se realizé un analisis residual de clostripaina como parte de la liberacion de
rutina.

El analisis de clostripaina respalda los méritos del enfoque de alineacién de secuencias para las toxinas de C.
histolyticum en general. Se podria predecir que la presencia de un gen de toxina funcional se traduciria necesariamente
en una secuencia aminoacidica que compartia un alto grado de homologia con una proteina modelo conocida.
Adicionalmente, la conservacién de restos de aminoacidos esenciales también seria una caracteristica de un gen de
toxina funcional.

La informacion obtenida del analisis de la secuencia del genoma proporcioné pruebas de que habia presentes loci
para supuestas toxinas alfa, delta y épsilon. Un andlisis posterior de la estructura primaria tedrica de cada toxina indicé
que se predijeron formas no funcionales de cada toxina como consecuencia de defectos clave en la secuencia
aminoacidica de cada toxina. En particular, las toxinas alfa y épsilon pueden asignarse como homélogos de dos clases
de moléculas hemoliticas formadoras de poros. Como final de la fermentacion, se siembran en placa muestras de
cada lote en agar sangre como parte de un ensayo de pureza habitual. La falta de halos o zonas de aclaramiento
alrededor de las colonias confirma la ausencia de actividad hemolitica en el cultivo y la fermentacion. En consecuencia,
la ausencia de halos hemoliticos alrededor del extremo de muestras de fermentacion demuestra la ausencia de toxinas
tanto a como ¢ de forma continua.

La Tabla 5 muestra los resultados del analisis de secuencia y la funcionalidad prevista. Los resultados confirman por
qué el Clon 004 ha demostrado funcionalmente la ausencia de toxicidad y la falta de actividad hemolitica.
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Tabla 5: Resumen - Estado previsto de exosustancias de C. histolyticum Clon 4

Toxina Nombre CLH | Resultado de secuencia Funcionalidad prevista
alfa CLH_2834 y | Restos de aa criticos faltantes No funcional; correlacionados a través de
2835 ausencia de actividad hemolitica en placas
de agar sangre
delta CLH_2576 Secuencia de escision de proproteina de | No funcional

consenso faltante

épsilon CLH_1920 Sitio de escision de peptidasa sefal No secretada, no funcional correlacionada a
Secuencia de union a colesterol través de ausencia de actividad hemolitica
defectuosa y no de consenso en placas de agar sangre

gamma CLH_1861 Clostripaina Funcional

5. Analisis de secuencia de C. histolyticum de toxinas beta (colagenasa | y colagenasa )

El analisis de secuencia de los supuestos loci de toxina beta de C. histolyticum se presenta en las FIG. 9y 10. Como
se muestra en la FIG. 9, la secuencia aminoacidica de la colagenasa | madura del clon 004 (CLH_1768 y 1769; SEQ
ID NO: 3) difiere de la secuencia de colG traducida (SEQ ID NO: 19) en tres aminoacidos. La FIG. 10 muestra que la
secuencia aminoacidica de la colagenasa || madura del clon 004 (CLH_2116; SEQ ID NO: 4) difiere de la secuencia
de colH traducida (SEQ ID NO: 20) en ocho aminoacidos. Ambas colagenasas son completamente funcionales.

La patente y la bibliografia cientifica a la que se hace referencia en el presente documento establecen el conocimiento
que esta disponible para los expertos en la materia.
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sin apartarse del alcance de la invencién abarcada por las reivindicaciones adjuntas.

22



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2740499 T3

REIVINDICACIONES

1. Una molécula de acido nucleico recombinante que comprende: a) un polinucledtido que tiene la secuencia de acido
nucleico de la SEQ ID NO: 1 o el complemento de la SEQ ID NO: 1, y b) una secuencia reguladora heterdloga unida
operativamente al polinucleétido.

2. La molécula de acido nucleico recombinante de la reivindicacion 1, en la que la secuencia reguladora heteréloga es
un promotor heterélogo unido operativamente a la secuencia de acido nucleico de la SEQ ID NO: 1 o al complemento
de la SEQ ID NO: 1.

3. La molécula de acido nucleico recombinante de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en la que la molécula de
acido nucleico recombinante se fusiona con una secuencia marcadora.

4. La molécula de acido nucleico recombinante de la reivindicacién 3, en la que la secuencia marcadora codifica un
polipéptido seleccionado entre el grupo que consiste en: una proteina de fusion de glutation-S-transferasa (GST), un
marcador polipeptidico de hemaglutina A (HA) de gripe y péptido de hexa-histidina.

5. Un vector que comprende la molécula de acido nucleico de cualquier reivindicacion anterior.

6. El vector de la reivindicacion 5, en el que el vector es un plasmido.

7. Una célula hospedadora recombinante que comprende el vector de la reivindicacion 5 o la reivindicacion 6.

8. La célula hospedadora recombinante de la reivindicacion 7, en la que la célula hospedadora se selecciona entre el
grupo que consiste en una célula bacteriana, una célula fungica, una célula de insecto, una célula vegetal y una célula
de mamifero.

9. La célula hospedadora recombinante de la reivindicacion 8, en la que la célula hospedadora se selecciona entre el
grupo que consiste en E. coli, Streptomyces, Pseudomonas, Serratia marcescens, Salmonella typhimurium, una célula

de levadura, células vegetales, timocitos, célula de ovario de hamster chino (CHO), células COS y Lactococcus lactis.

10. Un método de produccion de colagenasa | que comprende cultivar la célula de una cualquiera de las
reivindicaciones 7-9 en condiciones adecuadas para la expresion del acido nucleico y recuperar la colagenasa I.

11. Un polipéptido recombinante codificado por la molécula de acido nucleico recombinante de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1-4.

12. Una composicion farmacéutica que comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable y el polipéptido
recombinante de la reivindicacion 11.

13. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 12 para su uso en un método de tratamiento de un paciente que
padece una afeccion mediada por colageno.

14. La composicién farmacéutica para el uso de la reivindicacion 13, en la que la afeccion se selecciona entre el grupo

que consiste en contractura de Dupuytren, enfermedad de Peyronie, capsulitis adhesiva, epicondilitis lateral, sindrome
del tunel carpiano, celulitis y lipoma.
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it
Clostridivm histolytictan — 00<
Banco de células de trabajo Auxilinm

10 ul sembrados en placa Pa ne [ A

Clostridium septicum — @ toxina
ATCC: 12464, L/N: 315216-1
10 ul de células liofilizadas y sembradas en placa en PBS Panel B

C. septicum — @ toxina
la veta de 10 ul esta entre las 2 lineas Panel C

FIG. 2: Siembra en placa de agar sangre de C. septicum. Las flechas indican actividad beta hemolitica
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jades = 111371118 (100%), Positives = 1118/1118 (100%)
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Identidades = 101371021 (99%), FPos
(SEQ ID NO: 20) ¢l mmmacemid oo L

tivos = 10z1/1021 (100%)

0001 NKRKCLSHRLMLAITMATIFTVNSTLFIVARVDYINMATARYGHESKRYTVSYLETLUYYDLYDL
RN N R RN RN N RNk o NN AR R RN AR AN RN RARNY|

SEQID —————3 0001 MERKCLSERLMLAITMATIFTVNSTLPIYAAVDRNNATAAVONESKRYTVSYLETLNYYDLYDL

NO:
Evaluacién de alineacién 0065 LVKTEIENLPDLFOYSSDAKEFYGNETRMSF INDEIGRRAPOYTE IDHKGIPTLVEVVRAGFYL
PRCEREEEE R R by
0065 LVKTEIENLPDLFOYSSDAKEFYGNETRESFINDEIGRERAPOYTEIDHEKGIFTLVEVVRAGFYL
Colagenasa Il 0129 GFHNKELNEINKRSFRERVIPS ILAIQFNPHFKLGTEVQDKIVSATGLL AGHETAPR EVVNIFT
o B ol e N e g PERELTCETEE e i ettt
madura A31 en el tramo AVDK 0129 GFHNKELNEINKRSFKERVIPSILAIQKNPNFELGTEVQDKIVSATGLLAGNE TAPPEVVNNFT

Sombreado de color verde - 82 individual

0193 FPILQPCIKNIDRYALDDLESKALFNVLAAPTYDITEYLRATKERPENTPUYGKIDGF INELKKL
8 dif de aminoacidos en la lécula entera :

RN R R RN AR AN AR RN A R A RN R RN RN AN NRRE
0183 PIIQDCIKNMDRYALDDLESKALFNVLAAPTYDITEYLRATKEKPENTPUYGKIDGF INELKEL

0257 ALYCKINDNNSHIIDNGIYHIAPLGKLHSNNKIGIETLTEVHFVYFYLSMQHLQSADQIRRHYD

R RN NN R N R AR RN AN RN RRARRA AR
0257 ALYGRINDHNSEIIDNGITHIAPLGKLESMHRIGIETLTEVERIYEFYLSMOHLOS ADOIERHYD

0321 SKDAEGNKIPLDKFRKEGKEKYCPKTYTFDDGEVIIKAGARVEEEKVERLYHASKEVHSQFFRY

PERERI R e i i b DR L R e g
0321 SKDREGNKIPLDKFKKEGKERYCPETYTFDDORVIIRAGARVEEERVRRLYUASKEVNSQFFRY

0385 YGIDKPLEEGNPDDILTHVIYNSPEEYKLNSVLYGYDTINGGHYIEPEGTFFTYE

R RN RN RN RN NN AR RN R R AR R R RRRE Y
0385 YGIDKPLEEGNPDDILTMVIYHNSPEEYKLNEVLYCYDTHNGGHYIE

0449 LEELFREEYTHYLQOGRYERVPGQUGRTELYDNDRLTUYEEGGLELF AGSTRTSGILPRESIVENI

[ERRRER RN R R RN R R R R RN R R R RN R AR A R RN R R R R A B
0445 LEELFREEYTHYLOQORYAVPGOBGRTXLYDNDRLTUVEEGGAELF AGS THTSGILPRES IVSHI

0513 HHNTTRHNRYKLSDTVESKYGASFEFVHYACHFHDYRYNEDHG ILNELNDLAKNNDVDGYDNYIR

(R RN RN RN R N R R R AR R R S AR R R RN R R RN A R AR R RAR AR
0513 HITTRMNRYKLSDTVESKYGASFEFYNYRCHFUDYHYNRDEG I LNKLNDL AYNNDVDGYDHYIR

FIG. 10
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DLESNFELNDKYQDHHQERIDNYENL TVPFVADDYLVREAYENPHE IYSEISEVAKLEKDAKSEY
[REEN R R R R R R R R N RN R AR AR R R R R R R R R R N
DLEENEALNDEY QD HEOER I DN Y ENL TYPFVADDY LVRHAYIFHE IYSE ISEVARKLEDAREEY

KESOYFSTFTLRGSY TGGASKGKLEDQUAMINKF IDDELKELDTYSUSGYETLTAYF THYRYDSS

(R R R N R R R R R R R A R N RN RN R R R R R AR R R R R
KESQYFESTFTLRGSYTCGASKGKLEDQRAMNKF IDDSLKKLDTYSUSGYRTL TAYF THYRVDSS

HRYTYDVWFHGYLPNEGDSKNSLPYGRINGTYRGTERERK IEKFSSEGSFDPDGRIVEYEUDFGDG

R R R R R R R R N R R NN RN R RN SRR R R R R R R R RN
NEVTYDWWEHGYLPNEGDSENSLPYGKINGTYKGTEKEKIKFSSEGESFDPDGRIVEYEWDFGDG

WEKSHNEENPEHSVDRVGTYTVKLEVTDDKGESSVETTTAE IKDLSENKLPV IVHHVPKSGALIQK

R R RN N R R R R R R R R RN RN R R RN R RN R R R R R
NESHEENPEHSYDEVGTYTVELEVTDDRGESSVETTTAE IKDLSENELPVIVHEVFRSGALNCE

VYFYGEGTYDPDGSIAGYQUDFGDGEDF SEEQNPE VY TERGEY TV TLRVHDSSGONSERXTHET

(R R R N R R R R R R R R N R R R R RN R ERE
VVFYGKGTYDPDGSIAGYQUDF GDGSDF SSEQUPSHV Y TRKGEY TV TLRVHDSSGOUSERTHRI

KITDFVYPIGTEREPNNSKETASGPIVFGIPVSGTIENTSDODYFYFDVITPGEVEIDINELGY
RN R R RN R R N R AN RN R RN R RN
KITDPVYPIGTEKEPNNSKETASGPIVPGIPVSGTIENTSDQDYFYFDVITPGEVEIDINKLGY
GGATUWVYDENNNAVSYATDDGOHLSGKFKADKFGRYY IHLYNFNGSYNPYRINIEGSVGR

AR R R AR R R R R RN RN RN R RN RERERRR Y
GGATWVVYDENNNAVS YATDDGONLSGKFKADKPGRY Y THLYNFNGSYHPYRINIEGSVGR

FIG. 10 (continuacion)
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SEQ ID NO: 1

ATGAAAAAAAATATTTTAAAGATTCTTATGGATAGTTATTCTAAAGAATC
TAAAATTCAAACTGTACGTAGGGTTACGAGTGTATCACTTTTAGCGGCAT
ATCTTACTATGAATACTTCAAGTTTAGTTTTAGCAAAACCAATAGAAAAT
ACTAATGATACTAGTATAAAAAATGTGGAGAAATTAAGAAATGCTCCAAA
TGAAGAGAATAGTAAAAAGGTAGAAGATAGTAAAAATGATAAGGTAGAAC
ATGTGGAAAATATAGAAGAGGCAAAAGTTGAGCAAGTTGCACCCGAAGTA
AAATCTAAATCAACTTTAAGAAGTGCTTCTATAGCGAATACTAATTCTGA
GAAATATGATTTTGAGTATTITAAATGGTTTGAGCTATACTGAACTTACAA
ATTTAATTAAAAATATAAAGTGGAATCAAATTAATGGTTTATTTAATTAT
AGTACAGGTTCTCAAAAGTTCTTTGGAGATAAAAATCGTGTACAAGCTAT
AATTAATGCTTTACAAGAAAGTGGAAGAACTTACACTGCAAATGATATGA
AGGGTATAGAAACTTTCACTGAGGTTTTAAGAGCTGGTTTTTATTTAGGG
TACTATAATGATGGTTTATCTTATTTAAATGATAGAAACTTCCAAGATAA
ATGTATACCTGCAATGATTGCAATTCAAAAAAATCCTAACTTTAAGCTAG
GAACTGCAGTTCAAGATGAAGTTATAACTTCTTTAGGAAAACTAATAGGA
AATGCTTCTGCTAATGCTGAAGTAGTTAATAATTGTGTACCAGTTCTAAA
ACAATTTAGAGAAAACTTAAATCAATATGCTCCTGATTACGTTAAAGGAA
CAGCTGTAAATGAATTAATTAAAGGTATTGAATTCGATTTTTCTGGTGCT
GCATATGAAAAAGATGTTAAGACAATGCCTTGGTATGGAAAAATTGATCC
ATTTATAAATGAACTTAAGGCCTTAGGTCTATATGGAAATATAACAAGTG
CAACTGAGTGGGCATCTGATGTTGGAATATACTATTTAAGTAAATTCGGT
CTTTACTCAACTAACCGAAATGACATAGTACAGTCACTTGAAAAGGCTGT
AGATATGTATAAGTATGGTAAAATAGCCTTTGTAGCAATGGAGAGAATAA
CTTGGGATTATGATGGGATTGGTTCTAATGGTAAAAAGGTGGATCACGAT
AAGTTCTTAGATGATGCTGAAAAACATTATCTGCCAAAGACATATACTTT
TGATAATGGAACCTTTATTATAAGAGCAGGGGAGAAGGTATCCGAAGAAA
AAATAAAAAGGCTATATTGGGCATCAAGAGAAGTGAAGTCTCAATTCCAT
AGAGTAGTTGGCAATGATAAAGCTTTAGAGGTGGGAAATGCCGATGATGT
TITAACTATGAAAATATTTAATAGCCCAGAAGAATATAAATTTAATACCA
ATATAAATGGTGTAAGCACTGATAATGGTGGTCTATATATAGAACCAAGA
GGGACTTTCTACACTTATGAGAGAACACCTCAACAAAGTATATTTAGTCT
TGAAGAATTGTTTAGACATGAATATACTCACTATTTACAAGCGAGATATC
TTGTAGATGGTTTATGGGGACAAGGTCCATTTTATGAAAAAAATAGATTA
ACTTGGTTTGATGAAGGTACAGCTGAATTCTTTGCAGGATCTACCCGTAC
ATCTGGTGTTTTACCAAGAAAATCAATATTAGGATATTTGGCTAAGGATA
AAGTAGATCATAGATACTCATTAAAGAAGACTCTTAATTCAGGGTATGAT
GACAGTGATTGGATGTTCTATAATTATGGATTTGCAGTTGCACATTATCT
ATATGAAAAAGATATGCCTACATTTATTAAGATGAATAAAGCTATATTGA
ATACAGATGTGAAATCTTATGATGAAATAATAAAAAAATTAAGTGATGAT
GCAAATAAAAATACAGAATATCAAAACCATATTCAAGAGTTAGCAGATAA
ATATCAAGGAGCAGGCATACCTCTAGTATCAGATGATTACTTAAAAGATC
ATGGATATAAGAAAGCATCTGAAGTATATTCTGAAATTTCAAAAGCTGCT
TCTCTTACAAACACTAGTGTAACAGCAGAAAAATCTCAATATTTTAACAC
ATTCACTTTAAGAGGAACTTATACAGGTGAAACTTCTAAAGGTGAATTTA
AAGATTGGGATGAAATGAGTAAAAAATTAGATGGAACTTTGGAGTCCCTT
GCTAAAAATTCTTGGAGTGGATACAAAACTTTAACAGCATACTTTACGAA
TTATAGAGTTACAAGCGATAATAAAGTTCAATATGATGTAGTTTTCCATG
GGGTTTTAACAGATAATGCGGATATTAGTAACAATAAGGCTCCAATAGCA
AAGGTAACTGGACCAAGCACTGGTGCTGTAGGAAGAAATATTGAATTTAG
TGGAAAAGATAGTAAAGATGAAGATGGTAAAATAGTATCATATGATTGGG

FIG. 11
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ES 2740499 T3

ATTTTGGCGATGGTGCAACTAGTAGAGGCAAAAATTCAGTACATGCTTAC
AAAAAAACAGGAACATATAATGTTACATTAAAAGTAACTGACGATAAGGG
TGCAACAGCTACAGAAAGCTTTACTATAGAAATAAAGAACGAAGATACAA
CAACACCTATAACTAAAGAAATGGAACCTAATGATGATATAAAAGAGGCT
AATGGTCCAATAGTTGAAGGTGTTACTGTAAAAGGTGATTTAAATGGTTC
TGATGATGCTGATACCTTCTATTTTGATGTAAAAGAAGATGGTGATGTTA
CAATTGAACTTCCTTATTCAGGGTCATCTAATTTCACATGGTTAGTTTAT
AAAGAGGGAGACGATCAAAACCATATTGCAAGTGGTATAGATAAGAATAA
CTCAAAAGTTGGAACATTTAAAGCTACAAAAGGAAGACATTATGTGTTTA
TATATAAACACGATTCTGCTTCAAATATATCCTATTCTTTAAACATAAAA
GGATTAGGTAACGAGAAATTGAAGGAAAAAGAAAATAATGATTCTTCTGA
TAAAGCTACAGTTATACCAAATTTCAATACCACTATGCAAGGTTCACTTT
TAGGTGATGATTCAAGAGATTATTATTCTTTITGAGGTTAAGGAAGAAGGC
GAAGTTAATATAGAACTAGATAAAAAGGATGAATTTGGTGTAACATGGAC
ACTACATCCAGAGTCAAATATTAATGACAGAATAACTTACGGACAAGTTG
ATGGTAATAAGGTATCTAATAAAGTTAAATTAAGACCAGGAAAATATTAT
CTACTTGTTTATAAATACTCAGGATCAGGAAACTATGAGTTAAGGGTAAA
TAAATAA

FIG. 11 {cont.)
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SEQIDNO:2

ATGAAAAGGAAATGTTTATCTAAAAGGCTTATGTTAGCTATAACAATGGC
TACAATATTTACAGTGAACAGTACATTACCAATTTATGCAGCTGTAGATA
AAAATAATGCAACAGCAGCTGTACAAAATGAAAGTAAGAGGTATACAGTA
TCATATTTAAAGACTTTAAATTATTATGACTTAGTAGATTTGCTTGTTAA
GACTGAAATTGAGAATTTACCAGACCTTTTTCAGTATAGTTCAGATGCAA
AAGAGTTCTATGGAAATAAAACTCGTATGAGCTTTATCATGGATGAAATT
GGTAGAAGGGCACCACAGTATACAGAGATAGATCATAAAGGTATTCCTAC
TTTAGTAGAAGTTGTAAGAGCTGGATTTTACTTAGGATTCCATAACAAGG
AATTGAATGAAATAAATAAGAGGTCTTTTAAAGAAAGGGTAATACCTTCT
ATATTGGCAATTCAAAAAAATCCTAATTTTAAACTAGGTACTGAAGTTCA
AGATAAAATAGTATCTGCAACAGGACTTTTAGCTGGTAATGAAACAGCGC
CTCCAGAAGTTGTAAATAATTTTACACCAATAATTCAAGACTGTATCAAA
AATATGGACAGATATGCTCTTGATGATTTAAAGTCAAAAGCATTATTTAA
TGTTTTAGCTGCACCTACCTATGATATAACTGAGTATTTAAGAGCTACTA
AAGAAAAACCAGAAAACACTCCTTGGTATGGTAAAATAGATGGGTTITATA
AATGAACTTAAAAAGTTAGCTCTTTATGGAAAAATAAATGATAATAACTC
TTGGATAATAGATAATGGTATATATCATATAGCACCTTTAGGGAAGTTAC
ATAGCAATAATAAAATAGGAATAGAAACTTTAACAGAGGTTATGAAGATA
TATCCTTATTTAAGTATGCAACATTTACAATCAGCAGATCAAATTGAGCG
TCATTATGATTCAAAAGATGCTGAAGGAAATAAAATACCTTTAGATAAGT
TTAAAAAGGAAGGAAAAGAGAAATACTGTCCAAAAACTTATACATTTGAT
GATGGAAAAGTAATAATAAAAGCTGGTGCTAGGGTAGAAGAAGAAAAAGT
TAAAAGACTATACTGGGCATCAAAGGAAGTTAACTCTCAATTCTTTAGGG
TATATGGAATAGACAAACCATTAGAAGAAGGTAATCCAGATGATATATTA
ACAATGGTTATCTACAACAGTCCTGAAGAATATAAACTTAATAGTGTTCT
ATACGGATATGATACTAATAATGGTGGTATGTATATAGAGCCAGATGGAA
CTTTCTTCACATATGAAAGAAAAGCTGAAGAAAGCACATACACATTAGAA
GAATTATTTAGACATGAATATACACACTATTTACAAGGAAGATATGCAGT
TCCTGGTCAATGGGGAAGAACAAAACTTTATGACAATGATAGATTAACTT
GGTATGAAGAAGGTGGAGCAGAATTATTTGCAGGTTCTACTAGAACTTCT
GGAATATTACCAAGAAAGAGTATAGTATCAAATATTCATAATACAACAAG
AAATAATAGATATAAGCTTTCAGACACTGTACATTCTAAATATGGTGCTA

FAITTT T A ATTOT AT A AT AT LT AT T T AT A AT

GTTTTGAATTCTATAATTATGCATGTATGTTTATGGATTATATGTATAAT
AAAGATATGGGTATATTAAATAAACTAAATGATCTTGCAAAAAATAATGA
TGTTGATGGATATGATAATTATATTAGAGATTTAAGTTCTAATCATGCTT
TAAATGATAAATATCAAGATCATATGCAGGAGCGCATAGATAATTATGAA
AATTTAACAGTGCCTTTTGTAGCTGATGATTATTTAGTAAGACATGCTTA
TAAGAACCCTAATGAAATTTATTCTGAAATATCTGAAGTAGCAAAATTAA
AGGATGCTAAGAGTGAAGTTAAGAAATCACAATATTTTAGTACCTTTACT
TTGAGAGGTAGTTACACAGGTGGAGCATCTAAGGGGAAATTAGAAGATCA
AAAAGCAATGAATAAGTTTATAGATGATTCACTTAAGAAATTAGATACGT
ATTCTTGGAGTGGGTATAAAACTTITAACTGCTTATTTCACTAATTATAAA
GTTGACTCTTCAAATAGAGTTACTTATGATGTAGTATTCCACGGATATTT
ACCAAACGAAGGTGATTCCAAAAATTCATTACCTTATGGCAAGATCAATG
GAACTTACAAGGGAACAGAGAAAGAAAAAATCAAATTCTCTAGTGAAGGC
TCTTTCGATCCAGATGGTAAAATAGTTTCTTATGAATGGGATTTCGGAGA
TGGTAATAAGAGTAATGAGGAAAATCCAGAGCATTCATATGACAAGGTAG
GAACTTATACAGTGAAATTAAAAGTTACTGATGACAAGGGAGAATCTTCA
GTATCTACTACTACTGCAGAAATAAAGGATCTTTCAGAAAATAAACTTCC
AGTTATATATATGCATGTACCTAAATCCGGAGCCTTAAATCAAAAAGTTG
TTTTCTATGGAAAAGGAACATATGACCCAGATGGATCTATCGCAGGATAT
CAATGGGACTTTGGTGATGGAAGTGATTTTAGCAGTGAACAAAACCCAAG

FIG. 12
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CCATGTATATACTAAAAAAGGTGAATATACTGTAACATTAAGAGTAATGG
ACAGTAGTGGACAAATGAGTGAAAAAACTATGAAGATTAAGATTACAGAT
CCGGTATATCCAATAGGCACTGAAAAAGAACCAAATAACAGTAAAGAAAC
TGCAAGTGGTCCAATAGTACCAGGTATACCTGTTAGTGGAACCATAGAAA
ATACAAGTGATCAAGATTATTTCTATTTTGATGTITATAACACCAGGAGAA
GTAAAAATAGATATAAATAAATTAGGGTACGGAGGAGCTACTTGGGTAGT
ATATGATGAAAATAATAATGCAGTATCTTATGCCACTGATGATGGGCAAA
ATTTAAGTGGAAAGTTTAAGGCAGATAAACCAGGTAGATATTACATCCAT
CTTTACATGTITTAATGGTAGTTATATGCCATATAGAATTAATATAGAAGG
TTCAGTAGGAAGATAA

FI1G. 12 (cont.)
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CLH_2835 y CLH_2834 (SEQ ID NO: 8)

MLKKSFFKKAICASLVVLQCLILVSPAQTLASTDLPTKGKTSIELFNYEDHMAHCLGFG
WCFGTASKEIGEDFEFKRAEEEGKTVYYLSARYNQNDPYAKGYYRAHDRLVMKVSNA
RFFIDHDSLTLGKAKVISLDPLASSTLQVVNKSNSEAKTSLSFGYETTESTSKTDHVKFGE
KIGIKSSFNVKVPFIGEKSIETNLEFNSEQGWSNTKTNSVTTKHTISHTTTTPAKSRKKVR
LNVLNKKSDIPYEGKIYMEYDIEFFGFLRYTGNARKDHPTDRPSVSVKFGGKNNMSAVD
HIIDLYKHKDINGYSEWDWNWIEENFYDRFSEYSSNVASQYFGGIISGVFTNVGGTDVK
VEEGRERPLKNTSSTEQNVEVQNFKSSKSKEFRVGSLTYTTPNGEQTIYPEDVSSLNANN
NEN

FI1G. 13A
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CLH 2834&2835 (SEQ ID NO: 21)

ATGTTAAAAAAATCTTTTITTITAAAAAGGCAATTITGCGCATCTTTGGTGGT
GCTACAATGTTTGATATTAGTGTCACCAGCTCAAACATTGGCATCAACAG
ATTTGCCGACAAAAGGAAAAACTTCAATTGAACTATTITAACTATGAAGAT
CATTAAATGGCTCATTGTTTGGGATTTGGATGGTGCTTCGGTACAGCATC
AAAAGAAATAGGGGAAGATTTTGAATITAAAAGAGCAGAAGAAGAAGGAA
AAACAGTATATTATTITATCAGCTAGATACAATCAAAATGATCCTTACGCT
AAAGGCTATTATCGCGCGCATGATAGGCTTGTTATGAAGGTTAGTAATGC
TAGGTTTTTTATCGATCATGATTCATTAACTTTAGGAAAAGCTAAAGTTA
TAAGTCTAGATCCACTGGCATCATCAACTCTTCAAGTAGTAAATAAAAGT
AATTCTGAAGCTAAAACATCATTATCTTTTGGATATGAAACTACTGAAAG
TACTTCCAAAACGGATCACGTTAAATTCGGAGAAAAAATTGGAATTAAGT
CATCATTTAATGTTAAAGTTCCATTTATAGGAGAAAAATCAATTGAAACA
AATCTTGAATTCAATTCAGAGCAGGGTTGGTCCAATACGAAAACTAACTC
TGTAACTACTAAACATACAATTTCTCATACAACAACAACACCTGCAAAGA
GCAGGAAAAAGGTACGATTAAATGTTCTTAATAAAAAGTCCGACATACCA
TATGAGGGTAAGATATATATGGAATATGATATAGAGTTTTTTGGTTTTTT
AAGATATACTGGAAATGCGCGTAAAGATCATCCTACAGATAGACCTAGTG
TATCAGTAAAATTTGGGGGAAAAAATAATATGAGTGCGGTAGATCATATT
ATAGATTTGTACAAGCATAAAGATATTAATGGCTATTCAGAATGGGATTG
GAATTGGATTGAAGAAAATTTITATGATAGATTTAGTGAATATTCATCTA
ATGTTGCTAGTCAATATTTTGGGGGCATTATTTCTGGTGTATTTACTAAT
GTGGGTGGAACAGATGTAAAAGTTGAAGAAGGTAGAGAAAGGCCACTTAA
AAATACAAGTTCTACAGAACAAAATGTCGAAGTACAGAATTTTAAAAGCT
CTAAATCTAAAGAGTTTAGAGTGGGTAGTTTAACATATACTACTCCTAAT
GGAGAACAGACCATATATCCTGAAGACGTATCATCTCTTAACGCTAACAA
CAATGAGAATTAA

I'1G. 138
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CLH_2576 (SEQ ID NO: 10)

MKKKFLSFIISAISLNISSMTVGAKQVKEIKPPKDKESISVLKTDLEKTKNIKSNNKEGDD
VTKVVKSALKEEGNLGDFKVDNKETDVKGKKHLRSQMFIDGIPVYGSQVIIHTNKDGQ
VYSVNGKVDKQPKAQSFKNRVRIKDDKAIKIAEDSLGKEIKKNKNYHSESKLYLYKVN
GDLQPVYLVKISSTEPEASFWHMFVSAENGKIVDKYNALSCQATHAQVRGVNSSGEHKI
LNGMFENGRYFLADSTRPSNGYILTYDANNQEYGFPGSLFSNLTGIFDSDRQKAGVDAH
HNLTQVYDYYKNVLNRDSFDGKGASIISSVHVGNNLNNAFWNGRQILFGDGDGVTFSN
LAKCLEVTAHEFTHAVTQSTAGLEYRFQSGALNEAFSDILGIAVHSDPNDWEIGEDIYTP
NVAGDALRSMSNPRLYRQPDHMKDYLYWDYSMDKGGVHYNSGIPNKAAYLMGKEV

GKDSMAKIYYHALVNYLTPQSTFEDARNAVVSSAIDLHGENSKEHKLAIKSWADVGVG
EEAVR

I1G. 14A
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CLH 2576 (SEQ ID NO: 22)

ATGAAAAAAAAATTTTTAAGTTTTATTATTATTITCTGCCATATCACTTAA
CATTTCTTCTATGACTGTGGGGGCAAAGCAAGTGAAAGAAATCAAACCTC
CAAAAGATAAAGAATCTATTTCTGTATTAAAAACAGATTTAGAAAAAACC
AAGAATATAAAATCTAATAATAAGGAGGGGGATGATGTAACAAAAGTAGT
TAAGAGTGCTTTAAAAGAAGAAGGCAATTTAGGAGATTTTAAGGTTGATA
ATAAAGAAACTGATGTAAAAGGTAAAAAGCACTTGCGTTCACAAATGTTT
ATAGATGGTATTCCTGTATATGGTAGTCAAGTTATAATTCATACTAATAA
AGATGGACAAGTATATAGCGTAAATGGAAAAGTAGATAAACAGCCTAAAG
CICAATCTTTITAAGAACCGTGTAAGGATTAAGGACGATAAAGCTATTAAA
ATAGCAGAAGACAGTTTAGGTAAGGAAATAAAGAAAAACAAAAATTATCA
TTCTGAAAGTAAGTTGTACCTATACAAGGTTAATGGAGATTTACAACCTG
TGTATTTGGTAAAGATATCATCTACAGAACCAGAAGCTTCATTTTGGCAT
ATGTTTGTAAGTGCTGAAAATGGAAAGATAGTTGATAAGTATAATGCTTT
ATCATGCCAAGCTACACATGCTCAAGTAAGAGGAGTTAATAGCAGTGGAG
AGCATAAAATCTTAAATGGTATGTTITGAAAATGGAAGATATTTTTTAGCA
GATTCAACAAGACCTTCAAATGGATATATATTAACATATGATGCTAATAA
CCAAGAGTATGGTTTCCCAGGTAGCTTATTTAGTAATTITAACAGGCATTT
TIGATAGTGATAGACAAAAGGCAGGAGTAGATGCTCACCATAATCTAACT
CAAGTATATGATTATTATAAAAATGTTITAAATAGAGATAGTTTTGATGG
AAAAGGTGCTAGTATAATATCTTCTGTGCATGTAGGAAATAATTTAAATA
ATGCTTTCITGGAATGGTAGACAAATACTTITIGGTGATGGAGACGGAGTT
ACATTTAGTAACCTAGCAAAATGTTTAGAAGTTACTGCCCATGAATTTAC
ACATGCAGTTACTCAAAGTACTGCAGGTCTAGAATATAGATTTCAATCTG
GTGCTCTAAATGAAGCTTITTCTGATATTTTAGGTATAGCTGTTCACAGT
GATCCAAATGATTGGGAAATTGGAGAAGATATATACACTCCTAATGTAGC
AGGAGATGCTTTAAGAAGTATGTCAAATCCTAGATTATATAGACAACCAG
ACCATATGAAGGACTATTTATATTIGGGATTATTCAATGGATAAAGGTGGA
GTTCATTATAATTCAGGTATTCCAAATAAAGCAGCTTATTTGATGGGAAA
AGAAGTTGGAAAAGATTCAATGGCTAAAATTTATTATCATGCTTTAGTGA
ATTATTTAACTCCTCAAAGTACATTTGAAGATGCTAGAAATGCAGTAGTA
TCATCTGCAATAGATTTACATGGTGAGAATAGTAAAGAACATAAACTTGC
TATAAAATCTTGGGCAGATGTAGGCGTTGGAGAAGAGGCAGTAAGATAA

F1G. 14B
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CLH 1920 (SEQ ID NO: 16)

MKITKKGLRSLSRLMLITMITGLTYNYHLGSSFNGNRVVLANPNTKTDNLIKNNSDEIDE
KIYGLSYDPYKILSYNGEKVENFVPAECSENSGKFTVIKREKKNISDSTTDISIMDSINDRT
YPGAIQLANRDLIENKPNLISCERKPITISVDLPGMGEDGKKVVNSPTYSSVNSAINYLLD
TWNSKYSSKYTIPTRMNYSDTMVYSKSQLSTMFGCNFKTLSKSLNIDFDSIFKGEKKAMI
LSYKQIFYTVSVDGPNRPSDLFGYSVTSKSLALKGVNNDNPPAYVSNVAYGRTVYVKLE
TTSKSSKVKAAFKALVENQDISSNAEYKDIINQSSFTATVLGGGAQKHNKVVTKDFDVI
RNIKNNSVYSPQNPGYPISYTSTFLKDNKIATVNNRTEYIETTATEYDSGKIMLDHSGVY
VAQFEVTWDEVSYDKQGNEITEHKSWSGNNSDRTAHFNTELY LKGNARNISIKAKECTG
LAWEWWRTVVDAKNLPLVKERKLSIWGTTLYPRYSMEEK

FIG. 15A
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CLH 1920 (SEQ ID NO: 23)

ATGAAGATTACAAAGAAAGGCTTAAGATCATTATCACGCTTAATGTTAAT
TACTATGATAACAGGATTAACATACAATTATCACCTAGGTAGTAGCTTTA
ATGGGAATCGAGTAGTACTTGCAAATCCAAATACAAAAACAGATAATTTA
ATTAAGAATAATAGTGATGAAATAGACGAAAAGATTTATGGATTGTCTTA
TGATCCATATAAAATATTATCTTATAATGGAGAAAAGGTTGAAAACTTTG
TICCAGCTGAATGTTCCGAGAATTCCGGAAAATTTACTGTAATAAAACGT
GAAAAGAAAAATATTTCAGATTCAACTACAGATATTTCAATAATGGATTC
AATAAATGATAGAACTTATCCTGGTGCTATACAACTAGCAAATAGGGATC
TTATAGAAAATAAGCCTAATTTAATTTCATGCGAGAGAAAACCTATTACT
ATAAGTGTTGATTTACCTGGTATGGGTGAGGATGGGAAAAAGGTTGTTAA
TTCTCCAACATACTCTTCAGTTAATTCAGCAATAAATTATTTGCTAGATA
CATGGAATTCAAAATATTCATCTAAATATACTATACCTACAAGGATGAAT
TATTCTGATACTATGGTGTATAGTAAATCACAGTTATCTACAATGTTTGG
ATGTAACTTTAAAACTTTAAGTAAATCCITAAATATAGATTTTGATTCTA
TATTTAAAGGCGAAAAAAAGGCTATGATTCTATCATATAAACAAATTTTC
TACACAGTGAGTGTAGATGGACCTAATCGCCCATCAGATTTATTTGGTTA
CAGTGTAACTTCTAAGAGCTTAGCTTTAAAAGGAGTAAATAATGATAATC
CTCCAGCATACGTTTCCAATGTTGCATATGGTAGAACTGTTTATGTAAAA
CTAGAGACAACATCTAAGAGTTCAAAGGTTAAAGCAGCATTTAAGGCATT
AGTAGAGAATCAAGATATAAGTAGTAATGCAGAATATAAAGACATAATAA
ATCAAAGTTCATTTACAGCTACTGTTCTAGGTGGAGGAGCACAAAAACAC
AATAAAGTAGTTACTAAAGATTTCGATGTAATAAGAAATATTATTAAAAA
TAATTCAGTATATAGCCCACAAAATCCTGGATATCCTATTTCATATACAA
GTACATTTITAAAAGACAATAAAATAGCAACTGTAAACAATAGAACAGAA
TATATAGAAACAACTGCAACAGAATACGATAGCGGCAAAATAATGCTTGA
CCATAGTGGAGTTTATGTTGCTCAATTTGAAGTAACCTGGGATGAAGTTA
OGTTATGACAAACAAGGAAATCGAAATAATTGAGCATAAATCTTGGTCTGGA
AACAATAGTGATAGAACAGCTCACTTTAATACAGAACTATATTTAAAAGG
AAATGCAAGAAACATTTCTATAAAAGCAAAAGAATGTACAGGCCTTGCTT
GGGAATGGTGOGAGAACTGTTGTAGATGCTAAAAATTTACCACTTGTAAAA
GAAAGAAAGTTATCAATATGGGGTACAACATTATATCCTAGATATTCTAT
GGAAGAGAAATAA

FIG. 15B
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CLH_1861 (SEQ ID NO: 18)

MLRRKVSTLLMTALITTSFLNSKPVYANPVTKSKDNNLKEVQQVISKSNKNKNQKVTIM
YYCDADNNLEGSLLNDIEEMKTGYKDSPNLNLIALVDRSPRYSSDEKVLGEDFSDTRLY
KIELNKANRLDGKNEFPEISTTSKYEANMGDPEVLKKFIDYCKSNYEADKYVLIMANHG
GGAREKSNPRLNRAICWDDSNLDKNGEADCLYMGEISDHLTEKQSVDLLAFDACLMGT
AEVAYQYRPGNGGFSADTLVASSPVVWGPGFKYDKIFDRIKAGGGTNNEDDLTLGGKE
QNFDPATITNEQLGALFVEEQRDSTHANGRYDQHLSFYDLKKAESVKRAIDNLAVNLSN
ENKKSEIEKLRGSGIHTDLMHYFDEYSEGEWVEYPYFDVYDLCEKINKSENFSSKTKDL
ASNAMNKLNEMIVYSFGDPSNNFKEGKNGLSTFLPNGDKKYSTYYTSTKIPHWTMQSW
YNSIDTVKYGLNPYGKLSWCKDGQDPEINKVGNWFELLDSWFDKTNDVTGGVNHYQ
W

FIG. 16A
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CLH 1861 (SEQ ID NO: 24)

ATGttaagaagaaaagtatcaacactattaatgacagett
tgataactacttcatttttaaattccaaaccegtatatgcaaatccagtaactaaatcca
aggataataacttaaaagaagtacaacaagttataagcaagagtaataaaaacaaaaatcaaaaagtaactattatgtactattgegacgeag
ataataacttggaa
ggaagtctattaaatgatatcgagpaaatgaaaacaggatataaggatagtectaattta
aatttaattgctettgtagacagatccccaagatatageagtgacgaaaaagttitaget
gaagattttagtgatacacgtctttataagattgaactcaataaggceaaatagattagac
ggtaaaaatgaatitccagaaataagtactactagtaaatatgaagctaacatgggggat
cctgaagticttaaaaaatttattgattattgtaaatctaattatgaggctgataaatat
gtgcttataatggcetaalcatggtggtggtgcaagggaaaaatcaaatccaagattaaat
agagcaatttgctgggatgatagtaaccttgataaaaatggtgaageagactgectttat
atggetoaaatticagatcatttaacagaaaaacaatcagttgatitacttgectttgat
geatgecttatgggaactgeagaagtagegtatcagtatagaccaggtaatggaggattt
tetgecgatactttagttgeticaageccagtagtttggggtectggaticaaatatgat
aagattticgataggataaaagetggtggaggaactaataatgaggatgatitaacttta
ggtgotagagaacaaaactttgatcctgcaaccattaccaatgagcaattaggtgcatta
tttgtagaagagcaaagagactcaacacatgccaatggtegetatgatcaacacttaage
tittatgatttaaagaaagctgaatcagtaaaaagagecalagataatttagetgttaat
claaglaatgaaaacaaaaaalclgaaatigaaaaattaagaggaagtggaattcataca
gatttaatgcattacttcgatgaatattctgaaggagaatgggttgaatatecttatttt
gacgtgtatgaittaigigaaaaaataaataaaagtgaaaattttagtagtaaaactaaa
gatttagcticaaatgctatgaataaattaaatgaaatgatagtttattcttttggagac
cctagtaataattttaaagaaggaaaaaatggattgagtacaticttacctaatggagat
aaaaaatattcaacttattatacatcaaccaagatacctcattggactatgcaaagttgg
tataattcaatagatacagttaaatatggattgaatecttacggaaaattaagttggtgt
aaagatggacaagatcctgaaataaataaagttggaaattggtitgaactictagattet
togtttgataaaactaatgatgtaactggaggagttaatcattaccaatggTAA
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SEQ ID NO: 3 (c0lG)

MEKKNILKILMDSYSKESKIQTVRRVTSVSLLAAYLTMNTSSLVLAKPIENTNDTSIKNVE
KLRNAPNEENSKKVEDSKNDKVEHVENIEEAKVEQVAPEVKSKSTLRSASIANTNSEKY
DFEYLNGLSYTELTNLIKNIKWNQINGLFNYSTGSQKFFGDKNRVQAIINALQESGRTYT
ANDMKGIETFTEVLRAGFYLGYYNDGLSYLNDRNFQDKCIPAMIAIQKNPNFKLGTAVQ
DEVITSLGKLIGNASANAEVVNNCVPVLKQFRENLNQYAPDYVKGTAVNELIKGIEFDFS
GAAYEKDVKTMPWYGKIDPFINELKALGLYGNITSATEWASDVGIYYLSKFGLYSTNRN
DIVQSLEKAVDMYKYGKIAFVAMERITWDYDGIGSNGKKVDHDKFLDDAEKHYLPKT

YTFDNGTFIIRAGEKVSEEKIKRLYWASREVKSQFHRVVGNDKALEVGNADDVLTMKIF
NSPEEYKFNTNINGVSTDNGGLYIEPRGTFYTYERTPQQSIFSLEELFRHEYTHYLQARYL
VDGLWGQGPFYEKNRLTWFDEGTAEFFAGSTRTSGVLPRKSILGYLAKDKVDHRYSLK
KTLNSGYDDSDWMFYNYGFAVAHYLYEKDMPTFIKMNKAILNTDVKSYDEIIKKLSDD
ANKNTEYQNHIQELADKYQGAGIPLVSDDYLKDHGYKKASEVYSEISKAASLTNTSVTA
EKSQYFNTFTLRGTYTGETSKGEFKDWDEMSKKLDGTLESLAKNSWSGYKTLTAYFTN
YRVTSDNKVQYDVVFHGVLTDNADISNNKAPIAKVTGPSTGAVGRNIEFSGKDSKDED

GKIVSYDWDFGDGATSRGKNSVHAYKKTGTYNVTLKVTDDKGATATESFTIEIKNEDT

TTPITKEMEPNDDIKEANGPIVEGVTVKGDLNGSDDADTFYFDVKEDGDVTIELPYSGSS
NFTWLVYKEGDDQNHIASGIDKNNSKVGTFKATKGRHY VFIYKHDSASNISYSLNIKGL
GNEKLKEKENNDSSDKATVIPNFNTTMQGSLLGDDSRDYYSFEVKEEGEVNIELDKKDE
FGVTWTLHPESNINDRITYGQVDGNKVSNKVKLRPGKYYLLVYKYSGSGNYELRVNK

FIG. 17A
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SEQ ID NO: 5

IANTNSEKYDFEYLNGLSYTELTNLIKNIKWNQINGLFNYSTGSQKFFGDKNRVQAIINA
LQESGRTYTANDMKGIETFTEVLRAGFYLGYYNDGLSYLNDRNFQDKCIPAMIAIQKNP
NFKLGTAVQDEVITSLGKLIGNASANAEVVNNCVPVLKQFRENLNQYAPDYVKGTAVN
ELIKGIEFDFSGAAYEKDVKTMPWY GKIDPFINELKALGLYGNITSATEWASDVGIYYLS
KFGLYSTNRNDIVQSLEKAVDMYKYGKIAFVAMERITWDYDGIGSNGKKVDHDKFLDD
AEKHYLPKTYTFDNGTFIIRAGEKVSEEKIKRLYWASREVKSQFHRVVGNDKALEVGNA
DDVLTMKIFNSPEEYKFNTNINGVSTDNGGLYIEPRGTFYTYERTPQQSIFSLEELFRHEY
THYLQARYLVDGLWGQGPFYEKNRLTWFDEGTAEFFAGSTRTSGVLPRKSILGYLAKD
KVDHRYSLKKTLNSGYDDSDWMFYNYGFAVAHYLYEKDMPTFIKMNKAILNTDVKSY
DEINKKILSDDANKNTEYQNHIQELADKYQGAGIPLVSDDYLKDHGYKKASEVYSEISKA
ASLTNTSVTAEKSQYFNTFTLRGTYTGETSKGEFKDWDEMSKKLDGTLESLAKNSWSG
YKTLTAYFTNYRVTSDNKVQYDVVFHGVLTDNADISNNKAPIAKVTGPSTGAVGRNIEF
SGKDSKDEDGKIVSYDWDFGDGATSRGKNSVHAYKKTGTYNVTLKVTDDKGATATES
FTIEIKNEDTTTPITKEMEPNDDIKEANGPIVEGVTVKGDLNGSDDADTFYFDVKEDGDV
TIELPYSGSSNFTWLVYKEGDDQNHIASGIDKNNSKVGTFKATKGRHYVFIYKHDSASNI
SYSLNIKGLGNEKLKEKENNDSSDKATVIPNFNTTMQGSLLGDDSRDYYSFEVKEEGEV
NIELDKKDEFGVTWTLHPESNINDRITYGQVDGNKVSNKVKLRPGKYYLLVYKYSGSG
NYELRVNK

FIG. 17B
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SEQ ID NO: 4 (colH)

MKRKCLSKRLMLAITMATIFTVNSTLPIYAAVDKNNATAAVQNESKRYTVSYLKTLNY
YDLVDLLVKTEIENLPDLFQYSSDAKEFYGNKTRMSFIMDEIGRRAPQYTEIDHKGIPTL
VEVVRAGFYLGFHNKELNEINKRSFKERVIPSILAIQKNPNFKLGTEVQDKIVSATGLLAG
NETAPPEVVNNFTPIIQDCIKNMDRYALDDLKSKALFNVLAAPTYDITEYLRATKEKPEN
TPWYGKIDGFINELKKLALYGKINDNNSWIIDNGIYHIAPLGKLHSNNKIGIETLTEVMKI
YPYLSMQHLQSADQIERHYDSKDAEGNKIPLDKFKKEGKEKYCPKTYTFDDGKVIIKAG
ARVEEEKVKRLYWASKEVNSQFFRVYGIDKPLEEGNPDDILTMVIYNSPEEYKINSVLY
GYDTNNGGMYIEPDGTFFTYERKAEESTYTLEELFRHEYTHYLQGRYAVPGQWGRTKL
YDNDRLTWYEEGGAELFAGSTRTSGILPRKSIVSNIHNTTRNNRYKLSDTVHSKYGASFE
FYNYACMFMDYMYNKDMGILNKLNDLAKNNDVDGYDNYIRDLSSNHALNDKYQDH
MQERIDNYENLTVPFVADDYLVRHAYKNPNEIYSEISEVAKLKDAKSEVKKSQYFSTFT
LRGSYTGGASKGKLEDQKAMNKFIDDSLKKLDTYSWSGYKTLTAYFTNYKVDSSNRVT
YDVVFHGYLPNEGDSKNSLPYGKINGTYKGTEKEKIKFSSEGSFDPDGKIVSYEWDFGD
GNKSNEENPEHSYDKVGTYTVKLKVTDDKGESSVSTTTAEIKDLSENKLPVIYMHVPKS
GALNQKVVFYGKGTYDPDGSIAGYQWDFGDGSDFSSEQNPSHVYTKKGEYTVTLRVM
DSSGQMSEKTMKIKITDPVYPIGTEKEPNNSKETASGPIVPGIPVSGTIENTSDQDYFYFD

VITPGEVKIDINKLGYGGATWVVYDENNNAVSYATDDGQNLSGKFKADKPGRYYIHLY
MFNGSYMPYRINIEGSVGR

FIG. 18A
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SEQ ID NO: 6

AVDKNNATAAVQNESKRYTVSYLKTLNYYDLVDLLVKTEIENLPDLFQYSSDAKEFYG
NKTRMSFIMDEIGRRAPQYTEIDHKGIPTLVEVVRAGFYLGFHNKELNEINKRSFKERVIP
SILAIQKNPNFKLGTEVQDKIVSATGLLAGNETAPPEVVNNFTPIIQDCIKNMDRYALDDL
KSKALFNVLAAPTYDITEYLRATKEKPENTPWYGKIDGFINELKKLALYGKINDNNSWII
DNGIYHIAPLGKLHSNNKIGIETLTEVMKIYPYLSMQHLQSADQIERHYDSKDAEGNKIP
LDKFKKEGKEKYCPKTYTFDDGKVIIKAGARVEEEKVKRLYWASKEVNSQFFRVYGID
KPLEEGNPDDILTMVIYNSPEEYKLNSVLYGYDTNNGGMYIEPDGTFFTYERKAEESTYT
LEELFRHEYTHYLQGRYAVPGQWGRTKLYDNDRLTWYEEGGAELFAGSTRTSGILPRK
SIVSNIHNTTRNNRYKLSDTVHSKYGASFEFYNYACMFMDYMYNKDMGILNKLNDLA
KNNDVDGYDNYIRDLSSNHALNDKYQDHMQERIDNYENLTVPFVADDYLVRHAYKNP
NEIYSEISEVAKLKDAKSEVKKSQYFSTFTLRGSYTGGASKGKLEDQKAMNKFIDDSLK
KLDTYSWSGYKTLTAYFTNYKVDSSNRVTYDVVFHGYLPNEGDSKNSLPYGKINGTYK
GTEKEKIKFSSEGSFDPDGKIVSYEWDFGDGNKSNEENPEHSYDKVGTYTVKLKVTDDK
GESSVSTTTAEIKDLSENKLPVIYMHVPKSGALNQKVVFYGKGTYDPDGSIAGYQWDFG
DGSDFSSEQNPSHVYTKKGEYTVTLRVMDSSGQMSEKTMKIKITDPVYPIGTEKEPNNS
KETASGPIVPGIPVSGTIENTSDQDYFYFDVITPGEVKIDINKLGYGGATWVVYDENNNA
VSYATDDGQNLSGKFKADKPGRYYIHLYMFNGSYMPYRINIEGSVGR

FIG. 18B
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