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DESCRIPCION
Moléculas de fusion derivadas de toxina Cholix para la administracion oral de carga biolégicamente activa
CAMPO TECNICO

La administracion oral de polipéptidos biol6gicamente activos (en referencia a un polimero compuesto de
residuos de aminodcidos; tipicamente también definidos como proteinas o péptidos) ha sido un objetivo desde hace
mucho tiempo de la industria farmacéutica. Desafortunadamente, las numerosas barreras fisicas, fisioldgicas y
biol6gicas del tracto gastrointestinal (Gl) estan disefiadas para inhibir la captacion de proteinas y péptidos hasta que
puedan degradarse lo suficiente para la absorcién a través de transportadores de aminoacidos y di- o tripéptidos; y/o
para transportar las proteinas y péptidos intracelularmente a compartimentos de lisosomas destructivos después de
la captacién endosomica en la superficie luminal. Como tal, la viabilidad de la captacion de polipéptidos del intestino
de una manera similar a la que puede lograrse con, por ejemplo, moléculas pequeias, se ha limitado y la baja
biodisponibilidad oral contintia siendo un problema para la mayoria de polipéptidos y proteinas.

Si bien ha habido algunos resultados prometedores de estudios clinicos que evalian varios polipéptidos
biol6gicamente activos para el tratamiento de enfermedades como el cancer, enfermedades inflamatorias,
enfermedades inmunes, trastornos por deficiencia del crecimiento, etc., y la FDA ha aprobado varios agentes
terapéuticos basados en ADN para tales usos, estos agentes terapéuticos a menudo no alcanzan realmente su
potencial 6ptimo, ya que a menudo hay una eficacia general marginal o inadecuada debido a limitaciones inherentes,
como una vida media biolégica corta que impide la administracion de dosificaciones 6ptimas terapéuticamente
efectivas y/o efectos secundarios y toxicidades perjudiciales observados a las dosis terapéuticamente eficaces.
Ademas, muchos de estos agentes terapéuticos requieren multiples regimenes de dosificacién, lo que requiere una
administracion continua por via intravenosa o mediante frecuentes inyecciones subcutaneas, que son molestos para
los pacientes y para los proveedores de cuidados.

Los estudios clinicos futuros dirigidos a evaluar los polipéptidos biolégicamente activos prometedores

podrian beneficiarse enormemente de nuevos métodos y/o composiciones farmacéuticas que podrian usarse para
administrar por via oral tales polipéptidos a un sujeto humano.
La WO2012101235 divulga un sistema de administracion y conjugados para la administracion de compuestos a
través de vias de transporte intracelular de origen natural. La WO2012110596 divulga una proteina de fusién para el
tratamiento de reacciones inmunolégicas o alérgicas. La WO2009014650 divulga exotoxinas recombinantes de vibrio
cholerae. La WO2010040105 divulga proteinas de uniéon a multiples objetivo antagonistas de CD86. Bublin et al.
analiza el uso de una subunidad/molécula de fusion de alérgeno genética de la toxina del colera B como sistema de
administracién a la mucosa con actividad inmunosupresora contra las respuestas inmunitarias de Th2. La
US20130172229 divulga sistemas y métodos de administracion de agentes bioactivos que usan secuencias de
transporte derivadas de toxinas bacterianas. La US20110250199 divulga inmunotoxinas y usos de las mismas. La
US20030186386 divulga conjugados de interleucina 10. La US20090148401 divulga métodos y composiciones para
la administracion sin agujas de companeros de unién.

DIVULGACION DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden una molécula de fusion
de origen no natural y uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables, formulados para administracion oral a
un sujeto, en donde la molécula de fusion comprende una toxina de Cholix modificada acoplada a una IL-10, en
donde la toxina de Cholix no es toxica, y en donde la molécula de fusién tiene una capacidad para activar un
receptor para IL-10; en donde la toxina de Cholix modificada esta truncada en un residuo de aminoacidos dentro del
dominio Il de la toxina de Cholix; y en donde la IL-10 es interleucina-10 humana que tiene la secuencia de
aminodcidos expuesta en la SEQ ID NO: 82 o un fragmento o variante de la misma, en donde el fragmento o
variante contiene una secuencia de aminodacidos que comparte una homologia observada de por lo menos
aproximadamente el 85% con la secuencia de aminogcidos de la SEQ ID NO: 82.

La presente divulgacion se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden nuevas moléculas de
fusién de origen no natural y uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables, formulados para administracion
oral y disefiados para proporcionar terapias eficaces mejoradas para el tratamiento de, por ejemplo, enfermedades
inflamatorias y/o autoinmunes. enfermedades y/o canceres.

La presente divulgacién se basa en parte en la vision Unica de los inventores de que la administracion oral
de una composicion farmacéutica que comprende una molécula de fusion que comprende una toxina de Cholix
modificada acoplada a una carga biolégicamente activa puede, entre otras cosas, proporcionar las siguientes
ventajas: a) en realizaciones en donde la toxina de Cholix modificada se acopla a la carga biolégicamente activa sin
un conector, o con un conector no escindible, el efecto de anclaje de la toxina de Cholix modificada por su receptor o
receptores en la superficie de, por ejemplo, células inmunitarias que también expresan el receptor para la carga
biol6gicamente activa, puede permitir una mayor exposicion de la carga biolégicamente activa en la superficie de las
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células objetivo y proporcionar un efecto sinérgico al unirse a tanto al receptor de Cholix como al receptor de carga
biolégicamente activo; b) en realizaciones en las que la toxina de Cholix modificada se acopla a la carga
biol6gicamente activa con un conector que es escindible por una enzima presente en una membrana basolateral de
una célula epitelial, o una enzima presente en el plasma del sujeto, dicha escision permitird que la carga
biol6gicamente activa se libere del resto de la molécula de fusiéon poco después de la transcitosis a través de la
membrana epitelial ¢) la administracién directa de la carga biolégicamente activa al espacio submucoso-Gl y al
sistema hepatico-portal puede reducir la toxicidad sistémica observada cuando la carga se administra por via
parenteral, ademdas de permitir el acceso a la biologia objetivo submucosal a la que era dificil apuntar a través de
vias no orales o Gl; d) una vez transportadas a través del epitelio Gl, las moléculas de fusion de la divulgacion
mostraran una vida media extendida en suero, es decir, la carga biolégicamente activa de las moléculas de fusion
mostrara una vida media en suero prolongada en comparacion con la carga biolégicamente activa en su estado no
fusionado; e) la administracién oral de la molécula de fusion puede administrar una concentracion eficaz mas alta de
la carga biolégicamente activa administrada al higado del sujeto que la observada en el plasma del sujeto; y f) la
capacidad de administrar la carga biolégicamente activa a un sujeto sin usar una aguja para perforar la piel del
sujeto, mejorando de este modo la calidad de vida de dichos sujetos al evitar el dolor o las posibles complicaciones
asociadas con la misma, ademas una conveniencia y cumplimiento paciente/proveedor de atencion médica
mejorada.

Por tanto, en un aspecto, la presente divulgacion se refiere a composiciones farmacéuticas que
comprenden una molécula de fusién de origen no natural y uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables,
formulados para administracién oral, en donde la molécula de fusion comprende una toxina de Cholix modificada
acoplada a una carga biolégicamente activa para ser administrada a un sujeto, en donde la toxina de Cholix no es
toxica.

En un aspecto, la presente divulgacion se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden una
molécula de fusién de origen no natural y uno o méas portadores farmacéuticamente aceptables, formulados para
administracion oral, en donde la molécula de fusién comprende una toxina de Cholix modificada acoplada a una
carga biolégicamente activa que se administrara a un sujeto, en donde la toxina de Cholix no es toéxica y en donde la
molécula de fusion tiene la capacidad de activar el receptor para la carga biolégicamente activa, o de permitir el
proceso catalitico de un material cataliticamente activo.

En varias realizaciones, las moléculas de fusion de las composiciones farmacéuticas comprenden una
toxina de Cholix modificada truncada en un residuo de aminoécidos dentro del dominio Il de la toxina de Cholix. En
varias realizaciones, las moléculas de fusion comprenden una toxina de Cholix truncada que tiene la secuencia de
aminoacidos expuesta en, por ejemplo, la SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO:
7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14,
SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21,
SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28,
SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35,
SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 40 o SEQ ID NO: 41.

En varias realizaciones, las moléculas de fusion de las composiciones farmacéuticas comprenden una
toxina de Cholix modificada truncada en un residuo de aminoacidos dentro del dominio Ib de la toxina de Cholix. En
varias realizaciones, las moléculas de fusion comprenden una toxina de Cholix truncada que tiene la secuencia de
aminoacidos expuesta en, por ejemplo, la SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 45, SEQ ID
NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO:48, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52, SEQ ID
NO: 53, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 59, SEQ ID
NO: 60, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 66, SEQ ID
NO: 67, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 73, SEQ ID
NO: 74, SEQ ID NO: 75, SEQ ID NO: 76, SEQ ID NO: 77, SEQ ID NO: 78, SEQ ID NO: 79, o SEQ ID NO: 80.

En varias realizaciones, las moléculas de fusion de las composiciones farmacéuticas comprenden una
toxina de Cholix modificada en donde el dominio Il se ha truncado o mutado. En varias realizaciones, las moléculas
de fusién comprenden una toxina de Cholix mutada que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID
NO: 81 en donde se ha eliminado el residuo de aminoacidos E581 de la SEQ ID NO: 1 (designado en la presente
como "Cholix AE581").

En varias realizaciones, las moléculas de fusion de las composiciones farmacéuticas comprenden una
toxina de Cholix modificada en la que se ha mutado el dominio la.

En varias realizaciones, la carga bioldgicamente activa se selecciona de, por ejemplo, una macromolécula,
molécula pequeha, péptido, polipéptido, acido nucleico, ARNm, miARN, ARNhc, ARNip, molécula antisentido,
anticuerpo, ADN, plasmido, vacuna, nanoparticula polimérica o material cataliticamente-activo.

En varias realizaciones, la carga biolégicamente activa es una enzima seleccionada de hialuronidasa,
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estreptoquinasa, activador del plasmindgeno tisular, uroquinasa o PGE-adenosina desaminasa.

En varias realizaciones, la carga biolégicamente activa es un polipéptido que es un modulador de la
inflamacién en el tracto Gl seleccionado de, por ejemplo, interleucina-10, interleucina-19, interleucina-20,
interleucina-22, interleucina-24 o interleucina-26. En varias realizaciones, el polipéptido biolégicamente activo es
interleucina-10 que tiene la secuencia de aminodacidos expuesta en la SEQ ID NO: 82. En varias realizaciones, el
polipéptido biolégicamente activo es interleucina-19 que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID
NO: 83. En varias realizaciones, el polipéptido biolégicamente activo es interleucina-20 que tiene la secuencia de
aminodcidos expuesta en la SEQ ID NO: 84. En varias realizaciones, el polipéptido biol6gicamente activo es
interleucina-22 que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID. NO: 85. En varias realizaciones, el
polipéptido biolégicamente activo es interleucina-24 que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID
NO: 86. En varias realizaciones, el polipéptido biolégicamente activo es interleucina-26 que tiene la secuencia de
aminodcidos expuesta en la SEQ ID NO: 87. En varias realizaciones, la carga biolégicamente activa es un
modulador de la inflamaciéon en el tracto Gl que es una molécula pequefia. En varias realizaciones, la carga
biol6gicamente activa es un modulador de la inflamacion en el tracto Gl que es una molécula antisentido o de ARNip.

En varias realizaciones, la carga biolégicamente activa es un inhibidor de TNFSF que es un anticuerpo, o
un fragmento del mismo, o un constructo artificial que comprende un anticuerpo o fragmento del mismo, o un
constructo artificial disefiado para imitar la unién de un anticuerpo o fragmento del mismo a su antigeno. En varias
realizaciones, la carga biolégicamente activa es un inhibidor de TNFSF que es una proteina de fusion del receptor de
TNFSF soluble. En varias realizaciones, la carga biolégicamente activa es un inhibidor de TNFSF que es una
molécula pequefa. En varias realizaciones, la carga biolégicamente activa es un inhibidor de TNFSF que es una
molécula antisentido o de ARNip.

En varias realizaciones, la carga biolégicamente activa es un anticuerpo que comprende la secuencia de
aminodcidos de la region variable de la cadena pesada expuesta en la SEQ ID NO: 88 y la secuencia de
aminodcidos de la region variable de la cadena ligera expuesta en la SEQ ID NO: 89. En varias realizaciones, la
carga biolégicamente activa es un anticuerpo que comprende la secuencia de aminodacidos de la regién variable de
la cadena pesada expuesta en la SEQ ID NO: 90 y las secuencias de aminoacidos de la region variable de la cadena
ligera expuestas en la SEQ ID NO: 91. En varias realizaciones, la carga biolégicamente activa es un dimero de
proteina de fusién del receptor de TNFSF soluble que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ
ID NO: 92.

En un aspecto, la presente divulgacion se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden nuevas
moléculas de fusion de origen no natural y uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables, formulados para
administracion oral y disefiados para proporcionar terapias eficaces mejoradas para el tratamiento de trastornos
metabdlicos, por ejemplo, diabetes tipo 1 y diabetes tipo 2. La administracion oral de polipéptidos bioldgicamente
activos (en referencia a un polimero compuesto de residuos de aminoacidos; tipicamente también definidos como
proteinas o péptidos) ha sido un objetivo desde hace mucho tiempo de la industria farmacéutica.
Desafortunadamente, las numerosas barreras fisicas, fisiologicas y bioldgicas del tracto gastrointestinal (Gl) estan
disefadas para inhibir la captacion de proteinas y péptidos hasta que puedan degradarse lo suficiente para la
absorcion a través de transportadores de aminodacidos y di- o tripéptidos; y/o para transportar las proteinas y
péptidos intracelularmente a compartimentos de lisosomas destructivos después de la captacion endosdémica en la
superficie luminal. Como tal, la viabilidad de la captacion de polipéptidos desde el intestino de una manera similar a
la que puede lograrse con, por ejemplo, moléculas pequeias, ha sido limitada y la baja biodisponibilidad oral sigue
siendo un problema para la mayoria de polipéptidos y proteinas.

En varias realizaciones, la presente divulgacion se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden
una molécula de fusion de origen no natural y uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables, formulados para
administracion oral, en donde la molécula de fusion comprende una toxina de Cholix modificada acoplada a un
agente reductor de glucosa que se va a administrar a un sujeto.

En varias realizaciones, la presente divulgacién se basa en parte en que la administracién oral de una
composicién farmacéutica que comprende una molécula de fusiéon que comprende una toxina de Cholix modificada
acoplada a un agente reductor de glucosa puede, entre otras cosas, proporcionar las siguientes ventajas: a) en
realizaciones en las que la toxina de Cholix modificada se acopla al agente reductor de glucosa sin un conector, el
efecto de anclaje de la toxina de Cholix modificada por su receptor o receptores en la superficie de las células que
también expresan el receptor para el agente reductor de glucosa, puede permitir una mayor exposiciéon del agente
reductor de glucosa en la superficie de las células objetivo; b) en realizaciones en las que la toxina de Cholix
modificada se acopla al agente reductor de glucosa con un conector que puede escindirse mediante una enzima
presente en una membrana basal-lateral de una célula epitelial, o una enzima presente en el plasma del sujeto, tal
escision permitird que el agente reductor de glucosa se libere del resto de la molécula de fusién poco después de la
transcitosis a través de la membrana epitelial; c) la administracién directa del agente reductor de glucosa al espacio
submucosal-Gl y al sistema hepatico-portal puede reducir la toxicidad sistémica observada cuando los agentes
reductores de glucosa se administran por via parenteral, ademas de permitir el acceso a la biologia objetivo
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submucosal que era dificil de dirigir a través de vias no orales o Gl; d) la administracion directa del agente reductor
de glucosa al espacio submucosal-Gl y al sistema hepatico-portal puede proporcionar mejores regimenes de
dosificacién, incluyendo inyecciones de insulina menos frecuentes; y e) la capacidad de administrar el agente
reductor de glucosa a un sujeto sin usar una aguja para perforar la piel del sujeto, mejorando de este modo la
calidad de vida de los sujetos evitando dolor y complicaciones potenciales asociadas con el mismo.

En varias realizaciones, el agente reductor de glucosa se selecciona de, por ejemplo, una macromolécula,
molécula pequefa, péptido, polipéptido, acido nucleico, ARNm, miARN, ARNhc, ARNip, molécula antisentido,
anticuerpo, ADN, plasmido, vacuna, nanoparticula polimérica o material cataliticamente activo. En varias
realizaciones, el agente reductor de glucosa es una incretina o mimético de incretina. En varias realizaciones, el
agente reductor de glucosa es un GLP-1. En varias realizaciones, el agente reductor de glucosa es un agonista de
GLP-1. En varias realizaciones, el agente reductor de glucosa es una exendina. En varias realizaciones, el agente
reductor de glucosa es un agonista del receptor de proteina inhibidora de glucosa (GIPR).

En varias realizaciones, el agente reductor de glucosa es un agonista de GLP-1 que es un péptido. En
varias realizaciones, el agente reductor de glucosa es un agonista de GLP-1 que es una molécula pequefa. En
varias realizaciones, el agente reductor de glucosa es un agonista de GLP-1 que es una molécula antisentido o de
ARNip. En varias realizaciones, el agente reductor de glucosa es un agonista de GLP-1 que es un anticuerpo, o un
fragmento del mismo, o un constructo artificial que comprende un anticuerpo o fragmento del mismo, o un constructo
artificial disefiada para imitar la unién de un anticuerpo o fragmento. del mismo a su antigeno.

En varias realizaciones, la carga biolégicamente activa es un agente reductor de glucosa que es un péptido
agonista de GLP-1 que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 93. En varias
realizaciones, la carga biolégicamente activa es un agente reductor de glucosa que es un péptido agonista de GLP-1
que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 94.

En un aspecto, la presente divulgacion se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden nuevas
moléculas de fusién novedosas de origen no natural y uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables,
formulados para administracion oral y disefiados para proporcionar terapias eficaces mejoradas para el tratamiento
de la deficiencia de la hormona del crecimiento, y trastornos similares.

En varias realizaciones, la presente divulgacion se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden
una molécula de fusion de origen no natural y uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables, formulados para
administracion oral, en donde la molécula de fusién comprende una toxina de Cholix modificada acoplada a una
hormona del crecimiento (GH) para ser administrada a un sujeto.

En varias realizaciones, la presente divulgacion se basa en parte en la vision Unica de los inventores de que
la administracién oral de una composicién farmacéutica que comprende una molécula de fusion que comprende una
toxina de Cholix modificada acoplada a una hormona del crecimiento puede, entre otras cosas, proporcionar las
siguientes ventajas: a) en realizaciones en las que la toxina de Cholix modificada esta acoplada a la hormona del
crecimiento con un conector que es escindible por una enzima presente en la superficie de la membrana basolateral
de una célula epitelial, 0 una enzima presente en el plasma del sujeto, dicha escisién permitira que la hormona del
crecimiento se libere del resto de la molécula de fusion poco después de la transcitosis a través de la membrana
epitelial; b) la administracion directa de la hormona del crecimiento al espacio submucosal-Gl y al sistema hepatico-
portal puede reducir las toxicidades sistémicas observadas cuando las hormonas del crecimiento se administran por
via parenteral, ademas de permitir el acceso a la biologia objetivo submucosal a la que era dificil apuntar a través de
vias no orales o Gl (por ejemplo, proporcionan una induccion mas eficaz de IGF-1 con respecto a la administracion
sistémica mediante inyeccién subcutanea (sc)); ¢) la administracion directa de la hormona del crecimiento al espacio
submucosal-Gl y al sistema hepatico-portal puede proporcionar mejores regimenes de dosificacion; d) la
administracion oral lograra un breve pulso de hormona del crecimiento en el higado que es mas consistente con el
nivel sérico observado en nifos en crecimiento, y este perfil de pulso no puede lograrse mediante inyeccion sc; y €)
la capacidad de administrar la hormona del crecimiento a un sujeto sin usar una aguja para perforar la piel del sujeto,
mejorando de este modo la calidad de vida de tales sujetos evitando el dolor o las posibles complicaciones
asociadas con el mismo, ademas de mejorar la conveniencia y cumplimiento del paciente/proveedor de atencién
médica.

En varias realizaciones, la hormona del crecimiento se selecciona de, por ejemplo, una macromolécula,
molécula pequefa, péptido, polipéptido, acido nucleico, ARNm, miARN, ARNhc, ARNip, molécula antisentido,
anticuerpo, ADN, plasmido, vacuna, nanoparticula polimérica o material cataliticamente activo. En varias
realizaciones, la hormona del crecimiento es la hormona del crecimiento humana (o una variante de la misma), la
hormona del crecimiento 2 u hormona liberadora de la hormona del crecimiento. En varias realizaciones, la hormona
del crecimiento es la hormona del crecimiento humana (somatotropina) que comprende la secuencia de aminoacidos
expuesta en la SEQ ID NO: 95.

En varias realizaciones, las moléculas de fusién comprenden una toxina de Cholix modificada acoplada
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directamente a una carga biolégicamente activa. En varias realizaciones, la carga biol6gicamente activa se acopla
directamente al extremo C-terminal de la toxina de Cholix.

En varias realizaciones, las moléculas de fusién comprenden una toxina de Cholix modificada acoplada
quimicamente a una carga bioldgicamente activa.

En varias realizaciones, las moléculas de fusidn comprenden una toxina de Cholix acoplada a una carga
biol6gicamente activa mediante un conector no escindible. En varias realizaciones, el conector no escindible
comprende la secuencia de aminodacidos de, por ejemplo, la SEQ ID NO: 96, SEQ ID NO: 97, SEQ ID NO: 98 o SEQ
ID NO: 99.

En varias realizaciones, las moléculas de fusidn comprenden una toxina de Cholix acoplada a una carga
biolégicamente activa mediante un conector escindible. En varias realizaciones, el conector puede escindirse
mediante una enzima que esta presente en una membrana basolateral de una célula epitelial polarizada del sujeto.
En varias realizaciones, el conector puede escindirse mediante una enzima que esta presente en el plasma de dicho
sujeto. En varias realizaciones, el conector escindible comprende la secuencia de aminoacidos de, por ejemplo, la
SEQ ID NO: 100, SEQ ID NO: 101, SEQ ID NO: 102, SEQ ID NO: 103, SEQ ID NO: 104, SEQ ID NO: 105, SEQ ID
NO: 106, SEQ ID NO: 107, SEQ ID NO: 108, SEQ ID NO: 109, SEQ ID NO: 110, SEQ ID NO: 111, SEQ ID NO: 112,
SEQ ID NO: 113, SEQ ID NO: 114, SEQ ID NO: 115, SEQ ID NO: 116, SEQ ID NO: 117, SEQ ID NO: 118, SEQ ID
NO: 119, o SEQ ID NO: 120.

En varias realizaciones, las moléculas de fusidn comprenden una toxina de Cholix acoplada a una carga
biolégicamente activa mediante un conector escindible, en donde el conector escindible comprende una secuencia
de aminoacidos que se sabe que es un sustrato para la proteasa del virus del grabado del tabaco (TEV). En varias
realizaciones, el conector escindible comprende la secuencia de aminoacidos de, por ejemplo, la SEQ ID NO: 121.

En varias realizaciones, la molécula de fusién comprende la secuencia de aminodacidos expuesta en la SEQ
ID NO: 122 (es decir Cholix*'3>-TEV-IL-10).

En varias realizaciones, la molécula de fusion comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
123 (es decir Cholix*'5-(G4S)3-IL-10)

En otro aspecto, la presente divulgacién proporciona un método para tratar una enfermedad inflamatoria en
un sujeto, que comprende administrar por via oral una composiciéon farmacéutica de la presente divulgacion al
sujeto. En varias realizaciones, la enfermedad inflamatoria se selecciona de una enfermedad inflamatoria intestinal,
psoriasis 0 sepsis bacteriana. En varias realizaciones, la enfermedad inflamatoria intestinal es enfermedad de Crohn,
colitis ulcerosa, colitis colagenosa, colitis linfocitica, colitis isquémica, colitis de derivacion, sindrome de Behcet o
colitis indeterminada.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un método para tratar una enfermedad autoinmune en
un sujeto, que comprende administrar por via oral una composicién farmacéutica de la presente divulgacion al
sujeto. En varias realizaciones, la enfermedad autoinmune es lupus eritematoso sistémico (SLE), pénfigo vulgar,
miastenia grave, anemia hemolitica, trombocitopenia purpura, enfermedad de Grave, enfermedad de Sjogren,
dermatomiositis, enfermedad de Hashimoto, polimiositis, enfermedad inflamatoria intestinal, esclerosis mdultiple (MS),
diabetes mellitus, artritis reumatoide o esclerodermia.

En otro aspecto, la presente divulgaciéon proporciona un método para tratar un cancer en un sujeto, que
comprende administrar por via oral una composicién farmacéutica de la presente divulgacion al sujeto. En varias
realizaciones, el cancer a tratar incluye, pero no se limita a, linfomas no Hodgkin, linfoma de Hodgkin, leucemia
linfocitica crénica, leucemia de células pilosas, leucemia linfoblastica aguda, mieloma multiple, carcinomas de vejiga,
rifidn, ovario, cuello uterino, mama, pulmoén, nasofaringe, melanoma maligno NHL y leucemia resistentes a rituximab.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un método para tratar a un sujeto que tiene un
trastorno metabdlico, dicho método comprendiendo administrar por via oral una molécula de fusion de la presente
divulgacién en una cantidad suficiente para tratar dicho trastorno, en donde dicho trastorno metabdlico es diabetes,
obesidad, diabetes como consecuencia de obesidad, hiperglucemia, dislipidemia, hipertrigliceridemia, sindrome X,
resistencia a la insulina, tolerancia a la glucosa alterada (IGT), dislipidemia diabética o hiperlipidemia.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un método para tratar a un sujeto que tiene una
enfermedad del higado graso (por ejemplo, enfermedad del higado graso no alcohdlico (NAFLD); esteatohepatitis no
alcohdlica (NASH)), una enfermedad gastrointestinal o una enfermedad neurodegenerativa, dicho método
comprendiendo administrar por via oral una molécula de fusién de la presente divulgacion en una cantidad suficiente
para tratar dicha enfermedad.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un método para tratar a un sujeto que tiene un
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trastorno del crecimiento deficiente de GH, dicho método comprendiendo administrar por via oral una molécula de
fusién de la presente divulgacion en una cantidad suficiente para tratar dicho trastorno, en donde dicho trastorno es
una deficiencia de la hormona del crecimiento (GHD), sindrome de Turner (TS), sindrome de Noonan, sindrome de
Prader-Willi, deficiencia del gen que contiene homeobox de baja estatura (SHOX), insuficiencia renal crénica y
sindrome de intestino corto de baja estatura idiopatico, deficiencia de GH debido a tumores hipofisarios raros o su
tratamiento y enfermedad de desgaste muscular asociada con el VIH/SIDA.

En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere al uso de una molécula de fusion de origen no natural de
la presente divulgacion para la preparacion de un medicamento para el tratamiento, profilaxis y/o prevencién de una
enfermedad inflamatoria en un sujeto con necesidad de ello.

En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere al uso de una molécula de fusion de origen no natural de
la presente divulgacion para la preparacion de un medicamento para el tratamiento, profilaxis y/o prevencién de una
enfermedad autoinmune en un sujeto con necesidad de ello.

En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere al uso de una molécula de fusion de origen no natural de
la presente divulgacién para la preparacion de un medicamento para el tratamiento, profilaxis y/o prevencién de un
cancer en un sujeto con necesidad de ello.

En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere al uso de una molécula de fusion de origen no natural de
la presente divulgacién para la preparacion de un medicamento para el tratamiento, profilaxis y/o prevencién de un
trastorno metabdlico en un sujeto con necesidad de ello.

En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere al uso de una molécula de fusion de origen no natural de
la presente divulgacion para la preparacion de un medicamento para el tratamiento, profilaxis y/o prevencién de una
enfermedad del higado graso en un sujeto con necesidad de ello.

En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere al uso de una molécula de fusion de origen no natural de
la presente divulgacion para la preparacion de un medicamento para el tratamiento, profilaxis y/o prevencion del
trastorno del crecimiento por deficiencia de GH en un sujeto con necesidad de ello.

En otros aspectos, la presente divulgacion proporciona polinucleétidos que codifican las moléculas de
fusién de carga biol6gicamente activa de toxina de Cholix modificadas de origen no natural de la presente
divulgacion; vectores que comprenden polinucleétidos que codifican moléculas de fusion de carga biolégicamente
activa de toxina de Cholix modificadas de origen no natural de la divulgacién; opcionalmente, enlazadas
operativamente a secuencias de control reconocidas por una célula huésped transformada con el vector; células
hospedadoras que comprenden vectores que comprenden polinucleétidos que codifican moléculas de fusion de
carga biolégicamente activa de toxina de Cholix modificadas de origen no natural de la divulgacion; un proceso para
producir una molécula de fusién de carga biolégicamente activa de toxina de Cholix modificada de origen no natural
de la divulgacion que comprende cultivar células huésped que comprenden vectores que comprenden
polinucleétidos que codifican moléculas de fusién de carga biolégicamente activa de toxina de Cholix modificada de
origen no natural de la divulgacion de tal manera que el polinucleétido se expresa; y, opcionalmente, recupera la
molécula de fusién de carga biol6gicamente activa de toxina de Cholix modificada de origen no natural del medio de
cultivo de célula huésped.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIG. 1 representa los constructos genéticos de dos moléculas de fusién de toxina de Cholix-IL-10 ejemplares
evaluadas en la presente. El extremo N-terminal de una secuencia de mondémero de IL-10 humana se uni6
genéticamente al extremo C-terminal de una toxina de Cholix modificada (Cholix*'®) usando una secuencia
conectora no escindible estable ((G4S)s) 0 una secuencia conectora que es un sustrato conocido para la proteasa
del virus del grabado del tabaco (TEV). Cada constructo también contiene una metionina N-terminal (M).

La FIG. 2 es una representacion en diagrama de cinta de una molécula de fusion de "dimero toxina de Cholix-IL-
10 " ejemplar después del replegamiento que seria impulsada por la dimerizacion de IL-10. Los primeros 415
aminoacidos de la toxina de Cholix (SEQ ID NO: 1) se conectan a través de un conector de 16 aminoacidos (no
mostrado) para conectar con la secuencia de IL-10 humana. Se prevé que la dimerizacién de IL-10 dé como
resultado la organizacién Cholix*'® parpura/hlL-10 azul y Cholix*'® naranja/verde mostrada.

La FIG. 3 es una SDS PAGE tenida con coomassie de Cholix*'>-TEV-IL-10 (representado como "C") y Cholix*13-
(G4S)3-IL-10 (representado como "N") después de la induccion y expresién de cuerpos de inclusion. Las
moléculas de fusion expresadas demuestran el tamafio molecular anticipado de ~66 kDa que era comparable a
la masa calculada de 66380,78 y 65958,25 Dalton, respectivamente. Se muestran los estandares de PM
pretefiidos con SeeBlue® Plus2.

La FIG. 4 es un grafico de barras que representa los resultados de un ensayo de citometria de flujo usando una
linea celular J774.2 derivada de macréfagos de ratén tratada con moléculas de fusion de toxina de Cholix-IL-10
ejemplares de la presente divulgacion a dos concentraciones. El % de proliferacién se midié a las 48 horas
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después del tratamiento. Los valores representan n=4 + desviacion estandar. Los datos muestran que la
molécula de fusién "dimero Cholix*'%-(G4S)s-IL-10" demuestra IL-10 biolégicamente activa.

La FIG. 5 es un grafico de lineas que representa los resultados de un ensayo en donde se probd la molécula de
fusion de dimero Cholix*'5-(Gs4S)s-IL-10 para determinar los efectos sobre las propiedades de barrera de las
monocapas de células Caco-2 in vitro. Se afadi6 dextrano de 70 kDa marcado con fluoresceina y
concentraciones variables de molécula de fusién dimero Cholix*'5-(G4S)s-IL-10 a la superficie apical de estas
monocapas y se monitorizé la cantidad acumulada de fluorescencia detectada en el compartimento basal a lo
largo del tiempo recogiendo volimenes de 150 pl con sustitucion. Los niveles acumulados de dextrano basal
(pmol) se representan frente al tiempo. Cada linea representa la media (n=4) de los valores de fluorescencia
basales medidos a los 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180 y 240 min.

La FIG. 6 es un grafico de lineas que representa los resultados de un ensayo en donde se probd la molécula de
fusion de dimero Cholix*'5-(G4S)s-IL-10 para determinar los efectos sobre las propiedades de barrera de las
monocapas de células Caco-2 in vitro. Se afadi6 dextrano de 70 kDa marcado con fluoresceina y
concentraciones variables de molécula de fusion de dimero Cholix*'5-(G4S)s-IL-10 a la superficie apical de estas
monocapas y se monitorizé la cantidad acumulada de fluorescencia detectada en el compartimento basal a lo
largo del tiempo.

Las FIG. 7A y 7B son graficos de lineas que representan los resultados de un ensayo ELISA que evalia la
capacidad de la molécula de fusion de dimero Cholix#15-(G4S)s-IL-10 para moverse a través de las monocapas de
células Caco-2. La cantidad acumulada de la molécula de fusion de dimero Cholix*'%-(G4S)s-IL-10 que alcanza el
compartimento basal con el tiempo después de una adicion apical a varias concentraciones indicadas en la
leyenda. Cada linea representa la media (n=4) de los niveles basales de IL-10 medidos a los 0, 15, 30, 45, 60,
90, 120, 180 y 240 min. La IL-10 acumulada transportada a lo largo del tiempo se representd graficamente en un
intervalo de 6A = 8000 fmol de IL-10 expandida y 6B = 1000 fmol de IL-10.

MODOS DE LLEVAR A CABO LA INVENCION

A menos que se defina lo contrario en la presente, los términos cientificos y técnicos usados en relacion
con la presente divulgacion tendran los significados entendidos cominmente por los expertos en la técnica. Ademas,
a menos que el contexto requiera lo contrario, los términos singulares incluiran el plural y los términos plurales
incluiran el singular. Generalmente, las nomenclaturas usadas en relacion con, y técnicas de, cultivo de células y
tejidos, biologia molecular, inmunologia, microbiologia, genética y quimica e hibridacion de proteinas y acidos
nucleicos descritas en la presente son las usadas comunmente y bien conocidas en la técnica. Los métodos y
técnicas de la presente divulgacion se realizan generalmente de acuerdo con métodos convencionales bien
conocidos en la técnica y como se describen en varias referencias generales y mas especificas que se citan y
analizan a lo largo de la presente memoria descriptiva a menos que se indique lo contrario. Ver, por ejemplo,
Sambrook et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, N.Y. (1989) y Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates (1992) y
Harlow and Lane Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.
(1990). Las reacciones enzimaticas y las técnicas de purificacion se realizan de acuerdo con las especificaciones del
fabricante, como se logra comunmente en la técnica o como se describe en la presente. La nomenclatura usada en
relacién con los procedimientos y técnicas de laboratorio de quimica analitica, quimica organica sintética y quimica
farmacéutica y medicinal descritas en la presente son las comunmente usadas y bien conocidas en la técnica. Se
usan técnicas estandar para sintesis quimicas, andlisis quimicos, preparacion, formulacién y administracion
farmacéutica, y tratamiento de pacientes.

Definiciones

Los términos "polipéptido”, "péptido" y "proteina" se usan indistintamente en la presente para referirse a un
polimero de residuos de aminoacidos. En varias realizaciones, "péptidos", "polipéptidos” y "proteinas" son cadenas
de aminoacidos cuyos carbonos alfa estan enlazados a través de enlaces peptidicos. Por lo tanto, el aminoacido
terminal en un extremo de la cadena (amino terminal) tiene un grupo amino libre, mientras que el aminoacido
terminal en el otro extremo de la cadena (terminal carboxi) tiene un grupo carboxilo libre. Como se usa en la
presente, el término "amino terminal" (abreviado N-terminal) se refiere al grupo a-amino libre en un aminoacido en el
amino terminal de un péptido o al grupo a-amino (grupo imino cuando participa en un enlace peptidico) de un
aminoacido en cualquier otra localizaciéon dentro del péptido. De manera similar, el término "termino carboxi" se
refiere al grupo carboxilo libre en el extremo terminal carboxi de un péptido o al grupo carboxilo de un aminoacido en
cualquier otra localizacion dentro del péptido. Los péptidos también incluyen esencialmente cualquier
poliaminoacido, incluyendo, pero no limitados a, miméticos de péptidos como amino&cidos unidos por un éter en
oposicion a un enlace amida.

Los polipéptidos de la divulgacion incluyen polipéptidos que se han modificado de cualquier manera y por
cualquier motivo, por ejemplo, para: (1) reducir la susceptibilidad a la protedlisis, (2) reducir la susceptibilidad a la
oxidacion, (3) alterar la afinidad de unién para formar complejos de proteinas, (4) alterar las afinidades de unién y (5)
conferir o modificar otras propiedades fisicoquimicas o funcionales. Por ejemplo, pueden realizarse sustituciones de
uno o multiples aminoéacidos (por ejemplo, sustituciones de amino&cidos conservadoras) en la secuencia de origen
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natural (por ejemplo, en la parte del polipéptido fuera del dominio o dominios que forman contactos
intermoleculares). Una "sustitucion conservadora de aminodcidos" se refiere a la sustitucion en un polipéptido de un
aminoacido por un aminoacido funcionalmente similar. Los siguientes seis grupos contienen cada uno aminoacidos
que son sustituciones conservadoras de uno por otro:

1) Alanina (A), Serina (S) y Treonina (T)

2) Acido aspartico (D) y Acido glutamico (E)

3) Asparagina (N) y Glutamina (Q)

4) Arginina (R) y Lisina (K)

5) Isoleucina (1), Leucina (L), Metionina (M) y Valina (V)
6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y) y Triptéfano (W)

Una "sustitucion de aminoacidos no conservadora" se refiere a la sustitucién de un miembro de una de
estas clases por un miembro de otra clase. Al realizar tales cambios, de acuerdo con varias realizaciones, puede
considerarse el indice hidropatico de los aminoacidos. A cada aminoacido se le ha asignado un indice hidropatico en
base a sus caracteristicas de hidrofobicidad y carga. Son: isoleucina (+4,5); valina (+4,2); leucina (+3,8); fenilalanina
(+2,8); cisteina/cistina (+2,5); metionina (+1,9); alanina (+1,8); glicina (-0,4); treonina (-0,7); serina (-0,8); triptéfano (-
0,9); tirosina (-1,3); prolina (-1,6); histidina (-3,2); glutamato (-3,5); glutamina (-3,5); aspartato (-3,5); asparagina (-
3,5); lisina (-3,9); y arginina (-4,5).

En la técnica se entiende la importancia del indice hidropatico de aminoacidos para conferir una funcion
biolégica interactiva a una proteina (ver, por ejemplo, Kyte et al., 1982, J. Mol. Biol. 157:105-131). Se sabe que
ciertos aminoacidos pueden sustituirse por otros aminoacidos que tienen un indice o puntuacion hidropatica similar y
todavia conservan una actividad biolégica similar. Al realizar cambios basados en el indice hidropético, en varias
realizaciones, se incluye la sustitucion de aminoacidos cuyos indices hidropaticos estan dentro de +2. En varias
realizaciones, se incluyen los que estan dentro de +1, y en varias realizaciones, se incluyen los que estan dentro de
+0,5.

También se entiende en la técnica que la sustitucion de aminoacidos similares puede realizarse
eficazmente en base a la hidrofilicidad, particularmente cuando la proteina o péptido biolégicamente funcional creado
de este modo esta destinado a ser usado en realizaciones inmunolégicas, como se divulga en la presente. En varias
realizaciones, la hidrofilicidad media local mas alta de una proteina, gobernada por la hidrofilicidad de sus
aminoacidos adyacentes, se correlaciona con su inmunogenicidad y antigenicidad, es decir, con una propiedad
biol6gica de la proteina.

Se han asignado los siguientes valores de hidrofilicidad a estos residuos de aminoacidos: arginina (+3,0);
lisina (+3,0); aspartato (+3,0, +-,1); glutamato (+3,0,+-,1); serina (+0,3); asparagina (+0,2); glutamina (+0,2); glicina
(0); treonina (-0,4); prolina (-0,5, +-,1); alanina (-0,5); histidina (-0,5); cisteina (-1,0); metionina (-1,3); valina (-1,5);
leucina (-1,8); isoleucina (-1,8); tirosina (-2,3); fenilalanina (-2,5) y triptéfano (-3,4). Al realizar cambios basados en
valores de hidrofilicidad similares, en varias realizaciones, se incluye la sustitucion de aminoacidos cuyos valores de
hidrofilicidad estan dentro de +2, en varias realizaciones, se incluyen aquellos que estan dentro de +1, y en varias
realizaciones, se incluyen aquellos dentro de + 0,5.

En la Tabla 1 se muestran sustituciones de aminoacidos ejemplares.

Tabla 1
Sustituciones de aminoacidos
Residuos originales Sustituciones ejemplares Sustituciones preferidas

Ala Val, Leu, lle Val
Arg Lys, Gin, Asn Lys
Asn GIn GIn
Asp Glu Glu
Cys Ser, Ala Ser
GIn Asn Asn
Glu Asp Asp
Gly Pro, Ala Ala
Su Asn, Gin, Lys, Arg Arg
lle Leu, Val, Met, Ala, Leu

Phe, norleucina
Leu Norleucina, lle, lle

Val, Met, Ala, Phe
Lys Arg, &ciddo 1,4 diamino-butirico, Arg
Gin, Asn
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(continuacion)
Sustituciones de aminoécidos

Residuos originales Sustituciones ejemplares Sustituciones preferidas
etM Leu, Phe, lle Leu
Phe Leu, Val, lle, Ala, Tyr Leu
Pro Ala Gly
Ser Thr, Ala, Cys Thr
Thr Ser Ser
Trp Tyr, Phe Tyr
Tyr Trp, Phe, Thr, Ser Phe
Val lle, Met, Leu, Phe, Leu

Ala, Norleucina

Un experto en la técnica podra determinar variantes adecuadas de polipéptidos como se expone en la
presente usando técnicas bien conocidas. En varias realizaciones, un experto en la técnica puede identificar areas
adecuadas de la molécula que pueden cambiarse sin destruir la actividad dirigiendo regiones que no se cree que
sean importantes para la actividad. En otras realizaciones, el experto en la técnica puede identificar residuos y
porciones de las moléculas que se conservan entre polipéptidos similares. En realizaciones adicionales, incluso las
areas que pueden ser importantes para la actividad biolégica o para la estructura pueden estar sujetas a
sustituciones conservadoras de aminoacidos sin destruir la actividad biolégica o sin afectar adversamente a la
estructura del polipéptido.

Ademas, un experto en la técnica puede revisar estudios de estructura-funcién que identifican residuos en
polipéptidos similares que son importantes para la actividad o estructura. En vista de tal comparacion, el experto en
la técnica puede predecir la importancia de los residuos de aminoacidos en un polipéptido que corresponden a los
residuos de aminoacidos importantes para la actividad o estructura en polipéptidos similares. Un experto en la
técnica puede optar por sustituciones de aminoacidos quimicamente similares para tales residuos de aminoacidos
importantes previstos.

Un experto en la técnica también puede analizar la estructura tridimensional y la secuencia de aminoacidos
en relacién con esa estructura en polipéptidos similares. En vista de tal informacion, un experto en la técnica puede
predecir el alineamiento de los residuos de aminodcidos de un polipéptido con respecto a su estructura
tridimensional. En varias realizaciones, un experto en la técnica puede optar por no realizar cambios radicales en los
residuos de aminoacidos que se prevé que estén en la superficie del polipéptido, ya que tales residuos pueden estar
implicados en interacciones importantes con otras moléculas. Ademas, un experto en la técnica puede generar
variantes de prueba que contengan una sustitucion de aminodacidos individual en cada residuo de aminoacido
deseado. A continuacion, las variantes pueden seleccionarse usando ensayos de actividad conocidos por los
expertos en la técnica. Tales variantes podrian usarse para recopilar informaciéon sobre variantes adecuadas. Por
ejemplo, si se descubre que un cambio en un residuo de aminoacido particular da como resultado una actividad
destruida, indeseablemente reducida o inadecuada, pueden evitarse las variantes con tal cambio. En otras palabras,
en base a la informacion recopilada de tales experimentos de rutina, un experto en la técnica puede determinar
facilmente los aminoéacidos en los que deben evitarse sustituciones adicionales, ya sea solas o en combinacion con
otras mutaciones.

El término "fragmento de polipéptido" y "polipéptido truncado" como se usa en la presente se refiere a un
polipéptido que tiene una delecién amino-terminal y/o carboxi-terminal en comparaciéon con una proteina de longitud
completa correspondiente. En varias realizaciones, los fragmentos pueden tener, por ejemplo, por lo menos 5, por lo
menos 10, por lo menos 25, por lo menos 50, por lo menos 100, por lo menos 150, por lo menos 200, por Io menos
250, por lo menos 300, por lo menos 350, por lo menos 400, por lo menos 450, por lo menos 500, por lo menos 600,
por lo menos 700, por lo menos 800, por lo menos 900 o por lo menos 1000 aminodcidos de longitud. En varias
realizaciones, los fragmentos también pueden tener, por ejemplo, como maximo 1000, como maximo 900, como
maximo 800, como maximo 700, como maximo 600, como maximo 500, como maximo 450, como maximo 400,
como maximo 350, como maximo 300, como maximo 250, como maximo 200, como maximo 150, como maximo
100, como maximo 50, como maximo 25, como maximo 10 o como méaximo 5 aminodcidos de longitud. Un
fragmento puede comprender ademas, en uno o en ambos de sus extremos, uno o0 mas aminoacidos adicionales,
por ejemplo, una secuencia de aminoacidos de una proteina de origen natural diferente (por ejemplo, un dominio de
cremallera Fc o leucina) o una secuencia de aminoéacidos artificial (por ejemplo, una secuencia conectora artificial).

Los términos "variante de polipéptido" y "mutante de polipéptido" como se usan en la presente se refieren a
un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos en la que uno o mas residuos de aminoacidos se
insertan, eliminan y/o sustituyen en la secuencia de amino&cidos con respecto a otra secuencia de polipéptidos. En
varias realizaciones, el niumero de residuos de aminoacidos que se insertaran, eliminaran o sustituiran puede ser,
por ejemplo, por lo menos 1, por lo menos 2, por lo menos 3, por lo menos 4, por lo menos 5, por lo menos 10, por lo
menos 25, por lo menos 50, por lo menos 75, por lo menos 100, por lo menos 125, por lo menos 150, por Io menos
175, por lo menos 200, por lo menos 225, por lo menos 250, por lo menos 275, por lo menos 300, por lo menos 350,
por lo menos 400, por lo menos 450 o por lo menos 500 amino&cidos de longitud. Las variantes de la presente
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divulgacion incluyen proteinas de fusién.

Un "derivado" de un polipéptido es un polipéptido que se ha modificado quimicamente, por ejemplo,
conjugacién con otra fraccién quimica como, por ejemplo, polietilenglicol, aloimina (por ejemplo, albdmina de suero
humano), fosforilacion y glicosilacién.

El término "% de identidad de secuencia" se usa indistintamente en la presente con el término "% de
identidad" y se refiere al nivel de identidad de secuencias de aminoacidos entre dos 0 mas secuencias de péptidos o
al nivel de identidad de secuencias de nucleétidos entre dos 0 mas secuencias de nucleétidos, cuando se alinean
usando un programa de alineamiento de secuencias. Por ejemplo, como se usa en la presente, 80% de identidad
significa lo mismo que 80% de identidad de secuencia determinada por un algoritmo definido, y significa que una
secuencia dada es por lo menos un 80% idéntica a otra longitud de otra secuencia. En varias realizaciones, el % de
identidad se selecciona de, por ejemplo, por lo menos un 60%, por lo menos un 65%, por Io menos un 70%, por lo
menos un 75%, por lo menos un 80%, por lo menos un 85%, por lo menos un 90%, por lo menos un 95%, o por lo
menos un 99% o mas de identidad de secuencia con una secuencia dada. En varias realizaciones, el % de identidad
esta en el intervalo de, por ejemplo, de aproximadamente el 60% a aproximadamente el 70%, de aproximadamente
el 70% a aproximadamente el 80%, de aproximadamente el 80% a aproximadamente el 85%, de aproximadamente
el 85% a aproximadamente el 90%, de aproximadamente el 90% a aproximadamente el 95%, o de
aproximadamente el 95% a aproximadamente el 99%.

El término "% de homologia de secuencia” se usa indistintamente en la presente con el término "% de
homologia" y se refiere al nivel de homologia de secuencias de aminoacidos entre dos o mas secuencias de
péptidos o al nivel de homologia de secuencias de nucleotidos entre dos 0 mas secuencias de nucleotidos, cuando
se alinean usando un programa de alineacion de secuencias. Por ejemplo, como se usa en la presente, 80% de
homologia significa lo mismo que 80% de homologia de secuencia determinada por un algoritmo definido y, por
consiguiente, un homologo de una secuencia dada tiene méas del 80% de homologia de secuencia en una longitud
de la secuencia dada. En varias realizaciones, el % de homologia se selecciona de, por ejemplo, por lo menos un
60%, por lo menos un 65%, por lo menos un 70%, por lo menos un 75%, por lo menos un 80%, por lo menos un
85%, por lo menos un 90%, por lo menos un 95%, o por lo menos un 99% o mas de homologia de secuencia con
una secuencia dada. En varias realizaciones el % de homologia se selecciona de, por ejemplo, de aproximadamente
el 60% a aproximadamente el 70%, de aproximadamente el 70% a aproximadamente el 80%, de aproximadamente
el 80% a aproximadamente el 85%, de aproximadamente el 85% a aproximadamente el 90%, de aproximadamente
el 90% a aproximadamente el 95%, o de aproximadamente el 95% a aproximadamente el 99%.

Los programas informaticos ejemplares que pueden usarse para determinar la identidad entre dos
secuencias incluyen, pero no se limitan a, el paquete de programas BLAST, por ejemplo, BLASTN, BLASTX y
TBLASTX, BLASTP y TBLASTN, disponibles publicamente en Internet en el sitio web de NCBI. Ver también Altschul
et al., 1990, J. Mol. Biol. 215:403-10 (con especial referencia a la configuracion predeterminada publicada, es decir,
parametros w=4, t=17) y Altschul et al., 1997, Nucleic Acids Res., 25:3389-3402. Las blusquedas de secuencias se
llevan a cabo tipicamente usando el programa BLASTP cuando se evalla una secuencia de aminoacidos dada con
respecto a las secuencias de aminodcidos en las secuencias de proteinas de GenBank y otras bases de datos
publicas. Se prefiere el programa BLASTX para buscar secuencias de acidos nucleicos que se han traducido en
todos los marcos de lectura frente a secuencias de aminoacidos en las secuencias de proteinas de GenBank y otras
bases de datos publicas. Tanto BLASTP como BLASTX se ejecutan usando los parametros predeterminados de una
penalizacién por espacio abierto de 11,0 y una penalizacién por espacio extendido de 1,0, y utilizan la matriz
BLOSUM-62. Ver id.

Ademas de calcular el porcentaje de identidad de secuencia, el algoritmo BLAST también realiza un analisis
estadistico de la similitud entre dos secuencias (ver, por ejemplo, Karlin & Altschul, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA,
90:5873-5787 (1993)). Una medida de similitud proporcionada por el algoritmo BLAST es la probabilidad de suma
mas pequefa (P(N)), que proporciona una indicacion de la probabilidad por la cual se produciria por casualidad una
coincidencia entre dos secuencias de nucleétidos o aminoacidos. Por ejemplo, un acido nucleico se considera similar
a una secuencia de referencia si la probabilidad de suma mas pequefia en una comparacién del acido nucleico de
prueba con el acido nucleico de referencia es, por ejemplo, como maximo 0,1, como maximo 0,01 o como maximo
0,001.

"Polinucleétido” se refiere a un polimero compuesto por unidades de nucledtidos. Los polinucleétidos
incluyen &cidos nucleicos de origen natural, como acido desoxirribonucleico ("ADN") y acido ribonucleico ("ARN"),
asi como analogos de acidos nucleicos. Los anélogos de acidos nucleicos incluyen aquellos que incluyen bases de
origen no natural, nucleétidos que se acoplan en enlaces con otros nucleétidos distintos del enlace fosfodiéster de
origen natural o que incluyen bases unidas a través de enlaces distintos de los enlaces fosfodiéster. Por tanto, los
analogos de nucleétidos incluyen, por ejemplo y sin limitacion, fosforotioatos, fosforoditioatos, fosforotriésteres,
fosforamidatos, boranofosfatos, metilfosfonatos, metilfosfonatos quirales, 2-O-metil ribonucleétidos, péptido-acidos
nucleicos (PNA) y similares. Tales polinucleétidos pueden sintetizarse, por ejemplo, usando un sintetizador de ADN
automatizado. El término "acido nucleico” se refiere tipicamente a polinucleétidos grandes. EI término
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"oligonucleétido” se refiere tipicamente a polinucledtidos cortos, generalmente no mayores de aproximadamente 50
nucleétidos. Se entendera que cuando una secuencia de nuclettidos esta representada por una secuencia de ADN
(es decir, A, T, G, C), esta también incluye una secuencia de ARN (es decir, A, U, G, C) en la que "U" reemplaza "T."

En la presente se usa notacién convencional para describir secuencias de polinuclettidos: el extremo
izquierdo de una secuencia de polinucleétidos de cadena sencilla es el extremo 5'; la direccién izquierda de una
secuencia de polinucleétidos de cadena doble se denomina direccion 5'. La direccion de la adicién 5" a 3' de
nucleétidos a las transcripciones de ARN nacientes se denomina direccién de transcripcién. La cadena de ADN que
tiene la misma secuencia que un ARNm se denomina "cadena codificante"; las secuencias de la cadena de ADN que
tienen la misma secuencia que un ARNm transcrito a partir de ese ADN y que estan localizadas 5' al extremo 5' de la
transcripcion de ARN se denominan "secuencias cadena en sentido ascendente"; las secuencias en la cadena de
ADN que tienen la misma secuencia que el ARN y que son 3'al extremo 3' de la transcripcién de ARN codificante se
denominan "secuencias en sentido descendente".

"Complementario" se refiere a la compatibilidad topolégica o emparejamiento de superficies interactuantes
de dos polinucledtidos. Por tanto, las dos moléculas pueden describirse como complementarias y, ademas, las
caracteristicas de la superficie de contacto son complementarias entre si. Un primer polinucleétido es
complementario de un segundo polinucleétido si la secuencia de nucledtidos del primer polinucleétido es
sustancialmente idéntica a la secuencia de nucleétidos de la pareja de unién de polinucleétidos del segundo
polinucleétido, o si el primer polinucleétido puede hibridar con el segundo polinucleétido en condiciones de
hibridacién rigurosas.

"Hibridar especificamente con" o "hibridacion especifica" o "hibridar selectivamente con", se refiere a la
unién, duplicacion o hibridacion de una molécula de acido nucleico preferentemente a una secuencia de nucleétidos
particular en condiciones estrictas cuando esa secuencia esta presente en una mezcla compleja de ADN o ARN (por
ejemplo, celular total). El término "condiciones rigurosas” se refiere a las condiciones en las que una sonda se
hibridara preferentemente con su subsecuencia objetivo y, en menor grado, 0 no con otras secuencias. La
"hibridacion rigurosa” y las "condiciones de lavado de hibridacion rigurosas " en el contexto de experimentos de
hibridacion de acidos nucleicos como las hibridaciones Southern y Northern son dependientes de la secuencia y son
diferentes bajo diferentes parametros ambientales. Una guia exhaustiva para la hibridacion de acidos nucleicos
puede encontrarse en Tijssen, 1993, Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology--Hybridization
with Nucleic Acid Probes, parte |, capitulo 2, "Overview of principles of hybridization and the strategy of nucleic acid
probe assays", Elsevier, N.Y.; Sambrook et al., 2001, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, 3.sup.rd ed., NY; y Ausubel et al., eds., Current Edition, Current Protocols in Molecular Biology, Greene
Publishing Associates and Wiley Interscience, NY.

Generalmente, las condiciones de hibridacion y lavado altamente rigurosas se seleccionan para que sean
aproximadamente 52 C mas bajas que el punto de fusion térmico (Tm) para la secuencia especifica a una fuerza
i6nica y un pH definidos. EI Tm es la temperatura (bajo una fuerza i6nica y un pH definidos) a la que el 50% de la
secuencia objetivo se hibrida con una sonda perfectamente adaptada. Se seleccionan condiciones muy estrictas
para que sean iguales al Tm para una sonda particular. Un ejemplo de condiciones de hibridacion estrictas para la
hibridacion de &acidos nucleicos complementarios que tienen mas de aproximadamente 100 residuos
complementarios en un filtro en una transferencia Southern o Northern es formalina al 50% con 1 mg de heparina a
42° G, la hibridacién llevandose a cabo durante la noche. Un ejemplo de condiciones de lavado muy rigurosas es
NaCl 0,15 M a 72° C durante aproximadamente 15 minutos. Un ejemplo de condiciones de lavado rigurosas es un
lavado 0,2 x SSC a 65° C durante 15 minutos. Ver Sambrook et al. para obtener una descripcion del tampdn SSC.
Un lavado de alta rigurosidad puede ir precedido de un lavado de baja rigurosidad para eliminar la sefial de la sonda
de fondo. Un lavado de rigurosidad media ejemplar para un duplex de, por ejemplo, mas de aproximadamente 100
nucleétidos, es 1 x SSC a 45° C durante 15 minutos. Un lavado de baja rigurosidad ejemplar para un duplex de, por
ejemplo, mas de aproximadamente 100 nucleédtidos, es 4-6 x SSC a 40° C durante 15 minutos. En general, una
relacién sefal/ruido de 2 x (0 mayor) que la observada para una sonda no relacionada en el ensayo de hibridacion
particular indica la deteccion de una hibridacién especifica.

"Cebador" se refiere a un polinucleétido que es capaz de hibridar especificamente con una plantilla de
polinucleétidos designada y proporcionar un punto de inicio para la sintesis de un polinucleétido complementario. Tal
sintesis se produce cuando el cebador de polinucleétidos se coloca en condiciones en las que se induce la sintesis,
es decir, en presencia de nucleétidos, una plantilla de polinucleétidos complementaria y un agente de polimerizacién
como la ADN polimerasa. Un cebador es tipicamente de cadena sencilla, pero puede ser de cadena doble. Los
cebadores son tipicamente acidos desoxirribonucleicos, pero una amplia variedad de cebadores sintéticos y
naturales son utiles para muchas aplicaciones. Un cebador es complementario a la plantilla con la que esta disefiado
para hibridar para servir como un sitio para el inicio de la sintesis, pero no es necesario que refleje la secuencia
exacta de la plantilla. En tal caso, la hibridacion especifica del cebador con la plantilla depende de la rigurosidad de
las condiciones de hibridacion. Los cebadores pueden marcarse con, por ejemplo, fracciones cromogénicas,
radiactivas o fluorescentes y usarse como fracciones detectables.
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"Sonda", cuando se usa en referencia a un polinucleétido, se refiere a un polinucleétido que es capaz de
hibridar especificamente con una secuencia designada de otro polinucleétido. Una sonda hibrida especificamente
con un polinucleétido complementario objetivo, pero no necesita reflejar la secuencia complementaria exacta de la
plantilla. En tal caso, la hibridacion especifica de la sonda con el objetivo depende de la rigurosidad de las
condiciones de hibridacion. Las sondas pueden marcarse con, por ejemplo, fracciones cromogénicas, radiactivas o
fluorescentes y usarse como fracciones detectables. En los casos en los que una sonda proporciona un punto de
inicio para la sintesis de un polinucleétido complementario, una sonda también puede ser un cebador.

Un "vector" es un polinucleétido que puede usarse para introducir otro acido nucleico enlazado con él en
una célula. Un tipo de vector es un "plasmido”, que se refiere a una molécula de ADN de cadena doble lineal o
circular en la que pueden ligarse segmentos de acidos nucleicos adicionales. Otro tipo de vector es un vector viral
(por ejemplo, retrovirus defectuosos en la replicacion, adenovirus y virus adenoasociados), en donde pueden
introducirse segmentos de ADN adicionales en el genoma viral. Ciertos vectores son capaces de replicacion
auténoma en una célula huésped en la que se introducen (por ejemplo, vectores bacterianos que comprenden un
origen de replicacién bacteriano y vectores de mamiferos episomales). Otros vectores (por ejemplo, vectores de
mamiferos no episomales) se integran en el genoma de una célula huésped tras su introduccién en la célula
huésped, y por lo tanto se replican junto con el genoma del huésped. Un "vector de expresion" es un tipo de vector
que puede dirigir la expresion de un polinucledtido elegido.

Una "secuencia reguladora" es un acido nucleico que afecta a la expresién (por ejemplo, el nivel, la
cadencia o la localizacion de la expresién) de un acido nucleico al que esta enlazado operativamente. La secuencia
reguladora puede, por ejemplo, ejercer sus efectos directamente sobre el acido nucleico regulado, o mediante la
acciéon de una o mas de otras moléculas (por ejemplo, polipéptidos que se unen a la secuencia reguladora y/o al
acido nucleico). Los ejemplos de secuencias reguladoras incluyen promotores, potenciadores y otros elementos de
control de la expresion (por ejemplo, sefales de poliadenilacién). Ejemplos adicionales de secuencias reguladoras
se describen en, por ejemplo, Goeddel, 1990, Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic
Press, San Diego, Calif. y Baron et al., 1995, Nucleic Acids Res. 23:3605-06. Una secuencia de nucleétidos esta
"operativamente enlazada" con una secuencia reguladora si la secuencia reguladora afecta a la expresion (por
ejemplo, el nivel, la cadencia o la localizaciéon de la expresion) de la secuencia de nucleétidos.

Una "célula huésped" es una célula que puede usarse para expresar un polinucleétido de la divulgacion.
Una célula huésped puede ser una procariota, por ejemplo, E. coli, o puede ser una eucariota, por ejemplo, una
eucariota unicelular (por ejemplo, una levadura u otro hongo), una célula vegetal (por ejemplo, una célula de planta
de tabaco o tomate), una célula animal (por ejemplo, una célula humana, una célula de mono, una célula de
hamster, una célula de rata, una célula de ratén o una célula de insecto) o un hibridoma. Tipicamente, una célula
huésped es una célula cultivada que puede transformarse o transfectarse con un &cido nucleico que codifica un
polipéptido, que luego puede expresarse en la célula huésped. La frase "célula huésped recombinante” puede
usarse para indicar una célula huésped que ha sido transformada o transfectada con un &cido nucleico que se va a
expresar. Una célula huésped también puede ser una célula que comprende el acido nucleico pero que no lo
expresa al nivel deseado a menos que se introduzca una secuencia reguladora en la célula huésped de tal manera
que se enlace operativamente con el acido nucleico. Se entiende que el término célula huésped se refiere no solo a
la célula sujeto particular sino a la progenie o progenie potencial de dicha célula. Como pueden producirse ciertas
modificaciones en generaciones sucesivas debido a, por ejemplo, mutacién o influencia ambiental, tal progenie
puede no ser, de hecho, idéntica a la célula original, pero todavia esta incluida dentro del alcance del término como
se usa en la presente.

El término "molécula aislada" (donde la molécula es, por ejemplo, un polipéptido o un polinucleétido) es una
molécula que en virtud de su origen o fuente de derivacion (1) no estd asociada a componentes asociados de
manera natural que la acompafan en su estado nativo, (2) estd sustancialmente libre de otras moléculas de la
misma especie (3) es expresada por una célula de una especie diferente, o (4) no se encuentra en la naturaleza. Por
tanto, una molécula que se sintetiza quimicamente, o se expresa en un sistema celular diferente de la célula de la
que se origina de manera natural, serd "aislada" de sus componentes asociados de manera natural. Una molécula
también puede quedar sustancialmente libre de componentes asociados de manera natural mediante aislamiento,
usando técnicas de purificacién bien conocidas en la técnica. La pureza u homogeneidad de la molécula puede
ensayarse mediante una serie de medios bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, la pureza de una muestra de
polipéptido puede probarse usando electroforesis en gel de poliacrilamida y tincion del gel para visualizar el
polipéptido usando técnicas bien conocidas en la técnica. Para ciertos propésitos, puede proporcionarse una
resolucion mas alta usando HPLC u otros medios bien conocidos en la técnica para la purificacion.

Una proteina o polipéptido es "sustancialmente puro”, "sustancialmente homogéneo" o "sustancialmente
purificado”" cuando por lo menos aproximadamente del 60% al 75% de una muestra presenta una Unica especie de
polipéptido. El polipéptido o proteina puede ser monomérico o multimérico. Un polipéptido o proteina
sustancialmente puro comprendera tipicamente aproximadamente el 50%, 60%, 70%, 80% o 90% p/p de una
muestra de proteina, mas habitualmente aproximadamente el 95% y, por ejemplo, tendra una pureza superior al
99%. La pureza u homogeneidad de la proteina puede indicarse mediante una serie de medios bien conocidos en la
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técnica, como electroforesis en gel de poliacrilamida de una muestra de proteina, seguido de visualizacién de una
Unica banda de polipéptido tras tefir el gel con una tincion bien conocida en la técnica. Para ciertos propositos,
puede proporcionarse una resolucion mas alta usando HPLC u otros medios bien conocidos en la técnica para la
purificacion.

"Conector" se refiere a una molécula que se une a otras dos moléculas, ya sea de manera covalente o
mediante enlaces iénicos, de van der Waals o de hidrégeno, por ejemplo, una molécula de acido nucleico que se
hibrida con una secuencia complementaria en el extremo 5' y con otra secuencia complementaria en el extremo 3/,
uniendo de este modo dos secuencias no complementarias. Un "conector escindible" se refiere a un conector que
puede degradarse o cortarse de otro modo para separar los dos componentes conectados por el conector escindible.
Los conectores escindibles generalmente se escinden mediante enzimas, tipicamente peptidasas, proteasas,
nucleasas, lipasas y similares. Los conectores escindibles también pueden escindirse por sefales ambientales
como, por ejemplo, actividades enzimdticas especificas, cambios de temperatura, pH, concentraciéon de sal, etc.
cuando hay tal cambio en el entorno después de la transcitosis de las moléculas de fusién a través de una
membrana epitelial polarizada.

"Composicién farmacéutica" se refiere a una composiciéon adecuada para uso farmacéutico en un animal.
Una composicion farmacéutica comprende una cantidad farmacolégicamente eficaz de un agente activo y un
portador farmacéuticamente aceptable. "Cantidad farmacolégicamente eficaz" se refiere a la cantidad de un agente
eficaz para producir el resultado farmacolégico deseado.

"Portador farmacéuticamente aceptable" se refiere a cualquiera de los portadores, vehiculos, tampones y
excipientes farmacéuticos estandar, como una solucién salina tamponada con fosfato, una solucién acuosa al 5% de
dextrosa y emulsiones, como una emulsion de aceite/agua o agua/aceite, y varios tipos de agentes humectantes y/o
adyuvantes. Los portadores y formulaciones farmacéuticas adecuadas se describen en Remington's Pharmaceutical
Sciences, 212 Ed. 2005, Mack Publishing Co, Easton.. Una "sal farmacéuticamente aceptable" es una sal que puede
formularse en un compuesto para uso farmacéutico incluyendo, por ejemplo, sales metalicas (sodio, potasio,
magnesio, calcio, etc.) y sales de amoniaco o aminas organicas.

Los términos "tratar", "tratando" y "tratamiento" se refieren a un método para aliviar o abrogar un trastorno
biolégico y/o por lo menos uno de sus sintomas acompafantes. Como se usa en la presente, "aliviar" una
enfermedad, trastorno o afeccion significa reducir la gravedad y/o la frecuencia de aparicion de los sintomas de la
enfermedad, trastorno o afeccién. Ademas, las referencias en la presente a "tratamiento” incluyen referencias a
tratamiento curativo, paliativo y profilactico.

Polipéptidos de toxina de Cholix modificados

La toxina de Cholix madura (Jorgensen, R. et al., J Biol Chem 283(16): 10671-10678 (2008)), como se usa
en la presente, es una proteina de 70,7 kD y 634 residuos, cuya secuencia se expone en la SEQ ID NO: 1:

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDK
GESIITIGEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGE

DSPASIKISVDELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPS
VSYKAAQKEGSRHKRWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYET
VAGTPKVITVKQGIEQKPVEQRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDD
LSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLDSVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQV
LTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQAADILSLFCPDADKSCVASNNDQANINIESR
SGRSYLPENRAVITPQGVTNWTYQELEATHQALTREGYVFVGYHGTNHVAAQTIVNRI
APVPRGNNTENEEKWGGLYVATHAEVAHGYARIKEGTGEYGLPTRAERDARGVMLRV
YIPRASLERFYRTNTPLENAEEHITQVIGHSLPLRNEAFTGPESAGGEDETVIGWDMAIH
AVAIPSTIPGNAYEELAIDEEAVAKEQSISTKPPYKERKDELK (SEQ ID NO: 1)

En varias realizaciones, la toxina de Cholix tiene una secuencia de aminoacidos que comparte una
homologia observada de, por ejemplo, por lo menos aproximadamente el 75%, por lo menos aproximadamente el
80%, por lo menos aproximadamente el 85%, por lo menos aproximadamente el 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98% o por lo menos aproximadamente el 99% con la secuencia de la SEQ ID NO: 1.

Un &cido nucleico ejemplar que codifica la toxina de Cholix madura se expone en la SEQ ID NO: 2:
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ATGGTCGAAGAAGCTTTAAACATCTTTGATGAATGCCGTTCGCCATGTTCGTTGACCCCGGA
ACCGGGTAAGCCGATTCAATCAAAACTGTCTATCCCTAGTGATGTTGTTCTGGATGAAGGTG
TTCTGTATTACTCGATGACGATTAATGATGAGCAGAATGATATTAAGGATGAGGACAAAGGC
GAGTCCATTATCACTATTGGTGAATTTGCCACAGTACGCGCGACTAGACATTATGTTAATCAA
GATGCGCCTTTTGGTGTCATCCATTTAGATATTACGACAGAAAATGGTACAAAAACGTACTCT
TATAACCGCAAAGAGGGTGAATTTGCAATCAATTGGTTAGTGCCTATTGGTGAAGATTCTCCT
GCAAGCATCAAAATCTCCGTTGATGAGCTCGATCAGCAACGCAATATCATCGAGGTGCCTAA
ACTGTATAGTATTGATCTCGATAACCAAACGTTAGAGCAGTGGAAAACCCAAGGTAATGTTTC
TTTTTCGGTAACGCGTCCTGAACATAATATCGCTATCTCTTGGCCAAGCGTGAGTTACAAAG
CAGCGCAGAAAGAGGGTTCACGCCATAAGCGTTGGGCTCATTGGCATACAGGCTTAGCACT
GTGTTGGCTTGTGCCAATGGATGCTATCTATAACTATATCACCCAGCAAAATTGTACTTTAGG
GGATAATTGGTTTGGTGGCTCTTATGAGACTGTTGCAGGCACTCCGAAGGTGATTACGGTTA
AGCAAGGGATTGAACAAAAGCCAGTTGAGCAGCGCATCCATTTCTCCAAGGGGAATGCGAT
GAGCGCACTTGCTGCTCATCGCGTCTGTGGTGTGCCATTAGAAACTTTGGCGCGCAGTCGC
AAACCTCGTGATCTGACGGATGATTTATCATGTGCCTATCAAGCGCAGAATATCGTGAGTTTA
TTTGTCGCGACGCGTATCCTGTTCTCTCATCTGGATAGCGTATTTACTCTGAATCTTGACGAA
CAAGAACCAGAGGTGGCTGAACGTCTAAGTGATCTTCGCCGTATCAATGAAAATAACCCGG
GCATGGTTACACAGGTTTTAACCGTTGCTCGTCAGATCTATAACGATTATGTCACTCACCATC
CGGGCTTAACTCCTGAGCAAACCAGTGCGGGTGCACAAGCTGCCGATATCCTCTCTTTATTT
TGCCCAGATGCTGATAAGTCTTGTGTGGCTTCAAACAACGATCAAGCCAATATCAACATCGA
GTCTCGTTCTGGCCGTTCATATTTGCCTGAAAACCGTGCGGTAATCACCCCTCAAGGCGTCA
CAAATTGGACTTACCAGGAACTCGAAGCAACACATCAAGCTCTGACTCGTGAGGGTTATGTG
TTCGTGGGTTACCATGGTACGAATCATGTCGCTGCGCAAACCATCGTGAATCGCATTGCCCC
TGTTCCGCGCGGCAACAACACTGAAAACGAGGAAAAGTGGGGCGGGTTATATGTTGCAACT
CACGCTGAAGTTGCCCATGGTTATGCTCGCATCAAAGAAGGGACAGGGGAGTATGGCCTTC
CGACCCGTGCTGAGCGCGACGCTCGTGGGGTAATGCTGCGCGTGTATATCCCTCGTGCTTC
ATTAGAACGTTTTTATCGCACGAATACACCTTTGGAAAATGCTGAGGAGCATATCACGCAAGT
GATTGGTCATTCTTTGCCATTACGCAATGAAGCATTTACTGGTCCAGAAAGTGCGGGCGGGG
AAGACGAAACTGTCATTGGCTGGGATATGGCGATTCATGCAGTTGCGATCCCTTCGACTATC
CCAGGGAACGCTTACGAAGAATTGGCGATTGATGAGGAGGCTGTTGCAAAAGAGCAATCGA
TTAGCACAAAACCACCTTATAAAGAGCGCAAAGATGAACTTAAG (SEQ ID NO: 2)

En varias realizaciones, la toxina de Cholix contiene una secuencia de acidos nucleicos que comparte una
homologia observada de, por ejemplo, por lo menos aproximadamente el 75%, por lo menos aproximadamente el
80%, por lo menos aproximadamente el 85%, por lo menos aproximadamente el 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98% 0 por lo menos aproximadamente el 99% con la secuencia de la SEQ ID NO: 2.

En varias realizaciones, la toxina de Cholix modificada usada en la preparacion de las moléculas de fusion
es una toxina de Cholix truncada, en donde la molécula de fusion tiene la capacidad de activar el receptor para la
carga biolégicamente activa. Una toxina de Cholix truncada como se describe en la presente se identificara por
referencia a los residuos de aminoacidos que comprenden la toxina de Cholix truncada, por ejemplo, una toxina de
Cholix truncada que consiste de los residuos de aminoacidos 1-386 de la SEQ ID NO: 1 se identificara como
Cholix388,

En varias realizaciones, la toxina de Cholix modificada usada en la preparacién de la molécula de fusion es
la toxina de Cholix mutada. Como se describe en la presente, una toxina de Cholix mutada en donde la mutacion
implica una delecién de un residuo de aminoé&cido se identificara por referencia al residuo de amino&cido que se esta
eliminando, por ejemplo, una toxina de Cholix mutada en la que se ha eliminado el aminoécido E581 de la SEQ ID
NO: 1, se identificara como "Cholix AE581". Una toxina de Cholix mutada en donde la mutacion implica la sustitucion
de un residuo de aminodcido se identificara por referencia a la sustitucién de aminoéacido particular en un residuo de
aminoacido especifico. Por tanto, por ejemplo, el término "S30A" indica que el residuo "S" (serina, en el codigo
estandar de una sola letra) en la posicion 30 en la SEQ ID NO: 1 se ha sustituido por una "A" (alanina, en el codigo
de una letra estandar) incluso si el residuo aparece en una toxina de Cholix truncada, y la toxina modifica se
identificara como "CholixS30A",

El dominio la de la toxina de Cholix (aminoacidos 1-265 de la SEQ ID NO: 1) es un "dominio de uni6n al
receptor” que funciona como un ligando para un receptor de la superficie celular y media la unién de la molécula de
fusién a una célula, por ejemplo, el dominio la se unira a un receptor de la superficie celular que esté presente en la
membrana apical de una célula epitelial, con suficiente afinidad para permitir la endocitosis de la molécula de fusién.
El dominio 1a puede unirse a cualquier receptor que se sepa que esta presente en la membrana apical de una célula
epitelial por un experto en la técnica sin limitacion. Por ejemplo, el dominio de unién al receptor puede unirse a a2-
MR. Pueden realizarse sustituciones conservadoras o no conservadoras en la secuencia de aminoacidos del
dominio la, siempre que no se elimine sustancialmente la capacidad para mediar en la unién de la molécula de
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fusién a una célula. En varias realizaciones, las moléculas de fusién comprenden una toxina de Cholix que
comprende un dominio la mutado.

En varias realizaciones, el dominio la comprende un dominio de unién al receptor de células presentadoras
de antigeno (APC). En varias realizaciones, el dominio de unién al receptor de APC es el dominio de reconocimiento
celular del dominio la de Cholix o una porcion del dominio la de Cholix suficiente para acoplarse con un receptor de
superficie celular en las APC.

En varias realizaciones, el dominio de union al receptor de APC se une a un receptor identificado como
presente en una célula dendritica u otra APC. Los ejemplos de receptores de superficie celular en APC pueden
incluir, pero no se limitan a, DEC-205 (CD205), CD207, CD209, CD11a, CD11b, CD11¢c, CD36, CD14, CD50, CD54,
CD58, CD68, CD80, CD83, CD86, CD102, CD3, CD14, CD19, Clec9a, CMFR-44, dectin-1,dectin-2, FLT3, HLA-DR,
LOX-1, MHC 1l, BDCA-1, DC-SIGN, receptores tipo Toll (TLR)-2, -3, -4 y -7, y receptor de a2-macroglobulina ("o2-
MR"). En varias realizaciones, el dominio de union al receptor de APC es a2-MR.

El dominio Il de la toxina de Cholix (aminoacidos 266-386 de la SEQ ID NO: 1) es un "dominio de
transcitosis” que media la transcitosis desde una luz que bordea la superficie apical de una membrana mucosa hasta
el lado basolateral de una membrana mucosa. Como se menciona en la presente, "transcitosis" se refiere al trafico
de la molécula de fusion a través de una célula epitelial polarizada. Dicho trafico permite la liberacion de la carga
biol6gicamente activa de la membrana basolateral de la célula epitelial polarizada. Las moléculas de fusion de la
presente divulgacion pueden comprender una toxina de Cholix modificada que comprende la secuencia de
aminoacidos completa del Dominio Il, o pueden comprender porciones del Dominio Il, siempre que no se elimine
sustancialmente la actividad de transcitosis. Ademas, pueden realizarse sustituciones conservadoras o no
conservadoras en la secuencia de aminodcidos del dominio de ftranscitosis, siempre que no se elimine
sustancialmente la actividad de transcitosis. En la presente se describe un ensayo representativo que puede usarse
de manera rutinaria por un experto en la técnica para determinar si un dominio de transcitosis tiene actividad de
transcitosis. Como se usa en la presente, la actividad de transcitosis no se elimina sustancialmente siempre que la
actividad sea, por ejemplo, por lo menos el 40%, por lo menos el 50%, por o menos el 60%, por lo menos el 70%,
por lo menos el 75%, por lo menos el 80%, por lo menos el 85%, por lo menos el 90%, por lo menos el 95% o por lo
menos el 99% en comparacion con una toxina de Cholix modificada que comprende la secuencia de aminoacidos
completa del Dominio 1.

En varias realizaciones, las moléculas de fusion de origen no natural comprenden una toxina de Cholix
modificada truncada en un residuo de aminoacido dentro del dominio Il de la toxina de Cholix, en donde la molécula
de fusion tiene la capacidad de activar el receptor para la carga biol6gicamente activa. En una realizacion, la toxina
de Cholix truncada es Cholix38 (SEQ ID NO: 3). En una realizacion, la toxina de Cholix truncada es Cholix35 (SEQ
ID NO: 4). En una realizacion, la toxina de Cholix truncada es Cholix#* (SEQ ID NO: 5). En una realizacion, la toxina
de Cholix truncada es Cholix38 (SEQ ID NO: 6). En una realizacion, la toxina de Cholix truncada es Cholix382 (SEQ
ID NO: 7). En una realizacion, la toxina de Cholix truncada es Cholix3®' (SEQ ID NO: 8). En una realizacion, la toxina
de Cholix truncada es Cholix3° (SEQ ID NO: 9). En una realizacion, la toxina de Cholix truncada es Cholix®7® (SEQ
ID NO: 10). En una realizacion, la toxina de Cholix truncada es Cholix37® (SEQ ID NO: 11). En una realizacion, la
toxina de Cholix truncada es Cholix3”7 (SEQ ID NO: 12). En una realizacion, la toxina de Cholix truncada es Cholix378
(SEQ ID NO: 13). En una realizacién, la toxina de Cholix truncada es Cholix®75 (SEQ ID NO: 14). En una realizacion,
la toxina de Cholix truncada es Cholix34 (SEQ ID NO: 15). En una realizacién, la toxina de Cholix truncada es
Cholix®7® (SEQ ID NO: 16). En una realizacion, la toxina de Cholix truncada es Cholix3”? (SEQ ID NO: 17). En una
realizacion, la toxina de Cholix truncada es Cholix3”' (SEQ ID NO: 18). En una realizacién, la toxina de Cholix
truncada es Cholix®7° (SEQ ID NO: 19). En una realizacion, la toxina de Cholix truncada es Cholix3¢° (SEQ ID NO:
20). En una realizacion, la toxina de Cholix truncada es Cholix3%8 (SEQ ID NO: 21). En una realizacion, la toxina de
Cholix truncada es Cholix®¢” (SEQ ID NO: 22). En una realizacion, la toxina de Cholix truncada es Cholix%® (SEQ ID
NO: 23). En una realizacién, la toxina de Cholix truncada es Cholix%5 (SEQ ID NO: 24). En una realizacion, la toxina
de Cholix truncada es Cholix34 (SEQ ID NO: 25). En una realizacién, la toxina de Cholix truncada es Cholix3% (SEQ
ID NO: 26). En una realizacion, la toxina de Cholix truncada es Cholix36? (SEQ ID NO: 27). En una realizacion, la
toxina de Cholix truncada es Cholix3¢' (SEQ ID NO: 28). En una realizacion, la toxina de Cholix truncada es Cholix36°
(SEQ ID NO: 29). En una realizacion, la toxina de Cholix truncada es Cholix3%° (SEQ ID NO: 30). En una realizacion,
la toxina de Cholix truncada es Cholix3%® (SEQ ID NO: 31). En una realizacién, la toxina de Cholix truncada es
Cholix3%7(SEQ ID NO: 32). En una realizacion, la toxina de Cholix truncada es Cholix3% (SEQ ID NO: 33). En una
realizacion, la toxina de Cholix truncada es Cholix®%® (SEQ ID NO: 34). En una realizacion, la toxina de Cholix
truncada es Cholix®%* (SEQ ID NO: 35). En una realizacion, la toxina de Cholix truncada es Cholix3%® (SEQ ID NO:
36). En una realizacion, la toxina de Cholix truncada es Cholix3%? (SEQ ID NO: 37). En una realizacion, la toxina de
Cholix truncada es Cholix3®' (SEQ ID NO: 38). En una realizacion, la toxina de Cholix truncada es Cholix®° (SEQ ID
NO: 39). En una realizacion, la toxina de Cholix truncada es Cholix34° (SEQ ID NO: 40). En una realizacion, la toxina
de Cholix truncada es Cholix3*® (SEQ ID NO: 41).

El Dominio Ib de la toxina de Cholix (aminoacidos 387-425 de la SEQ ID NO: 1) no es esencial para
ninguna actividad conocida de Cholix, incluyendo la unién celular, la translocacion, la retencién de ER o la actividad
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de ribosilacion de ADP. En varias realizaciones, las moléculas de fusion que no se producen de manera natural
comprenden una toxina de Cholix modificada truncada en un residuo de amino&cido dentro del dominio Ib de la
toxina de Cholix, en donde la molécula de fusion tiene la capacidad de activar el receptor para la carga
biolégicamente activa. En una realizacion, la toxina de Cholix truncada es Cholix*?® (SEQ ID NO: 42). En una
realizacion, la toxina de Cholix truncada es Cholix*?* (SEQ ID NO: 43). En una realizacién, la toxina de Cholix
truncada es Cholix*?® (SEQ ID NO: 44). En una realizacion, la toxina de Cholix truncada es Cholix*??2 (SEQ ID NO:
45). En una realizacion, la toxina de Cholix truncada es Cholix*' (SEQ ID NO: 46). En una realizacion, la toxina de
Cholix truncada es Cholix*? (SEQ ID NO: 47). En una realizacion, la toxina de Cholix truncada es Cholix*'® (SEQ ID
NO: 48). En una realizacién, la toxina de Cholix truncada es Cholix*'® (SEQ ID NO: 49). En una realizacion, la toxina
de Cholix truncada es Cholix#'” (SEQ ID NO: 50). En una realizacién, la toxina de Cholix truncada es Cholix*'® (SEQ
ID NO: 51). En una realizacion, la toxina de Cholix truncada es Cholix*'5 (SEQ ID NO: 52). En una realizacion, la
toxina de Cholix truncada es Cholix*'* (SEQ ID NO: 53). En una realizacion, la toxina de Cholix truncada es Cholix*'3
(SEQ ID NO: 54). En una realizacion, la toxina de Cholix truncada es Cholix*'? (SEQ ID NO: 55). En una realizacion,
la toxina de Cholix truncada es Cholix*'' (SEQ ID NO: 56). En una realizacién, la toxina de Cholix truncada es
Cholix#19 (SEQ ID NO: 57). En una realizacién, la toxina de Cholix truncada es Cholix*%®® (SEQ ID NO: 58). En una
realizacion, la toxina de Cholix truncada es Cholix*%® (SEQ ID NO: 59). En una realizacion, la toxina de Cholix
truncada es Cholix4%” (SEQ ID NO: 60). En una realizacién, la toxina de Cholix truncada es Cholix*%® (SEQ ID NO:
61). En una realizacion, la toxina de Cholix truncada es Cholix*% (SEQ ID NO: 62). En una realizacion, la toxina de
Cholix truncada es Cholix*%* (SEQ ID NO: 63). En una realizacion, la toxina de Cholix truncada es Cholix*%® (SEQ ID
NO: 64). En una realizacién, la toxina de Cholix truncada es Cholix*®? (SEQ ID NO: 65). En una realizacion, la toxina
de Cholix truncada es Cholix*®' (SEQ ID NO: 66). En una realizacion, la toxina de Cholix truncada es Cholix*® (SEQ
ID NO: 67). En una realizacion, la toxina de Cholix truncada es Cholix3® (SEQ ID NO: 68). En una realizacion, la
toxina de Cholix truncada es Cholix3% (SEQ ID NO: 69). En una realizacion, la toxina de Cholix truncada es Cholix3%”
(SEQ ID NO: 70). En una realizacién, la toxina de Cholix truncada es Cholix®% (SEQ ID NO: 71). En una realizacion,
la toxina de Cholix truncada es Cholix3% (SEQ ID NO: 72). En una realizacién, la toxina de Cholix truncada es
Cholix3®* (SEQ ID NO: 73). En una realizacién, la toxina de Cholix truncada es Cholix3% (SEQ ID NO: 74). En una
realizacion, la toxina de Cholix truncada es Cholix3% (SEQ ID NO: 75). En una realizacion, la toxina de Cholix
truncada es Cholix®®! (SEQ ID NO: 76). En una realizacion, la toxina de Cholix truncada es Cholix3%° (SEQ ID NO:
77). En una realizacion, la toxina de Cholix truncada es Cholix38® (SEQ ID NO: 78). En una realizacion, la toxina de
Cholix truncada es Cholix®88 (SEQ ID NO: 79). En una realizacion, la toxina de Cholix truncada es Cholix38” (SEQ ID
NO: 80).

El dominio Ill de la toxina de Cholix (aminoacidos 426-634 de la SEQ ID NO: 1) es responsable de la
citotoxicidad e incluye una secuencia de retencién del reticulo endoplasmico. El dominio Il media la ribosilacion de
ADP del factor de alargamiento 2 ("EF2"), que inactiva la sintesis de proteinas. Un Cholix que "carece de actividad
de ribosilacién de ADP endoégena” o un "Cholix desintoxicado" se refiere a cualquier Cholix descrito en la presente
(incluyendo las variantes modificadas) que no comprende el dominio Il de Cholix o que se ha modificado dentro del
dominio Ill de una manera que desintoxica la molécula. Por ejemplo, la delecién del residuo de acido glutamico (Glu)
en la posicion de amino&cidos 581 de la SEQ ID NO: 1 desintoxica la molécula. Este Cholix desintoxicado se conoce
como "Cholix AE581". En varias realizaciones, la porcion del dominio Il de Cholix distinta de la sefal de retencion de
ER puede reemplazarse por otra secuencia de amino&cidos. Esta secuencia de aminoacidos puede ser en si misma
no inmunogénica, levemente inmunogénica o altamente inmunogénica. Es preferible un dominio de retencién de ER
altamente inmunogénico para su uso para provocar una respuesta inmune humoral. Por ejemplo, el dominio Il de
Cholix es en si mismo altamente inmunogénico y puede usarse en moléculas de fusion donde se desea una
respuesta inmune humoral robusta.

Como se usa en la presente, "una secuencia de Cholix desintoxicada" puede ser una secuencia de longitud
completa o porciones de la secuencia de longitud completa. Generalmente, una secuencia de Cholix desintoxicada
tiene uno o mas dominios o porciones de dominios con ciertas actividades bioldgicas de una Cholix desintoxicada,
como un dominio de reconocimiento celular, un dominio de translocacién o un dominio de retencién del reticulo
endoplasmico. Por ejemplo, una secuencia de Cholix desintoxicada puede incluir solo el dominio Il y el dominio I
desintoxicado. En otro ejemplo, una secuencia de Cholix desintoxicada puede incluir solo el dominio la, el dominio Il
y el dominio Il desintoxicado. En otro ejemplo, una secuencia de Cholix desintoxicada puede incluir todos los
dominios la, Ib, Il 'y Il desintoxicado. Por lo tanto, una secuencia de Cholix desintoxicada puede ser una secuencia
contigua de Cholix nativo, o puede ser una secuencia compuesta por subsecuencias no contiguas del Cholix nativo
que carece de actividad de ribosilacion de ADP. En una realizacion de la presente divulgacién, la molécula de fusion
de origen no natural comprende una toxina de Cholix modificada mutada, designada en la presente como toxina de
Cholix AE581, que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 81.

Carga bioldgicamente activa
Ademés del polipéptido de la toxina de Cholix modificado, las moléculas de fusion de la presente
divulgacion comprenden ademas una carga biolégicamente activa para su administracion a un sujeto. Una "carga

biol6gicamente activa" como se usa en la presente incluye, pero no se limita a: una macromolécula, molécula
pequenia, péptido, polipéptido, acido nucleico, ARNm, miARN, ARNhc, ARNip, molécula antisentido, anticuerpo,
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ADN, plasmido, vacuna, nanoparticula polimérica o material cataliticamente activo.

En varias realizaciones, la carga biolégicamente activa es una macromolécula que puede realizar una
actividad biolégica deseable cuando se introduce en el torrente sanguineo del sujeto. Por ejemplo, la carga
biol6gicamente activa puede tener actividad de union al receptor, actividad enzimatica, actividad de mensajero (es
decir, actuar como una hormona, citoquina, neurotransmisor u otra molécula de sefalizacion), actividad luminiscente
u otra actividad detectable, o actividad reguladora, o cualquier combinacién de las mismas. En ciertas realizaciones
de diagnéstico, la carga biolégicamente activa puede conjugarse con o puede ser ella misma una fraccion emisora
de rayos gamma farmacéuticamente aceptable, incluyendo pero no limitado a, indio y tecnecio, particulas
magnéticas, materiales radiopacos como aire o bario y compuestos fluorescentes.

En varias realizaciones, la carga biolégicamente activa de la molécula de fusién puede ejercer sus efectos
en compartimentos biolégicos del sujeto distintos de la sangre del sujeto. Por ejemplo, en varias realizaciones, la
carga biolégicamente activa puede ejercer sus efectos en el sistema linfatico. En otras realizaciones, la carga
biolégicamente activa puede ejercer sus efectos en un 6rgano o tejido como, por ejemplo, el higado, corazén,
pulmones, pancreas, riidn, cerebro, médula 6sea, etc. del sujeto. En tales realizaciones, la carga puede estar
presente 0 no en la sangre, la linfa u otro fluido biolégico en concentraciones detectables, pero aun puede
acumularse en concentraciones suficientes en su sitio de accion para ejercer un efecto bioldgico.

En varias realizaciones, la carga bioldgicamente activa es una proteina que comprende mas de una
subunidad polipeptidica. Por ejemplo, la proteina puede ser un dimero, un trimero o un multimero de orden superior.
En varias realizaciones, dos o mas subunidades de la proteina pueden conectarse con un enlace covalente como,
por ejemplo, un enlace disulfuro. En otras realizaciones, las subunidades de la proteina pueden mantenerse juntas
con interacciones no covalentes. Un experto en la técnica puede identificar rutinariamente tales proteinas y
determinar si las subunidades estan asociadas apropiadamente usando, por ejemplo, un inmunoensayo.

En varias realizaciones, la carga biolégicamente activa a administrar se selecciona de, por ejemplo,
citoquinas y receptores de citoquinas como Interleucina-1 (IL-1), IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-
11, IL-12, IL-13, IL-14, IL-15, IL-16, IL-17, IL-18, IL-19, IL-20, IL-21, IL-22, IL-23, IL-24, IL-25, IL-26, IL-27, IL-28, IL-
29, IL-30, factor inhibidor de linfocina, factor estimulante de colonias de macroéfagos, factor de crecimiento derivado
de plaquetas, factor de células madre, factor de crecimiento tumoral 8, factor de necrosis tumoral, linfotoxina, Fas,
factor estimulante de colonias de granulocitos, factor estimulante de colonias de granulocitos macrofagos, interferon-
a, interferon-B, interferon-y, factores de crecimiento y hormonas de proteinas como eritropoyetina, angiogenina,
factor de crecimiento de hepatocitos, factor de crecimiento de fibroblastos, factor de crecimiento de keratinocitos,
factor de crecimiento nervioso, factor de crecimiento tumoral a, trombopoyetina, factor estimulante de la tiroides,
hormona liberadora de tiroides, neurotrofina, factor de crecimiento epidérmico, VEGF, factor neurotroéfico ciliar, LDL,
somatomedina, factor de crecimiento de insulina, factor de crecimiento similar a la insulina | y Il, quimiocinas como
ENA-78, ELC, GRO-a, GRO-B, GRO-y, HRG, LEF, IP-10, MCP-1, MCP-2, MCP-3, MCP-4, MIP-1-a, MIP-1-3, MG,
MDC, NT-3, NT-4, SCF, LIF, leptina, RANTES, linfotactina, eotaxina-1, eotaxina-2, TARC, TECK, WAP-1, WAP-2,
GCP-1, GCP-2; receptores de a-quimiocinas, por ejemplo, CXCR1, CXCR2, CXCR3, CXCR4, CXCR5, CXCRS,
CXCRY7; y receptores de B-quimiocinas, por ejemplo, CCR1, CCR2, CCR3, CCR4, CCR5, CCR6, CCR?7.

Otros ejemplos de carga biolégicamente activa que pueden administrarse de acuerdo con la presente
divulgacion incluyen, pero no se limitan a, compuestos antineoplasicos como nitrosoureas, por ejemplo, carmustina,
lomustina, semustina, estrepzotocina; metilhidrazinas, por ejemplo, procarbazina, dacarbazina; hormonas
esteroideas, por ejemplo, glucocorticoides, estrogenos, progestagenos, andrégenos, tetrahidrodesoxicaricosterona;
compuestos inmunoactivos como inmunosupresores, por ejemplo, pirimetamina, trimetopterina, penicilamina,
ciclosporina, azatioprina; e inmunoestimulantes, por ejemplo, levamisol, ditiocarbamato de dietilo, encefalinas,
endorfinas; compuestos antimicrobianos como antibiéticos, por ejemplo, B-lactama, penicilina, cefalosporinas,
carbapenims y monobactamas, inhibidores de f-lactamasa, aminoglucésidos, macrdlidos, tetraciclinas,
espectinomicina; antipalidicos, amebicidas; antiprotazoarios; antifingicos, por ejemplo, anfotericina B, antivirales,
por ejemplo, aciclovir, idoxuridina, ribavirina, ftrifluridina, vidarbina, ganciclovir; parasiticidas; antihalminticos;
radiofarmacos; farmacos gastrointestinales; compuestos hematologicos; inmunoglobulinas; proteinas de coagulacién
de la sangre, por ejemplo, factor antihemofilico, complejo de factor IX; anticoagulantes, por ejemplo, dicumarol,
heparina Na; inhibidores de fibrolisina, por ejemplo, acido tranexamico; farmacos cardiovasculares; farmacos
antiadrenérgicos periféricos; farmacos antihipertensivos de accién central, por ejemplo, metildopa, metildopa HCI;
vasodilatadores directos antihipertensivos, por ejemplo, diazéxido, hidralazina HCI; farmacos que afectan al sistema
renina-angiotensina; vasodilatadores periféricos, por ejemplo, fentolamina; farmacos antianginosos; glucésidos
cardiacos; inodilatadores, por ejemplo, amrinona, milrinona, enoximona, fenoximona, imazodan, sulmazol;
antiarritmicos; bloqueadores de la entrada de calcio; farmacos que afectan a los lipidos en sangre, por ejemplo,
ranitidina, bosentan, rezulin; farmacos respiratorios; farmacos simpatomiméticos, por ejemplo, albuterol, mesilato de
bitolterol, HCI de dobutamina, HCI de dopamina, efedrina So, epinefrina, HCI de fenfluramina, HCI de isoproterenol,
HCI de metoxamina, bitartrato de norepinefrina, HCI de fenilefrina, HCI de ritodrina; farmacos colinomiméticos, por
ejemplo, acetilcolina CI; anticolinesterasas, por ejemplo, edrofonio CI; reactivadores de colinesterasa; farmacos
blogueantes adrenérgicos, por ejemplo, acebutolol HCI, atenolol, esmolol HCI, labetalol HCI, metoprolol, nadolol,
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mesilato de fentolamina, propanolol HCI; farmacos antimuscarinicos, por ejemplo, metiloromuro de anisotropina,
atropina SO, clinidium Br, glicopirrolato, ipratropio Br, escopolamina HBr; farmacos blogueadores neuromusculares;
farmacos despolarizantes, por ejemplo, besilato de atracurio, hexafluorenio Br, yoduro de metocurina, succinilcolina
Cl, tubocurarina CI, vecuronio Br; relajantes musculares de accion central, por ejemplo, baclofeno;
neurotransmisores y agentes neurotransmisores, por ejemplo, acetilcolina, adenosina, trifosfato de adenosina;
neurotransmisores de aminoacidos, por ejemplo, aminoacidos excitadores, GABA, glicina; neurotransmisores de
amina biogénica, por ejemplo, dopamina, epinefrina, histamina, norepinefrina, octopamina, serotonina, tiramina;
neuropéptidos, éxido nitrico, toxinas de los canales de K*; farmacos antiparkinsonianos, por ejemplo, amaltidina HCI,
mesilato de benztropina, carbidopa; farmacos diuréticos, por ejemplo, diclorfenamida, metazolamida,
bendroflumetiazida, politiazida; farmacos antimigrafiosos, por ejemplo, mesilato de carboprost trometamina, maleato
de metisergida.

Otros ejemplos mas de carga biolégicamente activa que pueden administrarse de acuerdo con la presente
divulgacién incluyen, pero no se limitan a, hormonas como hormonas pituitarias, por ejemplo, gonadotropina
coridnica, cosintropina, menotropinas, somatotropina, iorticotropina, protirelina, tirotropina, vasopresina, lipresina.;
hormonas suprarrenales, por ejemplo, dipropionato de beclometasona, betametasona, dexarnetasona, triamcinolona;
hormonas pancredticas, por ejemplo, glucagén, insulina; hormona paratiroidea, por ejemplo, dihidroquisterol;
hormonas tiroideas, por ejemplo, calcitonina etidronato disédico, levotiroxina Na, liotironina Na, liotrix, tiroglobulina,
acetato de teriparatida; farmacos antitiroideos; hormonas estrogénicas; progestinas y antagonistas; anticonceptivos
hormonales; hormonas testiculares; hormonas gastrointestinales, por ejemplo, colecistoquinina, enteroglicano,
galanina, polipéptido inhibidor gastrico, factor de crecimiento epidérmico-uragastrona, polipéptido inhibidor gastrico,
péptido liberador de gastrina, gastrinas, pentagastrina, tetrasatrina, motilina, péptido YY, secretina, péptido intestinal
vasoactivo, o sincalide.

Otros ejemplos mas de carga biolégicamente activa que pueden administrarse de acuerdo con la presente
divulgacion incluyen, pero no se limitan a, enzimas como hialuronidasa, estreptoquinasa, activador de plasminégeno
tisular, uroquinasa, PGE-adenosina desaminasa; anestésicos intravenosos como droperidol, etomidato, citrato de
fetanilo/droperidol, hexobarbital, ketamina HCI, metohexital Na, tiamilal Na, tiopental Na; antiepilépticos, por ejemplo,
carbamazepina, clonazepam, divalproex Na, etosuximida, mefeniloina, parametadiona, feniloina, primidona. En
varias realizaciones, la carga biologicamente activa es una enzima seleccionada de hialuronidasa, estreptoquinasa,
activador de plasminégeno tisular, uroquinasa, PGE-adenosina desaminasa.

Otros ejemplos méas de carga biolégicamente activa que pueden administrarse de acuerdo con la presente
divulgacion incluyen, pero no se limitan a, agentes quimioterapéuticos como quimioterapia o agentes antitumorales
que son eficaces contra varios tipos de canceres humanos incluyendo leucemia, linfomas, carcinomas, sarcomas,
mielomas, etc. como, por ejemplo, doxorrubicina, mitomicina, cisplatino, daunorrubicina, bleomicina, actinomicina D y
neocarzinostatina.

Moduladores de la inflamacion (interleucina-10 y citoquinas relacionadas)

La interleucina-10 (IL-10) es una importante citoquina inmunorreguladora producida por muchas
poblaciones celulares y cuya principal funcion biolégica parece ser la limitacion y terminacion de las respuestas
inflamatorias y la regulacién de la diferenciacion y proliferacién de varias células inmunes como las células T, células
B, células asesinas naturales, células presentadoras de antigenos, mastocitos y granulocitos. Los datos mas
recientes sugieren que la IL-10 también media las propiedades inmunoestimuladoras que ayudan a eliminar las
particulas infecciosas y no infecciosas con inflamacion limitada; Asadullah et al., Pharmacol Rev, 55:241-269, 2003.
Ademas, numerosas investigaciones sugieren un impacto importante de IL-10 sobre enfermedades inflamatorias,
malignas y autoinmunes, y se descubrié que la sobreexpresién de IL-10 en ciertos tumores como el melanoma, el
carcinoma de células basales y de células escamosas y varios linfomas; Id. Se han descubierto cinco nuevas
moléculas humanas relacionadas estructuralmente con IL-10, IL-19 (Gallagher et al., Genes Immun., 1:442-450,
2000); IL-20 (Blumberg et al., Cell, 104:9-19, 2001), IL-22 (Dumoutier et al., Genes Immun., 1:488-494, 2000), IL-24
(Jiang et al., Oncogene, 11:2477-2486, 1995) e IL-26 (Knappe et al., J. Virol., 74:3881-3887, 2000) y los datos
sugieren que las células inmunes son una fuente importante de los nuevos miembros de la familia de IL-10; Wolk et
al., J. Immunol., 168:5397-5402, 2002.

Aunque hubo algunos resultados prometedores de la administracion de IL-10 en el curso de varias
enfermedades inflamatorias en modelos experimentales, varios estudios clinicos que evaltan la IL-10 como agente
terapéutico para el tratamiento de trastornos inflamatorios y/o inmunes siguen siendo algo decepcionantes, con gran
parte de la los datos en conflicto; Asadullah et al., Pharmacol Rev, 55:241-269, 2003.. En general, los datos sugieren
que la IL-10 es segura y generalmente bien tolerada; sin embargo, la concentracién local final de IL-10 en el intestino
después de la administracion sistémica con dosis estandar es demasiado baja, lo que da como resultado una
eficacia s6lo marginal. Id. Desafortunadamente, la capacidad para aumentar suficientemente las dosis es limitada
debido a los efectos secundarios (por ejemplo, anemia, dolor de cabeza), y existe la preocupacion de que dosis mas
altas de IL-10 administrada sistémicamente puedan ser perjudiciales en lugar de Utiles en ciertas indicaciones, por
ejemplo, Crohn’s; Herfarth et al, Gut, 50(2): 146-147, 2002.
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En varias realizaciones, la carga biol6gicamente activa es un polipéptido que se ha determinado que es un
modulador de la inflamacién en el tracto Gl seleccionado de, por ejemplo, interleucina-10, interleucina-19,
interleucina-20, interleucina-22, interleucina-24, o interleucina-26.

La interleucina-10 (IL-10) se identifico por primera vez como un producto de la célula T colaboradora tipo 2
y mas tarde se demostré que era producida por otros tipos de células, incluyendo las células B y los macréfagos
(Moore et al., Annu Rev Immunol, 19:683- 765, 2001). También inhibe la sintesis de varias citoquinas producidas a
partir de células T colaboradoras de tipo 1, como interferon y, IL-2 y factor de necrosis tumoral a (TNF-a) (Fiorentino
et al., J Immunol, 146:3444- 3451, 1991). La capacidad de la IL-10 para inhibir los moduladores de la respuesta
inmunitaria mediada por células y suprimir las respuestas de las células T dependientes de las células presentadoras
de antigenos demuestra que la IL-10 tiene propiedades inmunosupresoras. Esta citoquina también inhibe la
produccion de monocitos/macréfagos de otras citoquinas como IL-1, IL-6, IL-8, factor estimulante de colonias de
granulocitos-macréfagos (GM-CSF), factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) y TNF-a.

La proteina IL-10 forma un dimero funcional que se vuelve bioldgicamente inactivo tras la interrupcion de
las interacciones no covalentes que conectan sus dos subunidades monoméricas. El extremo N-terminal no parece
estar implicado directamente con la activacién del receptor de IL-10. Por tanto, en un aspecto de la divulgacién, se
construye una molécula de fusién mediante conjugacion a través del extremo N-terminal de la proteina IL-10 con el
extremo C-terminal de una toxina de Cholix modificada usando un conector escindible. Tal constructo puede resultar
en un dimero en solucién como resultado de las interacciones de IL-10.

En varias realizaciones, la carga biologicamente activa es interleucina-10 humana que tiene la secuencia de
aminodcidos expuesta en la SEQ ID NO: 82:

MHSSALLCCLVLLTGVRASPGQGTQSENSCTHFPGNLPNMLRDLRDAFSRVKTFFQM
KDQLDNLLLKESLLEDFKGYLGCQALSEMIQFYLEEVMPQAENQDPDIKAHVNSLGENL
KTLRLRLRRCHRFLPCENKSKAVEQVKNAFNKLQEKGIYKAMSEFDIFINYIEAYMTMKI
RN (SEQ ID NO: 82)

o un fragmento o variante de la misma.

En varias realizaciones, la carga biolégicamente activa contiene una secuencia de aminoacidos que
comparte una homologia observada de, por ejemplo, por lo menos aproximadamente el 75%, por lo menos
aproximadamente el 80%, por lo menos aproximadamente el 85%, por 10 menos aproximadamente el 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o por lo menos aproximadamente el 99% con la secuencia de la SEQ ID NO:
82.

IL-19 una citoquina que pertenece a la subfamilia de citoquinas IL-10. Se ha descubierto que esta citoquina
se expresa preferentemente en monocitos. Puede unirse al complejo del receptor de IL-20 y llevar a la activacion del
transductor de sefales y activador de la transcripcién 3 (STAT3) (Yamamoto-Furusho JK, et al. Hum Immunol,
72(11):1029-32, 2011). En varias realizaciones, la carga biolégicamente activa es interleucina-19 humana que tiene
la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 83:

MKLQCVSLWLLGTILILCSVDNHGLRRCLISTDMHHIEESFQEIKRAIQAKDTFPNVTILST
LETLQIIKPLDVCCVTKNLLAFYVDRVFKDHQEPNPKILRKISSIANSFLYMQKTLRQCQE
QRQCHCRQEATNATRVI HDNYDQLEVHAAAIKSLGELDVFLAWINKNHEVMSSA
(SEQ ID NO: 83)

o un fragmento o variante de la misma.

En varias realizaciones, la carga biolégicamente activa contiene una secuencia de aminoacidos que
comparte una homologia observada de, por ejemplo, por lo menos aproximadamente el 75%, por lo menos
aproximadamente el 80%, por lo menos aproximadamente el 85%, por 10 menos aproximadamente el 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o por lo menos aproximadamente el 99% con la secuencia de la SEQ ID NO:
83.

IL-20 es una citoquina relacionada estructuralmente con la interleucina 10 (IL-10). Se ha demostrado que
esta citoquina transduce su sefal a través del transductor de sefales y activador de la transcripcién 3 (STAT3) en
los queratinocitos. Se ha descubierto que un receptor especifico para esta citoquina se expresa en la piel y se regula
por incremento dramaticamente en la piel psoriasica, lo que sugiere un papel de esta proteina en la funcién
epidérmica y la psoriasis (Yamamoto-Furusho JK, et al. Immunol Lett, 149(1-2):50-3 2013). En varias realizaciones,
la carga bioldégicamente activa es la interleucina-20 humana que tiene la secuencia de amino&cidos expuesta en la
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SEQ ID NO: 84:

MKASSLAFSLLSAAFYLLWTPSTGLKTLNLGSCVIATNLQEIRNGFSEIRGSVQAKDGNI
DIRILRRTESLQDTKPANRCCLLRHLLRLYLDRVFKNYQTPDHYTLRKISSLANSFLTIKK
DLRLCHAHMTCHCGEEAMK KYSQILSHFEKLEPQAAVVKALGELDILLQWMEETE
(SEQ ID NO: 84)

o un fragmento o variante de la misma.

En varias realizaciones, la carga biolégicamente activa contiene una secuencia de aminoacidos que
comparte una homologia observada de, por ejemplo, por lo menos aproximadamente el 75%, por lo menos
aproximadamente el 80%, por lo menos aproximadamente el 85%, por 10 menos aproximadamente el 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o por lo menos aproximadamente el 99% con la secuencia de la SEQ ID NO:
84.

IL-22 es una citoquina relacionada estructuralmente con la interleucina 10 (IL-10). Las células T
(Th22)CD4(+) secretoras de IL-22 y la IL-22 estan implicadas en la patogénesis de las enfermedades autoinmunes y
pueden desempenfar un papel importante en la patogenia de la NMO y la EM (Xu et al., J Neuroimmunol., Agosto
15;261(1-2):87-91, 2013). En varias realizaciones, la carga biolégicamente activa es interleucina-22 humana que
tiene la secuencia de aminodacidos expuesta en la SEQ ID NO: 85:

MAALQKSVSSFLMGTLATSCLLLLALLVQGGAAAPISSHCRLDKSNFQQPYITNRTFML
AKEASLADNNTDVRLIGEKLFHGVSMSERCYLMKQVLNFTLEEVLFPQSDRFQPYMQE
VVPFLARLSNRLSTCHIEGDDLHIQRNVQKLKDTVKKLGESGEIKAIGELDLLFMSLRNA
CI (SEQ ID NO: 85)

o un fragmento o variante de la misma.

En varias realizaciones, la carga biolégicamente activa contiene una secuencia de aminoacidos que
comparte una homologia observada de, por ejemplo, por lo menos aproximadamente el 75%, por lo menos
aproximadamente 80%, por lo menos aproximadamente 85%, por lo menos aproximadamente 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o por lo menos aproximadamente el 99% con la secuencia de la SEQ ID NO: 85.

IL-24 es una citoquina relacionada estructuralmente con la interleucina 10 (IL-10) que puede inducir la
apoptosis selectivamente en varias células cancerosas. La sobreexpresion de este gen lleva a una expresién
elevada de varios genes de la familia GADD, que se correlaciona con la induccion de apoptosis. La fosforilacién de
la proteina quinasa 14 activada por mitdgenos (MAPK7/P38) y la proteina 1 de choque térmico de 27 kDa
(HSPB2/HSP27) son inducidas por este gen en células de melanoma, pero no en melanocitos inmortales normales
(Lin BW, et al., J Korean Med Sci, 28(6):833-9, 2013). En varias realizaciones, la carga biol6gicamente activa es
interleucina-24 humana que tiene la secuencia de aminoécidos expuesta en la SEQ ID NO: 86:

MNFQQRLQSLWTLASRPFCPPLLATASQMQMVVLPCLGFTLLLWSQVSGAQGQEFHF
GPCQVKGVVPQKLWEAFWAVKDTMQAQDNITSARLLQQEVLQNVSDAESCYLVHTLL
EFYLKTVFKNYHNRTVEVRTLKSFSTLANNFVLIVSQLQPSQENEMFSIRDSAHRRFLLF
RRAFKQLDVEAALTKALGEVDILLTWMQKFYKL (SEQ ID NO: 86)

o un fragmento o variante de la misma.

En varias realizaciones, la carga biolégicamente activa contiene una secuencia de aminoacidos que
comparte una homologia observada de, por ejemplo, por lo menos aproximadamente el 75%, por lo menos
aproximadamente el 80%, por lo menos aproximadamente el 85%, por 10 menos aproximadamente el 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o por lo menos aproximadamente el 99% con la secuencia de la SEQ ID NO:
86.

IL-26 se identificd por su sobreexpresion especificamente en células T transformadas con saimiri del virus
del herpes. La proteina codificada es un miembro de la familia IL-10 de citoquinas. Es una proteina secretada y
puede funcionar como homodimero. Se piensa que esta proteina contribuye al fenotipo transformado de las células
T después de la infeccion por herpesvirus saimiri (Corvaisier M, et al. PLoS Biol, 10(9):e1001395, 2012). En varias
realizaciones, la carga biolégicamente activa es interleucina-26 humana que tiene la secuencia de aminoacidos
expuesta en la SEQ ID NO: 87:
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MLVNFILRCGLLLVTLSLAIAKHKQSSFTKSCYPRGTLSQAVDALYIKAAWLKATIPEDRI
KNIRLLKKKTKKQFMKNCQFQEQLLSFFMEDVFGQLQLQGCKKIRFVEDFHSLRQKLS
HCISCASSAREMKSITRMKRIFYRIGNKGIYKAISELDILLSWIKKLLESSQ

(SEQ ID NO: 87)

o un fragmento o variante de la misma.

En varias realizaciones, la carga biolégicamente activa contiene una secuencia de aminoacidos que
comparte una homologia observada de, por ejemplo, por lo menos aproximadamente el 75%, por lo menos
aproximadamente el 80%, por lo menos aproximadamente el 85%, por 10 menos aproximadamente el 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o por lo menos aproximadamente el 99% con la secuencia de la SEQ ID NO:
87.

Es importante destacar que las moléculas de fusién de origen no natural que carecen de un conector
escindible pueden ser ventajosas porque el efecto de anclaje de la toxina de Cholix modificada por su receptor o
receptores en la superficie de, por ejemplo, las células inmunitarias que también expresan el receptor de la IL -10
(pero en una cantidad considerablemente menor) puede permitir una mayor exposicion de IL-10 en la superficie de
las células objetivo y proporcionar un efecto sinérgico a través de la unién de Cholix a su receptor y la union de IL-10
alalL-10R.

Superfamilia del factor de necrosis tumoral

El factor de necrosis tumoral es una superfamilia de citoquinas en rapido crecimiento (en lo sucesivo
"TNFSF") que interactian con una superfamilia correspondiente de receptores (en lo sucesivo "TNFSFR"). Desde el
descubrimiento del factor de necrosis tumoral alfa ("TNF-a") hace aproximadamente 25 afos, el TNFSF ha crecido
hasta convertirse en una gran familia de proteinas relacionadas que consiste de mas de 20 miembros que sefnala a
través de mas de 30 receptores (ver, por ejemplo, "Therapeutic Targets of the TNF Superfamily”, editado por Igbal S.
Grewal, Landes Bioscience/Springer Science+Business Media, LLC dual imprint/Springer series: Advances in
Experimental Medicine and Biology, 2009). Los miembros del TNFSF tienen una amplia distribucién tisular y las
interacciones ligando-receptor del TNFSF estan implicadas en numerosos procesos biolégicos, que varian desde la
hematopoyesis hasta las respuestas celulares pleiotrépicas, incluyendo la activacién, proliferacion, diferenciaciéon y
apoptosis. Las interacciones ligando-receptor de TNFSF también se han implicado en tumorigénesis, rechazo de
trasplantes, choque séptico, replicacion viral, resorcion 6sea y autoinmunidad. La respuesta particular depende del
receptor que esta enviando senales, el tipo de célula y las sefiales concurrentes recibidas por la célula.

Como una serie de miembros de TNFSF se expresan en células tumorales, se estan desarrollando terapias
basadas en anticuerpos para dirigirse a estas moléculas y algunas se encuentran actualmente en ensayos clinicos
(por ejemplo, TNF-a para uso humano en el tratamiento de sarcomas y melanomas (Eggermont et al., Lancet Oncol,
4:429-437, 2003; Lans et al., Clin Cancer Res, 7:784-790, 2001) Ademas, muchas de estas moléculas también se
estan explotando como objetivos para conjugados anticuerpo-farmaco (por ejemplo, CD30 y CD70), o explotados
para radioinmunoterapia (por ejemplo, los receptores de BLyS TACI y BR3) (Buchsbaum et al., J Nucl Med, 44:434-
436, 2003).

De manera similar, debido a que una serie de miembros de TNFSF han estado implicados en respuestas
inmunitarias tanto innatas como adaptativas, como la defensa contra patégenos, la respuesta inflamatoria y la
autoinmunidad, se estan aprovechando los enfoques para atacar muchos de los receptores y ligandos de TNFSF
para el tratamiento de la autoinmunidad y otras enfermedades inflamatorias. De hecho, una serie de terapias
biol6gicas de bloqueo del TNF (en lo sucesivo, "inhibidores del TNF") incluyendo anticuerpos monoclonales
humanizados/humanos (por ejemplo, Infliximab (REMICADE®) o adalimumab (HUMIRA®)) o proteinas de fusién
recombinantes de 1gG y receptores solubles de TNFSF (por ejemplo, etanercept (ENBREL®)) y ahora se estan
usando en humanos para inhibir la inflamacién asociada con la enfermedad de Crohn y la artritis reumatoide (Mitoma
et al., Arthritis Rheum, 58:1248-1257, 2008; Shealy et al., Handb Exp Pharmacol, 181:101-129, 2008). Por tanto, el
potencial para administrar tales agentes localmente incluyendo, pero no limitados a, la mucosa intestinal y pulmonar,
proporcionaria beneficios adicionales en cuanto a eficacia y seguridad.

Aunque estos varios inhibidores del TNF han sido aprobados para terapias humanas y se estan usando con
éxito en pacientes humanos, sigue habiendo una serie de toxicidades asociadas con estos inhibidores del TNF, por
ejemplo, hepatotoxicidad, complicaciones tromboembdlicas y riesgo aumentado de desarrollo de tuberculosis y
linffoma (Gardam et al., Lancet Infect Dis, 3:148-155, 2003). Ademads, aunque son eficaces para detener la
progresion de la enfermedad, estos agentes son muy caros, generalmente se administran por via intravenosa o
subcutanea y no curan las enfermedades. El examen continuado de la transduccion de sefales de los miembros de
TNFSF es necesario para desarrollar enfoques para intervenciones especificas de tejido, que podrian permitir que
las terapias dirigidas tengan menos efectos secundarios.
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En varias realizaciones, la carga biolégicamente activa es un inhibidor de TNF que es un anticuerpo aislado
o un fragmento de anticuerpo. Los anticuerpos aislados y los fragmentos de anticuerpos utiles en los constructos y
métodos de la presente divulgacién incluyen, sin limitacién, Abs monoclonales (mAb), Abs policlonales, fragmentos
de Ab (por ejemplo, Fab, Fab', F(ab')2, Fv, Fc, etc.), Abs quiméricos, mini-Abs o Abs de dominio (dAbs), Abs de
doble especificidad, Abs biespecificos, Abs heteroconjugados, Abs de cadena sencilla (SCA), fragmentos de region
variable de cadena sencilla (ScFv), proteinas de fusion que comprenden una porcién de Ab o multiples porciones de
Ab, Abs humanizados, Abs completamente humanos y cualquier otra configuracién modificada de la molécula de
inmunoglobulina (Ig) que comprenda un sitio de reconocimiento de antigeno de la especificidad requerida.

Anticuerpos anti-TNF-a. El anticuerpo anti-TNF-a aprobado por la FDA, Adalimumab (Abbvie HUMIRA®;
DrugBank DB 00051) se ha usado para tratar a humanos. En varias realizaciones de la presente divulgacion, la
carga biolégicamente activa es un anticuerpo humano o un fragmento de unién a antigeno que comprende la
secuencia de la region variable de la cadena pesada expuesta en la SEQ ID NO: 88:

EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTFDDYAMHWVRQAPGK
GLEWVSAITWNSGHIDYADSVERGFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAE
DTAVYYCAKVSYLSTASSLDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPS
SKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC
(SEQ ID NO: 88)

y la secuencia de la regidn variable de la cadena ligera expuesta en la SEQ ID NO: 89:

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNYLAWYQQKPGKAPKLLIYAA
STLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDVATYYCQRYNRAPYTFGQG
TKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNAL
QSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVT
KSFNRGEC (SEQ ID NO: 89)

o un fragmento de inmunoglobulina de unién a antigeno o inmunolégicamente funcional del mismo.

En varias realizaciones, la divulgacion proporciona anticuerpos, que comprenden una cadena pesada y una
cadena ligera, en donde la cadena pesada comprende una region variable de cadena pesada, y en donde la regién
variable de cadena pesada comprende una secuencia que tiene por lo menos aproximadamente el 75%, por lo
menos aproximadamente el 80%, por 1o menos aproximadamente el 85%, por lo menos aproximadamente el 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o por lo menos aproximadamente el 99% de identidad con la secuencia
de aminoacidos como se expone en la SEQ ID NO: 88; y en donde la cadena ligera comprende una region variable
de cadena ligera, y en donde la region variable de cadena ligera comprende una secuencia que tiene por o menos
aproximadamente el 80%, por lo menos aproximadamente el 85%, por lo menos aproximadamente el 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 0 por lo menos aproximadamente el 99% de identidad con la secuencia de
aminoacidos como se expone en cualquiera de la SEQ ID NO: 89; en donde el anticuerpo se une especificamente a
TNF-a humano.

El anticuerpo anti-TNF-a aprobado por la FDA, Infliximab (Centocor REMICADE®; DrugBank DB 00065) se
ha usado para tratar a humanos. En varias realizaciones de la presente divulgacion, la carga biolégicamente activa
es un anticuerpo humano o un fragmento de unién a antigeno que comprende la secuencia de la region variable de
la cadena pesada expuesta en la SEQ ID NO: 90:

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQA
PGKGLEWVAIISFDGSNKSSADSVKGRFTUSRRNSKNALFLQM
NSLRAEDTAVFYCARDRGVSAGGNYYYYGMDVWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO: 90)

y la secuencia de la regidn variable de la cadena ligera expuesta en la SEQ ID NO: 91:

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPGQA
PRLLIYDASNRATGIPARFSGSGSGTRFTLTISSLEPEDFAVYYC
QQRSNWPPFTFGPGTKVDIL (SEQ ID NO: 91)

o un fragmento de inmunoglobulina de unién a antigeno o inmunolégicamente funcional del mismo.
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En varias realizaciones, la divulgacion proporciona anticuerpos, que comprenden una cadena pesada y una
cadena ligera, en donde la cadena pesada comprende una region variable de cadena pesada, y en donde la regién
variable de cadena pesada comprende una secuencia que tiene por lo menos aproximadamente el 75%, por lo
menos aproximadamente el 80%, por 1o menos aproximadamente el 85%, por lo menos aproximadamente el 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o por lo menos aproximadamente el 99% de identidad con la secuencia
de aminoacidos como se expone en la SEQ ID NO: 90; y en donde la cadena ligera comprende una region variable
de cadena ligera, y en donde la region variable de cadena ligera comprende una secuencia que tiene por o menos
aproximadamente el 80%, por lo menos aproximadamente el 85%, por lo menos aproximadamente el 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 0 por lo menos aproximadamente el 99% de identidad con la secuencia de
aminoacidos como se expone en cualquiera de la SEQ ID NO: 91; en donde el anticuerpo se une especificamente a
TNF-a humano.

En la bibliografia se han descrito anticuerpos contra varios otros ligandos de TNFSF o TNFSFR, y se han
evaluado como candidatos terapéuticos en el tratamiento o prevenciéon de una variedad de enfermedades
inflamatorias, enfermedades autoinmunes y cancer. Las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de anticuerpos
contra los polipéptidos de TNFSF designados o TNFSFR estan facilmente disponibles en bases de datos disponibles
publicamente. Se proporciona una revision completa de tales anticuerpos, asi como de inhibidores de TNF
adicionales, en "Therapeutic Targets of the TNF Superfamily”, editado por Igbal S. Grewal, Landes
Bioscience/Springer Science+Business Media, LLC dual imprint/Springer series: Advances in Experimental Medicine
and Biology, 2009.

En varias realizaciones, la carga biolégicamente activa es un inhibidor de TNFSF que comprende un
receptor soluble o un coligando soluble. Los términos "receptor soluble”, "receptor soluble de citoquinas" (SCR) e
"inmunoadhesina" se usan indistintamente para referirse a moléculas quiméricas solubles que comprenden el
dominio extracelular de un receptor, por ejemplo, un receptor de un miembro de TNFSF y una secuencia de Ig, que
retiene la especificidad de unidn del receptor y es capaz de unirse al miembro de TNFSF. En varias realizaciones, un
TNFSFSCR comprende una fusion de una secuencia de aminoacidos de TNFSFR (o una porcion de la misma) de un
dominio extracelular de miembro de TNFSF capaz de unirse al miembro de TNFSF (en algunas realizaciones, una
secuencia de aminoacidos que retiene sustancialmente la especificidad de uniéon del TNFSFR) y una secuencia de
Ig. Se sabe que existen dos tipos distintos de TNFSFR: TNFSFR de tipo | (TNFSFRI) y TNFSFR de tipo Il
(TNFSFRII). En varias realizaciones, el receptor de TNFSF es una secuencia de receptor de TNFSF humano y la
fusién es con una secuencia de dominio constante de Ig. En otras realizaciones, la secuencia de dominio constante
de Ig es una secuencia de dominio constante de cadena pesada de Ig. En otras realizaciones, la asociacion de dos
fusiones de cadena pesada de receptor de TNF-Ig (por ejemplo, mediante enlace covalente mediante enlace o
enlaces disulfuro) da como resultado una estructura similar a I|g homodimérica.

Un ejemplo de un receptor soluble disponible comercialmente (til en la presente divulgacion es ENBREL®
(etanercept). ENBREL® consiste de la proteina de fusion dimérica TNFR-p75-Fc humana recombinante que consiste
de la porcién extracelular de unién al ligando del receptor del factor de necrosis tumoral (TNFR) de 75 kilodalton
(p75) humano enlazado a la porcién Fc de la IgG1 humana. El componente Fc de etanercept contiene el dominio
CH2, el dominio CH3 y la regién bisagra, pero no el dominio CH1 de IgG1. Etanercept se produce mediante
tecnologia de ADN recombinante en un sistema de expresion de células de mamiferos de ovario de hamster chino
(CHO). Consiste de 934 aminoacidos. El producto se elabora codificando el ADN de la porcidon soluble de TNFR-p75
humano con la porcion Fc de IgG. En varias realizaciones de la presente divulgacion, la carga biolégicamente activa
es un inhibidor de TNF que es una proteina de fusién dimérica que comprende la secuencia expuesta en la SEQ ID
NO: 92:

LPAQVAFTPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMCCSKCSPGQHAKVFCTKTS
DTVCDSCEDSTYTQLWNVWPECLSCGSRCSSDQVETQACTREQNRICTCRPG
WYCALSKQEGCRLCAPLRKCRPGFGVARPGTETSDVVCKPCAPGTFSNTTSS
TDICRPHQICNVVAIPGNASMDAVCTSTSPTRSMAPGAVHLPQPVSTRSQ
HTQPTPEPSTAPSTSFLLPMGPSPPAEGSTGDEPKSCDKTHTCPPCPAPE
LLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEK
TISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP
ENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQK
SLSLSPGK (SEQ ID NO: 92)

o un fragmento o variante de la misma.

En varias realizaciones, la carga biolégicamente activa contiene una secuencia de aminoacidos que
comparte una homologia observada de por lo menos aproximadamente el 75%, por lo menos aproximadamente el
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80%, por lo menos aproximadamente el 85%, por lo menos aproximadamente el 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98% o por lo menos aproximadamente el 99% de identidad con la secuencia de la SEQ ID NO: 92.

En la Tabla 2 se proporciona una lista ilustrativa, pero no limitativa, de ligandos de TNFSF y TNFSFR
adecuados de los que se derivara un inhibidor de TNF y se usar4d como carga biolégicamente activa en los
constructos y métodos de la presente divulgacion.
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Tabla 2
Ligandos de TNFSF RefSeq (proteina)
Factor de necrosis tumoral a ("TNF-a")  NP_000585.2
linfotoxina-a ("LT-a") NP_000586.2
linfotoxina-p ("LT-B") NP_002332.1
Ligando CD30 NP_001235.1
Ligando CD40 NP_000065.1
Ligando CD70 NP_001243.1
Ligando OX40 NP_001284491.1
Ligando 41BB NP_001552.2
Ligando Apo1 (o FasL o CD95L) NP_000630.1
Ligando Apo2 (o TRAIL, AIM-1 0 AGP-1) NP_001177871.1
Ligando Apo3 (o TWEAK) NP_003800.1
APRIL NP_001185551.1
LIGHT NP_003798.2
Ligando OPG (o ligando RANK) NP_003692.1
BlyS (0 GRACIAS) NP_001139117.1
BCMA NP_001183.2
TACI NP_036584.1
TNFSFR
TNFR1 NP_001056.1
TNFR2 NP_001057.1
linfotoxina-BR NP_001257916.1
CD40 NP_001241.1
CD95 (o FAS o APO-1) NP_000034.1
OPG NP_002537.3
RANK NP_001257878.1
CD30 NP_001234.3
Ccb27 NP_001233.1
0OX40 (o CD 134) NP_003318.1
41BB NP_001552.2
NGFR NP_002498.1
BCMA NP_001183.2
TACAH NP_036584.1
EDA2R NP_001186616.1
TROY NP_001191387.1
DR6 NP_055267.1
DR5 (o TRAILR2) NP_003833.4
DR4 NP_003835.3
DR3 NP_001034753.1
HVEM NP_001284534.1
LTBR NP_001257916.1
GITR NP_004186.1
DcR3 NP_003814
Fn14 (o TWEAKR) NP_057723.1
BAFF NP_443177 1

Agentes reductores de glucosa
En varias realizaciones, la carga biolégicamente activa es un agente reductor de glucosa. En varias

realizaciones, el agente reductor de glucosa es un péptido que comprende aproximadamente 5, aproximadamente 6,
aproximadamente 7, aproximadamente 8, aproximadamente 9, aproximadamente 10, aproximadamente 11,
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aproximadamente 12, aproximadamente 13, aproximadamente 14, aproximadamente 15, aproximadamente 16,
aproximadamente 17, aproximadamente 18, aproximadamente 19, aproximadamente 20, aproximadamente 25,
aproximadamente 30, aproximadamente 35, aproximadamente 40, aproximadamente 45, aproximadamente 50,
aproximadamente 55, aproximadamente 60, aproximadamente 65, aproximadamente 70, aproximadamente 75,
aproximadamente 80, aproximadamente 85, aproximadamente 90, aproximadamente 95, aproximadamente 100,
aproximadamente 150, aproximadamente 200, aproximadamente 250, aproximadamente 300, aproximadamente
400, aproximadamente 500, aproximadamente 600, aproximadamente 700, aproximadamente 800,
aproximadamente 900 o aproximadamente 1000 aminodacidos.

En la Tabla 3 se proporciona una lista ilustrativa, pero no limitativa, de proteinas adecuadas relacionadas
con el metabolismo de la glucosa para ser usadas como agente reductor de glucosa en las moléculas de fusién de la
presente divulgacion, o de la que podrian derivarse agentes reductores de glucosa contemplados para su uso como
agente reductor de glucosa.

Tabla 3
Proteinas relacionadas con el metabolismo de la glucosa RefSeq (NCBI/Uniprot)
Proproteina de glucagén NP_002045.1
Péptido de glucagén NP_002045.1 (aa 53-81)
Péptido 1 similar al glucagon NP_002045.1 (aa 98-128)
Péptido 2 similar al glucagon NP_002045.1 (aa 146-178)
Glicentina P01275 (aa 21-89)
Polipéptido relacionado con glicentina P01275 (aa 21-50)
Preproteina del polipéptido inhibidor gastrico NP_004114.1
Polipéptido inhibidor gastrico NP_004114.1 (aa 52-93)
Dipeptidil peptidasa 4 pP27487
Miembro transportador de glucosa 4 NP_001033.1
Preproglucagon AAA52567.1
Sustrato del receptor de insulina 1 NP_005535.1
Insulina P01308
Apolipoproteina A-ll P02652

Familia de transportadores de solutos 2, miembro transportador de

glucosa facilitado 1 P11166

Glucogeno sintasa 1 P13807
Glucogeno sintasa 2 P54840
No receptor de tirosina-proteina fosfatasa tipo 1 P18031
RAC-alfa serinel treonina-proteina quinasa P31749
Receptor gamma activado por proliferador de peroxisoma P37231
Hexoquinasa 3 P52790
Fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato 3-fosfatasa y proteina de especificidad P60484
dual

Piruvato deshidrogenasa quinasa 1 Q15118
Proteina 1 que se une al calcio y que contiene el dominio en espiral Q9P1Z22
Proteina X similar a Max QIUH92
Fructosa-bisfosfato aldolasa A P04075
Receptor del péptido 1 similar al glucagon P43220
Receptor del péptido 2 similar al glucagon 095838
Receptor de polipéptido inhibidor gastrico P48546
Receptor del factor de crecimiento similar a la insulina 1 P08069.1
Receptor del factor de crecimiento similar a la insulina 2 P11717.3
Receptor de insulina P06213
Agonista de GLP-1-Exenatida DB01276
Agonista de GLP-1-liraglutida DB06655

El péptido similar al glucagén-1 (GLP-1), un miembro de la familia de las incretinas pro-glucagén sintetizado
en las células L intestinales mediante el procesamiento postraduccional especifico del tejido del precursor del
glucagdn preproglucagon, es un potente agente reductor de glucosa implicado en el control del apetito y la saciedad.
El GLP-1 actla a través del receptor de GLP-1 (GLP-1R), que se distribuye ampliamente en los tejidos, incluyendo el
cerebro, el pancreas, el intestino, los pulmones, el estbmago y los rifiones. Los efectos del GLP-1 parecen ser tanto

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2900328 T3

insulinotropicos como insulinomiméticos, dependiendo de la concentracién de glucosa ambiental. Debido a su
capacidad para aumentar la secrecion de insulina del pancreas, aumentar la sensibilidad a la insulina tanto en las
células alfa como en las células beta, y disminuir la secrecion de glucagén del pancreas, el GLP-1 y sus analogos
han atraido una atencién considerable como estrategia terapéutica para la diabetes.

Varios ensayos clinicos han estudiado la adicién de agonistas de GLP-1 junto con la terapia de insulina en
curso y se han aprobado varios agonistas de GLP-1 para el tratamiento de la T2D incluyendo, por ejemplo,
exenatida (nombre comercial Byetta®, Amylin/Astrazeneca); liraglutida (nombre comercial Victoza®, Novo Nordisk
A/S); lixisenatida (nombre comercial Lyxumia®, Sanofi); albiglutida (nombre comercial Tanzeum®, GlaxoSmithKline);
dulaglutida (nombre comercial Trulicity®, Eli Lilly). Aunque se ha demostrado su eficacia, el principal inconveniente
asociado con el uso clinico de agonistas de GLP-1 es la corta vida media biolégica, que requiere la administracion
continua por via intravenosa o mediante inyecciones subcutaneas frecuentes, y todos los farmacos de GLP-1
aprobados hasta la fecha son administrados por via subcutanea dos veces al dia o una vez a la semana. Ademas,
hay problemas de seguridad asociados con el uso de estos agonistas de GLP-1, concretamente, pancreatitis y
neoplasia pancreatica, hipoglucemia e insuficiencia renal. Otros efectos secundarios notificados incluyen trastornos
gastrointestinales como dispepsia, disminucién del apetito, nauseas, vomitos, dolor abdominal, diarrea, mareos,
dolor de cabeza y sensacion de nerviosismo. Como tal, continla habiendo una extensa investigacién dirigida a
preparar analogos del GLP-1 natural que sean mas duraderos, asi como al desarrollo de liberacién sostenida y otras
tecnologias relacionadas con el propoésito de reducir la frecuencia de inyecciones para los pacientes con T2D.

En varias realizaciones, la carga bioldgicamente activa es un agonista de GLP-1 que tiene la secuencia de
aminodcidos expuesta en la SEQ ID NO: 93:
HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS (SEQ ID NO: 93)
o un fragmento o variante de la misma.

En varias realizaciones, la carga biolégicamente activa contiene una secuencia de aminoacidos que
comparte una homologia observada de, por ejemplo, por lo menos aproximadamente el 75%, por lo menos
aproximadamente el 80%, por lo menos aproximadamente el 85%, por 1o menos aproximadamente el 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o por lo menos aproximadamente el 99% con la secuencia de la SEQ ID NO:
93.

En varias realizaciones, la carga bioldgicamente activa es un agonista de GLP-1 que tiene la secuencia de
aminodcidos expuesta en la SEQ ID NO: 94:
HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEEFIIAWLVKGRG (SEQ ID NO: 94)
o un fragmento o variante de la misma.

En varias realizaciones, la carga biolégicamente activa contiene una secuencia de aminoacidos que
comparte una homologia observada de, por ejemplo, por lo menos aproximadamente el 75%, por lo menos
aproximadamente el 80%, por lo menos aproximadamente el 85%, por 1o menos aproximadamente el 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o por lo menos aproximadamente el 99% con la secuencia de la SEQ ID NO:
94.

Hormona del crecimiento humano

La hormona del crecimiento (GH) (también conocida como somatropina o somatotropina) es la hormona
principal en el cuerpo humano y es sintetizada y secretada por el sistema endocrino. Esta hormona controla
funciones esenciales como: el crecimiento y la replicacion de células en varios 6rganos del cuerpo. Algunas de las
funciones esenciales de la GH incluyen: controlar el crecimiento muscular, mejorar la mineralizacion y la fuerza de
los huesos, reducir el depésito de grasa y mantener buenos niveles de energia. La produccion y secrecién de la
hormona del crecimiento esta controlada por la hormona liberadora de la hormona del crecimiento (GHRH), que es
secretada por el hipotalamo. La GHRH estimula la glandula pituitaria para producir GH, que se libera directamente
en el torrente sanguineo. La GH a su vez estimula al higado para que produzca factor de crecimiento similar a la
insulina (IGF-1) que estimula la proliferacién de condrocitos (células cartilaginosas), promueve la diferenciacién de
mioblastos y mejora la sintesis de proteinas, que a su vez ayuda en el crecimiento de otros musculos y células
tisulares.

En los Estados Unidos, la hormona del crecimiento humana (HGH) producida sintéticamente se ha usado
en la poblacion pediatrica para tratar la baja estatura debido a la deficiencia de la hormona del crecimiento (GHD), el
sindrome de Turner (TS), el sindrome de Noonan, el sindrome de Prader-Willi, la deficiencia del gen que contiene
homeobox de estatura baja (SHOX), insuficiencia renal crénica, baja estatura idiopatica y nifios pequeios para la
edad gestacional. En adultos, la HGH se ha utilizado para tratar el sindrome del intestino corto, una afeccion en la
que los nutrientes no se absorben adecuadamente debido a una enfermedad intestinal grave o la extirpacion
quirdrgica de una gran parte del intestino delgado, la deficiencia de GH debido a tumores pituitarios raros o su
tratamiento. y enfermedad de desgaste muscular asociada con el VIH/SIDA.
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La deficiencia de la hormona del crecimiento (GHD) es un trastorno poco comin que incluye un grupo de
diferentes patologias caracterizadas por la secrecion inadecuada de la hormona del crecimiento (GH) desde la
glandula pituitaria anterior, una pequeia glandula localizada en la base del cerebro que se encarga de la produccién
de varias hormonas. La GHD puede producirse por si sola o en combinaciéon con otras deficiencias de hormonas
pituitarias. La GHD puede estar presente desde el nacimiento (congénita) o adquirirse como resultado de un trauma,
infiltraciones, tumores o radioterapia. Hay una tercera categoria que no tiene causa conocida (idiopatica). La GHD de
inicio en la nifilez puede ser de las tres: congénita, adquirida o idiopatica. Da como resultado retraso en el
crecimiento, baja estatura y retrasos en la maduracion reflejados por el retraso del alargamiento de los huesos de las
extremidades que es inadecuado para la edad cronoldgica del nifio. La GHD de inicio en la edad adulta se adquiere
con mayor frecuencia a partir de un tumor pituitario o de un traumatismo cerebral, pero también puede ser idiopatica.
Se caracteriza por una serie de sintomas variables que incluyen niveles reducidos de energia, composicién corporal
alterada, osteoporosis (densidad mineral ésea reducida), fuerza muscular reducida, anomalias de los lipidos como
niveles elevados de LDL o colesterol, resistencia a la insulina y deterioro de la funcién cardiaca. Se ha estimado que
la GHD en adultos afecta a 1 de cada 100.000 personas al afio, mientras que su tasa de incidencia es de
aproximadamente 2 casos por 100.000 habitantes cuando se consideran los pacientes con GHD de inicio en la
nifnez. Alrededor del 15-20% de los casos representan la transicion de la GHC infantil a la edad adulta (Stochholm K
et al., Eur J Endocrinol., 155:61-71, 2006).

El sindrome de Turner (o Ullrich-Turner) (TS) es una anomalia cromosémica caracterizada por la ausencia
de todo el cromosoma X o una delecién dentro de ese cromosoma y que afecta el desarrollo en las mujeres. La
caracteristica mas comun del sindrome de Turner es la baja estatura, que se hace evidente alrededor de los 5 afios.
Esta afeccion se produce en aproximadamente 1 de cada 2500 nifias recién nacidas en todo el mundo, pero es
mucho mas comun entre los embarazos que no sobreviven a término (abortos espontaneos y mortinatos). Como
condicion cromosémica, no hay una cura para el sindrome de Turner.

La hormona del crecimiento humana derivada del ADN recombinante es el Unico farmaco aprobado
especificamente para el tratamiento de la GHD y el TS. A partir de 2005, varias hormonas de crecimiento humano
recombinantes (también denominadas somatropina [origen del ADNr] para inyeccion) disponibles en los Estados
Unidos (y sus fabricantes) incluian NUTROPIN® (Genentech), HUMATROPE® (Lilly), GENOTROPIN® (Pfizer),
NORDITROPIN® (Novo) y SAIZEN® (Merck Serono). En 2006, la U.S. Food and Drug Administration (FDA) aprob6
una version de rHGH llamada OMNITROPE® (Sandoz). Una forma de liberacion sostenida de la hormona del
crecimiento humana, NUTROPIN DEPOT® (Genentech/Alkermes) fue aprobada por la FDA en 1999, lo que permite
menos inyecciones (cada 2 o 4 semanas en lugar de diarias); sin embargo, el producto fue descontinuado por
Genentech/Alkermes en 2004 por razones financieras. Productos de HGH recombinantes aprobados adicionales
incluyen SEROSTIM® (EMD Serono), TEV-TROPIN® (Teva) y ZORBITIVE® (Merck Serono) para el sindrome de
intestino corto.

Aunque se ha demostrado que es la opcién de tratamiento méas eficaz, espontanea y fiable para el
tratamiento de trastornos del crecimiento como la GHD, estas rHGH inyectables tienen algunas limitaciones
importantes que incluyen, por ejemplo, 1) complicaciones asociadas con el uso prolongado y altas dosificaciones
que son graves e irreversibles, e incluyen, por ejemplo, la probabilidad de desarrollar diabetes, trastornos
cardiovasculares y cancer de colon. Otros efectos secundarios comunes incluyen: dolor en las articulaciones, edema
generalizado, dolor de cabeza grave, hipoglucemia, dolor de mufieca (sindrome del tinel carpiano), aumento del
nivel de LDL en la sangre, lo que aumenta la posibilidad de desarrollar aterosclerosis, etc.; 2) las inyecciones de
HGH no estan disponibles sin receta, sin embargo, debido a las rigidas normas de la FDA, el mercado negro esta
creciendo. La obtencion de inyecciones de HGH sin receta médica se considera ilegal y esta penada por la ley, con
pena de prision y multa; y 3) el coste del tratamiento es exorbitante. Dependiendo de la compariia farmacéutica, el
costo de las inyecciones de HGH durante un mes de tratamiento, varia tipicamente de 800 $ a 3000$. Finalmente,
los métodos convencionales que usan rHGH tipicamente implican regimenes de dosis multiples en los que la HGH
se administra mediante inyeccion subcutanea. Las molestias, el dolor y el estigma social asociados con estos
métodos pueden ser considerables. El manejo de la poblacion pediatrica para tratar la baja estatura debido a la
deficiencia de la hormona del crecimiento (GHD), el sindrome de Turner (TS) y trastornos relacionados, con estas
terapias altamente invasivas y repetitivas puede ser especialmente dificil.

La HGH humana de longitud completa consiste de 191 aminoacidos. La HGH producida usando técnicas de
biologia molecular puede tener una secuencia de amino&cidos idéntica a la HGH de origen natural. Alternativamente,
la HGH usada puede ser un andlogo de HGH que comprende una o mas variaciones en la secuencia de
aminoacidos con respecto a la hormona nativa. Estas variaciones de aminodcidos pueden proporcionar una
actividad biolégica mejorada o algunas otras ventajas biol6gicas o logisticas. En varias realizaciones, la HGH
recombinante comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en el N° de registro de Genbank P01241. La
secuencia de aminoacidos de HGH (sin la secuencia sefial de 26 aa de P01241) se expone en la SEQ ID NO: 95:
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FPTIPLSRLFDNAMLRAHRLHQLAFDTYQEFEEAYIPKEQKYSFLQNPQTSLCFS
ESIPTPSNREETQQKSNLELLRISLLLIQSWLEPVQFLRSVFANSLVYGASDSNV
YDLLKDLEEGIQTLMGRLEDGSPRTGQIFKQTYSKFDTNSHNDDALLKNYGLL
YCFRKDMDKVETFLRIVQCRSVEGSCGF (SEQ ID NO: 95)

La HGH de la presente divulgacion se refiere a HGH de cualquier fuente que tenga la secuencia de la SEQ
ID NO: 95, incluyendo HGH aislada, purificada y/o recombinante producida a partir de cualquier fuente o sintetizada
quimicamente, por ejemplo usando sintesis en fase sé6lida. También se incluyen en la presente las sustituciones de
aminoacidos conservadas de la HGH nativa. Por ejemplo, pueden realizarse sustituciones de aminoacidos
conservadoras, que aunque alteran la secuencia primaria de la proteina o péptido, normalmente no alteran su
funcion. Las sustituciones conservadoras de aminoacidos incluyen tipicamente sustituciones dentro de los siguientes
grupos: glicina, alanina; valina, isoleucina, leucina; acido aspartico, acido glutamico; asparagina, glutamina; serina,
treonina; lisina, arginina; y fenilalanina, tirosina. En varias realizaciones, la HGH tiene una secuencia de amino&cidos
que comparte una homologia observada de, por ejemplo, por lo menos aproximadamente el 75%, por lo menos
aproximadamente el 80%, por lo menos aproximadamente el 85%, por lo menos aproximadamente el 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o por lo menos aproximadamente el 99% con la secuencia de la SEQ ID
NO: 95.

En varias realizaciones, la HGH contemplada para su uso en las moléculas de fusion de la presente
divulgacién incluye variantes y mutantes de la hormona del crecimiento humana que se han descrito ampliamente en
la técnica (ver, por ejemplo, Patente de Estados Unidos 8.637.646 (Wells et al.) y las referencias citadas en la
misma, y US 20110130331 (Guyon et al.),).

En varias realizaciones, la HGH contemplada para su uso en las moléculas de fusiéon de la presente
divulgacién incluye, por ejemplo, NUTROPIN® (Genentech), HUMATROPE® (Lilly), GENOTROPIN® (Pfizer),
NORDITROPIN® (Novo), SAIZEN® (Merck Serono), OMNITROPE® (Sandoz), SEROSTIM® (EMD Serono), TEV-
TROPIN® (Teva) y ZORBITIVE® (Merck Serono).

En la Tabla 4 se proporciona una lista ilustrativa, pero no limitativa, de proteinas de la hormona del
crecimiento adecuadas para su uso como hormona del crecimiento en las moléculas de fusion de la presente
divulgacion, o de las que se podrian derivar las hormonas del crecimiento contempladas para su uso como hormona
del crecimiento.

Tabla 4
Proteinas relacionadas con la hormona del crecimiento RefSeq (NCBI/Uniprot)
Somatotropina P01241
Hormona del crecimiento humano sintética AAA72260.1
Hormona del crecimiento humano sintético parcial CAA01435
Hormona del crecimiento humano sintético parcial CAA00380
Hormona del crecimiento humano 2 P01242
Somatoliberina P01286.1
Hormona reguladora del apetito Q9UBU3
Leptina P41159
Proteinas receptoras de hormonas de crecimiento
Receptor de hormona del crecimiento P10912
Receptor de hormonas liberadoras de hormonas de crecimiento Q02643
Receptor del secretagogo de la hormona del crecimiento Q92847
Receptores de hormonas liberadoras de hormonas de crecimiento forma a |P78470
Receptor de hormona del crecimiento E9PCN7

Sitio de insercion para la union de la carga biolégicamente activa

La carga biolégicamente activa de la molécula de fusién puede unirse al resto de la molécula de fusion
mediante cualquier método conocido por un experto en la técnica sin limitacién. La carga biolégicamente activa
puede introducirse en cualquier porcion de la molécula de fusion que no altere la actividad de unién a células o
transcitosis de la toxina de Cholix modificada. En varias realizaciones, la carga biolégicamente activa se acopla
directamente al extremo N-terminal o al extremo C-terminal de la toxina de Cholix modificada. En varias
realizaciones, la carga biolégicamente activa puede conectarse con una cadena lateral de un aminodcido de la
toxina de Cholix modificada. En varias realizaciones, la carga biol6gicamente activa se acopla al Cholix modificado
con un conector peptidico no escindible. En varias realizaciones, la carga bioldgicamente activa se acopla a la toxina
de Cholix modificada con un conector escindible de tal manera que la escision en el conector o conectores
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escindibles separa la carga biolégicamente activa del resto de la molécula de fusion. En varias realizaciones, la
carga biol6gicamente activa es un polipéptido que también puede comprender un péptido lider corto que permanece
unido al polipéptido después de la escision del conector escindible. Por ejemplo, la carga biolégica activa puede
comprender un péptido lider corto de mas de 1 aminodcido, més de 5 aminoacidos, méas de 10 aminoacidos, més de
15 aminoécidos, méas de 20 aminoacidos, mas de 25 aminoacidos, mas de 30 aminoéacidos, mas de 50 aminoacidos
o mas de 100 aminoacidos. En algunos casos, La carga biolégica activa puede comprender un péptido lider corto de
menos de 100 aminoacidos, menos de 50 aminoacidos, menos de 30 aminoacidos, menos de 25 aminoacidos,
menos de 20 aminoacidos, menos de 15 aminoacidos, menos de 10 aminoacidos acidos, o menos de 5
aminoacidos. En algunos casos, la carga bioldgica activa puede comprender un péptido lider corto de entre 1 y 100
aminoacidos, entre 5 y 10 aminoacidos, entre 10 y 50 amino&cidos o entre 20 y 80 aminoacidos. En la toxina de
Cholix nativa, el giro del dominio Ib abarca los aminoacidos 387 a 425 y se caracteriza estructuralmente por un
enlace disulfuro entre dos cisteinas en las posiciones 395 y 402. Esta porcién del dominio Ib de la toxina de Cholix
no es esencial para ninguna actividad conocida de la toxina de Cholix., incluyendo la unién celular, la translocacién,
la retencion de ER o la actividad de ribosilacion de ADP. Por consiguiente, el dominio Ib puede eliminarse por
completo o modificarse para contener una carga biolégicamente activa. Por tanto, en varias realizaciones, la carga
biolégicamente activa puede insertarse en el dominio Ib de la toxina de Cholix. Si es deseable, la carga
biol6gicamente activa puede insertarse en el dominio Ib de la toxina de Cholix entre las cisteinas en las posiciones
395 y 402 que no estan reticuladas. Esto puede lograrse reduciendo el enlace disulfuro entre las cisteinas,
eliminando una o ambas cisteinas completamente del dominio Ib, mutando una o ambas cisteinas en otros residuos,
por ejemplo, serina, o mediante otras técnicas similares. Alternativamente, la carga biolégicamente activa puede
insertarse en el giro del dominio Ib entre las cisteinas en las posiciones 395 y 402. En tales realizaciones, puede
usarse el enlace disulfuro entre las cisteinas para restringir el dominio de la carga biolégicamente activa.

En realizaciones en las que la carga biolégicamente activa se expresa junto con otra porcion de la molécula
de fusion como una proteina de fusion, la carga bioldgicamente activa puede insertarse en la molécula de fusion
mediante cualquier método conocido por un experto en la técnica sin limitacion. Por ejemplo, los aminoacidos
correspondientes a la carga biolégicamente activa pueden insertarse directamente en la molécula de fusion, con o
sin delecion de las secuencias de aminoacidos nativas. En varias realizaciones, todo o parte del dominio Ib de la
toxina de Cholix puede eliminarse y reemplazarse con la carga biolégicamente activa. En varias realizaciones, los
residuos de cisteina del giroe Ib se eliminan de tal manera que la carga biolégicamente activa permanece sin
restricciones. En otras realizaciones, los residuos de cisteina del giro Ib estan enlazados con un enlace disulfuro y
restringen la carga biolégicamente activa.

En realizaciones en las que la carga biol6gicamente activa no se expresa junto con el resto de la molécula
de fusion como una proteina de fusion, la carga biolégicamente activa puede conectarse con el resto de la molécula
de fusion mediante cualquier método adecuado conocido por un experto en la técnica, sin limitacion. Mas
especificamente, los métodos ejemplares descritos anteriormente para conectar un dominio de unién al receptor al
resto de la molécula son igualmente aplicables para conectar la carga biolégicamente activa al resto de la molécula.

Produccion de proteinas de fusion

En varias realizaciones, la molécula de fusién que no se produce de manera natural se sintetiza usando la
metodologia de ADN recombinante. Generalmente, esto implica crear una secuencia de ADN que codifica la
molécula de fusion, colocar el ADN en un casete de expresion bajo el control de un promotor particular, expresar la
molécula en un huésped, aislar la molécula expresada y, si es necesario, volver a naturalizar la molécula.

El ADN que codifica las moléculas de fusiéon (por ejemplo, Cholix*'>-IL-10) descritas en la presente puede
prepararse mediante cualquier método adecuado incluyendo, por ejemplo, la clonacion y restriccién de secuencias
apropiadas o sintesis quimica directa mediante métodos como el método de fosfotriéster de Narang et al.. (1979)
Meth. Enzymol. 68:90-99; el método de fosfodiéster de Brown et al. (1979) Meth. Enzymol. 68:109-151; el método de
dietilfosforamidita de Beaucage et al. (1981) Tetra. Lett., 22: 1859-1862); el método de soporte sélido de la Patente
de Estados Unidos N° 4.458.066, y similares.

La sintesis quimica produce un oligonucleétido de cadena sencilla. Este puede convertirse en ADN de
cadena doble mediante hibridacién con una secuencia complementaria o0 mediante polimerizaciéon con una ADN
polimerasa usado la cadena sencilla como plantilla. Un experto reconoceria que, aunque la sintesis quimica de ADN
esta limitada a secuencias de aproximadamente 100 bases, pueden obtenerse secuencias mas largas mediante
ligacion de secuencias mas cortas.

Alternativamente, pueden clonarse subsecuencias y escindirse las subsecuencias apropiadas usando
enzimas de restriccion apropiadas. Luego, los fragmentos pueden ligarse para producir la secuencia de ADN
deseada.

En varias realizaciones, el ADN que codifica las moléculas de fusién de la presente divulgacion puede
clonarse usando métodos de amplificacion de ADN como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Asi, por
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ejemplo, el gen para IL-10 se amplifica por PCR, usando un cebador de sentido que contiene el sitio de restriccidén
para, por ejemplo, Ndel y un cebador antisentido que contiene el sitio de restriccion para Hindlll. Esto puede producir
un &cido nucleico que codifica la secuencia de IL-10 madura y que tiene sitios de restriccion terminales. Una toxina
de Cholix modificada que tiene sitios de restriccion "complementarios" puede clonarse de manera similar y luego
ligarse a la IL-10 y/o a un conector unido a la IL-10. La ligacion de las secuencias de &cidos nucleicos y la insercién
en un vector produce un vector que codifica la IL-10 unida a la toxina de Cholix modificada.

Conectores no escindibles

En varias realizaciones, la toxina de Cholix modificada y la carga biolégicamente activa pueden separarse
mediante un espaciador de péptidos que consiste de uno o mas aminoacidos (por ejemplo, hasta 25 aminoacidos).
Generalmente, el espaciador no tendra ninguna actividad biolégica especifica que no sea la de unir las proteinas o
conservar alguna distancia minima u otra relacion espacial entre ellas. Sin embargo, en varias realizaciones, los
aminoacidos constituyentes del espaciador pueden seleccionarse para influir en alguna propiedad de la molécula,
como el plegamiento, la carga neta o la hidrofobicidad.

En varias realizaciones, el conector es capaz de formar enlaces covalentes tanto con la toxina de Cholix
como con la carga biolégicamente activa. Los conectores adecuados son bien conocidos por los expertos en la
técnica e incluyen, pero no se limitan a, conectores de carbono de cadena lineal o ramificada, conectores de carbono
heterociclicos o conectores peptidicos. En varias realizaciones, el conector o conectores pueden unirse a los
aminoacidos constituyentes de la toxina de Cholix y/o la carga biolégicamente activa a través de sus grupos laterales
(por ejemplo, a través de un enlace disulfuro a cisteina). En varias realizaciones, los conectores se unen a los
grupos amino y/o carboxilo de carbono alfa de los aminoacidos terminales de la toxina de Cholix y/o la carga
biol6gicamente activa.

Puede usarse un conector bifuncional que tiene un grupo funcional reactivo con un grupo de la toxina de
Cholix y otro grupo reactivo en la carga biolégicamente activa, para formar el conjugado deseado. Alternativamente,
la derivatizacion puede implicar un tratamiento quimico de la fracciébn de direccionamiento. Se conocen
procedimientos para la generacion de, por ejemplo, grupos sulfhidrilo libres en polipéptidos, como anticuerpos o
fragmentos de anticuerpos (ver Patente de Estados Unidos N° 4.659.839).

Se conocen muchos procedimientos y moléculas conectoras para la unién de varios compuestos que
incluyen quelatos de radionuclidos metalicos, toxinas y farmacos a proteinas como anticuerpos. Ver, por ejemplo,
Solicitud de Patente Europea N° 188,256; Patentes de Estados Unidos N°® 4.671.958, 4.659.839, 4.414.148,
4.699.784; 4.680.338; 4.569.789; y 4.589.071; y Borlinghaus et al. (1987) Cancer Res. 47:4071-4075.

En varias realizaciones, la carga biolégicamente activa que se administrara al sujeto se acopla a la toxina
de Cholix modificada usando uno o méas conectores peptidicos no escindibles que comprenden, por ejemplo, la
secuencia de aminoacidos GGGGS (SEQ ID NO: 96), GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 97), GGGGSGGGGSGGGGS
(SEQ ID NO: 98), 0o GGGGSGGG (SEQ ID NO: 99), en donde la toxina de Cholix modificada dirige dicha carga
biol6gicamente activa a células especificas incluyendo, pero no limitadas a, células del sistema inmunitario como
macréfagos, células presentadoras de antigenos y células dendriticas.

Conectores divisibles

En varias realizaciones, la carga biolégicamente activa que se va a administrar al sujeto se acopla a la
toxina de Cholix modificada usando uno o mas conectores escindibles. El nimero de conectores escindibles
presentes en la molécula de fusion depende, por lo menos en parte, de la localizacién de la carga biolégicamente
activa con respecto a la toxina de Cholix modificada y de la naturaleza de la carga biolégicamente activa. Cuando la
carga bioldégicamente activa puede separarse del resto de la molécula de fusién con escisidén en un solo conector, las
moléculas de fusion pueden comprender un solo conector escindible. Ademas, cuando la carga biol6gicamente
activa es, por ejemplo, un dimero u otro multimero, cada subunidad de la carga biolégicamente activa puede
separarse del resto de la molécula de fusion y/o las otras subunidades de la carga biolégicamente activa mediante
escision en un conector escindible.

En varias realizaciones, los conectores escindibles pueden escindirse mediante una enzima de escision que
esta presente en o cerca de la membrana basolateral de una célula epitelial. Seleccionando el conector escindible a
ser escindido por tales enzimas, la carga bioldgicamente activa puede liberarse del resto de la molécula de fusion
después de la transcitosis a través de la membrana mucosa y liberarse desde la célula epitelial en la matriz celular
en el lado basolateral de la membrana. Ademas, podrian usarse enzimas de escision que estan presentes dentro de
la célula epitelial, de tal manera que el conector escindible se escinde antes de la liberacion de la molécula de fusién
desde la membrana basolateral, siempre que la enzima de escisién no escinda la molécula de fusién antes de que la
molécula de fusion se introduzca en la via de transporte en la célula epitelial polarizada que da como resultado la
liberacion de la molécula de fusién y la carga biolégicamente activa desde la membrana basolateral de la célula.
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En varias realizaciones, la enzima que esta presente en una membrana basolateral de una célula epitelial
polarizada se selecciona de, por ejemplo, catepsina Gl, quimotripsina |, elastasa |, subtilisina Al, subtilisina All,
trombina | o uroquinasa I. La tabla 5 presenta estas enzimas junto con una secuencia de aminoacidos que es
reconocida y escindida por la peptidasa particular.

Tabla 5
Las peptidasas se presentan cerca de las membranas de mucosa basolaterales
o en los Ultimos aspectos de la via de la transcitosis
Peptidasa Secuencia de aminoacidos escindida
Catepsina Gl AAPF (SEQ ID NO: 100)
Quimotripsina | GGF (SEQ ID NO: 101)
Elastasa | AAPV (SEQ ID NO: 102)
Subtilisina Al GGL (SEQ ID NO: 103)
Subtilisina All AAL (SEQ ID NO: 104)
Trombina | FVR (SEQ ID NO: 105)
Uroquinasa | VGR (SEQ ID NO: 106)
Furina RKPR (SEQ ID NO: 107)

En varias realizaciones, el conector escindible muestra una mayor propensién a la escision que el resto del
constructo de administraciéon. Como sabra un experto en la técnica, muchas secuencias de péptidos y polipéptidos
pueden escindirse mediante peptidasas y proteasas. En varias realizaciones, el conector escindible se selecciona
para que se escinda preferentemente con respecto a otras secuencias de aminoacidos presentes en el constructo de
administracion durante la administracion del constructo de administracion. En varias realizaciones, el dominio de
unién al receptor estd sustancialmente (por ejemplo, aproximadamente el 99%, aproximadamente el 95%,
aproximadamente el 90%, aproximadamente el 85%, aproximadamente el 80% o aproximadamente el 75%) intacto
después de la administracién del constructo de administracién al torrente sanguineo del sujeto. En varias
realizaciones, el dominio de translocacién es sustancialmente (por ejemplo, aproximadamente el 99%,
aproximadamente el 95%, aproximadamente el 90%, aproximadamente el 85%, aproximadamente el 80%, o
aproximadamente el 75%) intacto después de la administracion del constructo de administracion al torrente
sanguineo del sujeto. En varias realizaciones, la macromolécula estd sustancialmente (por ejemplo,
aproximadamente el 99%, aproximadamente el 95%, aproximadamente el 90%, aproximadamente el 85%,
aproximadamente el 80% o aproximadamente el 75%) intacta después de la administracion del constructo de
administracion al torrente sanguineo del sujeto. En varias realizaciones, el conector escindible se escinde
sustancialmente (por ejemplo, aproximadamente el 99%, aproximadamente el 95%, aproximadamente el 90%,
aproximadamente el 85%, aproximadamente el 80% o aproximadamente el 75%) después de la administracién del
constructo de administracién al torrente sanguineo del sujeto.

En otras realizaciones, el conector escindible se escinde mediante una enzima de escision que se
encuentra en el plasma del sujeto. Puede usarse cualquier enzima de escisién que un experto en la técnica sepa
que esta presente en el plasma del sujeto para escindir el conector escindible. Los usos de tales enzimas para
escindir los conectores escindibles es menos preferido que el uso de enzimas escindibles que se encuentran cerca
de la membrana basolateral de una célula epitelial polarizada porque se cree que se producird una escision mas
eficaz cerca de la membrana basolateral. Sin embargo, si el experto en la técnica determina que la escisién mediada
por una enzima plasmatica es suficientemente eficaz para permitir la escisiéon de una fraccién suficiente de los
constructos de suministro para evitar efectos adversos, pueden usarse tales enzimas de escision del plasma para
escindir las constructos de administracion. Por consiguiente, en varias realizaciones, el conector escindible puede
escindirse con una enzima que se selecciona del grupo que consiste de caspasa-1, caspasa-3, proproteina
convertasa 1, proproteina convertasa 2, prorpoteina convertasa 4, proproteina convertasa 4 PACE, propil
oligopeptidasa, enzima de escinsion de endotelina, dipeptidil-peptidasa 1V, peptidasa senal, neprilisina, renina, y
esterasa (ver, por ejemplo, Patente de Estados Unidos N°® 6.673.574). La Tabla 6 presenta estas enzimas junto con
una secuencia o secuencias de aminodcidos reconocidas por la peptidasa particular. La peptidasa escinde un
péptido que comprende estas secuencias en el lado N-terminal del aminodacido identificado con un asterisco.

Tabla 6
Peptidasas plasmaticas
Peptidasa Secuencia de aminoacidos escindida
Caspasa-1 Tyr-Val-Ala-Asp-Xaa* (SEQ ID NO: 108)
Caspasa-3 Asp-Xaa-Xaa-Asp-Xaa* (SEQ ID NO: 109)
Proproteina convertasa 1 Arg- (Xaa)n-Arg-Xaa*;n =0, 2,4 0 6 (SEQ ID NO: 110)
Proproteina convertasa 2 Lys-(Xaa)n-Arg-Xaa*; n=0, 2,4 0 6 (SEQ ID NO: 111)
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(continuacién)
Peptidasas plasmaticas

Peptidasa Secuencia de aminoacidos escindida

Proproteina convertasa 4 Glu-Arg-Thr-Lys-Arg-Xaa* (SEQ ID NO: 112)

Proproteina convertasa 4 PACE 4 Arg-Val-Arg-Arg-Xaa* (SEQ ID NO: 113)
Decanoil-Arg-Val-Arg-Arg-Xaa* (SEQ ID NO: 114)

Enzima de escisién de proliloligopeptidasa endotelina en . .

combinacién con dipept':i)dil-pep%idpasg WY Pro-Xaa’-Trp-Val-Pro-Xaa (SEQ ID NO: 115)

Peptidasa senal Trp-Val*-Ala-Xaa (SEQ ID NO: 116)

Neprilisina en combinacion con dipeptidil-peptidasa 1V Xaa-Phe*-Xaa-Xaa (SEQ ID NO: 117)

Xaa-Tyr*-Xaa-Xaa (SEQ ID NO: 118)
Xaa-Trp*-Xaa-Xaa (SEQ ID NO: 119)

Asp-Arg-Tyr-lle-Pro-Phe-His-Leu*-Leu
Renina en combinacién con dipeptidil-peptidasa IV (Val, Ala or Pro)-Tyr-(Ser, Pro, or Ala)
(SEQ ID NO: 120)

Por tanto, en varias realizaciones, el conector escindible puede ser cualquier conector escindible que un
experto en la técnica sabe que puede escindirse mediante una enzima que esta presente en la membrana
basolateral de una célula epitelial. En varias realizaciones, el conector escindible comprende un péptido. En otras
realizaciones, el conector escindible comprende un acido nucleico, como ARN o ADN. En otras realizaciones mas, el
conector escindible comprende un carbohidrato, como un disacarido o un trisacarido.

Alternativamente, en varias realizaciones, el conector escindible puede ser cualquier conector escindible
que sabe un experto en la técnica que puede escindirse mediante una enzima que esta presente en el plasma del
sujeto al que se administra el constructo de administracion. En varias realizaciones, el conector escindible
comprende un péptido. En otras realizaciones, el conector escindible comprende un acido nucleico, como ARN o
ADN. En otras realizaciones mas, el conector escindible comprende un carbohidrato, como un disacarido o un
trisacarido.

En varias realizaciones, las peptidasas muestran un aumento de actividad mucho mayor (por ejemplo, del
100%, 200% o mas con respecto al lado apical) en el lado basolateral (también denominado basolateral). Por tanto,
en varias realizaciones, el conector escindible puede escindirse mediante una enzima que muestra una actividad
50% mayor en el lado basolateral de la membrana que en el lado apical de la membrana. En varias realizaciones, el
conector escindible es escindible por una enzima que muestra una actividad un 100% mayor en el lado basolateral
de la membrana que en el lado apical de la membrana. En varias realizaciones, el conector escindible es escindible
mediante una enzima que muestra una actividad un 200% mayor en el lado basolateral de la membrana que en el
lado apical de la membrana. En varias realizaciones, el conector escindible es escindible por una enzima que
muestra una actividad un 500% mayor en el lado basolateral de la membrana que en el lado apical de la membrana.
En varias realizaciones, el conector escindible es escindible por una enzima que muestra una actividad un 1000%
mayor en el lado basolateral de la membrana que en el lado apical de la membrana.

En varias realizaciones, la molécula de fusion comprende un conector escindible que tiene una secuencia
de aminoacidos seleccionada de, por ejemplo, la SEQ ID NO: 100, SEQ ID NO: 101, SEQ ID NO: 102, SEQ ID NO:
103, SEQ ID NO: 104, SEQ ID NO: 105, SEQ ID NO: 106 o SEQ ID NO: 107 y es escindible por una enzima que
muestra mayor actividad en el lado basolateral de una célula epitelial polarizada que en el lado apical de la célula
epitelial polarizada, y/o es escindible por una enzima que muestra mayor actividad en el plasma que en el lado apical
de una célula epitelial polarizada.

En varias realizaciones, el conector escindible puede ser un conector escindible que se escinde después de
un cambio en el entorno de la molécula de fusién. Por ejemplo, el conector escindible puede ser un conector
escindible que es sensible al pH y se escinde por un cambio en el pH que se experimenta cuando la molécula de
fusién se libera de la membrana basolateral de una célula epitelial polarizada. Por ejemplo, la luz intestinal es
fuertemente alcalina, mientras que el plasma es esencialmente neutro. Por tanto, un conector escindible puede ser
una fraccién que se escinde tras un cambio de pH alcalino a neutro. El cambio en el entorno de la molécula de fusién
que escinde el conector escindible puede ser cualquier cambio ambiental que se experimenta cuando la molécula de
fusién se libera de la membrana basolateral de una célula epitelial polarizada conocida por un experto en la técnica,
sin limitacion.

En varias realizaciones, el conector escindible se escinde por una enzima de escision que se encuentra en
el plasma del sujeto. Puede usarse cualquier enzima de escision que un experto en la técnica sepa que esta
presente en el plasma del sujeto para escindir el conector escindible. Por consiguiente, en varias realizaciones, el
conector escindible puede escindirse con una enzima que se selecciona de, por ejemplo, la SEQ ID NO: 108, SEQ
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ID NO: 109, SEQ ID NO: 110, SEQ ID NO: 111, SEQ ID NO: 112, SEQ ID NO: 113, SEQ ID NO: 114, SEQ ID NO:
115, SEQ ID NO: 116, SEQ ID NO: 117, SEQ ID NO: 118, SEQ ID NO: 119 0 SEQ ID NO: 120.

En varias realizaciones, el conector escindible es un conector que contiene una secuencia de aminoacidos
que es un sustrato conocido para la proteasa del virus del grabado del tabaco (TEV). Por consiguiente, en varias
realizaciones, el conector escindible comprende la secuencia de amino&cidos expuesta en, por ejemplo,
GGGGSGGGENLYFQS (SEQ ID NO: 121).

Conjugacion quimica de la carga con la toxina de Cholix modificada

En varias realizaciones, la carga biolégicamente activa que se va a administrar al sujeto se conjuga
quimicamente con la toxina de Cholix modificada. Los expertos en la técnica conocen bien los medios para conjugar
quimicamente moléculas.

El procedimiento para conjugar dos moléculas varia de acuerdo con la estructura quimica del agente. Los
polipéptidos contienen tipicamente una variedad de grupos funcionales; por ejemplo, grupos acido carboxilico
(COOH) o amina libre (--NH2), que estan disponibles para la reaccién con un grupo funcional adecuado en el otro
péptido, o sobre un conector para unirse a las moléculas de la misma.

Alternativamente, el anticuerpo y/o la carga biolégicamente activa pueden derivatizarse para exponer o unir
grupos funcionales reactivos adicionales. La derivatizacion puede implicar la unién de cualquiera de varias moléculas
conectoras como las disponibles de Pierce Chemical Company, Rockford lIl.

En varias realizaciones, las toxinas de Cholix modificadas aisladas se preparan mediante fermentacion
bacteriana y se purifican mediante métodos establecidos. La toxina de Cholix modificada purificada se modifica
luego en su extremo C-terminal para permitir el acoplamiento quimico directo a través de un residuo de sulfhidrilo
libre localizado cerca del extremo C-terminal de la proteina. La modificacion C-terminal incluye un giro restringido por
cisteina que alberga la secuencia de escisidn de consenso para la proteasa altamente selectiva del virus del grabado
del tabaco (TEV), una segunda cisteina y una etiqueta de hexahistadina (Hiss). La segunda Cys se incluye para
formar un puente de disulfuro con la Cys usada en ultima instancia para el acoplamiento. Afadir la secuencia Hiss a
la proteina simplifica la purificacion y la secuencia de escision de TEV proporciona un mecanismo para eliminar
selectivamente el residuo Cys terminal después de una reduccion suave. La escisién de TEV y la reduccién leve con
ditioteitol 0,1 mM después de la expresion y el aislamiento de las constructos ntCholix permiten el acoplamiento
quimico directo de una carga biol6gicamente activa a través de una reaccion basada en maleimida como un
mecanismo genérico de union de carga. Después de la escision, reduccion y acoplamiento de carga de la proteasa
TEV a través de una reaccion de maleimida con el sulfhidrilo libre, se logré la eliminacion de la secuencia C-terminal
liberada mediante un segundo paso de cromatografia en columna de Ni?+.

En varias realizaciones, la molécula de fusion comprende particulas que estan decoradas covalentemente
con la toxina de Cholix modificada, y en donde la carga biolégicamente activa esté integrada en las particulas. En
varias realizaciones, las particulas pueden ser mas pequefias de ~150 nm de diametro, mas pequefias de ~100 nm
0 mas pequenas de ~50 nm.

En varias realizaciones, la molécula de fusién comprende una carga biolégicamente activa acoplada de
manera no covalente a la toxina de Cholix modificada. Esta molécula de fusion podria transportar, por ejemplo, una
IL-10 asociada no covalentemente a través del epitelio, como un elemento de superficie del receptor de IL-10
(Josephson, K., Logsdon, NJ, Walter, MR, Immunity 15:35-46, 2001).

Composiciones farmacéuticas y métodos de administracion

Las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacién se refieren a composiciones para la
administracion a un sujeto humano. Las composiciones farmacéuticas comprenden las moléculas de fusion de
origen no natural citadas en la presente, solas o en combinaciéon. Las composiciones farmacéuticas pueden
comprender moléculas adicionales capaces de alterar las caracteristicas de las moléculas de fusiéon de origen no
natural, por ejemplo, estabilizar, modular y/o activar su funcion. La composicién puede, por ejemplo, estar en forma
solida o liquida y puede estar, entre otras cosas, en forma de un polvo o polvos, un comprimido o comprimidos, una
solucién o soluciones o (un) aerosol o aerosoles. La composicion farmacéutica de la presente divulgacion puede,
opcional y adicionalmente, comprender un portador farmacéuticamente aceptable. "Portador farmacéuticamente
aceptable” se refiere a una carga, diluyente, material encapsulante sélido, semisélido o liquido no téxico y cualquiera
de los portadores, vehiculos, tampones y excipientes farmacéuticos estandar como una solucién salina tamponada
con fosfato, una solucién acuosa al 5% de dextrosa, y emulsiones como una emulsién de aceite/agua o agua/aceite,
y varios tipos de agentes humectantes y/o adyuvantes.

Las composiciones farmacéuticas se formulan generalmente apropiadamente para el uso inmediato
previsto para la molécula de fusion. Por ejemplo, si la molécula de fusién no se va a administrar inmediatamente, la
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molécula de fusién puede formularse en una composicion adecuada para el almacenamiento. Una de tales
composiciones es una preparacion liofilizada de la molécula de fusion junto con un estabilizante adecuado.
Alternativamente, la composicién de la molécula de fusion puede formularse para su almacenamiento en una
solucién con uno o més estabilizantes adecuados. Puede usarse cualquier estabilizante conocido por un experto en
la técnica sin limitacion. Por ejemplo, los estabilizantes adecuados para preparaciones liofilizadas incluyen, pero no
se limitan a, azUcares, sales, surfactantes, proteinas, agentes caotrépicos, lipidos y aminoacidos. Los estabilizantes
adecuados para preparaciones liquidas incluyen, pero no se limitan a, azlcares, sales, surfactantes, proteinas,
agentes caotrdpicos, lipidos y aminoacidos. Los estabilizantes especificos que pueden usarse en las composiciones
incluyen, pero no se limitan a, trehalosa, albumina sérica, fosfatidilcolina, lecitina y arginina. Otros compuestos,
composiciones y métodos para estabilizar una preparacion liofilizada o liquida de las moléculas de fusién pueden
encontrarse, por ejemplo, en las Patentes de Estados Unidos N°® 6.573.237, 6.525.102, 6.391.296, 6.255.284,
6.133.229, 6.007.791, 5.997.856, y 5.917.021.

En varias realizaciones, las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacion se formulan para
administracion oral. Las composiciones farmacéuticas formuladas para administracién oral aprovechan la capacidad
de la toxina de Cholix modificada para mediar en la transcitosis a través del epitelio gastrointestinal (Gl). Se prevé
que la administracion oral de estas composiciones farmacéuticas dard como resultado la absorcion de la molécula
de fusion a través de células epiteliales polarizadas de la mucosa digestiva, por ejemplo, la mucosa intestinal,
seguida de la liberacion de la carga biolégicamente activa en el lado basolateral de la membrana de mucosa. En
varias realizaciones, la célula epitelial se selecciona del grupo que consiste de células epiteliales nasales, células
epiteliales orales, células epiteliales intestinales, células epiteliales rectales, células epiteliales vaginales, y células
epiteliales pulmonares. Las composiciones farmacéuticas de la divulgacion pueden incluir la adicién de un
potenciador de la transcitosis para facilitar la transferencia de la proteina de fusién a través del epitelio Gl. Tales
potenciadores son conocidos en la técnica. VerXia et al., (2000) J. Pharmacol. Experimentar. Therap., 295:594-600;
y Xia et al. (2001) Pharmaceutical Res., 18(2):191-195.

Se prevé que una vez transportadas a través del epitelio Gl, las moléculas de fusiéon de la divulgaciéon
mostraran una vida media prolongada en suero, es decir, la carga biolégicamente activa de las moléculas de fusion
mostrara una vida media en suero prolongada en comparacion con la carga biolégicamente activa en su estado no
fundido. Como tales, las formulaciones orales de las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacion se
preparan de tal manera que sean adecuadas para el transporte al epitelio Gl y la proteccién de la molécula de fusién
en el estomago. Tales formulaciones pueden incluir componentes portadores y dispersantes y pueden estar en
cualquier forma adecuada, incluyendo aerosoles (para administracion oral o pulmonar), jarabes, elixires,
comprimidos, incluyendo comprimidos masticables, capsulas duras o blandas, grageas, pastillas, suspensiones
acuosas o aceitosas, emulsiones, obleas o granulos granulados, y polvos dispersables. En varias realizaciones, las
composiciones farmacéuticas se emplean en formas de dosificacién sélidas, por ejemplo, comprimidos, capsulas o
similares, adecuadas para la administracion oral simple de dosificaciones precisas.

En varias realizaciones, la formulacién oral comprende una molécula de fusién y uno o mas compuestos
que pueden proteger la molécula de fusiébn mientras esta en el estbmago. Por ejemplo, el compuesto protector
deberia poder prevenir la hidrélisis acida y/o enzimatica de la molécula de fusion. En varias realizaciones, la
formulacion oral comprende una molécula de fusién y uno o mas compuestos que pueden facilitar el transito del
constructo desde el estbmago al intestino delgado. En varias realizaciones, el uno o mas compuestos que pueden
proteger la molécula de fusion de la degradacion en el estbmago también pueden facilitar el transito del constructo
desde el estomago al intestino delgado. Por ejemplo, la inclusién de bicarbonato de sodio puede ser Util para facilitar
el movimiento rapido de los materiales administrados por via intragastrica desde el estémago al duodeno como se
describe en Mrsny et al., Vaccine 17:1425-1433, 1999. Otros métodos para formular composiciones de tal manera
que las moléculas de fusion puedan pasar a través del estomago y entrar en contacto con las membranas epiteliales
polarizadas en el intestino delgado incluyen, pero no se limitan a, tecnologias de recubrimiento entérico como se
describe en DeYoung, Int J Pancreatol, 5 Suppl:31- 6, 1989 y los métodos proporcionados en las Patentes de
Estados Unidos N2 6.613.332, 6.174.529, 6.086.918, 5.922.680, y 5.807.832.

Las composiciones farmacéuticas destinadas a uso oral pueden prepararse de acuerdo con cualquier
método conocido en la técnica para la fabricacion de composiciones farmacéuticas y tales composiciones pueden
contener uno o mas agentes seleccionados del grupo que consiste de agentes edulcorantes para proporcionar una
preparacion farmacéuticamente elegante y agradable al paladar. Por ejemplo, para preparar comprimidos que se
administran por via oral, la molécula de fusidbn se mezcla con por lo menos un excipiente farmacéutico y la
formulacion sélida se comprime para formar un comprimido de acuerdo con métodos conocidos, para su
administracion al tracto gastrointestinal. La composicion de comprimido se formula tipicamente con aditivos, por
ejemplo, un sacarido o un portador de celulosa, un aglutinante como pasta de almidén o metilcelulosa, un relleno, un
disgregador, u otros aditivos tipicamente usados en la fabricacidon de preparaciones médicas. Para preparar
capsulas administrables por via oral, se mezcla DHEA con por lo menos un excipiente farmacéutico y la formulacién
sdlida se coloca en un recipiente capsular adecuado para su administracion al tracto gastrointestinal. Las
composiciones que comprenden moléculas de fusidn pueden prepararse como se describe generalmente en
Remington’s Pharmaceutical Sciences, 182 ed. 1990 (Mack Publishing Co. Easton Pa. 18042) en el Capitulo 89.

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2900328 T3

En varias realizaciones, las composiciones farmacéuticas se formulan como comprimidos administrables
por via oral que contienen moléculas de fusién mezcladas con excipientes no téxicos farmacéuticamente aceptables
que son adecuados para la fabricacion de comprimidos. Estos excipientes pueden ser diluyentes inertes como
carbonato caélcico, carbonato sodico, lactosa, fosfato calcico o fosfato soédico; agentes de granulacion y de
disgregacion, por ejemplo, almidén de maiz, gelatina o goma arabiga, y agentes lubricantes, por ejemplo, estearato
de magnesio, acido estearico o talco. Los comprimidos pueden no estar recubiertos o pueden recubrirse con
técnicas conocidas para retrasar la disgregacion y la absorcion en el tracto gastrointestinal y proporcionar de este
modo una accién sostenida durante un periodo de tiempo mas largo. Por ejemplo, puede emplearse un material de
retardo de tiempo como monoestearato de glicerol o diestearato de glicerilo solo con una cera.

En varias realizaciones, las composiciones farmacéuticas se formulan como capsulas de gelatina dura en
donde la molécula de fusién se mezcla con un diluyente sélido inerte, por ejemplo, carbonato calcico, fosfato calcico
o caolin o como capsulas de gelatina blanda en las que la molécula de fusion se mezcla con un medio acuoso u
oleoso, por ejemplo, aceite de araquis, aceite de cacahuete, parafina liquida o aceite de oliva.

En varias realizaciones, las suspensiones acuosas pueden contener una molécula de fusion en la mezcla
con excipientes adecuados para la fabricacidbn de suspensiones acuosas. Tales excipientes son agentes de
suspensioén, por ejemplo, carboximetilcelulosa de sodio, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, alginato de sodio,
polivinilpirrolidona, goma de tragacanto y goma arabiga; los agentes dispersantes o humectantes pueden ser un
fosfatido de origen natural, por ejemplo, lecitina, o productos de condensacién de un 6xido de alquileno con acidos
grasos, por ejemplo, estearato de polioxietileno, o productos de condensacion de 6xido de etileno con alcoholes
alifaticos de cadena larga, por ejemplo, heptadeciletiloxicetatanol, o productos de condensacién de 6xido de etileno
con ésteres parciales derivados de acidos grasos y un hexitol como monooleato de polioxietilensorbitol, o productos
de condensacion de 6xido de etileno con ésteres parciales derivados de acidos grasos y anhidridos de hexitol, por
ejemplo, monooleato de polioxietilensorbitan. Las suspensiones acuosas también pueden contener uno o mas
conservantes, por ejemplo, p-hidroxibenzoato de etilo o n-propilo, uno 0 mas agentes colorantes, uno 0 mas agentes
aromatizantes y uno o méas agentes edulcorantes como sacarosa o sacarina.

En varias realizaciones, las suspensiones oleosas pueden formularse suspendiendo la molécula de fusion
en un aceite vegetal, por ejemplo, aceite de araquis, aceite de oliva, aceite de sésamo o aceite de coco, 0 en un
aceite mineral como parafina liquida. Las suspensiones de aceite pueden contener un agente espesante, por
ejemplo, cera de abejas, parafina dura o alcohol cetilico. Pueden anadirse agentes edulcorantes como los expuestos
anteriormente, y agentes aromatizantes para proporcionar una preparacion oral agradable. Estas composiciones
pueden conservarse mediante la adicién de un antioxidante como el &cido ascérbico.

En varias realizaciones, las composiciones farmacéuticas pueden estar en forma de emulsiones de aceite
en agua. La fase oleosa puede ser un aceite vegetal, por ejemplo, aceite de oliva 0 aceite de araquis, 0 un aceite
mineral, por ejemplo, goma de acacia o goma de tragacanto, fosfétidos de origen natural, por ejemplo, lecitina de
so0ja, y ésteres o ésteres parciales derivados de acidos grasos y anhidridos de hexitol, por ejemplo, monooleato de
sorbitan, y productos de condensacion de los mismos ésteres parciales con 6xido de etileno, por ejemplo,
monooleato de polioxietilensorbitdn. Las emulsiones también pueden contener agentes edulcorantes y
aromatizantes.

En varias realizaciones en las que la composicién farmacéutica esta en forma de comprimido o capsula, el
comprimido o capsula se recubre o encapsula para proteger la carga biolégicamente activa de la accion enzimatica
en el estbmago y para asegurar que haya suficiente carga biolégicamente activa para ser absorbida por el sujeto
para producir una respuesta eficaz. Tales métodos de recubrimiento o encapsulacion incluyen, por ejemplo,
encapsulacion en nanoparticulas compuestas de polimeros con una estructura principal hidréfoba y ramas hidréfilas
como portadores de farmacos, encapsulacion en microparticulas, insercion en liposomas en emulsiones y
conjugacién con otras moléculas. Los ejemplos de nanoparticulas incluyen nanoparticulas mucoadhesivas
recubiertas con quitosano y Carbopol (Takeuchi et al., Adv. Drug Deliv. Rev.47(1):39-54, 2001) y nanoparticulas que
contienen poliésteres de combinacién cargados, poli(2-sulfobutil-alcohol vinilico) y poli(acido D,L-lactico-co-glicélico)
(Jung et al., Eur. J. Pharm. Biopharm. 50(1):147-160, 2000).

Pueden usarse comprimidos encapsulados o recubiertos que liberen la carga biolégicamente activa de una
manera capa por capa, liberando de este modo la carga biolégicamente activa durante un periodo de tiempo
predeterminado mientras se desplazan a lo largo del tracto gastrointestinal. Ademas, los comprimidos que
comprenden la carga biol6gicamente activa pueden colocarse dentro de un comprimido mas grande, protegiendo de
este modo el comprimido interno de las condiciones ambientales y de procesamiento como temperatura, agentes
quimicos (por ejemplo, solventes), pH y humedad. El comprimido exterior y los recubrimientos sirven ademas para
proteger la carga biolégicamente activa en el entorno gastrico.

En varias realizaciones, las composiciones farmacéuticas pueden formularse para administracion oral
usando microesferas de poliéster, microesferas de zeina, microesferas proteinoides, microesferas de
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policianoacrilato y sistemas basados en lipidos (ver, por ejemplo, DiBase y Morrel, Oral Delivery of
Microencapsulated Proteins, in Protein Delivery: Physical Systems, Sanders y Hendren (eds.), paginas 255-288
(Plenum Press 1997)).

Los agentes activos de superficie o surfactantes promueven la absorcién de polipéptidos a través de la
membrana o el revestimiento mucosal. Los agentes activos de superficie o surfactantes Utiles incluyen acidos grasos
y sales de los mismos, sales biliares, fosfolipidos o un sacarido de alquilo. Ejemplos de &cidos grasos y sales de los
mismos incluyen sales de sodio, potasio y lisina de caprilato (Cs), caprato (Cio), laurato (C12) y miristato (C14). Los
ejemplos de sales biliares incluyen &cido célico, acido quenodesoxicélico, acido glicocélico, acido taurocdlico, acido
glicoquenodesoxicélico, &acido tauroquenodesoxicdlico, acido desoxicdlico, &cido glicodesoxicélico, &cido
taurodesoxicélico, acido litodesoxicélico y acido ursodesoxicélico. Los ejemplos de fosfolipidos incluyen fosfolipidos
de cadena sencilla como lisofosfatidilcolina, lisofosfatidilglicerol, lisofosfatidiletanolamina, lisofosfatidilinositol y
lisofosfatidilserina; o fosfolipidos de cadena doble como diacilfosfatidilcolinas, diacilfosfatidilgliceroles,
diacilfosfatidiletanolaminas, diacilfosfatidilinositoles y diacilfosfatidilserinas. Los ejemplos de alquil sacaridos incluyen
alquil glucésidos o alquil maltésidos, como decil glucésido y dodecil maltésido.

En otro aspecto, la presente divulgacién se refiere a métodos de administracién por via oral de las
composiciones farmacéuticas de la divulgacion. Sin pretender estar limitados a ninguna teoria o mecanismo de
accion en particular, se cree que la administracion oral de las moléculas de fusion da como resultado la absorcién de
la molécula de fusién a través de las células epiteliales polarizadas de la mucosa digestiva, por ejemplo, la mucosa
intestinal, seguido de la escision de la molécula de fusién y la liberacién de la carga biolégicamente activa en el lado
basolateral de la membrana de mucosa. Por tanto, cuando la carga biolégicamente activa ejerce una actividad
biolégica en el higado como, por ejemplo, actividades mediadas por la unién de IL-10 a su receptor cognato, se cree
que la carga biol6gicamente activa ejerce un efecto en exceso de lo que se esperaria en base a las concentraciones
en plasma observadas en el sujeto, es decir, la administracion oral de la molécula de fusion puede administrarse a
un concentracion eficaz méas alta de la carga biol6gicamente activa administrada al higado del sujeto que la que se
observa en el plasma del sujeto.

En otro aspecto, la presente divulgacién se refiere a métodos de administracién por via oral de las
composiciones farmacéuticas de la divulgacion. Tales métodos pueden incluir, pero no se limitan a, pasos de
administracion por via oral de las composiciones por parte del paciente o un proveedor de atencién médica. Tales
pasos de administracion pueden incluir la administracion en intervalos como una o dos veces al dia dependiendo de
la molécula de fusién, enfermedad o afeccion del paciente o paciente individual. Tales métodos también incluyen la
administracion de varias dosificaciones de la molécula de fusion individual. Por ejemplo, la dosificacién inicial de una
composicion farmacéutica puede estar en un nivel mas alto para inducir un efecto deseado, como la reduccién de los
niveles de glucosa en sangre. Las dosificaciones posteriores pueden entonces disminuirse una vez que se logre el
efecto deseado. Estos cambios o modificaciones en los protocolos de administracion pueden realizarse por el
médico tratante o el trabajador de atencion médica.

Estas composiciones farmacéuticas pueden administrarse al sujeto en una dosis adecuada. El régimen de
dosificacién lo determinara el médico tratante y los factores clinicos. Como es bien conocido en la técnica médica,
las dosificaciones para cualquier paciente dependen de muchos factores, incluyendo el tamafo del paciente, el area
de superficie corporal, la edad, el compuesto particular que se administrara, el sexo, la hora y la via de
administracién, la salud general y otros farmacos que se administran concurrentemente. La cantidad
terapéuticamente eficaz para una situacion dada se determinara facilmente mediante experimentacion de rutina y
esta dentro de las capacidades y el juicio del practicante clinico o médico ordinario. El experto en la técnica sabe que
la cantidad eficaz de una composicién farmacéutica administrada a un individuo dependera, entre otras cosas, de la
naturaleza de la carga biolégicamente activa. La duracion del tratamiento necesario para observar los cambios y el
intervalo después del tratamiento para que se produzcan las respuestas varian dependiendo del efecto deseado. Las
cantidades particulares pueden determinarse mediante pruebas convencionales que son bien conocidas por el
experto en la técnica.

La cantidad de carga biolégicamente activa es una cantidad eficaz para lograr el propésito del agente activo
particular. La cantidad en la composicion es tipicamente una cantidad farmacolégica, biologica, terapéutica o
quimicamente eficaz. Sin embargo, la cantidad puede ser menor que una cantidad farmacoldgica, bioldgica,
terapéutica o quimicamente eficaz cuando la composiciéon se usa en una forma de unidad de dosificacion como una
capsula, un comprimido o un liquido, porque la forma de unidad de dosificacion puede contener una multiplicidad de
composiciones de vehiculo/agente biolégico o quimicamente activo o puede contener una cantidad dividida
farmacoldgica, bioldgica, terapéutica o quimicamente eficaz. Las cantidades efectivas totales pueden administrarse
luego en unidades acumulativas que contienen, en total, cantidades farmacolédgica, bioldgica, terapéutica o
quimicamente activas de carga biolégicamente activa.

En varias realizaciones, una cantidad de molécula de fusion administrada al sujeto es como maximo 0,001

pg, como maximo 1 pg, como maximo 2 pg, como maximo 3 pg, como maximo 4 pg, como maximo 5 pg, como
maximo 10 pg, como maximo como maximo 50 pg, como maximo 100 pg, como maximo 1 pug, como maximo 2 ug,
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como maximo 3 pg, como maximo 4 pg, como maximo 5 pg, como maximo 10 pg, como maximo 50 pg, como
maximo 100 pg, como méaximo como maximo 1 mg, como maximo 2 mg, como maximo 3 mg, como maximo 4 mg,
como maximo 5 mg, como maximo 10 mg, como maximo 50 mg, como maximo 100 mg o como maximo 1g.

En varias realizaciones, una cantidad de molécula de fusién administrada al sujeto es de por lo menos
0,001 pg, por lo menos 1 pg, por lo menos 2 pg, por Io menos 3 pg, por lo menos 4 pg, por lo menos 5 pg, por lo
menos 10 pg, por lo menos por lo menos 50 pg, por lo menos 100 pg, por lo menos 1 pg, por lo menos 2 pg, por lo
menos 3 ug, por lo menos 4 ug, por lo menos 5 pug, por lo menos 10 pg, por lo menos 50 pg, por lo menos 100 g,
por lo menos por lo menos 1 mg, por lo menos 2 mg, por lo menos 3 mg, por lo menos 4 mg, por lo menos 5 mg, por
lo menos 10 mg, por lo menos 50 mg, por lo menos 100 mg o por lo menos 1 g.

En varias realizaciones, una cantidad de molécula de fusion administrada al sujeto es de 0,001 ug y
aproximadamente 1 g, de 1 ug a 10 pg, de 50 ug a 100 pg, de 1 ug a 5 ug, de 10 pug a 20 pg, de 10 ug a 500 mg, de
10 ug a 100 mg, de 10 pg a 1000 pg, de 10 pug a 250 ug, de 10 pg a 100 pg, de 10 ug a 50 pg, de 1 mg a 5 mg, o de
10 mg a 100 mg.

El volumen de una composicién que comprende la molécula de fusibn que se administra dependera
generalmente de la concentracion de la molécula de fusién y la formulacion de la composicion. En varias
realizaciones, una dosis unitaria de la composicién de la molécula de fusion es de 0,001 pla 1 ml, de 1 pl a 100 pl,
de 50 pl a 500 pl, de 0,01 mla 1 ml, de 1 ml a 100 ml, de 0,05 ml a 1 ml. Por ejemplo, la dosis unitaria de la
composicién de la molécula de fusion puede ser de aproximadamente 0,5 ml.

En algunas realizaciones, una dosis unitaria de la composicion de la molécula de fusién es como méaximo
aproximadamente 0,001 pl, como maximo 1 pl, como maximo 10 pl, como maximo 50 ul, como maximo 200 ul, como
maximo 0,01 ml, como maximo 0,05 ml, como maximo como maximo 0,1 ml, como maximo 0,2 ml, como maximo 0,5
ml o como méaximo 1 ml.

En algunas, una dosis unitaria de la composicion de la molécula de fusion es de por lo menos 0,001 pl, por
lo menos 1 pl, por lo menos 10 pl, por lo menos 50 pl, por lo menos 200 pl, por lo menos 0,01 ml, por lo menos 0,05
ml, por lo menos 0,1 ml, por lo menos 0,2 ml, por lo menos 0,5 ml o por lo menos 1 ml.

Las composiciones de moléculas de fusion pueden prepararse en formas de dosificacion que contienen
entre 1y 50 dosis (por ejemplo, de 0,5 ml a 25 ml), mas habitualmente entre 1 y 10 dosis (por ejemplo, de 0,5 mla 5
ml).

Las composiciones de moléculas de fusion de la divulgacién pueden administrarse en una dosis o en
multiples dosis. Una dosis puede ir seguida de una o mas dosis espaciadas de aproximadamente 1 a
aproximadamente 6 horas, de aproximadamente 6 a aproximadamente 12 horas, de aproximadamente 12 a
aproximadamente 24 horas, de aproximadamente 1 dia a aproximadamente 3 dias, de aproximadamente 1 dia a
aproximadamente 1 semana, de aproximadamente 1 semana a aproximadamente 2 semanas, de aproximadamente
2 semanas a aproximadamente 1 mes, de aproximadamente 4 a aproximadamente 8 semanas, de
aproximadamente 1 a aproximadamente 3 meses, o de aproximadamente 1 a aproximadamente 6 meses.

En varias realizaciones, las composiciones farmacéuticas que comprenden las moléculas de fusiéon pueden,
aunque no necesariamente, administrarse diariamente, en una cantidad eficaz para mejorar un sintoma.
Generalmente, la dosificacion diaria total puede administrarse en una cantidad de por lo menos aproximadamente
0,001 pg, por lo menos aproximadamente 0,1 mg, por lo menos aproximadamente 1 mg, por lo menos
aproximadamente 10 mg, por lo menos aproximadamente 50 mg, por lo menos aproximadamente 100 mg, por lo
menos aproximadamente 150 mg, por lo menos aproximadamente 200 mg, por lo menos aproximadamente 250 mg,
por lo menos aproximadamente 300 mg, por lo menos aproximadamente 350 mg, por lo menos aproximadamente
400 mg, por lo menos aproximadamente 450 mg, por lo menos aproximadamente 500 mg al dia, o por lo menos
aproximadamente 1000 mg al dia. Por ejemplo, la dosificacion puede formularse para administracion oral en
capsulas o comprimidos, como 4 capsulas o comprimidos, cada uno de los cuales contiene 50 mg de molécula de
fusion. Las capsulas o comprimidos para administracién oral pueden contener convenientemente hasta una dosis
oral diaria completa, por ejemplo 200 mg o mas al dia.

En varias realizaciones, las composiciones farmacéuticas que comprenden las moléculas de fusion pueden,
aunque no necesariamente, administrarse diariamente, en una cantidad eficaz para mejorar un sintoma.
Generalmente, la dosificacion diaria total puede administrarse en una cantidad de como maximo 50 mg al dia, como
maximo 100 mg al dia, como maximo 150 mg al dia, como maximo 200 mg al dia, como maximo 250 mg al dia,
como maximo 300 mg al dia, como maximo 350 mg al dia, como maximo 400 mg al dia, como maximo 450 mg al
dia, como méaximo 500 mg al dia 0 como maximo 1000 mg al dia.

Como se usa en la presente, se pretende que los términos "coadministraciéon”, "coadministrado" y "en
combinacion con", en referencia a las moléculas de fusiéon de la divulgacion y uno o mas de otros agentes
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terapéuticos, que signifiquen y se refieren a e incluyen lo siguiente: la administracion simultdnea de dicha
combinacion de moléculas de fusién de la divulgacion y agentes terapéuticos a un paciente con necesidad de
tratamiento, cuando tales componentes se formulan juntos en una Unica forma de dosificacién que libera dichos
componentes sustancialmente al mismo tiempo para dicho paciente; administracion sustancialmente simultanea de
tal combinacién de moléculas de fusion de la divulgacién y agentes terapéuticos a un paciente con necesidad de
tratamiento, cuando tales componentes se formulan separados entre si en formas de dosificacion separadas que son
tomadas sustancialmente al mismo tiempo por dicho paciente, después de lo cual dichos componentes se liberan
sustancialmente al mismo tiempo a dicho paciente; administracién secuencial de tal combinacion de moléculas de
fusién de la divulgacion y agentes terapéuticos a un paciente con necesidad de tratamiento, cuando tales
componentes se formulan separados entre si en formas de dosificacién separadas que son tomadas en momentos
consecutivos por dicho paciente con un intervalo de tiempo significativo entre cada administracion, tras lo cual dichos
componentes se liberan en momentos sustancialmente diferentes a dicho paciente; y administracién secuencial de
tal combinacién de moléculas de fusion de la divulgacién y agentes terapéuticos a un paciente con necesidad de
tratamiento, cuando tales componentes se formulan juntos en una forma de dosificacién individual que libera dichos
componentes de manera controlada tras lo cual se liberan de manera concurrente, consecutiva y/o superpuesta en
momentos iguales y/o diferentes a dicho paciente, donde cada parte puede administrarse por cualquiera de la misma
via o una diferente.

En varias realizaciones, las composiciones farmacéuticas que comprenden las moléculas de fusion pueden
coadministrarse con un segundo componente, en donde el segundo componente es una hormona, toxina o agente
bioactivo que es capaz de unirse al receptor de GM-1 (monosialotetrahexosilgangliésido) (Hakomori, Advances in
Exp. Medicine and Biology, 174:333-339, 1984). En varias realizaciones, el segundo componente es el virus SV40, el
virus del polioma o una toxina como la toxina del célera o la exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa (PE).

Como se usa en la presente, los términos "toxina del célera" o "CT" se refieren al agente de virulencia
epdnimo de la bacteria Vibrio cholerae, que puede provocar diarrea acuosa masiva aguda y potencialmente mortal.
CT es un complejo proteico compuesto por una sola subunidad A organizada con un pentamero de subunidades B
que se une a las estructuras de gangliésidos Gw1 de la superficie celular en la superficie apical de los epitelios. La
CT es secretada por V. cholera después de la transferencia horizontal de genes con cepas virulentas de V. cholerae
que llevan una variante de bacteriéfago lisogénico llamado CTXf o CTX¢. Sin embargo, los recientes brotes de
coélera han sugerido que las cepas de algunos serogrupos (no O1, no 0139) no expresan CT sino que usan otros
factores de virulencia. Los andlisis detallados de datos ambientales y clinicos no O1, no O139 sugirieron la presencia
de una nueva exotoxina secretada putativa con cierta similitud con la PE. La secuencia de CT es conocida y se ha
descrito (Mekalanos J.J. et al Nature 306, pagina 551 (1983)).

Como se usa en la presente, los términos "exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa”, "exotoxina A de
Pseudomonas " o "PE" se refieren a una proteina monomérica extremadamente activa (peso molecular 66 kD),
secretada por Pseudomonas aeruginosa, que inhibe la sintesis de proteinas en células eucariotas. La secuencia de
613 residuos de PE es bien conocida en la técnica y se expone, por ejemplo, en la Patente de Estados Unidos N°
5.602.095. El dominio la (aminodcidos 1-252) media la unién celular. El dominio Il (aminoacidos 253-364) es
responsable de la translocacion en el citosol y el dominio Il (aminoacidos 400-613) media la ribosilacion de ADP del
factor de elongacion 2. La funcion del dominio Ib (aminoacidos 365-399) permanece indefinida, aunque se sabe que
una gran parte de él, los aminoacidos 365-380, pueden eliminarse sin pérdida de citotoxicidad. Ver Siegall et al., J
Biol Chem, 264:14256-61 (1989).

En la técnica se conocen ciertos fragmentos citotoxicos de PE y a menudo se hace referencia al peso
molecular del fragmento, que designa para el experto en la técnica la composicion particular del fragmento de PE.
Por ejemplo, PE40 fue uno de los primeros fragmentos que se estudié y usdé como la porcion toxica de las
inmunotoxinas. El término designa una forma truncada de PE en cuyo dominio la, el dominio responsable de la unién
no especifica. Ver, por ejemplo, Pai et al., Proc. Nat'l Acad. Sci. USA, 88:3358-3362 (1991); y Kondo et al., J. Biol.
Chem., 263:9470-9475 (1988). Sin embargo, la eliminacion de la unién no especifica también puede lograrse
mediante la mutacion de ciertos residuos del dominio la. La Patente de Estados Unidos N°® 5.512.658, por ejemplo,
divulga una PE mutada en la que esta presente el dominio la pero en la que los residuos basicos del dominio la en
las posiciones 57, 246, 247 y 249 se reemplazan con residuos acidos (acido glutamico o "E")) muestra citotoxicidad
no especifica altamente disminuida. A esta forma mutante de PE se hace referencia a veces como "PE4E".

En varias realizaciones, la terapia de combinacion comprende administrar la composicion de la molécula de
fusién aislada y la composicion del segundo agente simultaneamente, ya sea en la misma composicién farmacéutica
0 en composiciones farmacéuticas separadas. En varias realizaciones, la composicion de la molécula de fusién
aislada y la composicién del segundo agente se administran secuencialmente, es decir, la composicion de la
molécula de fusion aislada se administra antes o después de la administracion de la segunda composicion del
agente.

En varias realizaciones, las administraciones de la composicion de la molécula de fusion aislada y la
composicion del segundo agente son concurrentes, es decir, el periodo de administracion de la composicién de la
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molécula de fusion aislada y la composicién del segundo agente se superponen entre si.

En varias realizaciones, las administraciones de la composicion de la molécula de fusion aislada y la
composicién del segundo agente no son simultaneas. Por ejemplo, en varias realizaciones, se termina la
administracion de la composicion de la molécula de fusion aislada antes de que se administre la composicion del
segundo agente. En varias realizaciones, se termina la administracion de la composicién del segundo agente antes
de que se administre la composicién de la molécula de fusion aislada. En varias realizaciones, las administraciones
de la molécula de fusién de la divulgacion, ya sea sola o en combinacién con un agente terapéutico, pueden lograrse
con una comida, por ejemplo, antes de la comida, durante la comida o después de la comida.

En algunas realizaciones, la administracién de la molécula de fusiéon de la divulgacion, ya sea sola o en
combinacién con un agente terapéutico, puede lograrse antes de una comida. En varias realizaciones, la molécula
de fusion de la invencién, ya sea sola o en combinacién con un agente terapéutico, puede administrarse mas de 12
horas, méas de 11 horas, mas de 10 horas, mas de 9 horas, mas de 8 horas, mas mas de 7 horas, mas de 6 horas,
mas de 5 horas, mas de 4 horas, mas de 3 horas, mas de 2 horas, mas de 1 hora, mas de 50 minutos, mas de 40
minutos, mas de 30 minutos, mas de 20 minutos, mas de 10 minutos, mas de 5 minutos o0 mas de 1 minuto antes de
la comida. En varias realizaciones, la molécula de fusion de la invencién, ya sea sola o en combinacién con un
agente terapéutico, puede administrarse menos de 12 horas, menos de 11 horas, menos de 10 horas, menos de 9
horas, menos de 8 horas, menos de 7 horas, menos de 6 horas, menos de 5 horas, menos de 4 horas, menos de 3
horas, menos de 2 horas, menos de 1 hora, menos de 50 minutos, menos de 40 minutos, menos de 30 minutos,
menos de 20 minutos, menos de 10 minutos, menos de 5 minutos o0 menos de 1 minuto antes de la comida. En
varias realizaciones, la molécula de fusion de la invencion, ya sea sola o en combinacion con un agente terapéutico,
puede administrarse entre aproximadamente 1 minuto y aproximadamente 10 minutos, entre aproximadamente 5
minutos y aproximadamente 30 minutos, entre aproximadamente 20 minutos y aproximadamente 60 minutos, entre
aproximadamente 1 hora y aproximadamente 3 horas, entre aproximadamente 2 horas y aproximadamente 10
horas, o entre aproximadamente 5 horas y aproximadamente 12 horas antes de la comida.

En algunas realizaciones, la administracién de la molécula de fusién de la invencion, ya sea sola o en
combinacion con un agente terapéutico, puede lograrse después de una comida. En varias realizaciones, la
molécula de fusién de la invencién, ya sea sola o en combinacién con un agente terapéutico, puede administrarse
mas de 12 horas, méas de 11 horas, mas de 10 horas, mas de 9 horas, mas de 8 horas, mas de 7 horas, mas de 6
horas, mas de 5 horas, mas de 4 horas, mas de 3 horas, mas de 2 horas, mas de 1 hora, mas de 50 minutos, mas
de 40 minutos, mas de 30 minutos, mas mas de 20 minutos, mas de 10 minutos, mas de 5 minutos o mas de 1
minuto después de la comida. En algunas realizaciones, la molécula de fusion de la invencion, ya sea sola o en
combinacion con un agente terapéutico, puede administrarse menos de 12 horas, menos de 11 horas, menos de 10
horas, menos de 9 horas, menos de 8 horas, menos de 7 horas, menos de 6 horas, menos de 5 horas, menos de 4
horas, menos de 3 horas, menos de 2 horas, menos de 1 hora, menos de 50 minutos, menos de 40 minutos, menos
de 30 minutos, menos de 20 minutos, menos de 10 minutos, menos de 5 minutos 0 menos de 1 minuto después de
la comida. En varias realizaciones, la molécula de fusién de la invencién, ya sea sola o en combinacién con un
agente terapéutico, puede administrarse menos de 12 horas, menos de 11 horas, menos de 10 horas, menos de 9
horas, menos de 8 horas, menos de 7 horas, menos de 6 horas, menos de 5 horas, menos de 4 horas, menos de 3
horas, menos de 2 horas, menos de 1 hora, menos de 50 minutos, menos de 40 minutos, menos de 30 minutos,
menos de 20 minutos, menos de 10 minutos, menos de 5 minutos o0 menos de 1 minuto antes de la comida. En
varias realizaciones, la molécula de fusion de la divulgacién, ya sea sola o en combinacién con un agente
terapéutico, puede administrarse entre aproximadamente 1 minuto y aproximadamente 10 minutos, entre
aproximadamente 5 minutos y aproximadamente 30 minutos, entre aproximadamente 20 minutos vy
aproximadamente 60 minutos, entre aproximadamente 1 hora y aproximadamente 3 horas, entre aproximadamente
2 horas y aproximadamente 10 horas, o entre aproximadamente 5 horas y aproximadamente 12 horas después de la
comida.

Métodos de uso

En otro aspecto, las composiciones farmacéuticas formuladas para administracién oral se usan para tratar
ciertas clases de enfermedades o afecciones médicas que son particularmente adecuadas para la formulacién y
administracion oral. Tales clases de enfermedades o afecciones incluyen, por ejemplo, enfermedades o infecciones
virales, cancer, enfermedades metabdlicas, obesidad, enfermedades autoinmunes, enfermedades inflamatorias,
alergia, enfermedad de injerto contra huésped, infeccion microbiana sistémica, anemia, enfermedad cardiovascular,
psicosis, enfermedades genéticas, enfermedades neurodegenerativas, trastornos de las células hematopoyéticas,
enfermedades del sistema endocrino o reproductor, enfermedades gastrointestinales. En muchas enfermedades
cronicas, las formulaciones orales de las moléculas de fusién de la divulgacion son particularmente Utiles ya que
permiten el cuidado del paciente a largo plazo y la terapia a través de la administracién oral en casa sin dependencia
de protocolos de tratamiento o farmacos inyectables.

En varias realizaciones de la presente divulgacién, se proporcionan composiciones farmacéuticas que
comprenden las moléculas de fusion de la divulgacién para su uso en el tratamiento y/o prevencion de
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enfermedades inflamatorias. Las "enfermedades inflamatorias” incluyen todas las enfermedades asociadas con la
inflamacién aguda o cronica. La inflamaciéon aguda es la respuesta inicial del cuerpo a estimulos dafinos y es el
resultado de un aumento del movimiento de plasma y leucocitos (como, por ejemplo, granulocitos) desde la sangre
hacia los tejidos lesionados. Varios eventos bioquimicos propagan y maduran la respuesta inflamatoria, implicando
al sistema vascular local, el sistema inmunitario y varias células dentro del tejido lesionado. A la inflamacién
prolongada se hace referencia como inflamacién cronica, que lleva a un cambio progresivo en el tipo de células
presentes en el sitio de la inflamacién y se caracteriza por la destruccién y curacion simultaneas del tejido del
proceso inflamatorio. Las enfermedades inflamatorias pueden estar provocadas por, por ejemplo, quemaduras,
irritantes quimicos, congelacién, toxinas, infeccion por patdégenos, lesiones fisicas, reacciones inmunes debidas a
hipersensibilidad, radiaciéon ionizante o cuerpos extrafios como, por ejemplo, astillas, suciedad y desechos. Los
ejemplos de enfermedades inflamatorias son bien conocidos en la técnica.

En varias realizaciones, la enfermedad inflamatoria se selecciona del grupo que consiste de enfermedad
inflamatoria intestinal, psoriasis y sepsis bacteriana. El término "enfermedad inflamatoria intestinal", como se usa en
la presente, se refiere a un grupo de afecciones inflamatorias del colon y del intestino delgado que incluyen, por
ejemplo, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, colitis colagenosa, colitis linfocitica, colitis isquémica, colitis de
derivacion, sindrome de Behcet y colitis indeterminada.

La "enfermedad de Crohn", de acuerdo con la presente divulgacién, es una enfermedad inflamatoria
intestinal de tipo 1 (Th 1) T-adyuvante, que tiene un patron de respuesta inmune que incluye una produccién
incrementada de interleucina-12, factor de necrosis tumoral (TNF), e interferén-y (Romagnani. Inflamm Bowel Dis
1999; 5:285-94), y que puede tener un impacto devastador sobre el estilo de vida de un paciente que lo padece. Los
sintomas comunes de la enfermedad de Crohn incluyen diarrea, calambres, dolor abdominal, fiebre e incluso
sangrado rectal. La enfermedad de Crohn y las complicaciones asociadas con ella a menudo hacen que el paciente
requiera cirugia, a menudo méas de una vez. No hay una cura conocida para la enfermedad de Crohn y las opciones
de tratamiento eficaces a largo plazo son limitadas. Los objetivos del tratamiento son controlar la inflamacion,
corregir las deficiencias nutricionales y aliviar sintomas como el dolor abdominal, la diarrea y el sangrado rectal.
Aunque el tratamiento puede ayudar a controlar la enfermedad disminuyendo la cantidad de veces que una persona
experimenta una recurrencia, no hay una cura. El tratamiento puede incluir fA&rmacos, suplementos nutricionales,
cirugia o una combinacion de estas opciones. Los tratamientos comunes que pueden administrarse para el
tratamiento incluyen farmacos antiinflamacion incluyendo sulfasalazina, cortisona o esteroides, incluyendo
prednisona, supresores del sistema inmune, como 6-mercaptopurina o azatioprina, y antibiéticos.

La "psoriasis", de acuerdo con la presente divulgacion, es una enfermedad que afecta a la piel y las
articulaciones. Por lo general, hace que aparezcan manchas rojas escamosas en la piel. Las manchas escamosas
provocadas por la psoriasis, llamadas placas psoriasicas, son areas de inflamacién y produccién excesiva de piel. La
piel se acumula rapidamente en estos sitios y adquiere un aspecto de color blanco plateado. Las placas se producen
con frecuencia en la piel de los codos y las rodillas, pero pueden afectar a cualquier area, incluyendo el cuero
cabelludo y los genitales. Se hace la hipotesis de que la psoriasis es inmunomediada y no es contagiosa. El
trastorno es una afeccién cronica recurrente que varia en gravedad desde parches localizados menores hasta una
cobertura corporal completa. Las ufias de las manos y de los pies se ven afectadas con frecuencia (distrofia ungueal
psoriasica) y puede considerarse un descubrimiento aislado. La psoriasis también puede provocar inflamacion de las
articulaciones, lo que se conoce como artritis psoridsica. Entre el diez y el quince por ciento de las personas con
psoriasis tienen artritis psoriasica.

El término "sepsis bacteriana", como se usa en la presente, se refiere a afecciones potencialmente mortales
que resultan de la circulacion de bacterias en el torrente sanguineo. La sepsis da como resultado la produccion
sistémica generalizada de citoquinas proinflamatorias que da como resultado dafo tisular y, en dltima instancia,
shock séptico debido al fallo de la microcirculacion.

Otro aspecto de la presente divulgacion se refiere a métodos para el tratamiento, profilaxis y/o prevencién
de una enfermedad autoinmune, que comprenden administrar a dicho paciente una cantidad terapéuticamente eficaz
(ya sea como monoterapia 0 en un régimen de terapia de combinacién) de una molécula de fusidon descrita en la
presente, en un portador farmacéuticamente aceptable.

Una enfermedad autoinmune, en lo que respecta a la presente divulgacion, es una enfermedad o trastorno
que surge de y esta dirigido contra los propios tejidos de un individuo o un co-segregado o manifestacion de los
mismos o condicién resultante de los mismos. En varias realizaciones, la enfermedad autoinmune se selecciona del
grupo que consiste de lupus eritematoso sistémico (SLE), pénfigo vulgar, miastenia grave, anemia hemolitica,
purpura trombocitopénica, enfermedad de Grave, enfermedad de Sjogren, dermatomiositis, enfermedad de
Hashimoto, polimiositis, enfermedad inflamatoria intestinal, esclerosis multiple (MS), diabetes mellitus, artritis
reumatoide y esclerodermia.

La "artritis reumatoide”, de acuerdo con la presente divulgacion, es un trastorno autoinmune que hace que
el sistema inmune del cuerpo ataque a las articulaciones 6seas (Muller B et al., Springer Semin Immunopathol.,
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20:181-96, 1998). La artritis reumatoide es un trastorno inflamatorio sistémico crénico que puede afectar a muchos
tejidos y érganos, pero que ataca principalmente a las articulaciones sinoviales. El proceso produce una respuesta
inflamatoria de la sinovial (sinovitis) secundaria a hiperplasia de las células sinoviales, exceso de liquido sinovial y
desarrollo de pannus en la sinovial. La patologia del proceso de la enfermedad a menudo lleva a la destruccion del
cartilago articular y la anquilosis de las articulaciones. La artritis reumatoide también puede producir inflamacién
difusa en los pulmones, pericardio, pleura y esclerotica, y también lesiones nodulares, mas comunes en el tejido
subcutaneo debajo de la piel.

En varias realizaciones de la presente divulgaciéon, se proporcionan composiciones farmacéuticas que
comprenden las moléculas de fusién de la divulgacion para su uso en el tratamiento, profilaxis y/o prevencién de un
cancer, que comprenden administrar a dicho paciente una cantidad terapéuticamente eficaz (ya sea como
monoterapia o en régimen de terapia de combinacién) de una molécula de fusion descrita en la presente, en un
portador farmacéuticamente aceptable. Los canceres a tratar incluyen, pero no se limitan a, linfomas no Hodgkin,
linfoma de Hodgkin, leucemia linfocitica cronica, leucemia de células pilosas, leucemia linfoblastica aguda, mieloma
multiple, carcinomas de pancreas, colon, intestino gastrico, prostata, vejiga, rifidn, ovario, cuello uterino, mama,
pulmén, nasofaringe, melanoma maligno y NHL y leucemia resistentes a rituximab.

En varias realizaciones, la cantidad terapéuticamente eficaz de una molécula de fusién descrita en la
presente se administrarda en combinacion con uno o mas de otros agentes terapéuticos. Tales agentes terapéuticos
pueden aceptarse en la técnica como un tratamiento estandar para un estado de enfermedad particular como se
describe en la presente, tal como enfermedad inflamatoria, enfermedad autoinmune o cancer. Los agentes
terapéuticos adicionales contemplados incluyen, pero no se limitan a, citoquinas, factores de crecimiento, esteroides,
NSAID, DMARD, antiinflamatorios, agentes quimioterapéuticos, radioterapéuticos u otros agentes activos y
auxiliares.

En varias realizaciones, la presente divulgacion proporciona un método para tratar a un sujeto que tiene un
trastorno metabdlico, dicho método comprendiendo administrar por via oral una molécula de fusion de la presente
divulgacién en una cantidad suficiente para tratar dicho trastorno, en donde dicho trastorno metabdlico es diabetes,
obesidad, diabetes como consecuencia de obesidad, hiperglucemia, dislipidemia, hipertrigliceridemia, sindrome X,
resistencia a la insulina, tolerancia a la glucosa alterada (IGT), dislipidemia diabética o hiperlipidemia.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un método para tratar a un sujeto que tiene una
enfermedad del higado graso (por ejemplo, enfermedad del higado graso no alcohdlico (NAFLD); esteatohepatitis no
alcohdlica (NASH)), una enfermedad gastrointestinal o una enfermedad neurodegenerativa, dicho método
comprendiendo administrar por via oral una molécula de fusion de la presente divulgacion en una cantidad suficiente
para tratar dicha enfermedad.

En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere al uso de una molécula de fusion de origen no natural de
la presente divulgacion para la preparacion de un medicamento para el tratamiento, profilaxis y/o prevenciéon de
trastornos del crecimiento por deficiencia de GH en un sujeto con necesidad de ello.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un método para tratar a un sujeto que tiene un
trastorno del crecimiento por deficiencia de GH, dicho método comprendiendo administrar por via oral una molécula
de fusion de la presente divulgacién en una cantidad suficiente para tratar dicho trastorno, en donde dicho trastorno
es una deficiencia de la hormona del crecimiento (GHD), sindrome de Turner (TS), sindrome de Noonan, sindrome
de Prader-Willi, deficiencia del gen que contiene homeobox de estatura baja (SHOX), insuficiencia renal crénica y
sindrome de intestino corto idiopatico de baja estatura, deficiencia de GH debida a tumores pituitarios raros o su
tratamiento y enfermedad de desgaste muscular asociada con el VIH/SIDA.

Polinucleodtidos que codifican moléculas de fusion

En otro aspecto, la divulgacion proporciona polinucleétidos que comprenden una secuencia de nucle6tidos
que codifica las moléculas de fusion de origen no natural. Estos polinucleétidos son Utiles, por ejemplo, para elaborar
moléculas de fusion. En otro aspecto mas, la divulgaciéon proporciona un sistema de expresion que comprende una
secuencia de polinucleétidos recombinante que codifica una toxina de Cholix modificada y un sitio de insercién de
policonector para una secuencia de polinucleétidos que codifica una carga bioldgicamente activa. El sitio de
insercién del policonector puede estar en cualquier lugar de la secuencia de polinucleétidos siempre que la insercion
del policonector no altere el dominio de unién al receptor o el dominio de transcitosis de la toxina de Cholix
modificada. En varias realizaciones, el sistema de expresién puede comprender una secuencia de polinucleétidos
que codifica un conector escindible de tal manera que la escision en el conector escindible separa una carga
biol6gicamente activa codificada por un acido nucleico insertado en el sitio de insercion del policonector del resto de
la molécula de fusion codificada. Por tanto, en realizaciones en las que el sitio de insercién del policonector esta en
un extremo del constructo codificado, el polinucleétido comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un
conector escindible entre el sitio de insercion del policonector y el resto del polinucleétido. En realizaciones en las
que el sitio de insercion del policonector no esta al final del constructo codificado, el sitio de insercion del
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policonector puede estar flanqueado por secuencias de nucleétidos que codifican cada una de ellas un conector
escindible.

Varios métodos in vitro que pueden usarse para preparar un polinucleétido que codifica una toxina de
Cholix modificada util en las moléculas de fusion de la divulgacion incluyen, pero no se limitan a, la transcripcion
inversa, la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), la reacciéon en cadena de la ligasa (LCR), el sistema de
amplificacion basado en la transcripcion (TAS), el sistema de replicacién de secuencia autosostenida (3SR) y el
sistema de amplificacion de replicasa QP (QB). Puede usarse cualquier técnica de este tipo conocida por un experto
en la técnica como Util en la construccion de acidos nucleicos recombinantes. Por ejemplo, un polinucleétido que
codifica la proteina o una porcién de la misma puede aislarse mediante la reaccion en cadena de la polimerasa del
ADNc usando cebadores basados en la secuencia de ADN de una toxina de Cholix modificada o un nucleétido que
codifica, por ejemplo, un dominio de unién a receptor.

La guia para el uso de estas metodologias de clonacién y amplificacion in vitro se describe en, por ejemplo,
la Patente de Estados Unidos N° 4.683.195; Mullis et al., 1987, Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 51:263; y
Erlich, ed., 1989, PCR Technology, Stockton Press, NY. Los polinucleétidos que codifican una molécula de fusion o
una porcion de la misma también pueden aislarse mediante la seleccién de bibliotecas genémicas o de ADNc con
sondas seleccionadas de las secuencias del polinucleétido deseado en condiciones de hibridacién rigurosas,
moderadamente rigurosas 0 muy rigurosas.

La construccién de acidos nucleicos que codifican las moléculas de fusion de la divulgacion puede
facilitarse introduciendo un sitio de insercién para un &cido nucleico que codifica la carga biolégicamente activa en el
constructo. En varias realizaciones, puede introducirse un sitio de insercién para la carga biol6gicamente activa entre
los nucledtidos que codifican los residuos de cisteina del dominio Ib de la toxina de Cholix modificada. En otras
realizaciones, el sitio de insercion puede introducirse en cualquier parte del acido nucleico que codifica el constructo
siempre que la insercion no altere los dominios funcionales codificados por el mismo. En varias realizaciones, el sitio
de insercion puede estar en el dominio de retencion de ER.

Ademas, los polinucledtidos también pueden codificar una secuencia secretora en el extremo terminal
amino de la molécula de fusién codificada. Tales constructos son Utiles para producir las moléculas de fusion en
células de mamiferos ya que simplifican el aislamiento del inmundégeno.

Ademas, los polinucleétidos de la divulgacion también abarcan versiones derivadas de polinucleétidos que
codifican una molécula de fusién. Tales derivados pueden elaborarse mediante cualquier método conocido por un
experto en la técnica sin limitacion. Por ejemplo, pueden elaborarse derivados mediante mutagénesis especifica de
sitio, incluyendo la sustitucion, insercion o delecion de uno, dos, tres, cinco, diez o mas nucledtidos de
polinucleétidos que codifican la molécula de fusién. Alternativamente, los derivados pueden elaborase mediante
mutagénesis aleatoria. Un método para mutagenizar aleatoriamente un acido nucleico comprende amplificar el acido
nucleico en una reaccién de PCR en presencia de MnClz2 0,1 mM y concentraciones de nucleétidos desequilibradas.
Estas condiciones aumentan la tasa de incorporacion de inexactitud de la polimerasa usada en la reaccion de PCR y
dan como resultado una mutagénesis aleatoria del acido nucleico amplificado.

Por consiguiente, en varias realizaciones, la divulgacién proporciona un polinucleétido que codifica una
molécula de fusion. La molécula de fusion comprende una toxina de Cholix modificada y una carga biolégicamente
activa para ser administrada a un sujeto; y, opcionalmente, un conector no escindible o escindible. La escision en el
conector escindible puede separar la carga biolégicamente activa del resto de la molécula de fusion. El conector
escindible puede escindirse mediante una enzima que esta presente en una membrana basolateral de una célula
epitelial polarizada del sujeto o en el plasma del sujeto.

En varias realizaciones, el polinucleétido hibrida en condiciones de hibridacion rigurosas con cualquier
polinucleétido de esta divulgacion. En realizaciones adicionales, el polinucleétido hibrida en condiciones rigurosas
con un acido nucleico que codifica cualquier molécula de fusion de la divulgacion.

En otro aspecto mas, la divulgacién proporciona vectores de expresion para expresar las moléculas de
fusién. Generalmente, los vectores de expresién son moléculas de polinucleétidos recombinantes que comprenden
secuencias de control de la expresién enlazadas operativamente a una secuencia de nucleotidos que codifica un
polipéptido. Los vectores de expresion pueden adaptarse faciimente para funcionar en procariotas o eucariotas
mediante la inclusion de promotores apropiados, secuencias de replicacion, marcadores seleccionables, etc. para
dar como resultado una transcripcion y traduccion o ARNm estables. Las técnicas para la construccion de vectores
de expresion y la expresion de genes en células que comprenden los vectores de expresion son bien conocidas en
la técnica. Ver, por ejemplo, Sambrook et al., 2001, Molecular Cloning-A Laboratory Manual, 32 edicién, Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., YAusubel et al., Eds., Current Edition, Current Protocols in Molecular
Biology, Greene Publishing Associates and Wiley Interscience, NY.

Los promotores utiles para su uso en vectores de expresién incluyen, pero no se limitan a, un promotor de
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metalotioneina, un promotor tardio principal de adenovirus constitutivo, un promotor de MMTV inducible por
dexametasona, un promotor de SV40, un promotor de MRP pol Ill, un promotor de MPSV constitutivo, un promotor
de CMV inducible por tetraciclina (como el promotor de CMV temprano inmediato humano) y un promotor de CMV
constitutivo.

Los vectores de expresion deben contener sefiales de expresion y replicacién compatibles con la célula en
la que se expresan las moléculas de fusién. Los vectores de expresién Utiles para expresar moléculas de fusion
incluyen vectores virales como retrovirus, adenovirus y virus adenoasociados, vectores plasmidicos, césmidos y
similares. Se prefieren los vectores virales y plasmidicos para transfectar los vectores de expresion en células de
mamifero. Por ejemplo, el vector de expresion pcDNA1 (Invitrogen, San Diego, CA), en el que la secuencia de
control de la expresién comprende el promotor de CMV, proporciona buenas tasas de transfeccién y expresiéon en
tales células.

Los vectores de expresion pueden introducirse en la célula para la expresion de las moléculas de fusion
mediante cualquier método conocido por un experto en la técnica sin limitacion. Tales métodos incluyen, pero no se
limitan a, por ejemplo, la absorcion directa de la molécula por una célula de la solucién; captacion facilitada mediante
lipofeccion usando, por ejemplo, liposomas o inmunoliposomas; transfeccidon mediada por particulas; etc. Ver, por
ejemplo, Patente de Estados Unidos N° 5.272.065; Goeddel et al., Eds, 1990, Methods in Enzymology, vol. 185,
Academic Press, Inc., CA; Krieger, 1990, Gene Transfer and Expression--A Laboratory Manual, Stockton Press, NY;
Sambrook et al., 1989, Molecular Cloning--A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, NY; y Ausubel et
al.,, eds., Current Edition, Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates and Wiley
Interscience, NY.

Los vectores de expresién también pueden contener una fraccion de purificacion que simplifica el
aislamiento de la molécula de fusion. Por ejemplo, puede incorporarse una fraccién de polihistidina de, por ejemplo,
seis residuos de histidina, en el extremo amino terminal de la proteina. La fraccion de polihistidina permite el
aislamiento conveniente de la proteina en un solo paso mediante cromatografia de quelato de niquel. En varias
realizaciones, la fraccién de purificacion puede escindirse del resto de la molécula de fusién después de la
purificacién. En otras realizaciones, la fraccién no interfiere con la funcién de los dominios funcionales de la molécula
de fusién y, por tanto, no es necesario escindir.

En otro aspecto mas, la divulgacién proporciona una célula que comprende un vector de expresion para la
expresion de las moléculas de fusidn, o porciones de las mismas. La célula se selecciona por su capacidad para
expresar altas concentraciones de la molécula de fusion para facilitar la purificacién de la proteina. En varias
realizaciones, la célula es una célula procariota, por ejemplo, E. coli. Como se describe en los ejemplos, las
moléculas de fusién se pliegan apropiadamente y comprenden los enlaces disulfuro apropiados cuando se expresan
en E. coli.

En otras realizaciones, la célula es una célula eucariota. Las células eucariotas Utiles incluyen células de
levadura y de mamifero. Puede usarse cualquier célula de mamifero conocida por un experto en la técnica como (util
para expresar un polipéptido recombinante, sin limitacion, para expresar las moléculas de fusion. Por ejemplo,
pueden usarse células de ovario de hamster chino (CHO) para expresar las moléculas de fusion.

Las moléculas de fusién de la divulgacién pueden producirse mediante recombinacién, como se describe a
continuacion. Sin embargo, las moléculas de fusién también pueden producirse mediante sintesis quimica usando
métodos conocidos por los expertos en la técnica.

Los métodos para expresar y purificar las moléculas de fusién de la divulgaciéon se describen ampliamente
en los ejemplos siguientes. Generalmente, los métodos se basan en la introduccion de un vector de expresion que
codifica la molécula de fusién en una célula que puede expresar la molécula de fusion del vector. Luego, la molécula
de fusion puede purificarse para su administracion a un sujeto.

Prueba de transcitosis

La funcién del dominio de transcitosis puede probarse en funcion de la capacidad de la molécula de fusion
para atravesar una membrana epitelial. Como la transcitosis requiere primero la unién a la célula, estos ensayos
también pueden usarse para evaluar la funcidon del dominio de reconocimiento celular.

La actividad de transcitosis de la molécula de fusién puede probarse mediante cualquier método conocido
por un experto en la técnica, sin limitacion. En varias realizaciones, la actividad de transcitosis puede probarse
evaluando la capacidad de una molécula de fusion para introducirse en una célula no polarizada a la que se une. Sin
pretender estar limitado por ninguna teoria 0 mecanismo de accion particular, se cree que la misma propiedad que
permite que un dominio de transcitosis pase a través de una célula epitelial polarizada también permite que las
moléculas que llevan el dominio de transcitosis se introduzcan en células no polarizadas. Por tanto, la capacidad de
la molécula de fusion para introducirse en la célula puede evaluarse, por ejemplo, detectando la presencia fisica del
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constructo en el interior de la célula. Por ejemplo, la molécula de fusién puede marcarse con, por ejemplo, un
marcador fluorescente, y la molécula de fusiéon exponerse a la célula. Luego, pueden lavarse las células, eliminar
cualquier molécula de fusion que no haya entrado en la célula y determinar la cantidad de marcador restante. La
deteccion del marcador en esta traccién indica que la molécula de fusion se ha introducido en la célula.

En otras realizaciones, la capacidad de transcitosis de la molécula de fusion puede probarse evaluando la
capacidad de la molécula de fusion para pasar a través de una célula epitelial polarizada. Por ejemplo, la molécula
de fusion puede marcarse con, por ejemplo, un marcador fluorescente y ponerse en contacto con las membranas
apicales de una capa de células epiteliales. La fluorescencia detectada en el lado basolateral de la membrana
formada por las células epiteliales indica que el dominio de transcitosis esta funcionando correctamente.

Prueba de escision del conector escindible

La funcién del conector escindible puede probarse generalmente en un ensayo de escision. Puede usarse
cualquier ensayo de escision adecuado conocido por un experto en la técnica, sin limitacién, para probar los
conectores escindibles. Pueden usarse tanto ensayos basados en células como libres de células para probar la
capacidad de una enzima para escindir los conectores escindibles.

Un ensayo libre de células ejemplar para probar la escision de conectores escindibles comprende preparar
extractos de células epiteliales polarizadas y exponer una molécula de fusidbn marcada que lleva un conector
escindible a la fraccion del extracto que corresponde a enzimas asociadas a la membrana. En tales ensayos, el
marcador puede unirse a la carga biolégicamente activa que se va a administrar o al resto de la molécula de fusion.
Entre estas enzimas se encuentran las enzimas de escision que se encuentran cerca de la membrana basolateral de
una célula epitelial polarizada, como se ha descrito con anterioridad. La escision puede detectarse, por ejemplo,
uniendo la molécula de fusion con, por ejemplo, un anticuerpo y eliminando por lavado las moléculas no unidas. Si el
marcador esta adherido a la carga biolégicamente activa que se va a administrar, entonces debe observarse poco o
ningun marcador en la molécula unida a los anticuerpos. Alternativamente, el agente de unién usado en el ensayo
puede ser especifico para la carga biolégicamente activa, y el resto del constructo puede estar marcado. En
cualquier caso, puede evaluarse la escision.

La escision también puede probarse usando ensayos basados en células que prueban la escision por
células epiteliales polarizadas ensambladas en membranas. Por ejemplo, una molécula de fusién marcada, o parte
de una molécula de fusién que comprende el conector escindible, puede ponerse en contacto con el lado apical o
basolateral de una monocapa de células epiteliales adecuadas, como, por ejemplo, células Coco-2, en condiciones
que permiten la escision del conector. La escisién puede detectarse detectando la presencia o ausencia del
marcador usando un reactivo que se une especificamente a la molécula de fusion, o porcién de la misma. Por
ejemplo, puede usarse un anticuerpo especifico para la molécula de fusién para unir una molécula de fusién que
comprende un marcador distal al conector escindible con respecto a la porcién de la molécula de fusién unida por el
anticuerpo. Luego, puede evaluarse la escision detectando la presencia del marcador en las moléculas unidas al
anticuerpo. Si se ha producido una escisién, debe observarse poco o ningun marcador en las moléculas unidas al
anticuerpo. Al realizar tales experimentos, pueden identificarse las enzimas que se escinden preferentemente en la
membrana basolateral en lugar de en la membrana apical y, ademas, puede confirmarse la capacidad de tales
enzimas para escindir el conector escindible en una molécula de fusién.

Ademas, la escisién también puede probarse usando un ensayo indicador de fluorescencia como se
describe en la Patente de Estados Unidos N° 6.759.207. Brevemente, en tales ensayos, el informador de
fluorescencia se pone en contacto con el lado basolateral de una monocapa de células epiteliales adecuadas en
condiciones que permiten que la enzima de escisién escinda el informador. La escisiéon del informador cambia la
estructura del informador de fluorescencia, cambiandola de una configuracion no fluorescente a una configuracion
fluorescente. La cantidad de fluorescencia observada indica la actividad de la enzima de escision presente en la
membrana basolateral.

Ademas, la escision también puede probarse usando una sonda molecular inactivada intramolecularmente,
como las descritas en Patente de Estados Unidos N® 6.592.847. Tales sondas generalmente comprenden una
fraccion fluorescente que emite fotones cuando se excita con luz de longitud de onda apropiada y una fraccién de
inactivacion que absorbe tales fotones cuando se encuentran muy cerca de la fraccion fluorescente. La escision de
la sonda separa la fracciéon de inactivacion de la fraccion fluorescente, de tal manera que puede detectarse la
fluorescencia, lo que indica que se ha producido la escisién. Por tanto, tales sondas pueden usarse para identificar y
evaluar la escision por enzimas de escisidn particulares poniendo en contacto el lado basolateral de una monocapa
de células epiteliales adecuadas con la sonda en condiciones que permitan que la enzima de escisién escinda la
sonda. La cantidad de fluorescencia observada indica la actividad de la enzima de escisién que se esta probando.

Moléculas ejemplares de fusion de toxina de Cholix y carga biolégicamente activa

Las realizaciones de la presente divulgacion incluyen, pero no se limitan a, las moléculas de fusion
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Tabla 7

Toxina de Cholix modificada |Conector divisible (SEQ [Carga biolégicamente activa (SEQ

(SEQ ID NO) ID NO) ID NO)

SEQID NO: 3 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 4 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQID NO: 5 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 6 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 7 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQID NO: 8 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 9 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQID NO: 10 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 11 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQID NO: 12 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQID NO: 13 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 14 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQID NO: 15 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQID NO: 16 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 17 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQID NO: 18 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 19 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 20 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 21 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 22 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 23 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 24 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 25 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 26 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 27 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector
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(continuacion)

Toxina de Cholix modificada

Conector divisible (SEQ

Carga biologicamente activa (SEQ

(SEQ ID NO) ID NO) ID NO)

SEQ ID NO: 28 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 29 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 30 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 31 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 32 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 33 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 34 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 35 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 36 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 37 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 38 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 39 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 40 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 41 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEC ID N.2 42 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 43 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 44 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 45 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 46 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 47 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 48 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 49 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 50 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 51 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 52 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 53 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95

Sin conector
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(continuacién)

Toxina de Cholix modificada

Conector divisible (SEQ

Carga bioldégicamente activa (SEQ

(SEQ ID NO) ID NO) ID NO)

SEQ ID NO: 54 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 55 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 56 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 57 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 58 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 59 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 60 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 61 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 62 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 63 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 64 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 65 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 66 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 67 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 68 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 69 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 70 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 71 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 72 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 73 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 74 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 75 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 76 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 77 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 78 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

SEQ ID NO: 79 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95

Sin conector
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(continuacién)

Toxina de Cholix modificada |Conector divisible (SEQ |[Carga biolégicamente activa (SEQ
(SEQ ID NO) ID NO) ID NO)
SEQ ID NO: 80 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector
SEQ ID NO: 81 SEQ ID NO: 96-121 SEQ ID NO: 82-95
Sin conector

En varias realizaciones, la molécula de fusién comprende una toxina de Cholix modificada que tiene la
secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO: 80 y una carga biolégicamente activa que tiene la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 82.

En varias realizaciones, la molécula de fusién comprende una toxina de Cholix modificada que tiene la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 70 y una carga biolégicamente activa que tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 82.

En varias realizaciones, la molécula de fusibn comprende una toxina de Cholix modificada que tiene la
secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO: 42 y una carga biolégicamente activa que tiene la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 82.

En varias realizaciones, la molécula de fusion comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ
ID NO: 114,

En varias realizaciones, la molécula de fusién comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ
ID NO: 115.

En varias realizaciones, la molécula de fusién comprende una toxina de Cholix modificada que tiene la
secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO: 52 y una carga biolégicamente activa que es un anticuerpo que
comprende una variable de cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 88 y una
variable de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoédcidos de la SEQ ID NO: 89.

En varias realizaciones, la molécula de fusibn comprende una toxina de Cholix modificada que tiene la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 52 y una carga biolégicamente activa que es un anticuerpo que
comprende una variable de cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 90 y una
variable de cadena ligera que tiene la secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO: 91

En varias realizaciones, la molécula de fusién comprende una toxina de Cholix modificada que tiene la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 52 y una carga biolégicamente activa que tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 92.

En varias realizaciones, la molécula de fusibn comprende una toxina de Cholix modificada que tiene la
secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO: 52 y una carga biolégicamente activa que tiene la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 93.

En varias realizaciones, la molécula de fusién comprende una toxina de Cholix modificada que tiene la
secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO: 52 y una carga biolégicamente activa que tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 94.

En varias realizaciones, la molécula de fusibn comprende una toxina de Cholix modificada que tiene la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 52 y una carga biolégicamente activa que tiene la secuencia de
amino&cidos de la SEQ ID NO: 95.

En varias realizaciones, la molécula de fusién comprende una toxina de Cholix modificada que tiene la
secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO: 80 y una carga biolégicamente activa que es un anticuerpo que
comprende una variable de cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 88 y una
variable de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO: 89.

En varias realizaciones, la molécula de fusibn comprende una toxina de Cholix modificada que tiene la
secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO: 80 y una carga biolégicamente activa que es un anticuerpo que
comprende una variable de cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 90 y una
variable de cadena ligera que tiene la secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO: 91

En varias realizaciones, la molécula de fusibn comprende una toxina de Cholix modificada que tiene la

49



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2900328 T3

secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 80 y una carga biolégicamente activa que tiene la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 92.

En varias realizaciones, la molécula de fusién comprende una toxina de Cholix modificada que tiene la
secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO: 80 y una carga biolégicamente activa que tiene la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 93.

En varias realizaciones, la molécula de fusibn comprende una toxina de Cholix modificada que tiene la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 80 y una carga biolégicamente activa que tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 94. En varias realizaciones, la molécula de fusion comprende un Toxina de Cholix
que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 80 y una carga biolégicamente activa que tiene la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 95.

En varias realizaciones, la molécula de fusién comprende una toxina de Cholix modificada que tiene la
secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO: 70 y una carga biolégicamente activa que es un anticuerpo que
comprende una variable de cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 88 y una
variable de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO: 89.

En varias realizaciones, la molécula de fusibn comprende una toxina de Cholix modificada que tiene la
secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO: 70 y una carga biolégicamente activa que es un anticuerpo que
comprende una variable de cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 90 y una
variable de cadena ligera que tiene la secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO: 91

En varias realizaciones, la molécula de fusibn comprende una toxina de Cholix modificada que tiene la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 70 y una carga biolégicamente activa que tiene la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 92.

En varias realizaciones, la molécula de fusién comprende una toxina de Cholix modificada que tiene la
secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO: 70 y una carga biolégicamente activa que tiene la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 93.

En varias realizaciones, la molécula de fusibn comprende una toxina de Cholix modificada que tiene la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 70 y una carga biolégicamente activa que tiene la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 94.

En varias realizaciones, la molécula de fusién comprende una toxina de Cholix modificada que tiene la
secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO: 70 y una carga biolégicamente activa que tiene la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 95.

En varias realizaciones, la molécula de fusibn comprende una toxina de Cholix modificada que tiene la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 42 y una carga biolégicamente activa que es un anticuerpo que
comprende una variable de cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 88 y una
variable de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoédcidos de la SEQ ID NO: 89.

En varias realizaciones, la molécula de fusién comprende una toxina de Cholix modificada que tiene la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 42 y una carga biolégicamente activa que es un anticuerpo que
comprende una variable de cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 90 y una
variable de cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 91.

En varias realizaciones, la molécula de fusibn comprende una toxina de Cholix modificada que tiene la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 42 y una carga biolégicamente activa que tiene la secuencia de
amino@cidos de la SEQ ID NO: 92.

En varias realizaciones, la molécula de fusién comprende una toxina de Cholix modificada que tiene la
secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO: 42 y una carga biolégicamente activa que tiene la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 93.

En varias realizaciones, la molécula de fusibn comprende una toxina de Cholix modificada que tiene la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 42 y una carga biolégicamente activa que tiene la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 94.

En varias realizaciones, la molécula de fusion comprende una toxina de Cholix modificada que tiene la

secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO: 42 y una carga biolégicamente activa que tiene la secuencia de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 95.
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Los siguientes ejemplos simplemente ilustran la divulgacion y no se pretende que limiten la divulgacion de
ninguna manera.

Ejemplo 1

En este ejemplo, se describe de manera general la preparacion de una molécula de fusién de origen no
natural como una secuencia de amino&cidos Unica y que comprende una secuencia de toxina de Cholix modificada,
una secuencia de conector escindible y una carga biolégicamente activa.

Se construyen siete ejemplos de vectores de expresién de moléculas de fusién para administrar los
polipéptidos interleucina-10 (SEQ ID NO: 82), interleucina-19 (SEQ ID NO: 83), interleucina-20 (SEQ ID NO: 84),
interleucina-22 (SEQ ID NO: 85), interleucina-24 (SEQ ID NO: 86) o interleucina-26 (SEQ ID NO: 87) como se
describe de manera general a continuacién. Primero, los genes de polipéptidos se amplifican mediante PCR,
incorporando parejas de enzimas de restriccion de sitios Ndel y EcoRI, Pstl y Pstl, Agel y EcoRl, o Pstl y EcoRlI en
dos extremos de los productos de PCR. Después de la digestidon con enzimas de restriccion, los productos de la
PCR se clonan en un plasmido apropiado para la expresion celular, que se digiere con las parejas de enzimas de
restriccion correspondientes. Los constructos resultantes comprenden una toxina de Cholix modificada que
comprende una secuencia de aminoacidos que codifica los aminoacidos 1-386 de la SEQ ID NO: 1 (Cholix3®) y los
polipéptidos respectivos, y también estan marcados con un motivo 6-His en el extremo N-terminal del polipéptido
para facilitar la purificacion. Los plasmidos finales se verifican mediante digestiones con enzimas de restriccion y
secuenciacion de ADN.

También se prepar6 una molécula de fusion de origen no natural que comprende un Cholix*'> (SEQ ID NO:
52), una secuencia conectora escindible que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 121, y
una carga biolégicamente activa que es un polipéptido de IL- 10 que consiste de los residuos de aminoacidos 20-178
de la SEQ ID NO: 82 (esta molécula de fusion se designa "Cholix*'5-TEV-IL-10", ver la FIG. 1 (SEQ ID NO: 122)), y
una molécula de fusion de origen no natural que comprende un Cholix*'5 (SEQ ID NO: 52), una secuencia conectora
no escindible que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 98, y una carga biol6gicamente
activa que es un polipéptido de IL-10 que consiste de los residuos de aminoacidos 20-178 de la SEQ ID NO: 82 (esta
molécula de fusion se designa "Cholix*'5-(G4S)s-IL-10", ver la FIG. 1 (SEQ ID NO: 123)).

Los vectores de expresiébn que comprenden conectores no escindibles o escindibles se construyen
introduciendo secuencias que codifican la secuencia de aminoacidos apropiada. Para hacerlo, se sintetizan
oligonucledtidos que codifican secuencias complementarias a los sitios de restriccion apropiados y la secuencia de
aminoacidos del conector deseado, luego se ligan en un vector de expresion preparado como se ha descrito con
anterioridad entre la secuencia de Cholix modificada y la secuencia de polipéptido.

En varias realizaciones, las moléculas de fusién se expresan como sigue: Se transforman células
competentes BL21 (DE3) pLysS de E. coli (Novagen, Madison, Wis.) usando un método estandar de choque térmico
en presencia del plasmido apropiado para generar células de expresiéon de moléculas de fusion, se seleccionan en
medio que contiene ampicilina, y se aislan y cultivan en caldo Luria-Bertani (Difco; Becton Dickinson, Franklin Lakes,
N.J.) con antibidtico, luego se inducen para la expresion de proteinas mediante la adicién de isopropil-D-
tiogalactopiranésido (IPTG) 1 mM a DO 0,6. Dos horas después de la induccién de IPTG, las células se recogen
mediante centrifugacién a 5.000 rpm durante 10 min. Los cuerpos de inclusién se aislan después de la lisis celular y
las proteinas se solubilizan en el tampén que contiene Tris-HCI 100 mM (pH 8,0), EDTA 2 mM, guanidina HCI 6 M y
ditiotreitol 65 mM. La molécula de fusion solubilizada se repliega en presencia de Tris 0,1 M, pH=7,4, L-arginina 500
mM, GSSG 0,9 mM, EDTA 2 mM. Las proteinas replegadas se purifican mediante cromatografia de intercambio
ionico de Q-sefarosa y cromatografia de filtracion en gel Superdex 200 (Amersham Biosciences, Inc., Suecia). La
pureza de las proteinas se evalua mediante SDS-PAGE y HPLC analitica (Agilent, Inc. Palo Alto, Calif.).

La FIG. 2 es una representacion en diagrama de cinta de una molécula de fusion ejemplar, por ejemplo,
Cholix#!5>-TEV-IL-10 después del replegamiento que seria impulsado por la dimerizacion de IL-10. Se prevé que la
dimerizacion de IL-10 dé como resultado la organizacion Cholix*' purpura/hlL-10 azul y Cholix*'> naranja/verde
mostrada.

Se evaluaron Cholix*15-TEV-IL-10 y CholiX*15-(G4S)s-IL-10 para verificar el plegamiento apropiado con
respecto a su tamano molecular anticipado. Después de la induccion, se recogi6 la proteina expresada de los
cuerpos de inclusion. El grado de expresion de Cholix*'5-TEV-IL-10 (representado como "C" en el gel) y la expresion
de Cholix*#15-(G4S)3-IL-10 (representado como "N" en el gel) en cuerpos de inclusién mostré un peso molecular
aparente de ~66 kDa que era comparable a la masa calculada de 66380,78 y 65958,25 Dalton, respectivamente. Ver
la FIG. 3. Se muestra que la falta de estas proteinas en el medio sobrenadante después de la eliminacién del cuerpo
de inclusién para el conector TEV (Cs) y el conector no TEV (Ns) demuestra el grado y la especificidad de la
induccion de quimeras. Se muestran los estandares de PM pretefido de SeeBlue® Plus2.
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Ejemplo 2

Este ejemplo describe métodos in vitro para verificar el plegamiento apropiado de las moléculas de fusion
con respecto a su capacidad para transportar una carga biolégicamente activa a través de un epitelio intacto.

Puede usarse la linea celular de macréfagos de ratéon J774 como una linea celular que responde a IL-10
(O'Farrell AM, et al., EMBO J, 17(4):1006-18, 1998). La IL-10 forma de manera natural un dimero que se requiere
para su actividad optima. Se recogié Cholix*!5-(G4S)s-IL-10 expresado por E. coli de los cuerpos de inclusién y se
plegd usando un sistema de tampon de intercambio de disulfuro. El material resultante se purific6 mediante
intercambio ibnico y cromatografia de exclusién por tamafo que dio como resultado el aislamiento de una proteina
de ~130 kDa, el tamafio anticipado de un dimero de IL-10 unido a dos moléculas de Cholix*'> (en lo sucesivo
molécula de fusién de "dimero Cholix*'5-1L-10"). La preparacion tenia una pureza de proteina del ~85-90% basado
en SDS PAGE. Los cultivos de la linea celular J774.2 se trataron durante 48 h con molécula de fusiéon de dimero
Cholix#'5- IL-10 a concentraciones de 25 nM y 250 nM. En comparacion con las células emparejadas no tratadas, la
molécula de fusion de dimero Cholix#'3-IL-10 produjo una disminucién dependiente de la dosis en el nimero de
células segun se evalud por citometria de flujo de células vivas/muertas (ver la FIG. 4). Los valores representan n=4
+ desviacion estandar.

Alternativamente, se podrian cocultivar las células sensibles a IL-10 en el compartimento basal de las
monocapas celulares usadas para la transcitosis apical a basolateral (Rubas W, et al., Pharm Res. 13(1):23-6,
1996).

Ejemplo 3

En este ejemplo, se evalud el efecto de la molécula de fusidén del dimero Cholix*'%-(G4S)s-IL-10 sobre las
propiedades de barrera de las monocapas de células Caco-2 in vitro. Las células Caco-2 (una linea celular derivada
de cancer de colon humano) con medio del compartimento basolateral que se muestrea periédicamente durante
varias horas (Rubas W, et al., J Pharm Sci., 85(2):165-9, 1996). Las células Caco-2 (ATCC HTB-37 ™) se mantienen
en CO2 al 5% a 37° C en medio completo: medio F12 de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM F12) suplementado
con suero bovino fetal al 10%, glutamina 2,5 mM, 100 U de penicilina/ml y 100 pg de estreptomicina/ml (Gibco BRL,
Grand Island, N.Y.). Las células se alimentan cada 2 a 3 dias con este medio (designado medio completo) y se
someten a pases cada 5 a 7 dias. Para los ensayos, las células se siembran en placas de 24 o 96 pocillos y se
cultivan hasta la confluencia.

Las monocapas de Caco-2 expuestas usadas para estos estudios tenian valores de resistencia eléctrica
transepitelial (TER) de entre ~450-600 Q-cm? (media de 579 Q-cm?) como se mide con un voltimetro de palillo
Millicell-ERS® (Millipore). Se anadieron dextrano de 70 kDa marcado con fluoresceina y concentraciones variables
(4,7 nM, 23,6 nM y 236 nM) de molécula de fusion de dimero Cholix*'3-(G4S)s-IL-10 a la superficie apical de estas
monocapas Y la cantidad acumulada de la fluorescencia detectada en el compartimento basal se monitorizd a lo
largo del tiempo mediante la recogida de volimenes de 150 pl con sustituciéon. Como se representa en la FIG. 5y la
FIG. 6, en ausencia de células Caco-2 en el soporte del filtro, el dextrano se movié rapidamente desde el
compartimento apical al basal. En comparacion, la extension del transporte de dextrano de 70 kDa fue mucho menor
a través de las monocapas de Caco-2 y las varias moléculas de fusién de dimero Cholix*'%-IL-10 no lograron tener
ningun efecto dependiente de la dosis sobre la extension del transporte de dextrano de 70 kDa a través de estas
monocapas de Caco-2 y no fueron sorprendentemente diferentes de los resultados obtenidos con las monocapas de
Caco-2 no expuestas a moléculas de fusion de dimero Cholix#'3-IL-10. La molécula de fusién de dimero Cholix*15-
(G4S)3-IL-10 no afecta abiertamente a las propiedades de barrera de las monocapas de células Caco-2 in vitro.

Ejemplo 4

En este ejemplo, se realiza un ensayo ELISA para evaluar la capacidad de la molécula de fusion de dimero
Cholix#15-(G4S)3-IL-10 para moverse a través de las monocapas de células Caco-2. Las células A549 (ATCC CCL-
185™), L929 (ATCC CRL-2148™) y Caco-2 (ATCC HTB-37™) se mantienen en CO:z al 5% a 37° C en medio
completo: medio de Eagle modificado por Dulbecco F12 (DMEM F12) suplementado con suero bovino fetal al 10%,
glutamina 2,5 mM, 100 U de penicilina/ml y 100 ug de estreptomicina/ml (Gibco BRL, Grand Island, N.Y.). Las
células se alimentan cada 2 a 3 dias con este medio (designado medio completo) y se someten a pases cada 5 a 7
dias. Para los ensayos, las células se siembran en placas de 24 o 96 pocillos y se cultivan hasta la confluencia.

Las células Caco-2 se cultivan como monocapas confluentes en soportes transwell de membrana de
policarbonato de tamario de poro de 0,4 um recubiertos de colageno (Corning-Costar, Cambridge, MA) y se usan 18-
25 dias después de alcanzar una resistencia eléctrica transepitelial (TER) de >250Q-cm2 medido usando un
voltimetro MillicellERS® de palillo (Millipore). El transporte apical a basolateral (A—B) de molécula de fusion de
dimero Cholix*'%-(GsS)s-IL-10 a través de estas monocapa se determina midiendo la cantidad de proteina
transportada 4 horas después de una aplicacion de 4,7 nM, 23,6 nM y 236 nM a 37° C. Se usan mediciones de TER
y la extension de dextrano fluorescente de 10 kDa (medido usando un protocolo de exclusion por tamafio de HPLC)
para verificar las propiedades de barrera de la monocapa durante el curso del estudio. La extension del transporte de
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Cholix se determina por titulacién de los medios recogidos en el ensayo de citotoxicidad basado en células. La
molécula de fusién de dimero Cholix#1%-(G4S)s-IL-10 transportada se mide mediante un ensayo inmunoabsorbente
ligado a enzimas (ELISA) usando anticuerpo anti-IL-10 para la captura y los sueros policlonales a Cholix para la
deteccién. Como se muestra en la FIG. 7(A y B), la molécula de fusion del dimero Cholix*'5-(G4S)s-IL-10 se mueve a
través de las monocapas de células Caco-2.

Ejemplo 5

En este ejemplo, se describe la preparacion de una molécula de fusién de origen no natural que carece de
una secuencia escindible. Estas moléculas de fusién estan disefadas para apuntar especificamente al espacio
submucosal/Gl y limitar las acciones de la carga biolégicamente activa en ese espacio.

Se prepara un constructo de plasmido que codifica la forma mutante no téxica de la toxina de Cholix, toxina
de Cholix AE581 (SEQ ID NO: 81). La expresion de proteinas se logra usando células DH5a de E. coli (Invitrogen,
Carlsbad, CA) después de la transformacion por choque térmico (1 min a 42° C) con el plasmido apropiado. Las
células transformadas, seleccionadas en medios que contienen antibiéticos, se aislan y se cultivan en caldo Luria-
Bertani (Difco). La expresion de proteinas se induce mediante la adicion de isopropil-D-tiogalactopiranésido (IPTG) 1
mM. Dos horas después de la induccion de IPTG, las células se recogen por centrifugacion a 5000 xg durante 10
min a 42 C. Los cuerpos de inclusion se aislan después de la lisis celular y las proteinas se solubilizan en guanidina
HCI 6 My EDTA 2 mM (pH 8,0) mas ditiotreitol 65 mM. Después del replegamiento y la purificacién, las proteinas se
almacenan a ~5 ml/ml en PBS (pH 7,4) que carece de Ca? y Mg?* a -80° C. Se confirma que todas las proteinas
usadas en estos estudios tienen una pureza >90% en base a la cromatografia de exclusion por tamario.

La proteina de la toxina de Cholix AE581 se modifica luego en su extremo C-terminal para permitir el
acoplamiento quimico directo a través de un residuo sulfhidrilo libre localizado cerca del extremo C-terminal de la
proteina. La modificacion C-terminal incluye un giro restringido por cisteina que alberga la secuencia de escision de
consenso para la proteasa altamente selectiva del virus del grabado del tabaco (TEV), una segunda cisteina y una
etiqueta de hexahistadina (Hiss). La segunda Cys se incluye para formar un puente de disulfuro con la Cys usada en
ultima instancia para el acoplamiento. Afadir la secuencia de Hiss a la proteina simplifica la purificacion y la
secuencia de escision de TEV proporciona un mecanismo para eliminar selectivamente el residuo de Cys terminal
después de una reduccion suave. La escision de TEV y la reduccion suave con ditioteitol 0,1 mM después de la
expresion y el aislamiento de las constructos ntCholix permiten el acoplamiento quimico directo de una carga
biol6gicamente activa a través de una reaccion basada en maleimida como un mecanismo genérico de unién de
carga. Después de la escision, reduccién y acoplamiento de carga de la proteasa TEV a través de una reaccion de
maleimida con el sulfhidrilo libre, se logr6 la eliminacion de la secuencia C-terminal liberada mediante un segundo
paso de cromatografia en columna de Ni?+.

Ejemplo 6

El transporte transepitelial de la toxina de Cholix AE581-carga se evalla usando monocapas de Caco-2 in
vitro. Las células Caco-2 (numero de pases 25-35) se cultivan hasta monocapas confluentes como se ha descrito
con anterioridad; Rubas, W. et al., Pharm Res, 10:113-118 (1993). Brevemente, las células se mantienen a 37° C en
DMEM/media de alto crecimiento enriquecido con L-glutamina 2 mM, suero bovino fetal al 10%, y 100 unidades de
penicilina/estreptomicina en una atmoésfera de 5% de COz y 90% de humedad. Las células se someten a pases cada
semana en una proporcién de division de 1:3 en matraces de 75 cm? y se siembran sobre soportes de filtro de
policarbonato (Transwell™) permeables recubiertos de colageno (tamafio de poro de 0,4 um) y prehumedecidos de
Corning Costar (Cambridge, MA) a una densidad de 63.000 células/cm?. El medio de crecimiento se reemplaza cada
dos dias. Las monocapas confluentes, determinadas por la adquisicion de una resistencia transepitelial significativa
(TEER) determinada usando un voltimetro-ohmimetro (World Precision Instruments, Sarasota, FL), se usan 20-26
dias después de la siembra.

Las velocidades de flujo de transporte transepitelial se miden in vitro en las direcciones apical (Ap) a
basolateral (Bl) y Bl a Ap usando monocapas polarizadas de células Caco-2 para describir eventos de flujo mucosa
a serosa y serosa a mucosa, respectivamente. Justo antes de iniciar un estudio de transporte, se mide la resistencia
transepitelial (TEER) de cada filtro; las lecturas TEER de monocapas de <200 Q-cm2 estan excluidas del estudio. El
medio Ap y BI se elimina de las monocapas incluidas y estas superficies se lavan una vez con solucion salina
tamponada con fosfato (PBS). Luego, un conjunto de monocapas recibe una aplicacion de Ap (donante) de 100 pl de
PBS que contiene 10 pg de toxina Cholix AE581-carga y 10 ug de TRITC-Dextrano o 10 pg de BSA-carga 'y 10 ug
de TRITC-Dextrano. Los compartimentos del receptor (Bl) reciben 500 ul de PBS para configurar el To para el
estudio de transporte. Se toman muestras de los compartimentos tanto donante como receptor después de 4 horas
de incubacion a 37° C para determinar la cantidad de material transportado a través de la monocapa y la cantidad
retenida en la superficie apical, respectivamente.
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Ejemplo 7

Este ejemplo describe la preparacion y expresion en E. coli. de una molécula de fusién que comprende una
toxina de Cholix modificada que comprende una secuencia que codifica los aminoécidos 1-415 de la SEQ ID NO: 1
fusionada directamente en su extremo C-terminal a un polipéptido de IL-10 (denominado "molécula de fusion
Cholix#15-IL-10"). La expresion de proteinas se logra usando células de E. coli DH5a (Invitrogen, Carlsbad, CA)
después de la transformaciéon por choque térmico (1 min a 42° C) con el plasmido apropiado. Las células
transformadas, seleccionadas en medios que contienen antibiéticos, se aislan y se cultivan en caldo Luria-Bertani
(Difco). La expresion de proteinas se induce mediante la adicién de isopropil-D-tiogalactopiranésido (IPTG) 1 mM.
Dos horas después de la induccién de IPTG, las células se recogen por centrifugacion a 5000 xg durante 10 min a 4°
C. Los cuerpos de inclusién se aislan después de la lisis celular y las proteinas se solubilizan en guanidina HCI 6 M y
EDTA 2 mM (pH 8,0) mas ditiotreitol 65 mM. Después del replegamiento y la purificacion, las proteinas se
almacenan a ~5 ml/ml en PBS (pH 7,4) que carece de Ca? y Mg?* a -80° C. Se confirmd que todas las proteinas
usadas en estos estudios tenian una pureza >90% en base a la cromatografia de exclusion por tamaro.

Se obtienen perlas de poliestireno (10 nm de diametro) que contienen un colorante rojo fluorescente
integrado covalentemente con propiedades de excitacion/emision de 468/508 nm y que tienen grupos funcionales de
superficie de aldehido (XPR-582) de Duke Scientific (Palo Alto, CA). Se mezclan cien pl de perlas XPR-582 (al 2%
de solidos) con aproximadamente 2,5 nmoles de IL-10 o molécula de fusién Cholix#'5-IL-10 en un volumen final de
200 pl de solucién salina tamponada con fosfato (PBS) neutra (pH 7,0). Después de 2 horas de oscilaciéon suave a
temperatura ambiente, se afiaden 20 pl de una soluciéon de 2 mg/ml de albumina de suero bovino (BSA; Sigma, St.
Louis, MO) en PBS. Luego las preparaciones se dializan mediante tres ciclos de dilucion con PBS y concentracién
usando un dispositivo de filtro Microcon con corte de peso molecular de 100.000 de Millipore (Bedford, MA). Las
preparaciones finales de perlas recubiertas tenian un 1% de soélidos.

Ejemplo 8

En este ejemplo, se preparan moléculas de fusién aisladas de origen no natural que comprenden la
secuencia de toxina de Cholix modificada de la SEQ ID NO: 52 (Cholix#'®), una secuencia de conector escindible
(SEQ ID NO: 121) o un conector no escindible (SEQ ID NO: 98), y una carga biolégicamente activa que es un
inhibidor de TNFSF como se describe en el Ejemplo 1, y se evallan como se describe en los Ejemplos anteriores
para confirmar el plegado adecuado, el tamafno adecuado,

Se prepararon seis vectores de expresion de moléculas de fusion ejemplares (3 para cada conector) para
probar la capacidad de las moléculas de fusidn para transportar de apical a basal a través de células epiteliales un
inhibidor de TNFSF seleccionado de: 1) un inhibidor de TNF que es un anticuerpo que comprende las secuencias de
la region variable de la cadena pesada y la region variable de la cadena ligera de la SEQ ID NO: 88 y 89; 2) un
inhibidor de TNF que es un anticuerpo que comprende las secuencias de la region variable de la cadena pesada y
de la regién variable de la cadena ligera de las SEQ ID NO: 90 y 91; y 3) un inhibidor de TNFSF que es un dimero de
un TNFR-p75 humano soluble con la porciéon Fc de IgG que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 92.

Ejemplo 9

En este ejemplo, se preparan moléculas de fusién aisladas de origen no natural que comprenden la
secuencia de toxina de Cholix modificada de la SEQ ID NO: 52 (Cholix#'®), una secuencia de conector escindible
(SEQ ID NO: 121) o un conector no escindible (SEQ ID NO: 98), y una carga biolégicamente activa que es un agente
reductor de glucosa como se describe en el Ejemplo 1, y se evalian como se describe en los Ejemplos anteriores
para confirmar el plegado adecuado, el tamafo adecuado,

Se prepararon cuatro ejemplos de vectores de expresion de moléculas de fusién (2 para cada conector)
para probar la capacidad de las moléculas de fusion para transportar de apical a basal a través de células epiteliales
un agente reductor de glucosa seleccionado de: 1) un agonista de GLP-1 que comprende la secuencia de la SEQ ID
NO: 93; y 2) un agonista de GLP-1 que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 94.

Ejemplo 10

En este ejemplo, se prepararon moléculas de fusién aisladas de origen no natural que comprenden la
secuencia de toxina de Cholix modificada de la SEQ ID NO: 52 (Cholix#'®), una secuencia de conector escindible
(SEQ ID NO: 121) o un conector no escindible (SEQ ID NO: 98), y una carga biolégicamente activa que es una
hormona del crecimiento humana como se describe en el Ejemplo 1, y se evalian como se describe en los Ejemplos
anteriores para confirmar el plegado adecuado, el tamafo adecuado,

Se prepararon dos vectores de expresion de moléculas de fusién ejemplares (uno para cada conector) para

probar la capacidad de las moléculas de fusién para transportar de apical a basal a través de células epiteliales una
hormona del crecimiento humano que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 95.
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Ejemplo 11

Este ejemplo describe la deteccién histologica en tejidos de una carga biolégicamente activa representativa
de las moléculas de fusion preparadas en el Ejemplo 1. Después de la administraciéon de una molécula de fusion, los
animales se sacrificaron mediante asfixia con COz y se exanguinaron mediante puncion cardiaca. Se extraen tejidos
especificos (ganglios linfaticos, traquea, cerebro, bazo, higado, tracto gastrointestinal), se enjuagan brevemente en
PBS para eliminar cualquier resto de sangre y se congelan en OCT. Se colocan secciones (de 5 micras de espesor)
en portaobjetos. Los portaobjetos se fijan en acetona durante 10 min y se enjuagan con PBS. Los portaobjetos se
incuban con peroxidasa al 3% durante 5 min. Luego, se bloquean los portaobjetos con proteina durante 5 min
adicionales. El anticuerpo primario para la carga biol6gicamente activa respectiva se incuba sobre los portaobjetos
durante 30 min a una dilucién de 1:100 seguido de lavados con PBS. Luego, el anticuerpo secundario marcado con
biotina se incuba durante aproximadamente 15 minutos seguido de lavados con PBS. La etiqueta de estreptavidina
HRP se incuba sobre los portaobjetos durante 15 minutos seguido de lavados con PBS. Se aplica cromageno HRP
durante 5 min seguido de varios enjuagues en H20 destilada. Finalmente, los portaobjetos se contratifien con
hematoxilina durante 1 minuto, se cubren con un cubreobjetos y se examinan para detectar la presencia de la carga
biolbgicamente activa.

Las moléculas de fusion de la divulgacion ofrecen varias ventajas sobre las técnicas convencionales para la
administracion local o sistémica de macromoléculas a un sujeto. La principal de estas ventajas es la capacidad de
administrar la carga biolégicamente activa a un sujeto sin usar una aguja para perforar la piel del sujeto. Muchos
sujetos requieren dosis regulares y repetidas de macromoléculas. Por ejemplo, los diabéticos deben inyectarse
insulina varias veces al dia para controlar las concentraciones de azicar en sangre. La calidad de vida de tales
sujetos mejoraria enormemente si la administracion de una macromolécula pudiera lograrse sin inyeccion, evitando
el dolor o las posibles complicaciones asociadas con el mismo.

Ademas, el acoplamiento de la carga biolégicamente activa al resto de la molécula de fusién con un
conector que es escindido por una enzima presente en una membrana basolateral de una célula epitelial permite que
la carga biol6gicamente activa se libere de la molécula de fusién y se libere del resto de la molécula de fusion poco
después de la transcitosis a través de la membrana epitelial. Tal liberaciéon reduce la probabilidad de induccién de
una respuesta inmune contra la carga biolégicamente activa. También permite que la carga biolégicamente activa
interactle con su objetivo libre del resto de la molécula de fusion.

Ademas, las moléculas de fusién de origen no natural que carecen de un conector escindible pueden ser
ventajosas porque el efecto de anclaje de la toxina de Cholix modificada por su receptor o receptores en la superficie
de, por ejemplo, células inmunes que también expresan el receptor para la carga biol6égicamente activa (pero en una
cantidad considerablemente menor) puede permitir una mayor exposicién de la carga biolégicamente activa en la
superficie de las células objetivo y proporcionar un efecto sinérgico a través de la unién de Cholix a su receptor vy,
por ejemplo, la union de IL-10 al IL-10R.

Ademas, una vez transportadas a través del epitelio del Gl, las moléculas de fusién de la divulgacion
mostraran una vida media extendida en suero, es decir, la carga biolégicamente activa de las moléculas de fusion
mostrard una vida media extendida en suero en comparacion con la carga biolégicamente activa en su estado no
fusionado, y la administracion oral de la molécula de fusidon puede proporcionar una concentracion eficaz mas alta de
la carga biol6gicamente activa administrada al higado del sujeto que la observada en el plasma del sujeto.

Ademas, las realizaciones de las moléculas de fusion pueden construirse y expresarse en sistemas
recombinantes. La tecnologia recombinante permite elaborar una molécula de fusiéon que tiene un sitio de insercion
disefado para la introduccién de cualquier carga biolégicamente activa adecuada. Tales sitios de insercion permiten
al experto en la técnica producir rapida y faciimente moléculas de fusién para la administracion de nueva carga
biol6gicamente activa, en caso de que surja la necesidad de hacerlo.

Listados de secuencias

Las secuencias de aminoacidos enumeradas en el listado de secuencias acompafiante se muestran usando
un codigo estandar de tres letras para aminoacidos, como se define en 37 C.F.R 1.822.

La SEQ ID NO: 1 es la secuencia de 634 amino&cidos de la toxina de Cholix de Vibrio cholera madura.

La SEQ ID NO: 2 es una secuencia de acidos nucleicos que codifica la secuencia de 634 aminoacidos de la
toxina de Cholix de V. cholera madura.

Las SEQ ID NO: 3-80 son las secuencias de aminoacidos de varias toxinas de Cholix truncadas derivadas de la
secuencia de toxina de Cholix madura expuesta en la SEQ ID NO: 1.

La SEQ ID NO: 81 es la secuencia de aminodcidos de una toxina de Cholix mutada en la que se ha eliminado el
residuo de aminoacidos E581 de la SEQ ID NO: 1.

La SEQ ID NO: 82 es la secuencia de aminodacidos de la interleucina-10 humana (IL-10).

La SEQ ID NO: 83 es la secuencia de aminodacidos de la interleucina-19 humana (IL-19).

La SEQ ID NO: 84 es la secuencia de aminoacidos de la interleucina-20 humana (IL-20).
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La SEQ ID NO: 85 es la secuencia de aminoacidos de la interleucina-22 humana (IL-22).

La SEQ ID NO: 86 es la secuencia de aminoacidos de la interleucina-24 humana (IL-24).

La SEQ ID NO: 87 es la secuencia de aminoacidos de la interleucina-26 humana (IL-26).

SEQ ID NO: 88 - secuencia de la region variable de la cadena pesada para un anticuerpo anti-TNF-alfa.
SEQ ID NO: 89 - secuencia de la region variable de la cadena ligera para un anticuerpo anti-TNF-alfa.
SEQ ID NO: 90 - secuencia de la region variable de la cadena pesada para un anticuerpo anti-TNF-alfa.
SEQ ID NO: 91 - secuencia de la region variable de la cadena ligera para un anticuerpo anti-TNF-alfa.
SEQ ID NO: 92 - secuencia de aminodcidos de la proteina de fusién dimérica TNFR-p75-Fc humana.
SEQ ID NO: 93 - secuencia de aminodcidos del péptido agonista de GLP-1 (exenatida)

SEQ ID NO: 94 - secuencia de aminoacidos del péptido agonista de GLP-1 (liraglutida)

SEQ ID NO: 95 - secuencia de aminoacidos de la hormona del crecimiento humana (somatotropina)
Las SEQ ID NO: 96-121 son las secuencias de aminoacidos de varios conectores peptidicos

La SEQ ID NO: 122 es la secuencia de aminodacidos de una molécula de fusion Cholix*'5-TEV-IL-10.

La SEQ ID NO: 123 es la secuencia de aminoacidos de una molécula de fusion Cholix*15-(G4S)s -IL-10.

LISTADOS DE SECUENCIAS

SEQ ID NO: 1 - secuencia de aminoécidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera madura

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD
ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQ
AADILSLFCPDADKSCVASNNDQANINIESRSGRSYLPENRAVITPQGVTNWTYQELEATHQAL
TREGYVFVGYHGTNHVAAQTIVNRIAPVPRGNNTENEEKWGGLYVATHAEVAHGYARIKEGTG
EYGLPTRAERDARGVMLRVYIPRASLERFYRTNTPLENAEEHITQVIGHSLPLRNEAFTGPESA
GGEDETVIGWDMAIHAVAIPSTIPGNAYEELAIDEEAVAKEQSISTKPPYKERKDELK

SEQ ID NO: 2 — secuencia de aminoacidos que codifica la toxina de Cholix de V. cholera madura

ATGGTCGAAGAAGCTTTAAACATCTTTGATGAATGCCGTTCGCCATGTTCGTTGACCCCGGAACCGG
GTAAGCCGATTCAATCAAAACTGTCTATCCCTAGTGATGTTGTTCTGGATGAAGGTGTTCTGTATTAC
TCGATGACGATTAATGATGAGCAGAATGATATTAAGGATGAGGACAAAGGCGAGTCCATTATCACTAT
TGGTGAATTTGCCACAGTACGCGCGACTAGACATTATGTTAATCAAGATGCGCCTTTTGGTGTCATCC
ATTTAGATATTACGACAGAAAATGGTACAAAAACGTACTCTTATAACCGCAAAGAGGGTGAATTTGCA
ATCAATTGGTTAGTGCCTATTGGTGAAGATTCTCCTGCAAGCATCAAAATCTCCGTTGATGAGCTCGA
TCAGCAACGCAATATCATCGAGGTGCCTAAACTGTATAGTATTGATCTCGATAACCAAACGTTAGAGC
AGTGGAAAACCCAAGGTAATGTTTCTTTTTCGGTAACGCGTCCTGAACATAATATCGCTATCTCTTGG
CCAAGCGTGAGTTACAAAGCAGCGCAGAAAGAGGGTTCACGCCATAAGCGTTGGGCTCATTGGCAT
ACAGGCTTAGCACTGTGTTGGCTTGTGCCAATGGATGCTATCTATAACTATATCACCCAGCAAAATTG
TACTTTAGGGGATAATTGGTTTGGTGGCTCTTATGAGACTGTTGCAGGCACTCCGAAGGTGATTACG
GTTAAGCAAGGGATTGAACAAAAGCCAGTTGAGCAGCGCATCCATTTCTCCAAGGGGAATGCGATGA
GCGCACTTGCTGCTCATCGCGTCTGTGGTGTGCCATTAGAAACTTTGGCGCGCAGTCGCAAACCTC
GTGATCTGACGGATGATTTATCATGTGCCTATCAAGCGCAGAATATCGTGAGTTTATTTGTCGCGACG
CGTATCCTGTTCTCTCATCTGGATAGCGTATTTACTCTGAATCTTGACGAACAAGAACCAGAGGTGGC
TGAACGTCTAAGTGATCTTCGCCGTATCAATGAAAATAACCCGGGCATGGTTACACAGGTTTTAACC
GTTGCTCGTCAGATCTATAACGATTATGTCACTCACCATCCGGGCTTAACTCCTGAGCAAACCAGTG
CGGGTGCACAAGCTGCCGATATCCTCTCTTTATTTTGCCCAGATGCTGATAAGTCTTGTGTGGCTTCA
AACAACGATCAAGCCAATATCAACATCGAGTCTCGTTCTGGCCGTTCATATTTGCCTGAAAACCGTGC
GGTAATCACCCCTCAAGGCGTCACAAATTGGACTTACCAGGAACTCGAAGCAACACATCAAGCTCTG
ACTCGTGAGGGTTATGTGTTCGTGGGTTACCATGGTACGAATCATGTCGCTGCGCAAACCATCGTGA
ATCGCATTGCCCCTGTTCCGCGCGGCAACAACACTGAAAACGAGGAAAAGTGGGGCGGGTTATATG
TTGCAACTCACGCTGAAGTTGCCCATGGTTATGCTCGCATCAAAGAAGGGACAGGGGAGTATGGCC
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TTCCGACCCGTGCTGAGCGCGACGCTCGTGGGGTAATGCTGCGCGTGTATATCCCTCGTGCTTCAT
TAGAACGTTTTTATCGCACGAATACACCTTTGGAAAATGCTGAGGAGCATATCACGCAAGTGATTGGT
CATTCTTTGCCATTACGCAATGAAGCATTTACTGGTCCAGAAAGTGCGGGCGGGGAAGACGAAACTG
TCATTGGCTGGGATATGGCGATTCATGCAGTTGCGATCCCTTCGACTATCCCAGGGAACGCTTACGA
AGAATTGGCGATTGATGAGGAGGCTGTTGCAAAAGAGCAATCGATTAGCACAAAACCACCTTATAAA
GAGCGCAAAGATGAACTTAAG

SEQ ID NO: 3 - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix38¢

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD
ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQ
A

SEQ ID NO: 4 - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix385

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD
ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQOQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQ

SEQ ID NO: 5 - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix384

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD
ELDQQRNIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGA

SEQ ID NO: 6 - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix383

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD
ELDQQRNIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAG

SEQ ID NO: 7 - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix382

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD
ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSA

SEQ ID NO: 8 - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix38
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VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD
ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTS

SEQ ID NO: 9 - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix38°

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD
ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQT

SEQ ID NO: 10 - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix37®

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD
ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQ

SEQ ID NO: 11 - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix378

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD
ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPE

SEQ ID NO: 12 - secuencia de aminodacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix377

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD
ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTP

SEQ ID NO: 13 - secuencia de aminodacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix376

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD
ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLT

SEQ ID NO: 14 - secuencia de aminodacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix375
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VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD
ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGL

SEQ ID NO: 15 - secuencia de aminodacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix374

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD
ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPG

SEQ ID NO: 16 - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix®73

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD
ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHP

SEQ ID NO: 17 - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix®72

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD
ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHH

SEQ ID NO: 18 - secuencia de aminodcidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix®"

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD
ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTH

SEQ ID NO: 19 - secuencia de aminodacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix370

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD
ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVT

SEQ ID NO: 20 - secuencia de aminodacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix36°
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VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD
ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYV

SEQ ID NO: 21 - secuencia de aminodacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix368

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD
ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDY

SEQ ID NO: 22 - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix367

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD
ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYND

SEQ ID NO: 23 - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix366

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD
ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYN

SEQ ID NO: 24 - secuencia de aminodacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix365

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD
ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIY

SEQ ID NO: 25 - secuencia de aminodacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix364

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD
ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQI

SEQ ID NO: 26 - secuencia de aminodacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix3¢3
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VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD
ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQ

SEQ ID NO: 27 - secuencia de aminodcidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix362

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD
ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVAR

SEQ ID NO: 28 - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix36!

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD
ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVA

SEQ ID NO: 29 - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix36?

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD
ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTV

SEQ ID NO: 30 - secuencia de aminodacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix3%°

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD
ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLT

SEQ ID NO: 31 - secuencia de aminodcidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix38

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD
ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVL

SEQ ID NO: 32 - secuencia de aminodacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix3%7
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VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD
ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQV

SEQ ID NO: 33 - secuencia de aminodacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix3%6

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD
ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQ

SEQ ID NO: 34 - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix3%5

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD
ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVT

SEQ ID NO: 35 - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix3%*

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD
ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMV

SEQ ID NO: 36 - secuencia de aminodacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix33

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD
ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGM

SEQ ID NO: 37 - secuencia de aminodacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix3%2

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD
ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPG

SEQ ID NO: 38 - secuencia de aminoéacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix3%!
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VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD
ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNP

SEQ ID NO: 39 - secuencia de aminodacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix3%°

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD
ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENN

SEQ ID NO: 40 - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix34°

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD
ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINEN

SEQ ID NO: 41 - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix348

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD
ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINE

SEQ ID NO: 42 - secuencia de aminodacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix#25

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD

ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE

QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD

SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQ
AADILSLFCPDADKSCVASNNDQANINIESRSGRSYLPEN

SEQ ID NO: 43 - secuencia de aminodacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix#24

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD

ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE

QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD

SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQ
AADILSLFCPDADKSCVASNNDQANINIESRSGRSYLPE

SEQ ID NO: 44 - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix*23
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VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD

ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE

QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD

SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQ
AADILSLFCPDADKSCVASNNDQANINIESRSGRSYLP

SEQ ID NO: 45 - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix*22

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD

ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE

QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD

SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQ
AADILSLFCPDADKSCVASNNDQANINIESRSGRSYL

SEQ ID NO: 46 - secuencia de aminodcidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix*?!

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD

ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE

QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD

SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQ
AADILSLFCPDADKSCVASNNDQANINIESRSGRSY

SEQ ID NO: 47 - secuencia de aminodacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix#20

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD

ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE

QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD

SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQ
AADILSLFCPDADKSCVASNNDQANINIESRSGRS

SEQ ID NO: 48 - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix*'®

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD

ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE

QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD

SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQ
AADILSLFCPDADKSCVASNNDQANINIESRSGR

SEQ ID NO: 49 - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix*'8

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD

ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE

QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD

SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQ
AADILSLFCPDADKSCVASNNDQANINIESRSG
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SEQ ID NO: 50 - secuencia de aminodacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix*!?

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD

ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE

QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD

SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQ
AADILSLFCPDADKSCVASNNDQANINIESRS

SEQ ID NO: 51 - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix*'6

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD

ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE

QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD

SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQ
AADILSLFCPDADKSCVASNNDQANINIESR

SEQ ID NO: 52 - secuencia de aminodacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix#15

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD

ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE

QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD

SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQ
AADILSLFCPDADKSCVASNNDQANINIES

SEQ ID NO: 53 - secuencia de aminodacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix#14

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD

ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE

QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD

SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQ
AADILSLFCPDADKSCVASNNDQANINIE

SEQ ID NO: 54 - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix*'3

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD

ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQ
AADILSLFCPDADKSCVASNNDQANINI

SEQ ID NO: 55 - secuencia de aminodacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix#12
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VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD

ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE

QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD

SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQ
AADILSLFCPDADKSCVASNNDQANIN

SEQ ID NO: 56 - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix*!!

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD

ELDQQRNIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE

QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD

SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQ
AADILSLFCPDADKSCVASNNDQANI

SEQ ID NO: 57 - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix*1?

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD

ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE

QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD

SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQ
AADILSLFCPDADKSCVASNNDQAN

SEQ ID NO: 58 - secuencia de aminodacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix40®

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD

ELDQQRNIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE

QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD

SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQ
AADILSLFCPDADKSCVASNNDQA

SEQ ID NO: 59 - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix*08

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD
ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQ
AADILSLFCPDADKSCVASNNDQ

SEQ ID NO: 60 - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix*07

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD

ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE

QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD

SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQ
AADILSLFCPDADKSCVASNND
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SEQ ID NO: 61 - secuencia de aminodacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix*%

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD

ELDQQRNIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE

QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD

SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQ
AADILSLFCPDADKSCVASNN

SEQ ID NO: 62 - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix*05

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD

ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE

QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD

SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQ
AADILSLFCPDADKSCVASN

SEQ ID NO: 63 - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix*0*

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD

ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE

QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD

SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQ
AADILSLFCPDADKSCVAS

SEQ ID NO: 64 - secuencia de aminodacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix403

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD

ELDQQRNIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE

QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD

SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQ
AADILSLFCPDADKSCVA

SEQ ID NO: 65 - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix#°2

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD

ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE

QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD

SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQ
AADILSLFCPDADKSCV

SEQ ID NO: 66 - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix*0!

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD

ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE

QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD

SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQ
AADILSLFCPDADKSC
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SEQ ID NO: 67 - secuencia de aminodacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix4%0

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD

ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE

QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD

SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQ
AADILSLFCPDADKS

SEQ ID NO: 68 - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix3%°

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD

ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE

QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD

SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQ
AADILSLFCPDADK

SEQ ID NO: 69 - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix3%

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD

ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE

QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD

SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQ
AADILSLFCPDAD

SEQ ID NO: 70 - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix®%

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD

ELDQQRNIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE

QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD

SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQ
AADILSLFCPDA

SEQ ID NO: 71 - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix3%

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD

ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE

QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD

SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQ
AADILSLFCPD

SEQ ID NO: 72 - secuencia de aminodacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix3%5
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VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD

ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE

QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD

SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQ
AADILSLFCP

SEQ ID NO: 73 - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix3%4

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD

ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE

QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD

SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQ
AADILSLFC

SEQ ID NO: 74 - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix3%3

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD

ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE

QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD

SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQ
AADILSLF

SEQ ID NO: 75 - secuencia de aminodcidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix392

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD
ELDQQRNIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQ
AADILSL

SEQ ID NO: 76 - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix3®!

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD

ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE

QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD

SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQ
AADILS

SEQ ID NO: 77 - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix3%°

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD

ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE

QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD

SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQ
AADIL
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SEQ ID NO: 78 - secuencia de aminodacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix38°

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD

ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE

QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD

SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQ
AADI

SEQ ID NO: 79 - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix388

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD

ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE

QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD

SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQ
AAD

SEQ ID NO: 80 - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix38”

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD

ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE

QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD

SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQ
AA

SEQ ID NO: 81 - secuencia de aminoécidos de toxina de Cholix de Vibrio Cholera modificada Cholix A581

VEDELNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPSDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDEDKGESIITI
GEFATVRATRHYVNQDAPFGVIHLDITTENGTKTYSYNRKEGEFAINWLVPIGEDSPASIKISVD
ELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKEGSRHK
RWAHWHTGLALCWLVPMDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKVITVKQGIEQKPVE
QRIHFSKGNAMSALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLTDDLSCAYQAQNIVSLFVATRILFSHLD
SVFTLNLDEQEPEVAERLSDLRRINENNPGMVTQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGAQ
AADILSLFCPDADKSCVASNNDQANINIESRSGRSYLPENRAVITPQGVTNWTYQELEATHQAL
TREGYVFVGYHGTNHVAAQTIVNRIAPVPRGNNTENEEKWGGLYVATHAEVAHGYARIKEGTG
EYGLPTRAERDARGVMLRVYIPRASLERFYRTNTPLENAEEHITQVIGHSLPLRNEAFTGPESA
GGEDTVIGWDMAIHAVAIPSTIPGNAYEELAIDEEAVAKEQSISTKPPYKERKDELK

SEQ ID NO: 82 — secuencia de aminoacidos de interleucina-10 humana

MHSSALLCCLVLLTGVRASPGQGTQSENSCTHFPGNLPNMLRDLRDAFSRVKTFFQMKDQLD
NLLLKESLLEDFKGYLGCQALSEMIQFYLEEVMPQAENQDPDIKAHVNSLGENLKTLRLRLRRC
HRFLPCENKSKAVEQVKNAFNKLQEKGIYKAMSEFDIFINYIEAYMTMKIRN

SEQ ID NO: 83 - secuencia de aminoacidos de interleucina-19 humana

MKLQCVSLWLLGTILILCSVDNHGLRRCLISTDMHHIEESFQEIKRAIQAKDTFPNVTILSTLETLQ
lIKPLDVCCVTKNLLAFYVDRVFKDHQEPNPKILRKISSIANSFLYMQKTLRQCQEQRQCHCRQE
ATNATRVI HDNYDQLEVHAAAIKSLGELDVFLAWINKNHEVMSSA

SEQ ID NO: 84 - secuencia de aminoacidos de interleucina-20 humana
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MKASSLAFSLLSAAFYLLWTPSTGLKTLNLGSCVIATNLQEIRNGFSEIRGSVQAKDGNIDIRILR
RTESLQDTKPANRCCLLRHLLRLYLDRVFKNYQTPDHYTLRKISSLANSFLTIKKDLRLCHAHMT
CHCGEEAMK KYSQILSHFEKLEPQAAVVKALGELDILLQWMEETE

SEQ ID NO: 85 - secuencia de aminoacidos de interleucina-22 humana

MAALQKSVSSFLMGTLATSCLLLLALLVQGGAAAPISSHCRLDKSNFQQPYITNRTFMLAKEAS
LADNNTDVRLIGEKLFHGVSMSERCYLMKQVLNFTLEEVLFPQSDRFQPYMQEVVPFLARLSN
RLSTCHIEGDDLHIQRNVQKLKDTVKKLGESGEIKAIGELDLLFMSLRNACI

SEQ ID NO: 86 - secuencia de aminoacidos de interleucina-24 humana

MNFQQRLQSLWTLASRPFCPPLLATASQMQMVVLPCLGFTLLLWSQVSGAQGQEFHFGPCQ
VKGVVPQKLWEAFWAVKDTMQAQDNITSARLLQQEVLQNVSDAESCYLVHTLLEFYLKTVFKN
YHNRTVEVRTLKSFSTLANNFVLIVSQLQPSQENEMFSIRDSAHRRFLLFRRAFKQLDVEAALT
KALGEVDILLTWMQKFYKL

SEQ ID NO: 87 - secuencia de aminoacidos de interleucina-26 humana

MLVNFILRCGLLLVTLSLAIAKHKQSSFTKSCYPRGTLSQAVDALYIKAAWLKATIPEDRIKNIRLL
KKKTKKQFMKNCQFQEQLLSFFMEDVFGQLQLQGCKKIRFVEDFHSLRQKLSHCISCASSARE
MKSITRMKRIFYRIGNKGIYKAISELDILLSWIKKLLESSQ

SEQ ID NO: 88 - region variable de la cadena pesada para un anticuerpo anti-TNF-alfa

EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTFDDYAMHWVRQAPGKGLEWVSAITWNSGHIDYA
DSVERGFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKVSYLSTASSLDYWGQGTLVTVSSAST

KGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLS
SVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC

SEQ ID NO: 89 - region variable de la cadena ligera para un anticuerpo anti-TNF-alfa

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNYLAWYQQKPGKAPKLLIYAASTLQSGVPSRFSG
SGSGTDFTLTISSLQPEDVATYYCQRYNRAPYTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSG
TASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKY
YACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO: 90 - region variable de la cadena pesada para un anticuerpo anti-TNF-alfa

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMHWVRQAPGKGLEWVAIISFDGSNKSSAD
SVKGRFTYSRRNSKNALFLOQMNSLRAEDTAVFYCARDRGVSAGGNYYYYGMDVWGQGTTVT
VSS

SEQ ID NO: 91 - region variable de la cadena ligera para un anticuerpo anti-TNF-alfa

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYDASNRATGIPARFSG
SGSGTRFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSNWPPFTFGPGTKVDIL

SEQ ID NO: 92 - secuencia de amino&cidos de proteina de fusion dimérica TNFR-p75-Fc humana

LPAQVAFTPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMCCSKCSPGQHAKVFCTKTSDTVCDSCEDSTYT
QLWNWVPECLSCGSRCSSDQVETQACTREQNRICTCRPGWYCALSKQEGCRLCAPLRKCRP
GFGVARPGTETSDVVCKPCAPGTFSNTTSSTDICRPHQICNVVAIPGNASMDAVCTSTSPTRS
MAPGAVHLPQPVSTRSQHTQPTPEPSTAPSTSFLLPMGPSPPAEGSTGDEPKSCDKTHTCPP
CPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKP
REEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS
REEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRW
QQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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SEQ ID NO: 93 - Secuencia de aminoacidos de péptido agonista de GLP-1 (exenatida)
HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS

SEQ ID NO: 94 - Secuencia de aminoacidos de péptido agonista de GLP-1 (Liraglutida)
HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEEFIIAWLVKGRG

SEQ ID NO: 95 - secuencia de aminoéacidos de hormona de crecimiento humana (somatotropina)

FPTIPLSRLFDNAMLRAHRLHQLAFDTYQEFEEAYIPKEQKYSFLQNPQTSLCFSESIPTPSNRE
ETQQKSNLELLRISLLLIQSWLEPVQFLRSVFANSLVYGASDSNVYDLLKDLEEGIQTLMGRLED
GSPRTGQIFKQTYSKFDTNSHNDDALLKNYGLLYCFRKDMDKVETFLRIVQCRSVEGSCGF

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

SEQ ID NO: 96 - secuencia de aminoacidos de un conector peptidico
GGGGS

SEQ ID NO: 97 - secuencia de aminoacidos de un conector peptidico
GGGGSGGGGS

SEQ ID NO: 98 - secuencia de aminoacidos de un conector peptidico
GGGGSGGGGSGGGGS

SEQ ID NO: 99 - secuencia de aminoacidos de un conector peptidico
GGGGSGGG

SEQ ID NO: 100 - secuencia de aminoacidos de un conector peptidico
AAPF

SEQ ID NO: 101 - secuencia de aminoacidos de un conector peptidico
GGF

SEQ ID NO: 102 - secuencia de aminoacidos de un conector peptidico
AAPV

SEQ ID NO: 103 - secuencia de aminoacidos de un conector peptidico
GGL

SEQ ID NO: 104 - secuencia de aminoacidos de un conector peptidico
AAL

SEQ ID NO: 105 - secuencia de aminoacidos de un conector peptidico
FVR

SEQ ID NO: 106 - secuencia de aminoacidos de un conector peptidico
VGR

SEQ ID NO: 107 - secuencia de aminoacidos de un conector peptidico
RKPR

SEQ ID NO: 108 - secuencia de aminoacidos de un conector peptidico
Y V A D Xaa Xaa = cualquier aminoacido

SEQ ID NO: 109 - secuencia de aminoacidos de un conector peptidico
D Xaa Xaa D Xaa Xaa = cualquier aminoacido

SEQ ID NO: 110 - secuencia de aminoacidos de un conector peptidico
R (Xaa)n R Xaa Xaa = cualquier aminoacidon=0,2,406

SEQ ID NO: 111 - secuencia de aminoacidos de un conector peptidico
K (Xaa)n R Xaa Xaa = cualquier aminoacidon=0,2,4 06

SEQ ID NO: 112 - secuencia de aminoacidos de un conector peptidico
E R T KR Xaa Xaa = cualquier aminoacido
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SEQ ID NO: 113 - secuencia de aminoacidos de un conector peptidico
R V R R Xaa Xaa = cualquier aminoacido

SEQ ID NO: 114 - secuencia de aminoacidos de un conector peptidico
Decanoil-R V R R Xaa Xaa = cualquier aminoacido

SEQ ID NO: 115 - secuencia de aminoacidos de un conector peptidico
P Xaa W V P Xaa Xaa = cualquier aminoacido

SEQ ID NO: 116 - secuencia de aminoacidos de un conector peptidico
W V A Xaa Xaa = cualquier aminoacido

SEQ ID NO: 117 - secuencia de aminoacidos de un conector peptidico
Xaa F Xaa Xaa Xaa = cualquier aminoacido

SEQ ID NO: 118 - secuencia de aminoacidos de un conector peptidico
Xaa Y Xaa Xaa Xaa = cualquier aminoacidon=0,2,406

SEQ ID NO: 119 - secuencia de aminoacidos de un conector peptidico
Xaa W Xaa Xaa Xaa = cualquier aminoacidon=0,2,406

SEQ ID NO: 120 - secuencia de aminoacidos de un conector peptidico
DRWIPFHLL encombinacién con (V, Ao P)-Y-(S, P o A)

SEQ ID NO: 121 - secuencia de aminoacidos de un conector peptidico
GGGGSGGGENLYFQS

SEQ ID NO: 122 - secuencia de aminoacidos de una Cholix*'5-TEV-IL-10 molécula de fusién

MVEEALNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPGDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDED
KGESIITIGEFATVRATRHYVSQDAPFGVINLDITTENGTKTYSFNRKESEFAINWLVPIGEDSPA
SIKISIDELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKE

GSRHKRWAHWHTGLALCWLVPIDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKAITVKQGIEQ
KPVEQRIHFSKKNAMEALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLPDDLSCAYNAQQIVSLFLATRILFT
HIDSIFTLNLDGQEPEVAERLDDLRRINENNPGMVIQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGA
QAADILSLFCPDADKSCVASNSDQANINIESGGGGSGGGENLYFQSPGQGTQSENSCTHFPG
NLPNMLRDLRDAFSRVKTFFQMKDQLDNLLLKESLLEDFKGYLGCQALSEMIQFYLEEVMPQA
ENQDPDIKAHVNSLGENLKTLRLRLRRCHRFLPCENKSKAVEQVKNAFNKLQEKGIYKAMSEF
DIFINYIEAYMTMKIRN

SEQ ID NO: 123 - secuencia de aminodacidos de una Cholix*'5-(G4S)s-IL-10 molécula de fusion

MVEEALNIFDECRSPCSLTPEPGKPIQSKLSIPGDVVLDEGVLYYSMTINDEQNDIKDED
KGESIITIGEFATVRATRHYVSQDAPFGVINLDITTENGTKTYSFNRKESEFAINWLVPIGEDSPA
SIKISIDELDQQRNIIEVPKLYSIDLDNQTLEQWKTQGNVSFSVTRPEHNIAISWPSVSYKAAQKE
GSRHKRWAHWHTGLALCWLVPIDAIYNYITQQNCTLGDNWFGGSYETVAGTPKAITVKQGIEQ
KPVEQRIHFSKKNAMEALAAHRVCGVPLETLARSRKPRDLPDDLSCAYNAQQIVSLFLATRILFT
HIDSIFTLNLDGQEPEVAERLDDLRRINENNPGMVIQVLTVARQIYNDYVTHHPGLTPEQTSAGA
QAADILSLFCPDADKSCVASNSDQANINIESGGGGSGGGGSGGGGSPGQGTQSENSCTHFPG
NLPNMLRDLRDAFSRVKTFFQMKDQLDNLLLKESLLEDFKGYLGCQALSEMIQFYLEEVMPQA
ENQDPDIKAHVNSLGENLKTLRLRLRRCHRFLPCENKSKAVEQVKNAFNKLQEKGIYKAMSEF
DIFINYIEAYMTMKIRN

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> APPLIED MOLECULAR TRANSPORT LLC ]
<120> MOLECULAS DE FUSION DERIVADAS DE TOXINA DE CHOLIX PARA LA ADMINISTRACION ORAL
DE CARGA BIOLOGICAMENTE ACTIVA

<130> CACAM1.0002WO
<160> 123

73



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<170> PatentIn versién 3.5

<210> 1

<211> 634
<212> PRT
<213> Vibreo cholerae - secuencia de aminoacidos de toxina de Cholix madura

<400> 1

Val Glu Asp Glu

1

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Thr

Asp

Asp

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Pro

Val

35

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp

115

val

Tyr

Gly

Glu

20

Val

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

val

Glu

Ile

val
165

ES 2900328 T3

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

Val

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Asp

Ile

25

Val

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

val

74

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr
170

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

Val

Trp

Asn
175

Ser

Pro

Ile

Ile

val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile
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Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

val

Ala

Arg

Gln

305

Leu

Ala

Met

Val

Gln

385

Cys

Ser

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Ala

Lys

290

Asn

Asp

Glu

Val

Thr

370

Ala

val

Gly

Ser

His

195

Val

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr

355

His

Ala

Ala

Arg

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

val

val

Leu

340

Gln

His

Asp

Ser

Ser
420

Pro

Arg

Met

Asp

Val

245

Ile

Val

Asp

Ser

Phe

325

Ser

Val

Pro

Ile

Asn

405

Tyr

ES 2900328 T3

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Gly

Leu

390

Asn

Leu

Val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Leu

375

Ser

Asp

Pro

Ser Tyr
185

His Trp
200

Ile Tyr

Phe Gly

Val Lys

Ser Lys

265

Val Pro

280

Asp Asp

Val Ala

Asn Leu

Arg Arg

345

Val Ala

360

Thr Pro

Leu Phe

Gln Ala

Glu Asn
425

75

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Glu

Cys

Asn

410

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Gln

Pro

395

Ile

Ala

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

Thr

380

Asp

Asn

val

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Tyr

365

Ser

Ala

Ile

Ile

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Ala

Asp

Glu

Thr
430

Glu

Leu

Gln

val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Gly

Lys

Ser

415

Pro

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

Val

Gly

Tyr

Ala

Ser

400

Arg

Gln
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Gly

Leu

Val

465

Asn

His

Glu

Leu

Asn

545

His

Gly

Val

Ile

Pro
625

<210>2
<211> 1905
<212> ADN

Val

Thr

450

Ala

Asn

Ala

Tyr

Arg

530

Thr

Ser

Gly

Ala

Asp

610

Tyr

Thr

435

Arg

Ala

Thr

Glu

Gly

515

Val

Pro

Leu

Glu

Ile

595

Glu

Lys

Asn

Glu

Gln

Glu

Val

500

Leu

Tyr

Leu

Pro

Asp

580

Pro

Glu

Glu

Trp

Gly

Thr

Asn

485

Ala

Pro

Ile

Glu

Leu

565

Glu

Ser

Ala

Arg

ES 2900328 T3

Thr

Tyr

Ile

470

Glu

His

Thr

Pro

Asn

550

Arg

Thr

Thr

Val

Lys
630

Tyr

Val

455

Val

Glu

Gly

Arg

Arg

535

Ala

Asn

Val

Ile

Ala

615

Asp

Gln

440

Phe

Asn

Lys

Tyr

Ala

520

Ala

Glu

Glu

Ile

Pro

600

Lys

Glu

Glu

Val

Arg

Trp

Ala

505

Glu

Ser

Glu

Ala

Gly

585

Gly

Glu

Leu

Leu

Gly

Ile

Gly

490

Arg

Arg

Leu

His

Phe

570

Trp

Asn

Gln

Lys

Glu

Tyr

Ala

475

Gly

Ile

Asp

Glu

Ile

555

Thr

Asp

Ala

Ser

Ala

His

460

Pro

Leu

Lys

Ala

Arg

540

Thr

Gly

Met

Tyr

Ile
620

Thr

445

Gly

Val

Tyr

Glu

Arg

525

Phe

Gln

Pro

Ala

Glu

605

Ser

His

Thr

Pro

Vval

Gly

510

Gly

Tyr

Val

Glu

Ile

590

Glu

Thr

Gln

Asn

Arg

Ala

495

Thr

vVal

Arg

Ile

Ser

575

His

Leu

Lys

<213> Vibreo cholerae — secuencia de acidos nucleicos que codifica toxina de Cholix madura

<400> 2

Ala

His

Gly

480

Thr

Gly

Met

Thr

Gly

560

Ala

Ala

Ala

Pro

atggtcgaag aagctttaaa catctttgat gaatgcegtt cgecatgtte gttgaccccg

gaaccgggta agccgattca atcaaaactg tctatcccta gtgatgttgt tctggatgaa

76

60
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ggtgttctgt
aaaggcgagt
gttaatcaag
aaaacgtact
ggtgaagatt
atcatcgagg
aaaacccaag
tggccaagcg
cattggcata
atcacccage
gcaggcactc
cgcatccatt
gtgccattag
tgtgcctate
catctggata
ctaagtgatc
gttgctegte
accagtgcgg
tecttgtgtgg
tcatatttgce
caggaactcg
catggtacga
ggcaacaaca
gttgcccatg
gctgagegeg
cgtttttate
ggtcattctt
gacgaaactg

ccagggaacg

attagcacaa

attactcgat
ccattatcac
atgcgecettt
cttataaccg
ctcctgcecaag
tgcctaaact
gtaatgttte
tgagttacaa
caggcttagce
aaaattgtac
cgaaggtgat
tcteccaaggg
aaactttggce
aagcgcagaa
gcgtatttac
ttecgeegtat
agatctataa
gtgcacaagc
cttcaaacaa
ctgaaaaccg
aagcaacaca
atcatgtcgce
ctgaaaacga
gttatgctceg
acgctegtgg
gcacgaatac
tgccattacg
tcattggctg
cttacgaaga

aaccacctta

ES 2900328 T3

gacgattaat
tattggtgaa
tggtgtcatc
caaagagggt
catcaaaatc
gtatagtatt
ttttteggta
agcagcgcag
actgtgttgg
tttaggggat
tacggttaag
gaatgcgatg
gcgcagtege
tatcgtgagt
tctgaatcett
caatgaaaat
cgattatgtc
tgccgatatce
cgatcaagcce
tgcggtaatce
tcaagctctg
tgcgcaaacc
ggaaaagtgg
catcaaagaa
ggtaatgctg
acctttggaa
caatgaagca
ggatatggcg
attggcgatt

taaagagcgce

gatgagcaga
tttgccacag
catttagata
gaatttgcaa
tcecgttgatg
gatctcgata
acgcgtcctg
aaagagggtt
cttgtgccaa
aattggtttg
caagggattg
agcgcacttg
aaacctcgtg
ttatttgtceg
gacgaacaag
aacccgggcea
actcaccatc
ctctctttat
aatatcaaca
acccctcaag
actcgtgagg
atcgtgaatc
ggcgggttat
gggacagggg
cgcgtgtata
aatgctgagg
tttactggtc
attcatgcag
gatgaggagg

aaagatgaac

77

atgatattaa
tacgcgecgac
ttacgacaga
tcaattggtt
agctcgatca
accaaacgtt
aacataatat
cacgccataa
tggatgctat
gtggctctta
aacaaaagcc
ctgctecateg
atctgacgga
cgacgcegtat
aaccagaggt
tggttacaca
cgggcttaac
tttgceccaga
tcgagtcteg
gcgtcacaaa
gttatgtgtt
gcattgcccece
atgttgcaac
agtatggceccet
tcecetegtge
agcatatcac
cagaaagtgc
ttgcgatcce
ctgttgcaaa

ttaag

ggatgaggac
tagacattat
aaatggtaca
agtgcctatt
gcaacgcaat
agagcagtgg
cgctatctct
gcgttggget
ctataactat
tgagactgtt
agttgagcag
cgtectgtggt
tgatttatca
cctgttetet
ggctgaacgt
ggttttaacc
tcctgagcaa
tgctgataag
ttctggecegt
ttggacttac
cgtgggttac
tgttccgege
tcacgctgaa
tcecgacceegt
ttcattagaa
gcaagtgatt
gggcggggaa
ttcgactatc

agagcaatcg

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1905
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<210> 3

<211> 386
<212> PRT

<213> Residuos de aminoécidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-386

<400> 3

Val

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

Glu

Thr

Asp

Asp

50

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Asp

Pro

vVal

35

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp

115

vVal

Tyr

Gly

Ser

His

195

Val

Leu

Glu

Glu

20

val

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

Val

Glu

Ile

Val

165

Pro

Arg

Met

Asp

ES 2900328 T3

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Val

Ala

Ala

215

Trp

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

Val

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe
/

Asp

Ile

25

Val

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly
8

Glu

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

Val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

val

Ser

Pro

Ile

Ile

val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala
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225

Gly

Val

Ala

Arg

Gln

305

Leu

Ala

Met

vVal

Gln
385

<210> 4
<211> 385
<212> PRT

Thr

Glu

Ala

Lys

290

Asn

Asp

Glu

val

Thr

370

Ala

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr

355

His

Lys

Arg

260

Arg

Arg

Val

val

Leu

340

Gln

His

vVal

245

Ile

Val

Asp

Ser

Phe

325

Ser

Val

Pro

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Gly

ES 2900328 T3

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Leu
375

val

Ser

Val

280

Asp

Val

Asn

Arg

val

360

Thr

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

Pro

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Glu

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Gln

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

Thr
380

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Tyr

365

Ser

<213> Residuos de aminoacidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-385

<400> 4

79

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Ala

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Gly

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

vVal

Gly

Tyr

Ala
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Val Glu Asp Glu Leu

Ile

65

Asn

Asn

Tle

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

Vval

Ala

Arg

50

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Ala

Lys
290

Ile

Asp

Thr

Trp

115

val

Tyr

Gly

Ser

His

195

Val

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

Glu

Pro

85

Thr

Val

Glu

Ile

Val

165

Pro

Arg

Met

Asp

Val

245

Ile

Val

Asp

ES 2900328 T3

Asn

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Tle

Asp

135

Leu

Phe

vVal

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr
295

Phe

Thr

Val

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

Val

Ser

Val

280

Asp

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

80

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Cys Arg Ser Pro Cys Ser

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys
300

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Tyr

Thr

95

Phe

Tle

Val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

Val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala
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Gln
305

Leu

Ala

Met

vVal

Gln
385

<210>5
<211> 384
<212> PRT

Asn

Asp

Glu

Val

Thr
370

Ile

Ser

Arg

Thr

355

His

Val

Val

Leu

340

Gln

His

Ser

Phe

325

Ser

Val

Pro

ES 2900328 T3

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Gly

Phe

Leu

Leu

Thr

Leu
375

Val

Asn

Arg

Val

360

Thr

Ala

Leu

Arg

345

Ala

Pro

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Glu

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Gln

Ile

Gln

Glu

Ile

Thr
380

<213> Residuos de aminoécidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-384

<400> 5

Vval

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Glu

Thr

Asp

Asp

Thr

Gln

Gly

Asn

Asp

Pro

Val

35

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp
115

Glu

Glu

20

Val

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

val

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

Val

Tyr

Gly
120

Asp

Ile

25

val

Asp

val

Ile

Asn

105

Glu

81

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Leu

Glu

Asn

Tyr

365

Ser

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala
125

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Ala

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Gly

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

His

320

Val

Gly

Tyr

Ala

Ser

Pro

Ile

Ile

val

80

Glu

Ala

Lys
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65

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

Val

Ala

Arg

Gln

305

Leu

Ala

Met

val

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Ala

Lys

290

Asn

Asp

Glu

val

Thr
370

Val

Tyr

Gly

Ser

His

195

Val

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr

355

His

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

Val

Val

Leu

340

Gln

His

Glu

Ile

Vval

165

Pro

Arg

Met

Asp

Val

245

Ile

Val

Asp

Ser

Phe

325

Ser

Vval

Pro

ES 2900328 T3

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Gly

Asp

135

Leu

Phe

Val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Leu
375

Gln Gln

Asp Asn

Ser Vval

Ser Tyr
185

His Trp
200

Ile Tyr

Phe Gly

Val Lys

Ser Lys
265

Val Pro
280

Asp Asp

Val Ala

Asn Leu

Arg Arg

345

Val Ala
360

Thr Pro

82

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Glu

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Gln

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

Thr
380

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Tyr

365

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Ala

vVal

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

vVal

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Gly

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

Val

Gly

Tyr

Ala



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210>6
<211> 383
<212> PRT

ES 2900328 T3

<213> Residuos de aminoécidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-383

<400> 6

val

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Glu

Thr

Asp

Asp

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu
210

Asp

Pro

vVal

35

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp

115

Vval

Tyr

Gly

Ser

His

195

vVal

Glu

Glu

20

val

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

Val

Glu

Ile

Val

165

Pro

Arg

Met

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Val

Ala

Ala
215

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

Val

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Asp

Ile

25

Val

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

Tyr

185

Trp

Tyr

83

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile
220

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

Ile

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn
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Cys Thr
225

Gly Thr

Val Glu

Ala Ala

Arg Lys
290

Gln Asn
305

Leu Asp

Ala Glu

Met Val

Val Thr
370

<210>7
<211> 382
<212> PRT

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr

355

His

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

Val

val

Leu

340

Gln

His

Asp

Val

245

Ile

Val

Asp

Ser

Phe

325

Ser

Val

Pro

ES 2900328 T3

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Gly

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Leu
375

Phe

vVal

Ser

vVal

280

Asp

Val

Asn

Arg

Val

360

Thr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

Pro

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Glu

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Gln

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

Thr
380

<213> Residuos de aminoécidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-382

<400>7

Val Glu
1

Leu Thr

Ser Asp

Asn Asp
50

Asp

Pro

Val

35

Glu

Glu

Glu

20

Val

Gln

Leu

Pro

Leu

Asn

Asn

Gly

Asp

Asp

Ile

Lys

Glu

Ile
55

Phe Asp Glu

10

Pro Ile Gln

25

Gly Val Leu

40

Lys Asp Glu

84

Cys

Ser

Tyr

Asp

Arg

Lys

Tyr

Lys
60

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Tyr

365

Ser

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Ala

Pro

Ser

30

Met

Glu

val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Gly

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

Val

Gly

Tyr

Ser

Pro

Ile

Ile
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Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

Val

Ala

Arg

Gln
305

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Ala

Lys

290

Asn

Ile

Asp

Thr

Trp

115

vVal

Tyr

Gly

Ser

His

195

Val

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

val

Glu

Pro

85

Thr

Vval

Glu

Ile

val

165

Pro

Arg

Met

Asp

val

245

Tle

Vval

Asp

Ser

ES 2900328 T3

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu
310

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Thr Val

Val Ile

Tyr Asn
105

Gly Glu
120

Gln Gln

Asp Asn

Ser Val

Ser Tyr

185

His Trp
200

Ile Tyr

Phe Gly

Val Lys

Ser Lys

265

Val Pro
280

Asp Asp

Vval Ala

85

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Leu

Leu

Thr

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg
315

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

Val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His
320
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<210>8

Leu

Ala

Met

val

<211> 381
<212> PRT
<213> Residuos de aminoécidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-381

<400> 8

vVal

1

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys
145

Asp

Glu

Val

Thr
370

Glu

Thr

Asp

Asp

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Ser

Arg

Thr

355

His

Asp

Pro

Val

35

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp
115

Val

Tyr

Val

Leu

340

Gln

His

Glu

Glu

20

val

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Phe

325

Ser

Val

Pro

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

Val

Glu

Ile

ES 2900328 T3

Thr

Asp

Leu

Gly

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp
150

Leu

Leu

Thr

Leu
375

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Asn Leu Asp Glu

330

Arg Arg Ile Asn

345

Val Ala Arg Gln

360

Thr Pro Glu Gln

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

Val

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Asp

Ile

25

val

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

86

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr
155

Gln

Glu

Ile

Thr
380

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Glu

Asn

Tyr

365

Ser

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Pro

Asn

350

Asn

Ala

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

Glu
335

Pro

Asp

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

Val

Trp

val

Gly

Tyr

Ser

Pro

Ile

Ile

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys
160
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Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

vVal

Ala

Arg

Gln

305

Leu

Ala

Met

vVal

<210>9
<211> 380
<212> PRT

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Ala

Lys

290

Asn

Asp

Glu

Val

Thr
370

Gly

Ser

His

195

vVal

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr

355

His

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

val

val

Leu

340

Gln

His

Val

165

Pro

Arg

Met

Asp

Val

245

Ile

Val

Asp

Ser

Phe

325

Ser

Val

Pro

ES 2900328 T3

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Gly

Phe

Val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Leu
375

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

Val

Ser

vVal

280

Asp

Val

Asn

Arg

Val

360

Thr

Val

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

Pro

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Glu

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Gln

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

Thr
380

<213> Residuos de aminoécidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-380

<400>9

87

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Tyr

365

Ser

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Asn

175

Glu

Leu

Gln

val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

Val

Gly

Tyr
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Vval

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

Glu

Thr

Asp

Asp

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Asp

Pro

Val

35

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp

115

vVal

Tyr

Gly

Ser

His

195

Val

Leu

Pro

Glu

Glu

20

Val

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

val

Glu

Ile

vVal

165

Pro

Arg

Met

Asp

vVal

ES 2900328 T3

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

vVal

Ala

Ala
215

Trp

Thr

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

Val

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

vVal

Asp

Ile

25

Val

Asp

Vval

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

88

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

130

Ala

Gln

Thr

Gln

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

val

Lys

Ser

Pro

Ile

Ile

Vval

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro
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vVal

Ala

Arg

Gln

305

Leu

Ala

Met

Val

<210> 10
<211> 379
<212> PRT

Glu

Ala

Lys

290

Asn

Asp

Glu

Val

Thr
370

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr

355

His

Arg

260

Arg

Arg

Val

Val

Leu

340

Gln

His

245

Ile

vVal

Asp

Ser

Phe

325

Ser

val

Pro

ES 2900328 T3

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Gly

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Leu
375

Ser

Val

280

Asp

Val

Asn

Arg

vVal

360

Thr

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

Pro

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Glu

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Gln

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

Thr
380
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<400> 10

vVal
1

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Glu

Thr

Asp

Asp

Thr

Gln

Asp

Pro

Val

35

Glu

Ile

Asp

Glu

Glu

20

Val

Gln

Gly

Ala

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

Val

Asp

Ile

25

Val

Asp

Val

Ile

89

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Tyr
365

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

Leu

Ser

Ala

His

320

val

Gly

Tyr

Ser

Pro

Ile

Ile

Val

80

Glu
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Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

val

Ala

Arg

Gln

305

Leu

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Ala

Lys

290

Asn

Asp

Thr

Trp

115

vVal

Tyr

Gly

Ser

His

195

Val

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

Vval

Val

85

Thr

val

Glu

Ile

vVal

165

Pro

Arg

Met

Asp

Val

245

Ile

vVal

Asp

Ser

Phe
325

ES 2900328 T3

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

vVal

Ser

Val

280

Asp

Vval

Asn

Asn

105

Glu

Gln

Asn

vVal

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

90

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp
330

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

95

Phe

Ile

Val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

Val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu
335

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

Val
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Ala

Met

Val

<210> 11
<211> 378
<212> PRT

Glu

Val

Thr
370

Arg Leu

340

Thr Gln

355

His

His

ES 2900328 T3

Ser Asp Leu Arg Arg Ile Asn Glu Asn Asn Pro Gly

345

350

Val Leu Thr Val Ala Arg Gln Ile Tyr Asn Asp Tyr

360

Pro Gly Leu Thr Pro Glu Gln

375

<213> Residuos de aminoacidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-378

<400> 11

val

1

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Glu

Thr

Asp

Asp

50

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Asp

Pro

Val

35

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp

115

val

Tyr

Gly

Glu

Glu

20

Val

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

val

Glu

Ile

val
165

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

Val

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Asp

Ile

25

Val

Asp

val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

val

91

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr
170

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

365

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

Val

Trp

Asn
175

Ser

Pro

Ile

Ile

val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

Val

Ala

Arg

Gln

305

Leu

Ala

Met

vVal

<210> 12
<211> 377
<212> PRT

<213> Residuos de aminoacidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-377

<400> 12

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Ala

Lys

290

Asn

Asp

Glu

Val

Thr
370

Ser

His

195

Val

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr

355

His

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Val

Val

Leu

340

Gln

His

Pro

Arg

Met

Asp

Val

245

Ile

val

Asp

Ser

Phe

325

Ser

Val

Pro

ES 2900328 T3

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Gly

val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Leu
375

Ser

His

200

Ile

Phe

vVal

Ser

vVal

280

Asp

Val

Asn

Arg

Val

360

Thr

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

Pro

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Glu

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Tyr
365

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Glu

Leu

Gln

Val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

Val

Gly

Tyr

Val Glu Asp Glu Leu Asn Ile Phe Asp Glu Cys Arg Ser Pro Cys Ser

1

5

92

10

15
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Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

val

Thr

Asp

Asp

50

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Pro

Val

35

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp

115

vVal

Tyr

Gly

Ser

His

195

Val

Leu

Pro

Gln

Glu

20

vVal

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg
260

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

val

Glu

Ile

Val

165

Pro

Arg

Met

Asp

Vval

245

Ile

ES 2900328 T3

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Pro Ile
25

Gly Val
40

Lys Asp

Thr Val

vVal Ile

Tyr Asn

105

Gly Glu

120

Gln Gln

Asp Asn

Ser Val

Ser Tyr

185

His Trp

200

Ile Tyr

Phe Gly

Val Lys

Ser Lys
265

93

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Asn

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser
270

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

Val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

Val

Lys

255

Ala

Pro

Ile

Ile

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu
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Ala

Arg

Gln

305

Leu

Ala

Met

Val

<210> 13
<211> 376
<212> PRT

Ala

Lys

290

Asn

Asp

Glu

val

Thr
370

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr

355

His

Arg

Arg

val

val

Leu

340

Gln

His

Val

Asp

Ser

Phe

325

Ser

Val

Pro

ES 2900328 T3

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Gly

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Leu
375

vVal

280

Asp

vVal

Asn

Arg

vVal

360

Thr

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

Pro

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

<213> Residuos de aminoacidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-376

<400> 13

vVal

1

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Glu

Thr

Asp

Asp

50

Thr

Gln

Gly

Asp

Pro

vVal

35

Glu

Ile

Asp

Thr

Glu

Glu

20

val

Gln

Gly

Ala

Lys
100

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

val

Tyr

Asp

Ile

25

Val

Asp

vVal

Ile

Asn
105

94

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Tyr
365

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu
110

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ser

Ala

His

320

Val

Gly

Tyr

Ser

Pro

Ile

Ile

vVal

80

Glu

Ala
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Ile

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

Val

Ala

Arg

Gln

305

Leu

Ala

Met

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Ala

Lys

290

Asn

Asp

Glu

Val

Trp

115

Val

Tyr

Gly

Ser

His

195

Val

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr
355

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

Val

Val

Leu

340

Gln

val

Glu

Ile

Vval

165

Pro

Arg

Met

Asp

Val

245

Ile

Val

Asp

Ser

Phe

325

Ser

val

ES 2900328 T3

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Ile

Asp

135

Leu

Phe

val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Gly Glu
120

Gln Gln

Asp Asn

Ser Vval

Ser Tyr
185

His Trp
200

Ile Tyr

Phe Gly

Val Lys

Ser Lys

265

Val Pro
280

Asp Asp

Val Ala

Asn Leu

Arg Arg

345

Vval Ala
360

95

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Tyr
365

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Ile

val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

Val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

Val

Gly

Tyr
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<210> 14
<211> 375
<212> PRT

ES 2900328 T3

Val Thr His His Pro Gly Leu
370

375

<213> Residuos de aminoéacidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae

<400> 14

Val Glu Asp Glu

Leu Thr Pro Glu
20

Ser Asp Val Val
35

Asn Asp Glu Gln
50

Ile Thr Ile Gly
65

Asn Gln Asp Ala

Asn Gly Thr Lys
100

Ile Asn Trp Leu
115

Ile Ser Val Asp
130

Lys Leu Tyr Ser
145

Thr Gln Gly Asn

Ala Ile Ser Trp
180

Ser Arg His Lys
195

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

vVal

Glu

Ile

vVal

165

Pro

Arg

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Val

Ala

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

vVal

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

His
200

Asp

Ile

25

Val

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

Tyr

185

Trp

96

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Thr

1-375

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu
205

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

vVal

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Ser

Pro

Ile

Ile

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys
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Trp Leu
210

Cys Thr
225

Gly Thr

Val Glu

Ala Ala

Arg Lys
290

Gln Asn
305

Leu Asp

Ala Glu

Met Val

Val Thr
370

<210> 15
<211> 374
<212> PRT

val

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr

355

His

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Val

Val

Leu

340

Gln

His

Met

Asp

Val

245

Ile

val

Asp

Ser

Phe

325

Ser

Val

Pro

ES 2900328 T3

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Gly

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Leu
375

Ile

Phe

Val

Ser

Val

280

Asp

vVal

Asn

Arg

Val
360

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

<213> Residuos de aminoacidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-374

<400> 15

Val Glu
1

Leu Thr

Ser Asp

Asp Glu Leu Asn Ile Phe Asp Glu Cys Arg

5

10

Pro Glu Pro Gly Lys Pro Ile Gln Ser Lys

20

25

Val Val Leu Asp Glu Gly Val Leu Tyr Tyr

35

40

97

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Tyr
365

Ser

Leu

Ser
45

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Pro

Ser
30

Met

Gln

Val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Cys
15

Ile

Thr

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

Vval

Gly

Tyr

Ser

Pro

Ile
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Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

Val

Ala

Arg

Asp

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Ala

Lys

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp

115

Val

Tyr

Gly

Ser

His

195

Val

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Lys

Arg

260

Arg

Arg

Asn

Glu

Pro

85

Thr

val

Glu

Ile

val

165

Pro

Arg

Met

Asp

val

245

Ile

val

Asp

ES 2900328 T3

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

Lys Asp

Thr Val

Val Ile

Tyr Asn
105

Gly Glu
120

Gln Gln

Asp Asn

Ser Vval

Ser Tyr
185

His Trp
200

Ile Tyr

Phe Gly

Val Llys

Ser Lys

265

Val Pro
280

Asp Asp

98

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

Val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ile

vVal

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala
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Gln
305

Leu

Ala

Met

Val

<210> 16
<211> 373
<212> PRT

290

Asn

Asp

Glu

Val

Thr
370

Ile

Ser

Arg

Thr

355

His

val

val

Leu

340

Gln

His

Ser

Phe

325

Ser

Val

Pro

ES 2900328 T3

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Gly

295

Phe

Leu

Leu

Thr

val

Asn

Ala

Leu

300

Thr Arg Ile

Asp
330

315

Glu

Arg Arg Ile Asn

vVal
360

345

Ala

Arg

Gln

Gln

Glu

Ile

<213> Residuos de aminoacidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-373

<400> 16

vVal

1

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Glu

Thr

Asp

Asp

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

Asp

Pro

Val

35

Glu

Ile

Asp

Thr

115

val

Glu

Glu

20

Val

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

Val

Glu

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

Val

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ile

25

Val

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

99

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

Leu

Glu

Asn

Tyr
365

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

val

His

320

Val

Gly

Tyr

Ser

Pro

Ile

Ile

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro
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Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

val

Ala

Arg

Gln

305

Leu

Ala

Met

val

<210> 17
<211> 372

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Ala

Lys

290

Asn

Asp

Glu

Val

Thr
370

Tyr

Gly

Ser

His

195

Val

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr

355

His

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

val

val

Leu

340

Gln

His

Ile

Val

165

Pro

Arg

Met

Asp

Val

245

Ile

Val

Asp

Ser

Phe

325

Ser

Val

Pro

ES 2900328 T3

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

135

Leu

Phe

Val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

Val

Ser

Val

280

Asp

val

Asn

Arg

Val
360

Asn

val

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

100

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Tyr
365

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

Val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

Val

Gly

Tyr
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<212> PRT

<213> Residuos de aminoacidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-372

<400> 17

val

1

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Glu

Thr

Asp

Asp

50

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu
210

Asp

Pro

val

35

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp

115

Vval

Tyr

Gly

Ser

His

195

Vval

Glu

Glu

20

Val

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

vVal

Glu

Ile

Val

165

Pro

Arg

Met

ES 2900328 T3

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Val

Ala

Ala
215

Phe Asp

Pro Ile
25

Gly Val
40

Lys Asp

Thr Val

Val Ile

Tyr Asn
105

Gly Glu
120

Gln Gln

Asp Asn

Ser Val

Ser Tyr

185

His Trp
200

Ile Tyr

101

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile
220

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

Ile

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn
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Cys Thr Leu Gly Asp
225

Gly Thr Pro Lys Val
245

Val Glu Gln Arg Ile
260

Ala Ala His Arg Val
275

Arg Lys Pro Arg Asp
290

Gln Asn Ile Val Ser
305

Leu Asp Ser Val Phe
325

Ala Glu Arg Leu Ser
340

Met Val Thr Gln Vval
355

Val Thr His His
370

<210> 18
<211> 371
<212> PRT

ES 2900328 T3

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Phe

Val

Ser

Val

280

Asp

Val

Asn

Arg

Val
360

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

<213> Residuos de aminoécidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-371
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Val Glu Asp Glu Leu
1 5

Leu Thr Pro Glu Pro
20

Ser Asp Val Val Leu
35

Asn Asp Glu Gln Asn
50

Asn

Ile

Gly Lys

Asp Glu

Asp

Ile

Phe

Pro

Asp Glu

10

Ile Gln

25

Gly Val Leu

40

Lys

Asp Glu

102

Cys

Ser

Tyr

Asp

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Tyr
365

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn

350

Asn

vVal

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

val

Gly

Tyr

Arg Ser Pro Cys Ser

Lys

15

Leu Ser Ile Pro

30

Tyr Ser Met Thr Ile

Lys
60

45

Gly Glu Ser Ile
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Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

Val

Ala

Arg

Gln
305

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Ala

Lys

290

Asn

Ile

Asp

Thr

Trp

115

vVal

Tyr

Gly

Ser

His

195

Val

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

val

Glu

Pro

85

Thr

Vval

Glu

Ile

val

165

Pro

Arg

Met

Asp

val

245

Tle

Vval

Asp

Ser
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Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu
310

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Thr Val

Val Ile

Tyr Asn
105

Gly Glu
120

Gln Gln

Asp Asn

Ser Val

Ser Tyr

185

His Trp
200

Ile Tyr

Phe Gly

Val Lys

Ser Lys

265

Val Pro
280

Asp Asp

Vval Ala

103

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Leu

Leu

Thr

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg
315

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

Val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His
320
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Leu

Ala

Met

val
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<212> PRT

Asp

Glu

Val

Thr
370
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Ser Val Phe Thr Leu Asn Leu Asp Glu Gln

325

330

Arg Leu Ser Asp Leu Arg Arg Ile Asn Glu

340

345

Thr Gln Val Leu Thr Val Ala Arg Gln Ile

355

His

360
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vVal

1

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys
145

Glu

Thr

Asp

Asp

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Asp

Pro

Val

35

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp
115

Val

Tyr

Glu

Glu

20

val

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

Val

Glu

Ile

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp
150

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

Val

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Asp

Ile

25

val

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

104

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr
155

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Glu

Asn

Tyr
365

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Pro

Asn

350

Asn

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

Glu
335

Pro

Asp

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

Val

Trp

val

Gly

Tyr

Ser

Pro

Ile

Ile

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys
160
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Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

vVal

Ala

Arg

Gln

305

Leu

Ala

Met

vVal
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Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Ala

Lys

290

Asn

Asp

Glu

Val

Thr
370

Gly

Ser

His

195

vVal

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr
355

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

val

val

Leu

340

Gln

Val

165

Pro

Arg

Met

Asp

Val

245

Ile

Val

Asp

Ser

Phe

325

Ser

Val

ES 2900328 T3

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Phe

Val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

Val

Ser

vVal

280

Asp

Val

Asn

Arg

Val
360

Val

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

105

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Tyr
365

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Asn

175

Glu

Leu

Gln

val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

Val

Gly

Tyr
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Val

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

Glu

Thr

Asp

Asp

50

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Asp

Pro

vVal

35

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp

115

val

Tyr

Gly

Ser

His

195

vVal

Leu

Pro

Glu

Glu

20

Val

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

Vval

Glu

Ile

Val

165

Pro

Arg

Met

Asp

Vval
245

ES 2900328 T3

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

Val

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

val

Asp

Ile

25

Val

Asp

vVal

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

106

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln
250

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

val

Lys
255

Ser

Pro

Ile

Ile

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro
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val

Ala

Arg

Gln

305

Leu

Ala

Met

Val

<210> 21
<211> 368
<212> PRT

Glu

Ala

Lys

290

Asn

Asp

Glu

val

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr
355

Arg

260

Arg

Arg

val

val

Leu

340

Gln

Ile

Val

Asp

Ser

Phe

325

Ser

Val
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His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Ser

Val

280

Asp

val

Asn

Arg

val
360

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile
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Vval
1

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Glu

Thr

Asp

Asp

Thr

Gln

Asp

Pro

vVal

35

Glu

Ile

Asp

Glu

Glu

20

Val

Gln

Gly

Ala

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro
85

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

vVal

Asp

Ile

25

Val

Asp

val

Ile

107

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His
90

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Tyr
365

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr
95

Leu

Ser

Ala

His

320

Val

Gly

Tyr

Ser

Pro

Ile

Ile

val

80

Glu
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Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

Val

Ala

Arg

Gln

305

Leu

Ala

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Ala

Lys

290

Asn

Asp

Glu

Thr

Trp

115

val

Tyr

Gly

Ser

His

195

val

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

Val

val

Leu

Thr

val

Glu

Ile

Val

165

Pro

Arg

Met

Asp

vVal

245

Ile

Vval

Asp

Ser

Phe

325

Ser
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Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

Val

Ser

Val

280

Asp

Val

Asn

Arg

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

108

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn

Phe

Ile

val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320
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Met

<210> 22
<211> 367
<212> PRT

Val

340

ES 2900328 T3

345

Thr Gln Val Leu Thr Val Ala Arg Gln Ile

355

360
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Vval

1

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Glu

Thr

Asp

Asp

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Asp

Pro

vVal

35

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp

115

val

Tyr

Gly

Ser

His

Glu

Glu

20

val

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

vVal

Glu

Ile

Val

165

Pro

Arg

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Val

Ala

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

vVal

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

His

Asp

Ile

25

Val

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

Tyr

185

Trp

109

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

350

Tyr Asn Asp Tyr

365

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Ser

Pro

Ile

Ile

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys
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Trp Leu
210

Cys Thr
225

Gly Thr

Val Glu

Ala Ala

Arg Lys
290

Gln Asn
305

Leu Asp

Ala Glu

Met Val
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Val

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr
355

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

val

val

Leu

340

Gln

Met

Asp

Val

245

Ile

Val

Asp

Ser

Phe

325

Ser

Val
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Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

200

Ile

Phe

Val

Ser

Vval

280

Asp

vVal

Asn

Arg

Val
360

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile
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Val Glu

1

Leu Thr

Ser Asp

Asn Asp

Asp

Pro

Val

35

Glu

Glu

Glu

20

Val

Gln

Leu

Pro

Leu

Asn

Asn

Gly

Asp

Asp

Ile

Lys

Glu

Ile

Phe Asp Glu

10

Pro Ile Gln

25

Gly Vval Leu

40

Lys Asp Glu
110

Cys

Ser

Tyr

Asp

Arg

Lys

Tyr

Lys

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Tyr
365

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Pro

Ser

30

Met

Glu

Gln

val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

Val

Gly

Ser

Pro

Ile

Ile
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40
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50

55
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Ile

65

Asn

Asn

Tle

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

Val

Ala

Arg

50

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Ala

Lys
290

Ile

Asp

Thr

Trp

115

Val

Tyr

Gly

Ser

His

195

Val

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

Glu

Pro

85

Thr

Val

Glu

Ile

Val

165

Pro

Arg

Met

Asp

Val

245

Ile

Val

Asp

ES 2900328 T3

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

55

Ala

Gly

Ser

Tle

Asp

135

Leu

Phe

vVal

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr
295

Thr

Val

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

Val

Ser

Val

280

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

111

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys
300

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Tyr

Thr

95

Phe

Tle

Val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

Val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Gln
305

Leu

Ala

Met

<210> 24
<211> 365
<212> PRT

Asn

Asp

Glu

Val

Ile

Ser

Arg

Thr
355

Val

Val

Leu

340

Gln

Ser

Phe

325

Ser

val

ES 2900328 T3

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Phe

Leu

Leu

Thr

Val Ala Thr Arg

315

Asn Leu Asp Glu

330

Arg Arg Ile Asn

345

Val Ala Arg Gln

360

Ile

Gln

Glu

Ile

<213> Residuos de aminoécidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-365

<400> 24

vVal

1

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys
145

Glu

Thr

Asp

Asp

50

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Asp

Pro

Val

35

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp
115

Val

Tyr

Glu

Glu

20

val

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

Val

Glu

Ile

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp
150

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

Val

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Asp

Ile

25

val

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

112

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr
155

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Leu

Glu

Asn

Tyr
365

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

Val

Trp

His
320

Val

Gly

Ser

Pro

Ile

Ile

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys
160
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20
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30

35

40

45

50

55

60

65

Thr Gln Gly

Ala Ile Ser

Ser Arg His
195

Trp Leu Val
210

Cys Thr Leu
225

Gly Thr Pro

Val Glu Gln

Ala Ala His
275

Arg Lys Pro
290

Gln Asn Ile
305

Leu Asp Ser

Ala Glu Arg

Met Val Thr

355

<210> 25
<211> 364
<212> PRT

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

vVal

Val

Leu

340

Gln

Val

165

Pro

Arg

Met

Asp

Val

245

Ile

Val

Asp

Ser

Phe

325

Ser

Val

ES 2900328 T3

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Phe

Val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

Val

Ser

vVal

280

Asp

Val

Asn

Arg

vVal
360

Val

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

<213> Residuos de aminoacidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-364

<400> 25

Val Glu Asp Glu Leu Asn Ile Phe Asp Glu Cys Arg

1

5

113

10

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Tyr
365

His

Lys

130

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn
350

Asn

175

Glu

Leu

Gln

Val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

Val

Gly

Ser Pro Cys Ser

15
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50

55

60

65

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

Val

Thr

Asp

Asp

50

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Pro

Val

35

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp

115

Val

Tyr

Gly

Ser

His

195

Val

Leu

Pro

Gln

Glu

20

Val

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg
260

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

val

Glu

Ile

val

165

Pro

Arg

Met

Asp

Vval

245

Ile

ES 2900328 T3

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

val

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

vVal

Ser

Ile

25

Val

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys
265

114

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser
270

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

Val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

Vval

Lys

255

Ala

Pro

Tle

Ile

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu



10

15

20

25

30

35

40

45

50
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65

Ala

Arg

Gln
305

Leu

Ala

Met

<210> 26
<211> 363
<212> PRT

Ala

Lys

290

Asn

Asp

Glu

Val

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr
355

Arg

Arg

Val

Val

Leu

340

Gln

val

Asp

Ser

Phe

325

Ser

val

ES 2900328 T3

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Val

280

Asp

Val

Asn

Arg

Val
360

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

<213> Residuos de aminoécidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-363

<400> 26

Vval

1

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Glu

Thr

Asp

Asp

Thr

Gln

Gly

Asn

Asp

Pro

Val

35

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp
115

Glu

Glu

20

Val

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

val

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

Val

Tyr

Gly
120

Asp

Ile

25

val

Asp

val

Ile

Asn

105

Glu

115

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala
125

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn
350

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

Ser

Ala

His

320

Val

Gly

Ser

Pro

Ile

Ile

val

80

Glu

Ala

Lys
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Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

Val

Ala

Arg

Gln

305

Leu

Ala

Met

<210> 27
<211> 362
<212> PRT

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Ala

Lys

290

Asn

Asp

Glu

val

Vval

Tyr

Gly

Ser

His

195

val

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr
355

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

Val

val

Leu

340

Gln

Glu

Ile

Val

165

Pro

Arg

Met

Asp

Val

245

Ile

vVal

Asp

Ser

Phe

325

Ser

Val

ES 2900328 T3

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Asp

135

Leu

Phe

Val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Gln

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

vVal

Ser

val

280

Asp

Val

Asn

Arg

vVal
360

Gln

Asn

Val

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

116

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn
350

val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

Val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

vVal

Gly
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ES 2900328 T3

<213> Residuos de aminoacidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-362

<400> 27

Val

1

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys
225

Glu

Thr

Asp

Asp

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Asp

Pro

Val

35

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp

115

val

Tyr

Gly

Ser

His

195

Val

Leu

Glu

Glu

20

val

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

Val

Glu

Ile

Val

165

Pro

Arg

Met

Asp

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn
230

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Vval

Ala

Ala

215

Trp

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

Val

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

Asp

Ile

25

Val

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

117

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser
235

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

Val

Ser

Pro

Ile

Ile

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala
240
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Gly

Val

Ala

Arg

Gln

305

Leu

Ala

Met

<210> 28
<211> 361
<212> PRT

Thr

Glu

Ala

Lys

290

Asn

Asp

Glu

Val

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr
355

Lys

Arg

260

Arg

Arg

Val

Val

Leu

340

Gln

val

245

Ile

Val

Asp

Ser

Phe

325

Ser

val

ES 2900328 T3

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Val

Ser

Val

280

Asp

Val

Asn

Arg

Val
360

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

<213> Residuos de aminoécidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-361

<400> 28

Vval
1

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn
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Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

Val

Tyr

Gly
120

Asp

Ile

25

val

Asp

val

Ile

Asn

105

Glu

126

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala
125

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn
350

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

Ser

Ala

His

320

Val

Gly

Ser

Pro

Ile

Ile

val

80

Glu

Ala

Lys
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Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

Val

Ala

Arg

Gln

305

Leu

Ala

Met

<210> 34
<211> 355
<212> PRT

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Ala

Lys

290

Asn

Asp

Glu

val

Vval

Tyr

Gly

Ser

His

195

val

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr
355

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

Val

val

Leu

340

Gln

Glu

Ile

Val

165

Pro

Arg

Met

Asp

Val

245

Ile

vVal

Asp

Ser

Phe

325

Ser

ES 2900328 T3

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Asp

135

Leu

Phe

Val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Gln

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

vVal

Ser

val

280

Asp

Val

Asn

Arg

Gln

Asn

Val

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg
345

127

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn
350

val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

Val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

vVal

Gly
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ES 2900328 T3

<213> Residuos de aminoacidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-355

<400> 34

Val

1

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys
225

Glu

Thr

Asp

Asp

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Asp

Pro

Val

35

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp

115

val

Tyr

Gly

Ser

His

195

Val

Leu

Glu

Glu

20

val

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

Val

Glu

Ile

Val

165

Pro

Arg

Met

Asp

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn
230

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Vval

Ala

Ala

215

Trp

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

Val

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

Asp

Ile

25

Val

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

128

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser
235

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

Val

Ser

Pro

Ile

Ile

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala
240
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Gly

Val

Ala

Arg

Gln

305

Leu

Ala

Met

<210> 35
<211> 354
<212> PRT

Thr

Glu

Ala

Lys

290

Asn

Asp

Glu

Val

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr
355

Lys

Arg

260

Arg

Arg

Val

Val

Leu
340

val

245

Ile

Val

Asp

Ser

Phe

325

Ser

ES 2900328 T3

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Val

Ser

Val

280

Asp

Val

Asn

Arg

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg
345

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp
330

Ile

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

<213> Residuos de aminoécidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-354

<400> 35

Vval
1

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Glu

Thr

Asp

Asp

Thr

Gln

Asp

Pro

vVal

35

Glu

Ile

Asp

Glu

Glu

20

Val

Gln

Gly

Ala

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro
85

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

vVal

Asp

Ile

25

Val

Asp

val

Ile

129

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His
90

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn
350

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr
95

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

val

Gly

Ser

Pro

Ile

Ile

val

80

Glu
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Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

Val

Ala

Arg

Gln

305

Leu

Ala

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Ala

Lys

290

Asn

Asp

Glu

Thr

Trp

115

val

Tyr

Gly

Ser

His

195

val

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

Val

val

Leu

Thr

val

Glu

Ile

Val

165

Pro

Arg

Met

Asp

vVal

245

Ile

Vval

Asp

Ser

Phe

325

Ser

ES 2900328 T3

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

Val

Ser

Val

280

Asp

Val

Asn

Arg

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

130

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn

Phe

Ile

val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

Vval

Gly
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<210> 36
<211> 353
<212> PRT

Met

val

340

ES 2900328 T3

345

<213> Residuos de aminoécidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-353

<400> 36

Vval

1

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Glu

Thr

Asp

Asp

50

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Asp

Pro

vVal

35

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp

115

val

Tyr

Gly

Ser

His

Glu

Glu

20

val

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

vVal

Glu

Ile

Val

165

Pro

Arg

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Val

Ala

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

vVal

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

His

Asp

Ile

25

Val

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

Tyr

185

Trp

131

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

350

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Ser

Pro

Ile

Ile

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys
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Trp Leu
210

Cys Thr
225

Gly Thr

Val Glu

Ala Ala

Arg Lys
290

Gln Asn
305

Leu Asp

Ala Glu

Met

<210> 37
<211> 352
<212> PRT

195

Vval

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

val

Val

Leu
340

Met

Asp

Val

245

Ile

Val

Asp

Ser

Phe

325

Ser

ES 2900328 T3

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

200

Ile

Phe

val

Ser

vVal

280

Asp

vVal

Asn

Arg

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg
345

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

<213> Residuos de aminoécidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-352

<400> 37

Val Glu

1

Leu Thr

Ser Asp

Asn Asp

Asp

Pro

Val

35

Glu

Glu

Glu

20

Val

Gln

Leu

Pro

Leu

Asn

Asn

Gly

Ile

Lys

Phe Asp Glu

10

Pro Ile Gln

25

Asp Glu Gly Val Leu

Asp

Ile

40

Lys Asp Glu

132

Cys

Ser

Tyr

Asp

Arg

Lys

Tyr

Lys

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn
350

Pro

Ser

30

Met

Glu

Gln

Val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

Val

Gly

Ser

Pro

Ile

Ile
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Ile

65

Asn

Asn

Tle

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

Val

Ala

Arg

50

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Ala

Lys
290

Ile

Asp

Thr

Trp

115

Val

Tyr

Gly

Ser

His

195

Val

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

Glu

Pro

85

Thr

Val

Glu

Ile

Val

165

Pro

Arg

Met

Asp

Val

245

Ile

Val

Asp

ES 2900328 T3

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

55

Ala

Gly

Ser

Tle

Asp

135

Leu

Phe

vVal

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr
295

Thr

Val

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

Val

Ser

Val

280

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

133

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys
300

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Tyr

Thr

95

Phe

Tle

Val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

Val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala
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Gln
305

Leu

Ala

<210> 38
<211> 351
<212> PRT

Asn

Asp

Glu

ES 2900328 T3

Ile Val Ser Leu Phe Val Ala Thr Arg Ile

310

315

Ser Val Phe Thr Leu Asn Leu Asp Glu Gln

325

330

Arg Leu Ser Asp Leu Arg Arg Ile Asn Glu

340

345

<213> Residuos de aminoacidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-351

<400> 38

vVal

1

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Glu

Thr

Asp

Asp

50

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Asp

Pro

Val

35

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp

115

Vval

Tyr

Gly

Glu

Glu

20

Val

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

Val

Glu

Ile

Val
165

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

Vval

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Asp

Ile

25

Val

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

134

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr
170

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Leu

Glu

Asn

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Phe

Pro

Asn
350

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Ser

Glu

335

Pro

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

Val

Trp

Asn
175

His
320

Val

Gly

Ser

Pro

Ile

Ile

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Ala Ile

Ser Arg

Trp Leu
210

Cys Thr
225

Gly Thr

Val Glu

Ala Ala

Arg Lys
290

Gln Asn
305

Leu Asp

Ala Glu

<210> 39
<211> 350
<212> PRT

Ser

His

195

vVal

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

Val

Val

Leu
340

Pro

Arg

Met

Asp

Val

245

Ile

Val

Asp

Ser

Phe

325

Ser

ES 2900328 T3

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Ser

His

200

Ile

Phe

Val

Ser

Val

280

Asp

Val

Asn

Arg

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg
345

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

<213> Residuos de aminoacidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-350

<400> 39

Val Glu
1

Leu Thr

Ser Asp

Asp Glu Leu Asn Ile Phe Asp Glu Cys Arg

5

10

Pro Glu Pro Gly Lys Pro Ile Gln Ser Lys

20

25

Val Val Leu Asp Glu Gly Val Leu Tyr Tyr

35

40

135

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Ser

Leu

Ser
45

Lys Glu
190

Ala Leu

Gln Gln

Thr Val

Gln Lys
255

Ser Ala
270

Ala Arg

Tyr Gln

Phe Ser

Pro Glu
335

Asn Pro
350

Pro Cys
15

Ser Ile
30

Met Thr

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

Val

Ser

Pro

Ile
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55
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65

Asn

Tle

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

Val

Ala

Arg

Asp

50

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Ala

Lys
290

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp

115

Val

Tyr

Gly

Ser

His

195

Val

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

Asn

Glu

Pro

85

Thr

Val

Glu

Ile

Vval

165

Pro

Arg

Met

Asp

Val

245

Ile

Vval

Asp

ES 2900328 T3

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Tle

His

Cys

Leu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr
295

Lys

Thr

Val

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

Val

Ser

vVal

280

Asp

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

136

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys
300

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

Val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

Val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ile

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala
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35
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Gln
305

Leu

Ala

<210> 40
<211> 349
<212> PRT

Asn

Asp

Glu

ES 2900328 T3

Ile Val Ser Leu Phe Val Ala Thr Arg Ile

310

315

Ser Val Phe Thr Leu Asn Leu Asp Glu Gln

325

330

Arg Leu Ser Asp Leu Arg Arg Ile Asn Glu

340

345

<213> Residuos de aminoacidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-349

<400> 40

vVal

1

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Glu

Thr

Asp

Asp

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Asp

Pro

Val

35

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp

115

Vval

Tyr

Gly

Glu

Glu

20

Val

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

Val

Glu

Ile

vVal
165

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

Vval

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Asp

Ile

25

Val

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

137

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr
170

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Leu Phe Ser His

320

Glu Pro Glu Val

Asn

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Asn
350

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

335

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

Val

Trp

Asn
175

Ser

Pro

Ile

Ile

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile
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Ala Ile

Ser Arg

Trp Leu
210

Cys Thr
225

Gly Thr

Val Glu

Ala Ala

Arg Lys
290

Gln Asn
305

Leu Asp

Ala Glu

<210> 41
<211> 348
<212> PRT

Ser

His

195

Val

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

val

Val

Leu
340

Pro

Arg

Met

Asp

Val

245

Ile

Val

Asp

Ser

Phe

325

Ser

ES 2900328 T3

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Ser

His

200

Ile

Phe

Val

Ser

Val

280

Asp

vVal

Asn

Arg

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg
345

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

<213> Residuos de aminoacidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-348

<400> 41

Val Glu
1

Leu Thr

Ser Asp

Asp Glu Leu Asn Ile Phe Asp Glu Cys Arg

5

10

Pro Glu Pro Gly Lys Pro Ile Gln Ser Lys

20

25

Val Val Leu Asp Glu Gly Val Leu Tyr Tyr

35

40

138

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Ser

Leu

Ser
45

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Pro

Ser
30

Met

Glu

Leu

Gln

Val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu
335

Cys
15

Ile

Thr

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

Val

Ser

Pro

Ile
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Asn

Tle

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

Val

Ala

Arg

Asp

50

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Ala

Lys
290

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp

115

Val

Tyr

Gly

Ser

His

195

Val

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

Asn

Glu

Pro

85

Thr

Val

Glu

Ile

Vval

165

Pro

Arg

Met

Asp

Val

245

Ile

Vval

Asp

ES 2900328 T3

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Tle

His

Cys

Leu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr
295

Lys

Thr

Val

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

Val

Ser

vVal

280

Asp

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

139

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys
300

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

Val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

Val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ile

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala
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Gln
305

Leu

Ala

<210> 42
<211> 425
<212> PRT

Asn

Asp

Glu

ES 2900328 T3

Ile Val Ser Leu Phe Val Ala Thr Arg Ile

310

315

Ser Val Phe Thr Leu Asn Leu Asp Glu Gln

325

330

Arg Leu Ser Asp Leu Arg Arg Ile Asn Glu

340

345

<213> Residuos de aminoacidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-425

<400> 42

vVal

1

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Glu

Thr

Asp

Asp

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Asp

Pro

Val

35

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp

115

Vval

Tyr

Gly

Glu

Glu

20

Val

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

Val

Glu

Ile

vVal
165

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

Vval

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Asp

Ile

25

Val

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

140

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr
170

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Leu Phe Ser His

320

Glu Pro Glu Val

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

335

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

Val

Trp

Asn
175

Ser

Pro

Ile

Ile

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile
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Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

Val

Ala

Arg

Gln

305

Leu

Ala

Met

Val

Gln

385

Cys

Ser

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Ala

Lys

290

Asn

Asp

Glu

Val

Thr

370

Ala

val

Gly

Ser

His

195

val

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr

355

His

Ala

Ala

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

val

Val

Leu

340

Gln

His

Asp

Ser

Ser

Pro

Arg

Met

Asp

Val

245

Ile

Val

Asp

Ser

Phe

325

Ser

Val

Pro

Ile

Asn

405

Tyr

ES 2900328 T3

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Gly

Leu

390

Asn

Leu

Val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Leu

375

Ser

Asp

Pro

Ser

His

200

Ile

Phe

vVal

Ser

vVal

280

Asp

val

Asn

Arg

Val

360

Thr

Leu

Gln

Glu

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

Pro

Phe

Ala

Asn

141

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Glu

Cys

Asn
410

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Gln

Pro

395

Ile

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

Thr

380

Asp

Asn

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Tyr

365

Ser

Ala

Ile

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Ala

Asp

Glu

Glu

Leu

Gln

Val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Gly

Lys

Ser
415

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

Val

Gly

Tyr

Ala

Ser

400

Arg
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

val

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Glu

Thr

Asp

Asp

50

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

43
424
PRT

420

ES 2900328 T3

425

Residuos de aminoacidos de toxina de Cholix de Vibreo cholerae 1-424

43

Asp

Pro

Val

35

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp

115

Val

Tyr

Gly

Ser

His

195

Val

Glu

Glu

20

Val

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

Val

Glu

Ile

Val

165

Pro

Arg

Met

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Val

Ala

Ala

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

val

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Asp

Ile

25

Val

Asp

val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

val

Tyr

185

Trp

Tyr

142

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Cys

Ser

Tyr

Asp
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Ser
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Ala
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Glu
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Gly

Arg
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Glu
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Ser
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Glu
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Ser
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His
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Ile
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Ser
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Phe
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225

Gly

Val

Ala

Arg

Gln

305

Leu

Ala

Met

Val

Gln

385

Cys

Ser

<210> 44
<211> 423
<212> PRT

<213> Residuos de aminoécidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-423

<400> 44

210

Thr

Thr

Glu

Ala

Lys

290

Asn

Asp

Glu

Val

Thr

370

Ala

Val

Gly

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr

355

His

Ala

Ala

Arg

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

val

val

Leu

340

Gln

His

Asp

Ser

Ser
420

Asp

Val

245

Ile

Val

Asp

Ser

Phe

325

Ser

Val

Pro

Ile

Asn

405

Tyr

ES 2900328 T3

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Gly

Leu

390

Asn

Leu

215

Trp

Thr

Phe

Gly
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295

Phe

Leu

Leu

Thr

Leu

375

Ser

Asp

Pro

Phe

Val

Ser

Val

280
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Val

Asn

Arg

Val
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Thr

Leu

Gln

Glu

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

Pro

Phe

Ala
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Gly

Gln
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Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Glu

Cys

Asn
410

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Gln

Pro

395

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

Thr

380
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Asn

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Tyr

365

Ser

Ala

Ile

Thr

Gln
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270
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Tyr
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Asn
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Gln

Ser
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Leu

Ser

Asn
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Asn

Asn
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Ser
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Gly

Glu
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Asp

Asp
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Thr

Gln

Gly

Asn
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130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu
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Thr

Thr

Asp

Pro

Val
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Glu

Tle

Asp
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Trp

115

VvVal

Tyr

Gly
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Val

Leu

Pro

Glu

Glu
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Val
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Gly
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Leu
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Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly
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Pro
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Asn

Glu

Pro

85
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Val

Glu
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Arg

Met
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Gly
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Asp
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Tyr
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Leu

Asp
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Trp

Asp
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Ile

Lys

Glu
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55
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Leu

Phe
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Ala

Ala
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Trp
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Phe
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Gly
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Lys
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Tyr

Gly
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Gln

Asp

Ser

Ser
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Ile

Phe
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Asp

Ile
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Val

Asp

Val
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Asn
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Glu

Gln
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Val

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

144

Glu

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln
250

Cys

Ser

Tyr
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Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala
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Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Pro Cys

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu
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Ser

Glu

Gln

His

Lys

130

Ala

Gln

Thr

Gln

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

Val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln
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Lys
255

Ser

Pro
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Lys
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Cys

Asn

Ala
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Pro
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Val Glu

Ala Ala

Arg Lys
290

Gln Asn
305

Leu Asp

Ala Glu

Met Val

Val Thr
370

Gln Ala
385

Cys Val

Ser Gly
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His
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Arg
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355
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Ala

Ala

Arg

Arg

260

Arg

Arg

Val
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Leu

340
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Ser
420

Ile

Val
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Ser

Phe
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Pro

Ile

Asn

405

Tyr
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His
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Leu

Leu
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Thr

Asp

Leu

Gly

Leu

390

Asn

Leu

Phe

Gly
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Phe

Leu

Leu

Thr

Leu

375

Ser

Asp

Pro

Ser

Val

280

Asp

Val
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Arg
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Thr

Leu

Gln
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265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

Pro

Phe

Ala

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330
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Arg

Glu

Cys

Asn
410

Asn

Glu
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Arg

315

Glu

Asn

Gln
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Pro
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Ile

Gln

Glu

Ile
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380
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Asn
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Val Glu
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Leu Thr

Ser Asp

Asp Glu Leu Asn Ile Phe Asp Glu Cys Arg

5

10

Pro Glu Pro Gly Lys Pro Ile Gln Ser Lys
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Met
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Ala
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Asn

Tyr
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Ser
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45
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Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn
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Pro

Ser
30
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Ser
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335

Pro
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Ser
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Tyr
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Ile
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Asn

Tle

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys
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Ala

Ser

Trp
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Gly

Val

Ala

Arg
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Gln

Gly

Asn

Ser
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Leu

Gln

Ile

Arg

Leu
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Thr

Thr

Glu

Ala

Lys
290

Glu

Ile
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Thr

Trp
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Val

Tyr

Gly

Ser

His
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Val

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro
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Gly

Ala

Lys
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Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg
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Arg

Arg
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Glu
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85

Thr

Val

Glu
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Vval
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Arg
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Val

245

Ile

Vval

Asp

ES 2900328 T3

Asp

Phe

70

Phe

Tyr
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Asp
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Ser

Ser

Trp

Asp
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230

Tle
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Leu

Ile

55

Ala

Gly
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135

Leu

Phe
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Ala

Ala
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Trp

Thr

Phe

Gly

Thr
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Lys
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Val

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser
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200

Ile

Phe

Val

Ser

vVal

280

Asp

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln
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Val

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

146

Glu

Arg

His

90

Arg
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Arg
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Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala
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Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys
300

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

Val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

Val

Lys

255

Ala

Arg
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Ala
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Gln
305

Leu

Ala

Met

vVal

Gln

385

Cys

Ser

<210> 46
<211> 421
<212> PRT

Asn

Asp

Glu

val

Thr

370

Ala
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Gly
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Ser

Arg

Thr

355

His

Ala

Ala

Arg

Val

Val

Leu

340

Gln

His

Asp

Ser

Ser
420

Ser

Phe
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Ser

Val

Pro

Ile

Asn

405

Tyr
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Leu

310

Thr

Asp

Leu

Gly

Leu

390

Asn

Leu

Phe

Leu

Leu
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Leu

375
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Val

Asn

Arg

Val
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Thr

Leu

Gln

Ala

Leu

Arg

345

Ala
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Phe
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Thr

Asp
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Ile

Arg

Glu
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Asn
410

Arg
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Glu

Ile

Thr

380

Asp

Asn
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Vval
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Ser

Asn
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Thr

Asp

Asp
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Gln

Asp
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Glu
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Leu

Asn

Glu

Pro
85

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Ile

Lys

Glu
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Asn

Tle
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Lys
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Ser
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Leu
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Arg
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Trp
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Leu
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Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Glu

Cys

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Gln

Pro

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

Thr

380

Asp

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Tyr

365

Ser

Ala

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Ala

Asp

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Gly

Lys

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

Val

Gly

Tyr

Ala

Ser
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Cys

Ser
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Val
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390

395

400

Ala Ser Asn Asn Asp Gln Ala Asn Ile Asn Ile Glu Ser Arg

Arg

Ser
420
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<400> 48

vVal

1

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Glu

Thr

Asp

Asp

50

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Asp

Pro

Val

35

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp

115

vVal

Tyr

Gly

Ser

Glu

Glu

20

val

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

Val

Glu

Ile

Val

165

Pro

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Val

Phe

Pro

Gly

Lys

Thr

vVal

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

Asp

Ile

25

Val

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

Tyr

151

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

415

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

Val

Trp

Asn

175

Glu

Ser

Pro

Ile

Ile

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly
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Ser

Trp

Cys

225

Gly

Val

Ala

Arg

Gln

305

Leu

Ala

Met

Vval

Gln

385

Cys

Ser

<210> 49

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Ala

Lys

290

Asn

Asp

Glu

val

Thr

370

Ala

vVal

Gly

His

195

val

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr

355

His

Ala

Ala

Arg

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

Val

val

Leu

340

Gln

His

Asp

Ser

Arg

Met

Asp

Val

245

Ile

Val

Asp

Ser

Phe

325

Ser

Val

Pro

Ile

Asn
405

ES 2900328 T3

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Gly

Leu

390

Asn

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Leu

375

Ser

Asp

His

200

Ile

Phe

Val

Ser

Val

280

Asp

val

Asn

Arg

Val

360

Thr

Leu

Gln

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

Pro

Phe

Ala

152

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Glu

Cys

Asn
410

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Gln

Pro

395

Ile

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

Thr

380

Asp

Asn

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Tyr

365

Ser

Ala

Ile

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Ala

Asp

Glu

Leu

Gln

val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Gly

Lys

Ser
415

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His
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Val

Gly

Tyr

Ala

Ser

400

Arg
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vVal

1

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Glu

Thr

Asp

Asp

50

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu
210

Asp

Pro

vVal

35

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp

115

vVal

Tyr

Gly

Ser

His

195

Val

Glu

Glu

20

val

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

Val

Glu

Ile

Val

165

Pro

Arg

Met

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Val

Ala

Ala
215

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

vVal

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Asp

Ile

25

Val

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

Tyr

185

Trp

Tyr

153

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile
220

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

Ile

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn
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Cys

225

Gly

vVal

Ala

Arg

Gln

305

Leu

Ala

Met

Val

Gln

385

Cys

Ser
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<400> 50

Thr

Thr

Glu

Ala

Lys

290

Asn

Asp

Glu

val

Thr

370

Ala

val

Gly

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr

355

His

Ala

Ala

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

Val

val

Leu

340

Gln

His

Asp

Ser

Asp

Val

245

Ile

Val

Asp

Ser

Phe

325

Ser

Val

Pro

Ile

Asn
405

ES 2900328 T3

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Gly

Leu

390

Asn

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Leu

375

Ser

Asp

Phe

Val

Ser

Val

280

Asp

val

Asn

Arg

Val

360

Thr

Leu

Gln

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

Pro

Phe

Ala

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Glu

Cys

Asn
410

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Gln

Pro

395

Ile

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

Thr

380

Asp

Asn

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Tyr

365

Ser

Ala

Ile

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Ala

Asp

Glu

val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Gly

Lys

Ser
415

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

Val

Gly

Tyr

Ala

Ser

400

Arg

Val Glu Asp Glu Leu Asn Ile Phe Asp Glu Cys Arg Ser Pro Cys Ser

1

5
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Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

Val

Thr

Asp

Asp

50

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Pro

Val

35

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp

115

Val

Tyr

Gly

Ser

His

195

Val

Leu

Pro

Gln

Glu

20

Val

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg
260

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

val

Glu

Ile

val

165

Pro

Arg

Met

Asp

Vval

245

Ile
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Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

val

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

vVal

Ser

Ile

25

Val

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys
265

155

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser
270

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

Val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

Vval

Lys

255

Ala

Pro

Tle

Ile

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu
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Ala Ala

Arg Lys
290

Gln Asn
305

Leu Asp

Ala Glu

Met Val

Val Thr
370

Gln Ala
385

Cys Val

Ser
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<400> 51

Val Glu
1

Leu Thr

Ser Asp

Asn Asp
50

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr

355

His

Ala

Ala

Asp

Pro

Val

35

Glu

Arg

Arg

Val

Val

Leu

340

Gln

His

Asp

Ser

Glu

Glu

20

Val

Gln

Val

Asp

Ser

Phe

325

Ser

Val

Pro

Ile

Asn
405

Leu

Pro

Leu

Asn
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Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Gly

Leu

390

Asn

Asn

Gly

Asp

Asp

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Leu

375

Ser

Asp

Ile

Lys

Glu

Ile
55

Val

280

Asp

Val

Asn

Arg

Val

360

Thr

Leu

Gln

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

Pro

Phe

Ala

Asp

Ile

25

val

Asp

156

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Glu

Cys

Asn
410

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Gln

Pro

395

Ile

Cys

Ser

Tyr

Asp

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

Thr

380

Asp

Asn

Arg

Lys

Tyr

Lys
60

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Tyr

365

Ser

Ala

Ile

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Ala

Asp

Glu

Pro

Ser

30

Met

Glu

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Gly

Lys

Ser
415

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Ser

Ala

His

320

Val

Gly

Tyr

Ala

Ser

400

Arg

Ser

Pro

Ile

Ile
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Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

Val

Ala

Arg

Gln
305

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Ala

Lys

290

Asn

Ile

Asp

Thr

Trp

115

val

Tyr

Gly

Ser

His

195

val

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

vVal

Glu

Pro

85

Thr

Val

Glu

Ile

val

165

Pro

Arg

Met

Asp

Vval

245

Ile

Vval

Asp

Ser

ES 2900328 T3

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu
310

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Thr

Val

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

Val

Ser

val

280

Asp

val

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

157

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg
315

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Arg

Ile

Gly

Ala
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Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

His

Thr

Glu
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Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Tyr

Thr

95

Phe
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val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

Val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Vval

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His
320
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Leu

Ala

Met

Val

Gln

385

Cys
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Vval

1

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn
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Asp
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Val

Thr

370

Ala

val
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Thr

Asp

Asp

Thr

Gln

Gly

Asn
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Arg

Thr

355
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Ala

Ala

Asp
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Val
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Glu
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Asp

Thr

Trp
115

Val

Leu

340

Gln

His

Asp

Ser

Glu

Glu

20

Val

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Phe

325

Ser

Val

Pro

Ile

Asn
405

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

val

ES 2900328 T3

Thr

Asp

Leu

Gly

Leu
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Gly
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70

Phe

Tyr
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Leu
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Lys
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Ile
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Ile
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Arg

Val

360

Thr

Leu

Gln

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

Val

Tyr

Gly
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Arg

345

Ala

Pro
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Ala
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25

val

Asp

val

Ile

Asn

105

Glu

158

Asp

330

Ile

Arg

Glu

Cys

Asn
410

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Glu

Asn

Gln

Gln

Pro

395

Ile

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Gln

Glu

Ile

Thr

380

Asp

Asn

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Glu

Asn

Tyr

365

Ser

Ala

Ile

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala
125

Pro

Asn

350

Asn

Ala

Asp

Glu

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Gly

Lys

Ser
415

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

val

Gly

Tyr

Ala

Ser

400

Arg

Ser

Pro

Ile

Ile

val

80

Glu

Ala

Lys
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Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

Val

Ala

Arg

Gln

305

Leu

Ala

Met

Val

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Ala

Lys

290

Asn

Asp

Glu

vVal

Thr

Vval

Tyr

Gly

Ser

His

195

Val

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr

355

His

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

Val

Val

Leu

340

Gln

His

Glu

Ile

vVal

165

Pro

Arg

Met

Asp

val

245

Ile

vVal

Asp

Ser

Phe

325

Ser

val

Pro

ES 2900328 T3

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Gly

Asp

135

Leu

Phe

Val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Leu

Gln

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

val

Ser

Val

280

Asp

Val

Asn

Arg

val

360

Thr

Gln

Asn

Val

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

Pro

159

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Glu

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Gln

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

Thr

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Tyr

365

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Ala

val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

Val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Gly

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

Val

Gly

Tyr

Ala
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Gln
385

Cys

<210> 53
<211> 414
<212> PRT

370

Ala

Val

ES 2900328 T3

375

380

Ala Asp Ile Leu Ser Leu Phe Cys Pro Asp

390

395

Ala Ser Asn Asn Asp Gln Ala Asn Ile Asn

405

410

<213> Residuos de aminoacidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-414

<400> 53

vVal

1

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Glu

Thr

Asp

Asp

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Asp

Pro

Val

35

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp

115

vVal

Tyr

Gly

Ser

Glu

Glu

20

val

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

Val

Glu

Ile

Val

165

Pro

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Val

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

vVal

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

Asp

Ile

25

Val

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

Tyr

160

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Ala Asp Lys Ser

Ile Glu Ser

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

415

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

Val

Trp

Asn

175

Glu

400

Ser

Pro

Ile

Ile

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly
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Ser Arg

Trp Leu
210

Cys Thr
225

Gly Thr

vVal Glu

Ala Ala

Arg Lys
290

Gln Asn
305

Leu Asp

Ala Glu

Met Val

Val Thr
370

Gln Ala
385

Cys Val

<210> 54
<211> 413
<212> PRT

His

195

Val

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr

355

His

Ala

Ala

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

val

val

Leu

340

Gln

His

Asp

Ser

Arg

Met

Asp

Val

245

Ile

Val

Asp

Ser

Phe

325

Ser

Val

Pro

Ile

Asn
405

ES 2900328 T3

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Gly

Leu

390

Asn

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Leu

375

Ser

Asp

His

200

Ile

Phe

Val

Ser

Val

280

Asp

Val

Asn

Arg

vVal

360

Thr

Leu

Gln

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

Pro

Phe

Ala

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Glu

Cys

Asn
410

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Gln

Pro

395

Ile

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

Thr

380

Asp

Asn

<213> Residuos de aminoécidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-413

161

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Tyr

365

Ser

Ala

Ile

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Ala

Asp

Glu

Leu

Gln

Val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Gly

Lys

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

Val

Gly

Tyr

Ala

Ser
400
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<400> 54

Val

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys
225

Glu

Thr

Asp

Asp

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Asp

Pro

Val

35

Glu

Ile

Asp

Thr

115

vVal

Tyr

Gly

Ser

His

195

Val

Leu

Glu

Glu

20

vVal

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

Val

Glu

Ile

Val

165

Pro

Arg

Met

Asp

ES 2900328 T3

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn
230

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Val

Ala

Ala

215

Trp

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

Val

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

Asp

Ile

25

Val

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

162

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser
235

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

vVal

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

Val

Ser

Pro

Ile

Ile

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala
240
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Gly Thr

vVal Glu

Ala Ala

Arg Lys
290

Gln Asn
305

Leu Asp

Ala Glu

Met Val

Val Thr
370

Gln Ala
385

Cys Val

<210> 55
<211> 412
<212> PRT

<213> Residuos de aminoacidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-412

<400> 55

Val Glu
1

Leu Thr

Ser Asp

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr

355

His

Ala

Ala

Lys

Arg

260

Arg

Arg

val

val

Leu

340

Gln

His

Asp

Ser

Val

245

Ile

Val

Asp

Ser

Phe

325

Ser

Val

Pro

Ile

Asn
405

ES 2900328 T3

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Gly

Leu

390

Asn

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Leu

375

Ser

Asp

Vval

Ser

vVal

280

Asp

Val

Asn

Arg

Val

360

Thr

Leu

Gln

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

Pro

Phe

Ala

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Glu

Cys

Asn
410

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Gln

Pro

395

Ile

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

Thr

380

Asp

Asn

Asp Glu Leu Asn Ile Phe Asp Glu Cys Arg

5

10

Pro Glu Pro Gly Lys Pro Ile Gln Ser Lys

20

25

Val Val Leu Asp Glu Gly Val Leu Tyr Tyr

35

40

163

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Tyr

365

Ser

Ala

Ile

Ser

Leu

Ser
45

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Ala

Asp

Pro

Ser
30

Met

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Gly

Lys

Cys
15

Ile

Thr

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

Val

Gly

Tyr

Ala

Ser
400

Ser

Pro

Ile
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Asn

Tle

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

Val

Ala

Arg

Asp

50

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Ala

Lys
290

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp

115

Val

Tyr

Gly

Ser

His

195

Val

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

Asn

Glu

Pro

85

Thr

Val

Glu

Ile

Vval

165

Pro

Arg

Met

Asp

Val

245

Ile

Vval

Asp

ES 2900328 T3

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Tle

His

Cys

Leu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr
295

Lys

Thr

Val

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

Val

Ser

vVal

280

Asp

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

164

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys
300

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

Val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

Val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ile

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala
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Gln
305

Leu

Ala

Met

Val

Gln
385

Cys

<210> 56
<211> 411
<212> PRT

Asn

Asp

Glu

Val

Thr

370

Ala

Val

Ile

Ser

Arg

Thr

355

His

Ala

Ala

val

Val

Leu

340

Gln

His

Asp

Ser

Ser

Phe

325

Ser

Val

Pro

Ile

Asn
405

ES 2900328 T3

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Gly

Leu

390

Asn

Phe

Leu

Leu

Thr

Leu

375

Ser

Asp

vVal

Asn

Arg

val

360

Thr

Leu

Gln

Ala

Leu

Arg

345

Ala

Pro

Phe

Ala

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Glu

Cys

Asn
410

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Gln

Pro

395

Ile

Ile

Gln

Glu

Ile

Thr

380

Asp

Asn

<213> Residuos de aminoacidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-411

<400> 56

vVal

1

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Glu

Thr

Asp

Asp

50

Thr

Gln

Gly

Asp

Pro

vVal

35

Glu

Ile

Asp

Thr

Glu

Glu

20

val

Gln

Gly

Ala

Lys
100

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

val

Tyr

Asp

Ile

25

Val

Asp

vVal

Ile

Asn
105

165

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Leu

Glu

Asn

Tyr

365

Ser

Ala

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Ala

Asp

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu
110

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Gly

Lys

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

His

320

Val

Gly

Tyr

Ala

Ser
400

Ser

Pro

Ile

Ile

vVal

80

Glu

Ala
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Ile

Tle

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

Val

Ala

Arg

Gln

305

Leu

Ala

Met

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Ala

Lys

290

Asn

Asp

Glu

val

Trp

115

Val

Tyr

Gly

Ser

His

195

Val

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr
355

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

Val

Vval

Leu

340

Gln

vVal

Glu

Ile

Val

165

Pro

Arg

Met

Asp

Val

245

Ile

Val

Asp

Ser

Phe

325

Ser

Vval

ES 2900328 T3

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

val

Ser

Val

280

Asp

Val

Asn

Arg

val
360

Glu

Gln

Asn

Val

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

166

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Tyr
365

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Ile

Val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

Val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

Val

Gly

Tyr
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val

Gln
385

Cys

<210> 57
<211> 410
<212> PRT

Thr
370

Ala

Vval

ES 2900328 T3

His His Pro Gly Leu Thr Pro Glu

375

Ala Asp Ile Leu Ser Leu Phe Cys

390

Ala Ser Asn Asn Asp Gln Ala Asn

405

410

Gln Thr Ser Ala Gly Ala

380

Pro Asp Ala Asp Lys Ser

395

Ile

<213> Residuos de aminoécidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-410

<400> 57

vVal

1

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Glu

Thr

Asp

Asp

50

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Asp

Pro

Val

35

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp

115

Vval

Tyr

Gly

Glu

Glu

20

Val

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

Val

Glu

Ile

vVal
165

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

Vval

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Asp

Ile

25

Val

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

167

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr
170

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

Val

Trp

Asn
175

400

Ser

Pro

Ile

Ile

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile
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Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

val

Ala

Arg

Gln

305

Leu

Ala

Met

vVal

Gln

385

Cys

<210> 58
<211> 409
<212> PRT

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Ala

Lys

290

Asn

Asp

Glu

Val

Thr

370

Ala

val

Ser

His

195

Val

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr

355

His

Ala

Ala

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

val

vVal

Leu

340

Gln

His

Asp

Ser

Pro

Arg

Met

Asp

Val

245

Ile

Val

Asp

Ser

Phe

325

Ser

Val

Pro

Ile

Asn
405

ES 2900328 T3

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Gly

Leu

390

Asn

Val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Leu

375

Ser

Asp

Ser

His

200

Ile

Phe

vVal

Ser

Val

280

Asp

Val

Asn

Arg

Val

360

Thr

Leu

Gln

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

Pro

Phe

Ala

168

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Glu

Cys

Asn
410

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Gln

Pro
395

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

Thr

380

Asp

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Tyr

365

Ser

Ala

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Ala

Asp

Glu

Leu

Gln

Vval

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Gly

Lys

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

Vval

Gly

Tyr

Ala

Ser
400
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ES 2900328 T3

<213> Residuos de aminoacidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-409

<400> 58

vVal

1

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

Glu

Thr

Asp

Asp

50

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Asp

Pro

vVal

35

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp

115

Val

Tyr

Gly

Ser

His

195

Val

Leu

Glu

Glu

20

val

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

Val

Glu

Ile

Val

165

Pro

Arg

Met

Asp

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Val

Ala

Ala

215

Trp

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

val

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

Asp

Ile

25

Val

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

169

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

Val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

val

Ser

Pro

Ile

Ile

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala
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225

Gly

vVal

Ala

Arg

Gln

305

Leu

Ala

Met

vVal

Gln

385

Cys

<210> 59
<211> 408
<212> PRT

Thr

Glu

Ala

Lys

290

Asn

Asp

Glu

Val

Thr

370

Ala

Val

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr

355

His

Ala

Ala

Lys

Arg

260

Arg

Arg

val

val

Leu

340

Gln

His

Asp

Ser

Val

245

Ile

Val

Asp

Ser

Phe

325

Ser

Val

Pro

Ile

Asn
405

ES 2900328 T3

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Gly

Leu

390

Asn

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Leu

375

Ser

Asp

Val

Ser

Val

280

Asp

Vval

Asn

Arg

Val

360

Thr

Leu

Gln

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

Pro

Phe

Ala

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Glu

Cys

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Gln

Pro
395

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

Thr

380

Asp

<213> Residuos de aminoécidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-408

<400> 59

val
1

Leu

Ser

Glu

Thr

Asp

Asp Glu Leu Asn Ile Phe Asp Glu Cys Arg

5

10

Pro Glu Pro Gly Lys Pro Ile Gln Ser Lys

20

25

Val Val Leu Asp Glu Gly Val Leu Tyr Tyr

170

240

Glu Gln Lys Pro
255

Met Ser Ala Leu
270

Leu Ala Arg Ser
285

Ala Tyr Gln Ala

Leu Phe Ser His
320

Glu Pro Glu Vval
335

Asn Asn Pro Gly
350

Tyr Asn Asp Tyr
365

Ser Ala Gly Ala

Ala Asp Lys Ser
400

Ser Pro Cys Ser
15

Leu Ser Ile Pro
30

Ser Met Thr Ile
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Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

Val

Ala

Asp

50

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Ala

35

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp

115

Val

Tyr

Gly

Ser

His

195

Val

Leu

Pro

Gln

His
275

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Asn

Glu

Pro

85

Thr

vVal

Glu

Ile

vVal

165

Pro

Arg

Met

Asp

Val

245

Ile

vVal

ES 2900328 T3

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

40

Lys

Thr

Val

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

Val

Ser

val
280

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

171

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu
285

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

Val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

Val

Lys

255

Ala

Arg

Ile

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser
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Arg

Gln
305

Leu

Ala

Met

val

Gln
385

Cys

<210> 60
<211> 407
<212> PRT

Lys

290

Asn

Asp

Glu

Val

Thr

370

Ala

Val

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr

355

His

Ala

Ala

Arg

Val

Val

Leu

340

Gln

His

Asp

Ser

Asp

Ser

Phe

325

Ser

val

Pro

Ile

Asn
405

ES 2900328 T3

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Gly

Leu

390

Asn

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Leu

375

Ser

Asp

Asp

Val

Asn

Arg

Val

360

Thr

Leu

Gln

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

Pro

Phe

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Glu

Cys

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Gln

Pro
395

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

Thr

380

Asp

<213> Residuos de aminoécidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-407

<400> 60

Vval
1

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Glu

Thr

Asp

Asp

50

Thr

Gln

Asp

Pro

Val

35

Glu

Ile

Asp

Glu

Glu

20

Val

Gln

Gly

Ala

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro
85

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

vVal

Asp

Ile

25

Val

Asp

val

Ile

172

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His
90

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Ala

Leu

Glu

Asn

Tyr

365

Ser

Ala

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Tyr

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Ala

Asp

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Gly

Lys

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr
95

Ala

His

320

vVal

Gly

Tyr

Ala

Ser
400

Ser

Pro

Ile

Ile

val

80

Glu
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Asn

Tle

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

Val

Ala

Arg

Gln

305

Leu

Ala

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Ala

Lys

290

Asn

Asp

Glu

Thr

Trp

115

vVal

Tyr

Gly

Ser

His

195

Val

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

Vval

val

Leu
340

Thr

Val

Glu

Ile

Val

165

Pro

Arg

Met

Asp

val

245

Ile

Vval

Asp

Ser

Phe

325

Ser

ES 2900328 T3

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Ser

Tle

Asp

135

Leu

Phe

Val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

vVal

Ser

Val

280

Asp

val

Asn

Arg

Asn

105

Glu

Gln

Asn

vVal

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg
345

173

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn
350

Phe

Ile

Val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

Val

Gly
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Met

Val

Gln
385

Cys

<210> 61
<211> 406
<212> PRT

Val

Thr

370

Ala

Val

Thr

355

His

Ala

Ala

Gln

His

Asp

Ser

val

Pro

Ile

Asn
405

ES 2900328 T3

Leu

Gly

Leu

390

Asn

Thr

Leu

375

Ser

Asp

Val Ala Arg Gln Ile

360

Thr Pro Glu Gln Thr

380

Leu Phe Cys Pro Asp

395

<213> Residuos de aminoécidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-406

<400> 61

Vval

1

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys
145

Glu

Thr

Asp

Asp

50

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Asp

Pro

vVal

35

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp
115

Val

Tyr

Glu

Glu

20

val

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

Val

Glu

Ile

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp
150

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

val

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Asp

Ile

25

Val

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

174

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr
155

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Tyr Asn Asp Tyr

365

Ser

Ala

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Ala Gly Ala

Asp Lys Ser

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

Val

Trp

400

Ser

Pro

Ile

Ile

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys
160
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Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

Val

Ala

Arg

Gln

305

Leu

Ala

Met

Val

Gln

385

Cys

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Ala

Lys

290

Asn

Asp

Glu

Val

Thr

370

Ala

val

Gly

Ser

His

195

vVal

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr

355

His

Ala

Ala

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

vVal

Val

Leu

340

Gln

His

Asp

Ser

vVal

165

Pro

Arg

Met

Asp

val

245

Ile

Vval

Asp

Ser

Phe

325

Ser

Val

Pro

Ile

Asn
405

ES 2900328 T3

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Gly

Leu

390

Asn

Phe

Val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Leu

375

Ser

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

Val

Ser

vVal

280

Asp

vVal

Asn

Arg

Val

360

Thr

Leu

Val

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

Pro

Phe

175

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Glu

Cys

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Gln

Pro
395

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

Thr

380

Asp

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Tyr

365

Ser

Ala

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Ala

Asp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Gly

Lys

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

Val

Gly

Tyr

Ala

Ser
400
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<210> 62
<211> 405
<212> PRT

ES 2900328 T3

<213> Residuos de aminoécidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-405

<400> 62

val

1

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Glu

Thr

Asp

Asp

50

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu
210

Asp

Pro

vVal

35

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp

115

Vval

Tyr

Gly

Ser

His

195

vVal

Glu

Glu

20

val

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

Val

Glu

Ile

Val

165

Pro

Arg

Met

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Val

Ala

Ala
215

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

Val

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Asp

Ile

25

Val

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

Tyr

185

Trp

Tyr

176

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile
220

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

Ile

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn
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Cys Thr
225

Gly Thr

vVal Glu

Ala Ala

Arg Lys
290

Gln Asn
305

Leu Asp

Ala Glu

Met Val

Val Thr
370

Gln Ala
385

Cys Val

<210> 63
<211> 404
<212> PRT

<213> Residuos de aminoécidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-404

<400> 63

Val Glu
1

Leu Thr

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr

355

His

Ala

Ala

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

vVal

val

Leu

340

Gln

His

Asp

Ser

Asp

Val

245

Ile

Val

Asp

Ser

Phe

325

Ser

Val

Pro

Ile

Asn
405

ES 2900328 T3

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Gly

Leu
390

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Leu

375

Ser

Phe

Val

Ser

Val

280

Asp

Val

Asn

Arg

val

360

Thr

Leu

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

Pro

Phe

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Glu

Cys

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Gln

Pro
395

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

Thr

380

Asp

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Tyr

365

Ser

Ala

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Ala

Asp

val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Gly

Lys

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

Val

Gly

Tyr

Ala

Ser
400

Asp Glu Leu Asn Ile Phe Asp Glu Cys Arg Ser Pro Cys Ser

5

10

15

Pro Glu Pro Gly Lys Pro Ile Gln Ser Lys Leu Ser Ile Pro

20

25

177

30
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Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

Val

Ala

Asp

Asp

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Ala

Vval

35

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp

115

Val

Tyr

Gly

Ser

His

195

Val

Leu

Pro

Gln

His

Val

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

Val

Glu

Ile

Val

165

Pro

Arg

Met

Asp

Val

245

Ile

Val

ES 2900328 T3

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Gly

40

Lys

Thr

Val

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

Val

Ser

Val

Val

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

vVal

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

178

Leu

Glu

Arg

His

20

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

Val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

val

Lys

255

Ala

Arg

Ile

Ile

vVal

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser
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Arg

Gln
305

Leu

Ala

Met

Val

Gln
385

Cys

<210> 64
<211> 403
<212> PRT

Lys

290

Asn

Asp

Glu

Val

Thr

370

Ala

Val

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr

355

His

Ala

Ala

Arg

Val

Val

Leu

340

Gln

His

Asp

Ser

Asp

Ser

Phe

325

Ser

Val

Pro

Ile

ES 2900328 T3

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Gly

Leu
390

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Leu

375

Ser

280

Asp

vVal

Asn

Arg

Val

360

Thr

Leu

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

Pro

Phe

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Glu

Cys

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Gln

Pro
395

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

Thr

380

Asp

<213> Residuos de aminoécidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-403

<400> 64

val
1

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Glu

Thr

Asp

Asp

50

Thr

Gln

Asp

Pro

Val

35

Glu

Ile

Asp

Glu

Glu

20

Val

Gln

Gly

Ala

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

Val

Asp

Ile

25

val

Asp

Val

Ile

179

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Tyr

365

Ser

Ala

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Tyr

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Ala

Asp

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Gly

Lys

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

Ala

His

320

Val

Gly

Tyr

Ala

Ser
400

Ser

Pro

Ile

Ile

Val

80

Glu
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Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

Val

Ala

Arg

Gln

305

Leu

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Ala

Lys

290

Asn

Asp

Thr

Trp

115

val

Tyr

Gly

Ser

His

195

VvVal

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

Val

Val

85

Thr

Val

Glu

Ile

vVal

165

Pro

Arg

Met

Asp

vVal

245

Ile

Val

Asp

Ser

Phe
325

ES 2900328 T3

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

Val

Ser

Val

280

Asp

Val

Asn

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

180

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp
330

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

95

Phe

Ile

Val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

Val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu
335

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

Val
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Ala

Met

val

Gln
385

Cys

<210> 65
<211> 402
<212> PRT

Glu

Val

Thr

370

Ala

Val

Arg

Thr

355

His

Ala

Ala

Leu

340

Gln

His

Asp

Ser

vVal

Pro

Ile

ES 2900328 T3

Asp

Leu

Gly

Leu
390

Leu

Thr

Leu

375

Ser

Arg Arg Ile

345

Val Ala Arg

360

Thr Pro Glu

Leu Phe Cys

Asn

Gln

Gln

Pro
395

Glu

Ile

Thr

380

Asp
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<400> 65

vVal

1

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Glu

Thr

Asp

Asp

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser
130

Asp

Pro

Val

35

Glu

Ile

Asp

Thr

115

vVal

Glu

Glu

20

val

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

Val

Glu

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp
135

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

Val

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ile

25

Val

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

181

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile
140

Asn

Tyr

365

Ser

Ala

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Asn

350

Asn

Ala

Asp

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Pro

Asp

Gly

Lys

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

val

Gly

Tyr

Ala

Ser
400

Ser

Pro

Ile

Ile

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro
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Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

Val

Ala

Arg

Gln

305

Leu

Ala

Met

Val

Gln
385

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Ala

Lys

290

Asn

Asp

Glu

val

Thr

370

Ala

Tyr

Gly

Ser

His

195

val

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr

355

His

Ala

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

Val

Val

Leu

340

Gln

His

Asp

Ile

Val

165

Pro

Arg

Met

Asp

val

245

Ile

Val

Asp

Ser

Phe

325

Ser

Vval

Pro

Ile

ES 2900328 T3

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Gly

Leu
390

Leu

Phe

Val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Leu

375

Ser

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

Val

Ser

val

280

Asp

Val

Asn

Arg

val

360

Thr

Leu

Asn

Val

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

Pro

Phe

182

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Glu

Cys

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Gln

Pro
395

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

Thr

380

Asp

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Tyr

365

Ser

Ala

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Ala

Asp

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

Val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Gly

Lys

Lys

160

Tle

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

Val

Gly

Tyr

Ala

Ser
400
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<210> 66
<211> 401
<212> PRT

ES 2900328 T3

Cys Val

<213> Residuos de aminoacidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-401

<400> 66

vVal

1

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Glu

Thr

Asp

Asp

50

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Asp

Pro

Vval

35

Glu

Ile

Asp

Thr

115

vVal

Tyr

Gly

Ser

His
195

Glu

Glu

20

val

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

Val

Glu

Ile

Val

165

Pro

Arg

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Val

Ala

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

val

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

His
200

Asp

Ile

25

Val

Asp

vVal

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

Tyr

185

Trp

183

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu
205

Pro

Ser

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Ser

Pro

Ile

Ile

vVal

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys
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Trp Leu
210

Cys Thr
225

Gly Thr

Val Glu

Ala Ala

Arg Lys
290

Gln Asn
305

Leu Asp

Ala Glu

Met Val

Val Thr
370

Gln Ala
385

Cys

<210> 67
<211> 400
<212> PRT

val

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr

355

His

Ala

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

val

val

Leu

340

Gln

His

Asp

Met

Asp

Val

245

Ile

Val

Asp

Ser

Phe

325

Ser

Val

Pro

Ile

ES 2900328 T3

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Gly

Leu
390

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Leu

375

Ser

Ile

Phe

vVal

Ser

vVal

280

Asp

Val

Asn

Arg

Val

360

Thr

Leu

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

Pro

Phe

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Glu

Cys

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Gln

Pro
395

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

Thr

380

Asp

<213> Residuos de aminoacidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-400

<400> 67

Val Glu Asp Glu Leu Asn Ile Phe Asp Glu Cys Arg

1

5

184

10

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Tyr

365

Ser

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Ala

Asp

Gln

Val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Gly

Lys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

Val

Gly

Tyr

Ala

Ser
400

Ser Pro Cys Ser

15
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Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

Val

Thr

Asp

Asp

50

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Pro

Val

35

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp

115

Val

Tyr

Gly

Ser

His

195

Val

Leu

Pro

Gln

Glu

20

Val

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg
260

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

val

Glu

Ile

val

165

Pro

Arg

Met

Asp

Vval

245

Ile

ES 2900328 T3

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

val

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

vVal

Ser

Ile

25

Val

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys
265

185

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser
270

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

Val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

Vval

Lys

255

Ala

Pro

Tle

Ile

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu
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Ala

Arg

Gln

305

Leu

Ala

Met

val

Gln
385

<210> 68
<211> 399
<212> PRT

Ala

Lys

290

Asn

Asp

Glu

Val

Thr

370

Ala

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr

355

His

Ala

Arg

Arg

Val

Val

Leu

340

Gln

His

Asp

val

Asp

Ser

Phe

325

Ser

val

Pro

Ile

ES 2900328 T3

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Gly

Leu
390

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Leu

375

Ser

Val

280

Asp

Val

Asn

Arg

Val

360

Thr

Leu

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

Pro

Phe

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Glu

Cys

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Gln

Pro
395

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

Thr

380

Asp
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<400> 68

Vval
1

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Glu

Thr

Asp

Asp

Thr

Gln

Asp

Pro

vVal

35

Glu

Ile

Asp

Glu

Glu

20

Val

Gln

Gly

Ala

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro
85

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

vVal

Asp

Ile

25

Val

Asp

val

Ile

186

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His
90

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Tyr

365

Ser

Ala

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Ala

Asp

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Gly

Lys

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr
95

Ser

Ala

His

320

val

Gly

Tyr

Ala

Ser
400

Ser

Pro

Ile

Ile

val

80

Glu
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Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

Val

Ala

Arg

Gln

305

Leu

Ala

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Ala

Lys

290

Asn

Asp

Glu

Thr

Trp

115

val

Tyr

Gly

Ser

His

195

val

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

Val

val

Leu

Thr

val

Glu

Ile

Val

165

Pro

Arg

Met

Asp

vVal

245

Ile

Vval

Asp

Ser

Phe

325

Ser

ES 2900328 T3

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

Val

Ser

Val

280

Asp

Val

Asn

Arg

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

187

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn

Phe

Ile

val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

Vval

Gly
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Met

val

Gln
385

<210> 69
<211> 398
<212> PRT

val

Thr
370

Ala

340

ES 2900328 T3

Thr Gln Val Leu Thr

355

His His Pro Gly Leu

375

Ala Asp Ile Leu Ser

390

345

Val Ala Arg Gln Ile

360

Thr Pro Glu Gln Thr

380

Leu Phe Cys Pro Asp

395

<213> Residuos de aminoacidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-398

<400> 69

val

1

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Glu

Thr

Asp

Asp

50

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Asp

Pro

vVal

35

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp

115

Val

Tyr

Gly

Glu

Glu

20

val

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

Val

Glu

Ile

Val

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

Val

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Asp

Ile

25

Val

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

188

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Tyr
365

Ser

Ala

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

350

Asn

Ala

Asp

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Asp

Gly

Lys

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

Val

Trp

Asn

Tyr

Ala

Ser

Pro

Ile

Ile

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile
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Ala Ile

Ser Arg

Trp Leu
210

Cys Thr
225

Gly Thr

Val Glu

Ala Ala

Arg Lys
290

Gln Asn
305

Leu Asp

Ala Glu

Met Val

Val Thr
370

Gln Ala
385

<210>70
<211> 397
<212> PRT

Ser

His

195

Val

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr

355

His

Ala

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

val

val

Leu

340

Gln

His

Asp

165

Pro

Arg

Met

Asp

Val

245

Ile

Val

Asp

Ser

Phe

325

Ser

Val

Pro

Ile

ES 2900328 T3

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Gly

Leu
390

Val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Leu

375

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

val

Ser

val

280

Asp

val

Asn

Arg

vVal

360

Thr

Leu

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

Pro

Phe

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Glu

Cys

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Gln

Pro
395

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

Thr

380

Asp

<213> Residuos de aminoacidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-397

189

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Tyr

365

Ser

Ala

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Ala

Asp

175

Glu

Leu

Gln

Val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Gly

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

Val

Gly

Tyr

Ala
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<400> 70

Val

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys
225

Glu

Thr

Asp

Asp

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Asp

Pro

Val

35

Glu

Ile

Asp

Thr

115

vVal

Tyr

Gly

Ser

His

195

Val

Leu

Glu

Glu

20

vVal

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

Val

Glu

Ile

Val

165

Pro

Arg

Met

Asp

ES 2900328 T3

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn
230

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Val

Ala

Ala

215

Trp

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

Val

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

Asp

Ile

25

Val

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

190

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser
235

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

vVal

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

Val

Ser

Pro

Ile

Ile

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala
240
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Gly

vVal

Ala

Arg

Gln

305

Leu

Ala

Met

Val

Gln
385

<210> 71
<211> 396
<212> PRT

Thr

Glu

Ala

Lys

290

Asn

Asp

Glu

val

Thr

370

Ala

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr

355

His

Ala

Lys

Arg

260

Arg

Arg

val

val

Leu

340

Gln

His

Asp

Val

245

Ile

Val

Asp

Ser

Phe

325

Ser

Val

Pro

Ile

ES 2900328 T3

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Gly

Leu
390

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Leu

375

Ser

val

Ser

val

280

Asp

vVal

Asn

Arg

Val

360

Thr

Leu

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

Pro

Phe

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Glu

Cys

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Gln

Pro
395

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

Thr

380

Asp
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vVal

1

Leu

Ser

Asn

Glu

Thr

Asp

Asp

Asp

Pro

Val

35

Glu

Glu

Glu

20

Val

Gln

Leu

Pro

Leu

Asn

Asn

Gly

Asp

Asp

Ile

Lys

Glu

Ile

Phe

Pro

Asp

Ile
25

Glu
10

Gln

Gly Val Leu

40

Lys

Asp

191

Glu

Cys

Ser

Tyr

Asp

Arg

Lys

Tyr

Lys
60

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Tyr

365

Ser

Ala

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Ala

Pro

Ser

30

Met

Glu

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Gly

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

Val

Gly

Tyr

Ala

Ser

Pro

Ile

Ile
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Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

Val

Ala

Arg

Gln
305

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Ala

Lys

290

Asn

Ile

Asp

Thr

Trp

115

val

Tyr

Gly

Ser

His

195

val

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

vVal

Glu

Pro

85

Thr

Val

Glu

Ile

val

165

Pro

Arg

Met

Asp

Vval

245

Ile

Vval

Asp

Ser

ES 2900328 T3

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu
310

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Thr

Val

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

Val

Ser

val

280

Asp

val

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

192

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg
315

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

Val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Vval

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His
320
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Leu

Ala

Met

vVal

Gln
385

<210> 72
<211> 395
<212> PRT

Asp

Glu

Val

Thr

370

Ala

Ser

Arg

Thr

355

His

Ala

val

Leu

340

Gln

His

Asp

Phe

325

Ser

Val

Pro

Ile

ES 2900328 T3

Thr

Asp

Leu

Gly

Leu
390

Leu

Leu

Thr

Leu

375

Ser

Asn

Arg

Val

360

Thr

Leu

Leu

Arg

345

Ala

Pro

Phe

Asp

330

Ile

Arg

Glu

Cys

Glu

Asn

Gln

Gln

Pro
395

Gln

Glu

Ile

Thr

380

Asp

<213> Residuos de aminoacidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-395

<400> 72

vVal

1

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Glu

Thr

Asp

Asp

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser
130

Asp

Pro

Val

35

Glu

Ile

Asp

Thr

115

vVal

Glu

Glu

20

vVal

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

Val

Glu

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp
135

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

Val

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ile

25

Val

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

193

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile
140

Glu

Asn

Tyr

365

Ser

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Pro

Asn

350

Asn

Ala

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Glu

335

Pro

Asp

Gly

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

vVal

Val

Gly

Tyr

Ala

Ser

Pro

Ile

Ile

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro
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Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

Val

Ala

Arg

Gln

305

Leu

Ala

Met

Val

Gln
385

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Ala

Lys

290

Asn

Asp

Glu

val

Thr

370

Ala

Tyr

Gly

Ser

His

195

val

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr

355

His

Ala

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

Val

Val

Leu

340

Gln

His

Asp

Ile

Val

165

Pro

Arg

Met

Asp

val

245

Ile

Val

Asp

Ser

Phe

325

Ser

Vval

Pro

Ile

ES 2900328 T3

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Gly

Leu
390

Leu

Phe

Val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Leu

375

Ser

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

Val

Ser

val

280

Asp

Val

Asn

Arg

val

360

Thr

Leu

Asn

Val

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

Pro

Phe

194

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Glu

Cys

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Gln

Pro
395

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

Thr
380

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Tyr

365

Ser

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Ala

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

Val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Gly

Lys

160

Tle

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

Val

Gly

Tyr

Ala
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<210> 73
<211> 394
<212> PRT

ES 2900328 T3

<213> Residuos de aminoécidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-394

<400> 73

val

1

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Glu

Thr

Asp

Asp

50

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu
210

Asp

Pro

vVal

35

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp

115

Vval

Tyr

Gly

Ser

His

195

vVal

Glu

Glu

20

val

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

Val

Glu

Ile

Val

165

Pro

Arg

Met

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Val

Ala

Ala
215

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

Val

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Asp

Ile

25

Val

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

Tyr

185

Trp

Tyr

195

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile
220

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

Ser

Pro

Ile

Ile

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn
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Cys Thr
225

Gly Thr

Val Glu

Ala Ala

Arg Lys
290

Gln Asn
305

Leu Asp

Ala Glu

Met Val

Val Thr
370

Gln Ala
385

<210> 74
<211> 393
<212> PRT

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr

355

His

Ala

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

val

Val

Leu

340

Gln

His

Asp

Asp

Val

245

Ile

Val

Asp

Ser

Phe

325

Ser

Val

Pro

Ile

ES 2900328 T3

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Gly

Leu
390

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Leu

375

Ser

Phe

Val

Ser

Val

280

Asp

vVal

Asn

Arg

vVal

360

Thr

Leu

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

Pro

Phe

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Glu

Cys

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Gln

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

Thr
380
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Val Glu
1

Leu Thr

Ser Asp

Asp Glu Leu Asn Ile Phe Asp Glu Cys Arg

5

10

Pro Glu Pro Gly Lys Pro Ile Gln Ser Lys

20

25

Val Val Leu Asp Glu Gly Val Leu Tyr Tyr

35

40

196

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Tyr

365

Ser

Ser

Leu

Ser
45

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Ala

Pro

Ser
30

Met

val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Gly

Cys
15

Ile

Thr

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

Val

Gly

Tyr

Ala

Ser

Pro

Ile
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Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

Val

Ala

Arg

Asp

50

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Ala

Lys

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp

115

Val

Tyr

Gly

Ser

His

195

Val

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

Asn

Glu

Pro

85

Thr

Val

Glu

Ile

val

165

Pro

Arg

Met

Asp

Val

245

Ile

val

Asp

ES 2900328 T3

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

Lys

Thr

val

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

Val

Ser

val

280

Asp

Asp

val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

val

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

197

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

Val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ile

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Gln
305

Leu

Ala

Met

Val

Gln
385

<210> 75
<211> 392
<212> PRT

290

Asn

Asp

Glu

Val

Thr

370

Ala

Ile

Ser

Arg

Thr

355

His

Ala

Val

Val

Leu

340

Gln

His

Asp

Ser

Phe

325

Ser

vVal

Pro

Ile

ES 2900328 T3

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Gly

Leu
390

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Leu

375

Ser

Val Ala

Asn Leu

Arg Arg
345

Val Ala
360

Thr Pro

Leu Phe

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Glu

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Gln

300

Ile

Gln

Glu

Ile

Thr
380
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<400> 75

val

1

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Glu

Thr

Asp

Asp

50

Thr

Gln

Gly

Asn

Asp

Pro

Val

35

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp

Glu

Glu

20

Val

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

val

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Phe Asp

Pro Ile
25

Gly Val
40

Lys Asp

Thr Val

Val Ile

Tyr Asn

105

Gly Glu

198

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Leu

Glu

Asn

Tyr

365

Ser

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Ala

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Gly

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

His

320

val

Gly

Tyr

Ala

Ser

Pro

Ile

Ile

val

80

Glu

Ala

Lys
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Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

Val

Ala

Arg

Gln

305

Leu

Ala

Met

Ser

130

Leu

Gln

Tle

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Ala

Lys

290

Asn

Asp

Glu

Val

115

Val

Tyr

Gly

Ser

His

195

Val

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr
355

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

val

Val

Leu

340

Gln

Glu

Ile

Val

165

Pro

Arg

Met

Asp

vVal

245

Ile

vVal

Asp

Ser

Phe

325

Ser

vVal

ES 2900328 T3

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Asp

135

Leu

Phe

vVal

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

120

Gln

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

val

Ser

Val

280

Asp

Val

Asn

Arg

val
360

Gln

Asn

Vval

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

199

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Tyr
365

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

Val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

Val

Gly

Tyr
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val

Gln
385

<210> 76
<211> 391
<212> PRT

Thr
370

Ala

ES 2900328 T3

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

375

Ala Asp Ile Leu Ser Leu

390

380
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<400> 76

val

1

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Glu

Thr

Asp

Asp

50

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Asp

Pro

val

35

Glu

Ile

Asp

Thr

115

vVal

Tyr

Gly

Ser

Glu

Glu

20

val

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp
180

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

Val

Glu

Ile

Val

165

Pro

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Val

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

Val

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

Asp

Ile

25

Val

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

Tyr
185

200

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys
190

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

val

Trp

Asn

175

Glu

Ser

Pro

Ile

Ile

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly
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Ser Arg

Trp Leu
210

Cys Thr
225

Gly Thr

vVal Glu

Ala Ala

Arg Lys
290

Gln Asn
305

Leu Asp

Ala Glu

Met Val

Val Thr
370

Gln Ala
385

<210> 77
<211> 390
<212> PRT

<213> Residuos de aminoacidos de toxina de Cholix de vibreo cholerae 1-390

<400> 77

Val Glu
1

His

195

Val

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr

355

His

Ala

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

Val

val

Leu

340

Gln

His

Asp

Arg

Met

Asp

Val

245

Ile

Val

Asp

Ser

Phe

325

Ser

Val

Pro

Ile

ES 2900328 T3

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Gly

Leu
390

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Leu

375

Ser

His

200

Ile

Phe

vVal

Ser

Val

280

Asp

vVal

Asn

Arg

vVal

360

Thr

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

Pro

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Glu

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Gln

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

Thr
380

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Tyr

365

Ser

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Ala

Leu

Gln

val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

Val

Gly

Tyr

Ala

Asp Glu Leu Asn Ile Phe Asp Glu Cys Arg Ser Pro Cys Ser

5

201
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15
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Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

Val

Thr

Asp

Asp

50

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Pro

Val

35

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp

115

Val

Tyr

Gly

Ser

His

195

Val

Leu

Pro

Gln

Glu

20

Val

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg
260

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

val

Glu

Ile

val

165

Pro

Arg

Met

Asp

Vval

245

Ile

ES 2900328 T3

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

val

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

vVal

Ser

Ile

25

Val

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys
265

202

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser
270

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

Val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

Vval

Lys

255

Ala

Pro

Tle

Ile

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu
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Ala

Arg

Gln

305

Leu

Ala

Met

val

Gln
385

<210> 78
<211> 389
<212> PRT

Ala

Lys

290

Asn

Asp

Glu

Val

Thr

370

Ala

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr

355

His

Ala

Arg

Arg

Val

Val

Leu

340

Gln

His

Asp

val

Asp

Ser

Phe

325

Ser

val

Pro

Ile

ES 2900328 T3

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Gly

Leu
390

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Leu
375

Val

280

Asp

Val

Asn

Arg

Val

360

Thr

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

Pro

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Glu

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Gln

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

Thr
380
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<400> 78

Vval
1

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Glu

Thr

Asp

Asp

50

Thr

Gln

Asp

Pro

vVal

35

Glu

Ile

Asp

Glu

Glu

20

Val

Gln

Gly

Ala

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro
85

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

vVal

Asp

Ile

25

Val

Asp

val

Ile

203

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His
90

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Tyr

365

Ser

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Ala

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Gly

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr
95

Ser

Ala

His

320

val

Gly

Tyr

Ala

Ser

Pro

Ile

Ile

val

80

Glu
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Asn

Tle

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

Val

Ala

Arg

Gln

305

Leu

Ala

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Ala

Lys

290

Asn

Asp

Glu

Thr

Trp

115

vVal

Tyr

Gly

Ser

His

195

Val

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

Vval

val

Leu
340

Thr

Val

Glu

Ile

Val

165

Pro

Arg

Met

Asp

val

245

Ile

Vval

Asp

Ser

Phe

325

Ser
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Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Ser

Tle

Asp

135

Leu

Phe

Val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

vVal

Ser

Val

280

Asp
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Asn

Arg

Asn

105

Glu

Gln

Asn

vVal

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg
345

204

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn
350

Phe

Ile

Val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

val

Lys

255

Ala

Arg
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Ser
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335

Pro

Ala

Lys

Pro

Lys
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Gly

Cys
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Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

Val

Gly
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Met

val

Gln

385

<210> 79
<211> 388
<212> PRT

Val

Thr
370

Ala

ES 2900328 T3

Thr Gln Val Leu Thr Val Ala Arg Gln Ile Tyr Asn Asp Tyr

355

360

365

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

Ala Asp Ile

375

380
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vVal

1

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Glu

Thr

Asp

Asp

50

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Asp

Pro

Val

35

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp

115

Vval

Tyr

Gly

Glu

Glu

20

Val

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

Val

Glu

Ile

vVal
165

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

Vval

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Asp

Ile

25

Val

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

205

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr
170

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His
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Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

Val

Trp
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Pro

Ile
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Val
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Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile
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Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

Val

Ala

Arg

Gln

305

Leu

Ala

Met

Val

Gln
385

<210> 80
<211> 387
<212> PRT
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Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Ala

Lys

290

Asn

Asp

Glu

val

Thr

370

Ala

Ser

His

195

vVal

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ser

Arg

Thr

355

His

Ala

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

val

val

Leu

340

Gln

His

Asp

Pro

Arg

Met

Asp

Val

245

Ile

Val

Asp

Ser

Phe

325

Ser

Val

Pro

ES 2900328 T3

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Gly

Val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Leu
375

Ser

His

200

Ile

Phe

val

Ser

vVal

280

Asp

val

Asn

Arg

vVal

360

Thr

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

Pro

206

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Glu

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Gln

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

Thr
380

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Tyr

365

Ser

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Ala

Glu

Leu

Gln

val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Gly

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His

320

Val

Gly

Tyr

Ala
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Val

Leu

Ser

Asn

Ile

65

Asn

Asn

Ile

Ile

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

Glu

Thr

Asp

Asp

50

Thr

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Asp

Pro

val

35

Glu

Ile

Asp

Thr

Trp

115

val

Tyr

Gly

Ser

His

195

vVal

Leu

Pro

Glu

Glu

20

Val

Gln

Gly

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Pro

85

Thr

val

Glu

Ile

vVal

165

Pro

Arg

Met

Asp

Val

ES 2900328 T3

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Pro

Gly

40

Lys

Thr

Val

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

Val

Asp

Ile

25

Val

Asp

Val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

207

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Asp

Glu

Pro

Ile

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Ile

Gly

Ala

125

Ile

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Pro

Ser

Met

Glu

His

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

190

Ala

Gln

Thr

Gln

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Thr

95

Phe

Ile

val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

Vval

Lys

Ser

Pro

Ile

Ile

Val

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro
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Val Glu Gln

Ala Ala His
275

Arg Lys Pro
290

Gln Asn Ile
305

Leu Asp Ser

Ala Glu Arg

Met Val Thr
355

Val Thr His
370

Gln Ala Ala
385

<210> 81
<211> 633
<212> PRT

Arg

260

Arg

Arg

Val

val

Leu

340

Gln

His

245

Ile

Val

Asp

Ser

Phe

325

Ser

vVal

Pro

ES 2900328 T3

His

Cys

Leu

Leu

310

Thr

Asp

Leu

Gly

Phe

Gly

Thr

295

Phe

Leu

Leu

Thr

Leu
375

Ser

Val

280

Asp

vVal

Asn

Arg

val

360

Thr

Lys

265

Pro

Asp

Ala

Leu

Arg

345

Ala

Pro

250

Gly

Leu

Leu

Thr

Asp

330

Ile

Arg

Glu

Asn

Glu

Ser

Arg

315

Glu

Asn

Gln

Gln

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Gln

Glu

Ile

Thr
380

Met

Leu

285

Ala

Leu

Glu

Asn

Tyr

365

Ser

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Pro

Asn

350

Asn

Ala

255

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

335

Pro

Asp

Gly

<213> Toxina de Cholix madura de Vibreo cholerae eliminada en residuo de aminoacidos 581

<400> 81

Val Glu Asp
1

Leu Thr Pro

Ser Asp Val

35

Asn Asp Glu

Ile Thr Ile

Glu

Glu

20

Val

Gln

Gly

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

Asn

Gly

Asp

Asp

Phe

Ile

Lys

Glu

Ile

55

Ala

Phe

Pro

Gly
40

Lys

Thr

Asp

Ile

25

vVal

Asp

Val

208

Glu

10

Gln

Leu

Glu

Arg

Cys

Ser

Tyr

Asp

Ala

Arg

Lys

Tyr

Lys

60

Thr

Ser

Leu

Ser

45

Gly

Arg

Pro

Ser

30

Met

Glu

His

Cys

15

Ile

Thr

Ser

Tyr

Leu

Ser

Ala

His

320

Val

Gly

Tyr

Ala

Ser

Pro

Ile

Ile

Val
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65

Asn

Asn

Ile

Tle

Lys

145

Thr

Ala

Ser

Trp

Cys

225

Gly

val

Ala

Arg

Gln
305

Gln

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Gln

Ile

Arg

Leu

210

Thr

Thr

Glu

Ala

Lys

290

Asn

Asp

Thr

Trp

115

VvVal

Tyr

Gly

Ser

His

195

Val

Leu

Pro

Gln

His

275

Pro

Ile

Ala

Lys

100

Leu

Asp

Ser

Asn

Trp

180

Lys

Pro

Gly

Lys

Arg

260

Arg

Arg

Val

Pro

85

Thr

Val

Glu

Ile

Val

165

Pro

Arg

Met

Asp

val

245

Ile

Val

Asp

Ser

ES 2900328 T3

70

Phe

Tyr

Pro

Leu

Asp

150

Ser

Ser

Trp

Asp

Asn

230

Ile

His

Cys

Leu

Leu
310

Gly

Ser

Ile

Asp

135

Leu

Phe

Val

Ala

Ala

215

Trp

Thr

Phe

Gly

Thr

295

Phe

val

Tyr

Gly

120

Gln

Asp

Ser

Ser

His

200

Ile

Phe

val

Ser

Val

280

Asp

val

Ile

Asn

105

Glu

Gln

Asn

Val

Tyr

185

Trp

Tyr

Gly

Lys

Lys

265

Pro

Asp

Ala

209

His

90

Arg

Asp

Arg

Gln

Thr

170

Lys

His

Asn

Gly

Gln

250

Gly

Leu

Leu

Thr

75

Leu

Lys

Ser

Asn

Thr

155

Arg

Ala

Thr

Tyr

Ser

235

Gly

Asn

Glu

Ser

Arg
315

Asp

Glu

Pro

Tle

140

Leu

Pro

Ala

Gly

Ile

220

Tyr

Ile

Ala

Thr

Cys

300

Ile

Ile

Gly

Ala

125

Tle

Glu

Glu

Gln

Leu

205

Thr

Glu

Glu

Met

Leu

285

Ala

Leu

Thr

Glu

110

Ser

Glu

Gln

His

Lys

130

Ala

Gln

Thr

Gln

Ser

270

Ala

Tyr

Phe

Thr

95

Phe

Ile

Val

Trp

Asn

175

Glu

Leu

Gln

Val

Lys

255

Ala

Arg

Gln

Ser

80

Glu

Ala

Lys

Pro

Lys

160

Ile

Gly

Cys

Asn

Ala

240

Pro

Leu

Ser

Ala

His
320
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Leu

Ala

Met

Val

Gln

385

Cys

Ser

Gly

Leu

Val

465

Asn

His

Glu

Leu

Asn

545

His

Asp

Glu

val

Thr

370

Ala

Val

Gly

val

Thr

450

Ala

Asn

Ala

Tyr

Arg

530

Thr

Ser

Ser

Arg

Thr

355

His

Ala

Ala

Arg

Thr

435

Arg

Ala

Thr

Glu

Gly

515

vVal

Pro

Leu

val

Leu

340

Gln

His

Asp

Ser

Ser

420

Asn

Glu

Gln

Glu

vVal

500

Leu

Tyr

Leu

Pro

Phe

325

Ser

Val

Pro

Ile

Asn

405

Tyr

Trp

Gly

Thr

Asn

485

Ala

Pro

Ile

Glu

Leu
565

ES 2900328 T3

Thr

Asp

Leu

Gly

Leu

390

Asn

Leu

Thr

Tyr

Ile

470

Glu

His

Thr

Pro

Asn

550

Arg

Leu

Leu

Thr

Leu

375

Ser

Asp

Pro

Tyr

val

455

val

Glu

Gly

Arg

Arg

535

Ala

Asn

Asn

Arg

Val

360

Thr

Leu

Gln

Glu

Gln

440

Phe

Asn

Lys

Tyr

Ala

520

Ala

Glu

Glu

Leu

Arg

345

Ala

Pro

Phe

Ala

Asn

425

Glu

Val

Arg

Trp

Ala

505

Glu

Ser

Glu

Ala

210

Asp

330

Ile

Arg

Glu

Cys

Asn

410

Arg

Leu

Gly

Ile

Gly

490

Arg

Arg

Leu

His

Phe
570

Glu

Asn

Gln

Gln

Pro

395

Ile

Ala

Glu

Tyr

Ala

475

Gly

Ile

Asp

Glu

Ile

555

Thr

Gln

Glu

Ile

Thr

380

Asp

Asn

Val

Ala

His

460

Pro

Leu

Lys

Ala

Arg

540

Thr

Gly

Glu

Asn

Tyr

365

Ser

Ala

Ile

Ile

Thr

445

Gly

Val

Tyr

Glu

Arg

525

Phe

Gln

Pro

Pro

Asn

350

Asn

Ala

Asp

Glu

Thr

430

His

Thr

Pro

Val

Gly

510

Gly

Tyr

val

Glu

Glu

335

Pro

Asp

Gly

Lys

Ser

415

Pro

Gln

Asn

Arg

Ala

495

Thr

Val

Arg

Ile

Ser
575

Vval

Gly

Tyr

Ala

Ser

400

Arg

Gln

Ala

His

Gly

480

Thr

Gly

Met

Thr

Gly

560

Ala
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Gly Gly Glu

Ala

Ile

Pro
595

Asp Glu Glu

Tyr
625

<210> 82
<211> 178
<212> PRT

610

Lys

Glu

ES 2900328 T3

Asp Thr Val

580

Ser Thr Ile

Ile

Pro

Ala Val Ala Lys

615

Gly Trp Asp Met Ala

585

Gly Asn Ala Tyr Glu

600

Glu

Gln

Arg Lys Asp Glu Leu Lys

630

<213> Homo sapiens - Interleucina-10

<400> 82

Met

1

Arg

Phe

Ser

Leu

65

Gln

Gln

Gly

Phe

Ala
145

His

Ala

Pro

Arg

50

Leu

Ala

Ala

Glu

Leu

130

Phe

Ser

Ser

Gly

35

Vval

Lys

Leu

Glu

Asn

115

Pro

Asn

Ser

Pro

20

Asn

Lys

Glu

Ser

Asn

100

Leu

Cys

Lys

Ala

Gly

Leu

Thr

Ser

Glu

85

Gln

Lys

Glu

Leu

Leu

Gln

Pro

Phe

Leu

70

Met

Asp

Thr

Asn

Gln
150

Leu

Gly

Asn

Phe

55

Leu

Ile

Pro

Leu

Lys

135

Glu

Cys

Thr

Met

40

Gln

Glu

Gln

Asp

Arg

120

Ser

Lys

Cys

Gln

25

Leu

Met

Asp

Phe

Ile

105

Leu

Lys

Gly

211

Ser Ile Ser

Leu

10

Ser

Arg

Lys

Phe

Tyr

90

Lys

Arg

Ala

Ile

Val

Glu

Asp

Asp

Lys

75

Leu

Ala

Leu

Val

Tyr
155

620

Leu

Asn

Leu

Gln

60

Gly

Glu

His

Arg

Glu

140

Lys

Ile

Glu

605

Thr

Leu

Ser

Arg

45

Leu

Tyr

Glu

val

Arg

125

Gln

Ala

His Ala Val

590

Leu Ala Ile

Lys Pro Pro

Thr

Cys

30

Asp

Asp

Leu

Val

Asn

110

Cys

Val

Met

Gly

15

Thr

Ala

Asn

Gly

Met

95

Ser

His

Lys

Ser

Val

His

Phe

Leu

Cys

80

Pro

Leu

Arg

Asn

Glu
160
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ES 2900328 T3

Phe Asp Ile Phe Ile Asn Tyr Ile Glu Ala Tyr Met Thr Met Lys Ile

Arg Asn

<210> 83
<211> 177
<212> PRT

165

<213> Homo sapiens - Interleucina-19

<400> 83

Met
1

Leu

Asp

Gln

Thr

65

Leu

Asn

Tyr

Cys

Asp

145

Asp

Ala

<210> 84
<211> 176
<212> PRT

Lys

Cys

Met

Ala

50

Leu

Leu

Pro

Met

Arg

130

Gln

Val

Leu

Ser

His

35

Lys

Gln

Ala

Lys

Gln

115

Gln

Leu

Phe

Gln

val

20

His

Asp

Ile

Phe

Ile

100

Lys

Glu

Glu

Leu

Cys

Asp

Ile

Thr

Ile

Tyr

85

Leu

Thr

Ala

vVal

Ala
165

Val

Asn

Glu

Phe

Lys

70

Val

Arg

Leu

Thr

His

150

Trp

Ser

His

Glu

Pro

55

Pro

Asp

Lys

Arg

Asn

135

Ala

Ile

Leu

Gly

Ser

40

Asn

Leu

Arg

Ile

Gln

120

Ala

Ala

Asn

Trp

Leu

25

Phe

Val

Asp

Val

Ser

105

Cys

Thr

Ala

Lys

212

170

Leu

10

Arg

Gln

Thr

Val

Phe

90

Ser

Gln

Arg

Ile

Asn
170

Leu

Arg

Glu

Ile

Cys

75

Lys

Ile

Glu

Val

Lys

155

His

Gly

Cys

Ile

Leu

Cys

Asp

Ala

Gln

Ile

140

Ser

Glu

Thr

Leu

Lys

45

Ser

val

His

Asn

Arg

125

His

Leu

val

Ile

Ile

30

Arg

Thr

Thr

Gln

Ser

110

Gln

Asp

Gly

Met

175

Leu

15

Ser

Ala

Leu

Lys

Glu

95

Phe

Cys

Asn

Glu

Ser
175

Ile

Thr

Ile

Glu

Asn

80

Pro

Leu

His

Tyr

Leu

160

Ser
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ES 2900328 T3

<213> Homo sapiens - Interleucina-20

<400> 84

Met
1

Leu

Cys

Ile

Leu
65

Cys

Asn

Ala

His

Ile
145

Ala

<210> 85
<211>179
<212> PRT

Lys

Leu

Val

Arg

50

Arg

Leu

Tyr

Asn

Met

130

Leu

Leu

Ala

Trp

Ile

35

Gly

Arg

Leu

Gln

Ser

115

Thr

Ser

Gly

Ser

Thr

20

Ala

Ser

Thr

Arg

Thr

100

Phe

Cys

His

Glu

Ser

Pro

Thr

Val

Glu

His

85

Pro

Leu

His

Phe

Leu
165

Leu

Ser

Asn

Gln

Ser

70

Leu

Asp

Thr

Cys

Glu

150

Asp

<213> Homo sapiens - Interleucina-22

<400> 85

Ala

Thr

Leu

Ala

55

Leu

Leu

His

Ile

Gly

135

Lys

Ile

Phe Ser

Gly Leu
25

Gln Glu
40

Lys Asp

Gln Asp

Arg Leu

Tyr Thr

105

Lys Lys

120

Glu Glu

Leu Glu

Leu Leu

Leu

10

Lys

Ile

Gly

Thr

Tyr

90

Leu

Asp

Ala

Pro

Gln
170

Leu

Thr

Arg

Asn

Lys

75

Leu

Arg

Leu

Met

Gln

155

Trp

Ser

Leu

Asn

Ile

60

Pro

Asp

Lys

Arg

Lys

140

Ala

Met

Ala

Asn

Gly

45

Asp

Ala

Arg

Ile

Leu

125

Lys

Ala

Glu

Ala

Leu

30

Phe

Ile

Asn

Val

Ser

110

Cys

Tyr

Val

Glu

Phe

15

Gly

Ser

Arg

Arg

Phe

95

Ser

His

Ser

Val

Thr
175

Tyr

Ser

Glu

Ile

Cys

80

Lys

Leu

Ala

Gln

Lys

160

Glu

Met Ala Ala Leu Gln Lys Ser Val Ser Ser Phe Leu Met Gly Thr Leu

1

5

213

10

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Ala

Ala

Gln

Leu

65

His

Asn

Pro

Leu

vVal

145

Ile

Ala

<210> 86
<211> 207
<212> PRT

Thr

Ala

Pro

50

Ala

Gly

Phe

Tyr

Ser

130

Gln

Lys

Cys

Ser

Pro

35

Tyr

Asp

Val

Thr

Met

115

Thr

Lys

Ala

Ile

Cys

20

Ile

Ile

Asn

Ser

Leu

100

Gln

Cys

Leu

Ile

Leu

Ser

Thr

Asn

Met

85

Glu

Glu

His

Lys

Gly
165

ES 2900328 T3

Leu

Ser

Asn

Thr

70

Ser

Glu

Val

Ile

Asp

150

Glu

<213> Homo sapiens - Interleucina-24

<400> 86

Leu

His

Arg

55

Asp

Glu

Val

Val

Glu

135

Thr

Leu

Met Asn Phe Gln Gln Arg Leu

1

5

Pro Phe Cys Pro Pro Leu Leu

20

Val Leu Pro Cys Leu Gly Phe

35

Leu

Cys

40

Thr

val

Arg

Leu

Pro

120

Gly

Val

Asp

Gln

Ala

Thr
40

Ala

25

Arg

Phe

Arg

Cys

Phe

105

Phe

Asp

Lys

Leu

Ser

Thr
25

Leu

214

Leu

Leu

Met

Leu

Tyr

90

Pro

Leu

Asp

Lys

Leu
170

Leu

Asp

Leu

Ile

75

Leu

Gln

Ala

Leu

Leu

155

Phe

vVal

Lys

Ala

60

Gly

Met

Ser

Arg

His

140

Gly

Met

Leu Trp Thr

10

Gln Gly Gly
30

Ser Asn Phe
45

Lys Glu Ala

Glu Lys Leu

Lys Gln Val
95

Asp Arg Phe
110

Leu Ser Asn
125

Ile Gln Arg

Glu Ser Gly

Ser Leu Arg
175

Leu Ala Ser
15

Ala Ser Gln Met Gln Met

Leu Leu Trp

30

Ser Gln Val
45

Ala

Gln

Ser

Phe

80

Leu

Gln

Arg

Asn

Glu

160

Asn

Arg

Val

Ser
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Gly

Val

65

Met

vVal

Leu

Thr

Phe

145

Phe

Ala

Glu

<210> 87
<211> 171
<212> PRT

Ala

50

vVal

Gln

Leu

Leu

Val

130

val

Ser

Phe

val

Gln

Pro

Ala

Gln

Glu

115

Glu

Leu

Ile

Lys

Asp
195

Gly

Gln

Gln

Asn

100

Phe

Val

Ile

Arg

Gln

180

Ile

Gln

Lys

Asp

85

Val

Tyr

Arg

Val

Asp

165

Leu

Leu

ES 2900328 T3

Glu

Leu

70

Asn

Ser

Leu

Thr

Ser

150

Ser

Asp

Leu

<213> Homo sapiens - Interleucina-26

<400> 87

Met

1

Ser

Tyr

Ala

Leu

Leu

Pro

Ala
50

vVal

Ala

Arg

35

Trp

Asn

Ile

20

Gly

Leu

Phe

Ala

Thr

Lys

Ile

Lys

Leu

Ala

Phe

55

Trp

Ile

Asp

Lys

Leu

135

Gln

Ala

Val

Thr

Leu

His

Ser

Thr
55

His

Glu

Thr

Ala

Thr

120

Lys

Leu

His

Glu

Trp
200

Arg

Lys

Gln

40

Ile

Phe

Ala

Ser

Glu

105

Val

Ser

Gln

Arg

Ala

185

Met

Cys

Gln

25

Ala

Pro

215

Gly

Phe

Ala

90

Ser

Phe

Phe

Pro

Arg

170

Ala

Gln

Gly

10

Ser

Val

Glu

Pro

Trp

75

Arg

Cys

Lys

Ser

Ser

155

Phe

Leu

Lys

Leu

Ser

Asp

Asp

Cys

60

Ala

Leu

Tyr

Asn

Thr

140

Gln

Leu

Thr

Phe

Leu

Phe

Ala

Arg
60

Gln

Val

Leu

Leu

Tyr

125

Leu

Glu

Leu

Lys

Tyr
205

Leu

Thr

Leu

45

Ile

Val

Lys

Gln

Val

110

His

Ala

Asn

Phe

Ala

190

Lys

Val

Lys

30

Tyr

Lys

Lys

Asp

Gln

95

His

Asn

Asn

Glu

Arg

175

Leu

Leu

Thr

15

Ser

Ile

Asn

Gly

Thr

80

Glu

Thr

Arg

Asn

Met

160

Arg

Gly

Leu

Cys

Lys

Ile
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Arg
65

Phe

Leu

Ser

Arg

Gly
145

Ser

<210> 88
<211> 224
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

Leu

Gln

Gln

Leu

Glu

130

Asn

Trp

Leu

Glu

Leu

Arg

115

Met

Lys

Ile

Lys

Gln

Gln

100

Gln

Lys

Gly

Lys

Lys

Leu

85

Gly

Lys

Ser

Ile

Lys
165

ES 2900328 T3

Lys

70

Leu

Cys

Leu

Ile

Tyr

150

Leu

Thr

Ser

Lys

Ser

Thr

135

Lys

Leu

Lys

Phe

Lys

His

120

Arg

Ala

Glu

Lys

Phe

Ile

105

Cys

Met

Ile

Ser

Gln

Met

90

Arg

Ile

Lys

Ser

Ser
170

Phe

75

Glu

Phe

Ser

Arg

Glu

155

Gln

Met

Asp

vVal

Cys

Ile

140

Leu

<223> region variable de la cadena pesada para un anticuerpo anti-TNF-alfa

<400> 88

Glu
1

Ser

Ala

Ser

Glu

65

Leu

val

Leu

Met

Ala

50

Arg

Gln

Gln

Arg

His

35

Ile

Gly

Met

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Phe

Asn

Val

Ser

Val

Trp

Thr

Ser
85

Glu

Cys

Arg

Asn

Ile

70

Leu

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Gly

Ser

25

Pro

His

Asp

Glu

216

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp
90

Leu

Phe

Lys

Asp

Ala

75

Thr

vVal

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Lys

Val

Glu

Ala

125

Phe

Asp

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Asn

Phe

Asp

110

Ser

Tyr

Ile

Pro

Asp

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Cys

Gly

95

Phe

Ser

Arg

Leu

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Gln

80

Gln

His

Ala

Ile

Leu
160

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys



10

15
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Ala

Gln

vVal

Ala
145

Ser

val

Pro

Lys

<210> 89
<211> 214
<212> PRT
<213> Attificial

<220>

<223> region variable de la cadena ligera para un anticuerpo

<400> 89

Asp

1

Asp

Leu

Tyr

Ser
65

Lys

Gly

Phe

130

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro
210

Ile

Arg

Ala

Ala

50

Gly

val

Thr

115

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

195

Ser

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Ser

100

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

180

Ser

Asn

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Tyr

val

Ala

Leu

Gly

165

Ser

Leu

Thr

Thr

Ile

Gln

Thr

Thr

ES 2900328 T3

Leu

Thr

Pro

Val

150

Ala

Gly

Gly

Lys

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp
70

Ser

Val

Ser

135

Lys

Leu

Leu

Thr

Val
215

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Thr

Ser

120

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

200

Asp

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Ala

105

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

185

Thr

Lys

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

217

Ser

Ala

Ser

Phe

Gly

170

Leu

Tyr

Lys

Ser

Ser

Thr

Pro

155

Vval

Ser

Ile

Val

Leu

Thr

Ser

140

Glu

His

Ser

Cys

Glu
220

anti-TNF-alfa

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile
75

Ser

Gly

Pro

Ser

Ser

Asp

Lys

125

Gly

Pro

Thr

val

Asn

205

Pro

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Tyr

110

Gly

Gly

Val

Phe

Val

190

Val

Lys

Ser

Arg

Leu

Phe

Leu

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

175

Thr

Asn

Ser

val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Gly

Ser

Ala

vVal

160

Ala

val

His

Cys

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro
80
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Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

<210> 90

<211> 126
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

vVal

Gly

Val

115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

195

Arg

Ala

Gln

100

Phe

val

Trp

Thr

Thr

180

val

Gly

Thr

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

ES 2900328 T3

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Cys

Vval

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Arg

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Tyr

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Asn

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

<223> region variable de la cadena pesada para un anticuerpo anti-TNF-alfa

<400> 90

Gln

1

Ser

Ala

Ala

val

Leu

Met

Ile
50

Gln

Arg

His

35

Ile

Leu Val Glu Ser Gly Gly

5

Leu Ser Cys Ala Ala Ser

20

25

Trp Val Arg Gln Ala Pro

40

Ser Phe Asp Gly Ser Asn

55

218

Gly Val val

10

Gly Phe Thr

Gly Lys Gly

Lys Ser Ser

60

Arg

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

vVal
205

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Ala

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Tyr

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser

Arg

Tyr

Val

Vval
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Lys Gly Arg Phe
65

Leu Gln Met Asn

Ala Arg Asp Arg
100

Met Asp Val Trp
115

<210> 91
<211> 108
<212> PRT
<213> Attificial

<220>

<223> region variable de la cadena ligera para un anticuerpo

<400> 91

Glu Ile Val Leu
1

Glu Arg Ala Thr
20

Leu Ala Trp Tyr
35

Tyr Asp Ala Ser
50

Ser Gly Ser Gly
65

Glu Asp Phe Ala

Phe Thr Phe Gly
100

<210> 92
<211> 467
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

ES 2900328 T3

Thr Tyr Ser Arg

70

Ser Leu Arg Ala

85

Gly Val Ser Ala

Gly Gln Gly Thr

Thr

Leu

Gln

Asn

Thr

vVal

85

Pro

Gln

Ser

Gln

Arg

Arg

70

Tyr

Gly

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Thr

120

Pro

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Lys

Arg

Glu

Gly

105

Thr

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

val
105

Asn Ser
75

Asp Thr
90

Gly Asn

Val Thr

Lys

Ala

Tyr

vVal

anti-TNF-alfa

Thr Leu
10

Ser Gln

Gln Ala

Ile Pro

Thr Ile
75

Gln Arg
90

Asp Ile

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Ser

Leu

Asn

Val

Tyr

Ser
125

Leu

Val

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Ala

Phe

Tyr

110

Ser

Ser

Ser

Leu

Phe

Leu

Trp

<223> secuencia de aminoacidos de proteina de fusion dimérica TNFR-p75-Fc humana

<400> 92

219

Leu

Tyr

95

Tyr

Pro

15

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Phe
80

Cys

Gly

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Pro
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Leu

Thr

Ser

Ser

Trp

65

Asp

Thr

Arg

Arg

Gly

145

Gln

Val

His

Pro

Pro

225

Asp

Pro

Cys

Lys

Asp

Asn

Gln

Cys

Leu

Pro

130

Thr

Ile

Cys

Leu

Glu

210

Ser

Lys

Ala

Arg

Cys

35

Thr

Trp

Val

Arg

Cys

115

Gly

Phe

Cys

Thr

Pro

195

Pro

Pro

Thr

Gln

Leu

20

Ser

Val

Val

Glu

Pro

100

Ala

Thr

Ser

Asn

Ser

180

Gln

Ser

Pro

His

val

Arg

Pro

Cys

Pro

Thr

85

Gly

Pro

Glu

Asn

vVal

165

Thr

Pro

Thr

Ala

Thr

ES 2900328 T3

Ala

Glu

Gly

Asp

Glu

70

Gln

Trp

Leu

Thr

Thr

150

Val

Ser

val

Ala

Glu

230

Cys

Phe

Tyr

Gln

Ser

55

Cys

Ala

Tyr

Arg

Ser

135

Thr

Ala

Pro

Ser

Pro

215

Gly

Pro

Thr

Tyr

His

40

Cys

Leu

Cys

Cys

Lys

120

Asp

Ser

Ile

Thr

Thr

200

Ser

Ser

Pro

Pro

Asp

25

Ala

Glu

Ser

Thr

Ala

105

Cys

val

Ser

Pro

Arg

185

Arg

Thr

Thr

Cys

220

Tyr

10

Gln

Lys

Asp

Cys

Arg

90

Leu

Arg

Val

Thr

Gly

170

Ser

Ser

Ser

Gly

Pro

Ala

Thr

Val

Ser

Gly

Glu

Ser

Pro

Cys

Asp

155

Asn

Met

Gln

Phe

Asp

235

Ala

Pro

Ala

Phe

Thr

60

Ser

Gln

Lys

Gly

Lys

140

Ile

Ala

Ala

His

Leu

220

Glu

Pro

Glu

Gln

Cys

45

Tyr

Arg

Asn

Gln

Phe

125

Pro

Cys

Ser

Pro

Thr

205

Leu

Pro

Glu

Pro

Met

30

Thr

Thr

Cys

Arg

Glu

110

Gly

Cys

Arg

Met

Gly

130

Gln

Pro

Lys

Leu

Gly

15

Cys

Lys

Gln

Ser

Ile

95

Gly

val

Ala

Pro

Asp

175

Ala

Pro

Met

Ser

Leu

Ser

Cys

Thr

Leu

Ser

80

Cys

Cys

Ala

Pro

His

160

Ala

Val

Thr

Gly

Cys

240

Gly
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Gly

Ile

Glu

His

305

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

385

Trp

Val

Asp

His

Pro
465

<210> 93
<211> 39
<212> PRT
<213> Artificial

Pro

Ser

Asp

290

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

370

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

450

Gly

Ser

Arg

275

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

355

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

435

Ala

Lys

Val

260

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

340

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

420

Arg

Leu

245

Phe

Pro

Val

Thr

Val

325

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

405

Asp

Trp

His

ES 2900328 T3

Leu

Glu

Lys

Lys

310

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

390

Gln

Gly

Gln

Asn

Phe

val

Phe

295

Pro

Thr

vVal

Ala

Arg

375

Gly

Pro

Ser

Gln

His
455

Pro

Thr

280

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

360

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

440

Tyr

Pro

265

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

345

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

425

Asn

Thr

221

250

Lys

Val

Tyr

Glu

His

330

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

410

Leu

val

Gln

Pro

vVal

Val

Gln

315

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

395

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Lys

Val

Asp

300

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

380

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
460

Asp

Asp

285

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

365

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

445

Leu

Thr

270

Val

Val

Ser

Leu

Ala

350

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

430

Ser

Ser

255

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

335

Pro

Gln

Val

val

Pro

415

Thr

val

Leu

Met

His

Val

Tyr

320

Gly

Ile

vVal

Ser

Glu

400

Pro

Val

Met

Ser
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ES 2900328 T3

<220>
<223> secuencia de aminoacidos de péptido agonista de GLP-1 (exenatida)

<400> 93

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Leu Ser Lys Gln Met Glu Glu
1 5 10 15

Glu Ala Val Arg Leu Phe Ile Glu Trp Leu Lys Asn Gly Gly Pro Ser
20 25 30

Ser Gly Ala Pro Pro Pro Ser
35

<210> 94
<211> 33
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de péptido agonista de GLP-1 (Liraglutide)

<400> 94

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 10 15

Gln Ala Ala Lys Glu Glu Phe Ile Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg
20 25 30

Gly

<210> 95
<211> 191
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> hormona de crecimiento humana (somatotropina)

<400> 95

Phe Pro Thr Ile Pro Leu Ser Arg Leu Phe Asp Asn Ala Met Leu Arg
1 5 10 15

Ala His Arg Leu His Gln Leu Ala Phe Asp Thr Tyr Gln Glu Phe Glu
20 25 30

Glu Ala Tyr Ile Pro Lys Glu Gln Lys Tyr Ser Phe Leu Gln Asn Pro
35 40 45

Gln Thr Ser Leu Cys Phe Ser Glu Ser Ile Pro Thr Pro Ser Asn Arg

222
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Glu
65

Leu

Phe

Leu

Glu

Lys

145

Gly

Leu

<210> 96
<211>5
<212> PRT

50

Glu

Leu

Ala

Leu

Asp

130

Phe

Leu

Arg

<213> Artificial

<220>

<223> péptido

<400> 96

<210> 97
<211>10
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido

<400> 97

<210> 98
<211> 15

Thr Gln Gln

Ile Gln Ser
85

Asn Ser Leu
100

Lys Asp Leu
115

Gly Ser Pro

Asp Thr Asn

Leu Tyr Cys
165

Ile Val Gln
180

ES 2900328 T3

Lys

70

Trp

Val

Glu

Arg

Ser

150

Phe

Cys

55

Ser

Leu

Tyr

Glu

Thr

135

His

Arg

Arg

Asn

Glu

Gly

Gly

120

Gly

Asn

Lys

Ser

Leu

Pro

Ala

105

Ile

Gln

Asp

Asp

val
185

60

Glu Leu Leu

75

Arg

Val
90

Gln Phe Leu

Ser Asp Ser Asn

Gln Thr Met

125

Leu

Ile Phe Lys Gln

140

Ala
155

Asp Leu Leu

Met
170

Asp Lys Val

Glu Gly Ser Cys

Gly Gly Gly Gly Ser

1

5

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

1

5

223

10

Ile

Arg

val

110

Gly

Thr

Lys

Glu

Gly
190

Ser

Ser

95

Tyr

Arg

Tyr

Asn

Thr

175

Phe

Leu

80

Vval

Asp

Leu

Ser

Tyr

160

Phe
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<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 98

ES 2900328 T3

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

1

<210> 99
<211>8
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> péptido

<400> 99

<210> 100
<211>4
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> péptido

<400> 100

<210> 101
<211>3
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> péptido

<400> 101

<210> 102
<211>4
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> péptido

<400> 102

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly

1

5

5

10

Ala Ala Pro Phe

1

Gly Gly Phe

1

Ala Ala Pro Val

1
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<210> 103
<211>3
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> péptido

<400> 103

<210> 104
<211>3
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> péptido

<400> 104

<210> 105
<211>3
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 105

<210> 106
<211>3
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 106

<210> 107
<211>4
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> péptido

ES 2900328 T3

Gly Gly Leu
1

Ala Ala Leu
1

Phe Val Arg
1

Val Gly Arg
1
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ES 2900328 T3

<400> 107

Arg Lys Pro Arg
1

<210> 108
<211>5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido X = cualquier aminodcido

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (5)..(5)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 108

Tyr Val Ala Asp Xaa

1 5

<210> 109
<211>5
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> péptido X = cualquier aminodcido

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (2)..(3)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (5)..(5)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 109

Asp Xaa Xaa Asp Xaa

1 5

<210> 110
<211>5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido X = cualquier aminodcido N=0,2,4 06

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (2)..(2)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (5)..(5)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural
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ES 2900328 T3

<400> 110

Arg Xaa Asn Arg Xaa
1 5

<210> 111
<211>5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido X = cualquier aminoacido N =0,2,4 06

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (2)..(2)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (5)..(5)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 111

Lys Xaa Asn Arg Xaa
1 5
<210> 112
<211>6

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido X = cualquier aminodcido

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (6)..(6)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 112

Glu Arg Thr Lys Arg Xaa

1 5

<210> 113
<211>5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido X = cualquier aminodcido

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (5)..(5)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 113

Arg Val Arg Arg Xaa
1 5
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<210> 114
<211>6
<212> PRT
<213> Attificial

<220>

ES 2900328 T3

<223> péptido D = decanoil X = cualquier aminoacido

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (6)..(6)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 114

Asp Arg Val Arg Arg Xaa

1

<210> 115
<211>6
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido X = cualquier aminoacido

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (2)..(2)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (6)..(6)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 115

Pro Xaa Trp Val Pro Xaa

1

<210> 116
<211>4
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> péptido X = cualquier aminoacido

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (4)..(4)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 116

<210> 117
<211>4

Trp Val Ala Xaa

1

228
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ES 2900328 T3

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido X = cualquier aminodcido

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(1)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (3)..(4)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 117

Xaa Phe Xaa Xaa
1

<210> 118
<211>4
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido X = cualquier aminodcido

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(1)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (3)..(4)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 118

Xaa Tyr Xaa Xaa

1

<210> 119
<211>4
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> péptido X = cualquier aminoacido

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(1)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (3)..(4)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 119
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ES 2900328 T3

Xaa Trp Xaa Xaa
1

<210> 120
<211> 16
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<400> 120

Asp Arg Tyr Ile Pro Phe His Leu Leu Val Ala Pro Tyr Ser Pro Ala
1 5 10 15

<210> 121
<211> 15
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> péptido

<400> 121

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Glu Asn Leu Tyr Phe Gln Ser
1 5 10 15

<210> 122
<211> 590
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> secuencia de aminoacidos de una Cholix415-TEV-IL-10 molécula de fusién

<400> 122
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Met

Ser

Pro

Ile

Ile

65

Val

Glu

Ala

Lys

Pro

145

Lys

Ile

Gly

Val

Leu

Gly

Asn

50

Ile

Ser

Asn

Ile

Ile

130

Lys

Thr

Ala

Ser

Glu

Thr

Asp

Asp

Thr

Gln

Gly

Asn

115

Ser

Leu

Gln

Ile

Arg
195

Glu

Pro

20

Val

Glu

Ile

Asp

Thr

100

Trp

Ile

Tyr

Gly

Ser

180

His

Ala

Glu

Val

Gln

Gly

Ala

85

Lys

Leu

Asp

Ser

Asn

165

Trp

Lys

ES 2900328 T3

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu

70

Pro

Thr

Val

Glu

Ile

150

Val

Pro

Arg

Asn

Gly

Asp

Asp

55

Phe

Phe

Tyr

Pro

Leu

135

Asp

Ser

Ser

Trp

Ile

Lys

Glu

40

Ile

Ala

Gly

Ser

Ile

120

Asp

Leu

Phe

Val

Ala
200

Phe

Pro

25

Gly

Lys

Thr

val

Phe

105

Gly

Gln

Asp

Ser

Ser

185

His

231

Asp

10

Ile

Val

Asp

vVal

Ile

90

Asn

Glu

Gln

Asn

Val

170

Tyr

Trp

Glu

Gln

Leu

Glu

Arg

75

Asn

Arg

Asp

Arg

Gln

155

Thr

Lys

His

Cys

Ser

Tyr

Asp

60

Ala

Leu

Lys

Ser

Asn

140

Thr

Arg

Ala

Thr

Arg

Lys

Tyr

45

Lys

Thr

Asp

Glu

Pro

125

Ile

Leu

Pro

Ala

Gly
205

Ser

Leu

Ser

Gly

Arg

Ile

Ser

110

Ala

Ile

Glu

Glu

Gln

190

Leu

Pro

15

Ser

Met

Glu

His

Thr

95

Glu

Ser

Glu

Gln

His

175

Lys

Ala

Cys

Ile

Thr

Ser

Tyr

80

Thr

Phe

Ile

Val

Trp

160

Asn

Glu

Leu
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Cys

Asn

225

Ala

Pro

Leu

Ser

Ala

305

His

Val

Gly

Tyr

Ala

385

Ser

Gly

Gly

Leu

Trp

210

Cys

Gly

Val

Ala

Arg

290

Gln

Ile

Ala

Met

Val

370

Gln

Cys

Gly

Gln

Pro
450

Leu

Thr

Thr

Glu

Ala

275

Lys

Gln

Asp

Glu

vVal

355

Thr

Ala

Val

Gly

Gly

435

Asn

Val

Leu

Pro

Gln

260

His

Pro

Ile

Ser

Arg

340

Ile

His

Ala

Ala

Gly

420

Thr

Met

Pro

Gly

Lys

245

Arg

Arg

Arg

Val

Ile

325

Leu

Gln

His

Asp

Ser

405

Ser

Gln

Leu

ES 2900328 T3

Ile

Asp

230

Ala

Ile

val

Asp

Ser

310

Phe

Asp

val

Pro

Ile

390

Asn

Gly

Ser

Arg

Asp

215

Asn

Ile

His

Cys

Leu

295

Leu

Thr

Asp

Leu

Gly

375

Leu

Ser

Gly

Glu

Asp
455

Ala Ile

Trp Phe

Thr VvVal

Phe Ser
265

Gly Vval
280

Pro Asp

Phe Leu

Leu Asn

Leu Arg
345

Thr Vval
360

Leu Thr

Ser Leu

Asp Gln

Gly Glu

425

Asn Ser
440

Leu Arg

232

Tyr

Gly

Lys

250

Lys

Pro

Asp

Ala

Leu

330

Arg

Ala

Pro

Phe

Ala

410

Asn

Cys

Asp

Asn

Gly

235

Gln

Lys

Leu

Leu

Thr

315

Asp

Ile

Arg

Glu

Cys

395

Asn

Leu

Thr

Ala

Tyr

220

Ser

Gly

Asn

Glu

Ser

300

Arg

Gly

Asn

Gln

Gln

380

Pro

Ile

Tyr

His

Phe
460

Ile

Tyr

Ile

Ala

Thr

285

Cys

Ile

Gln

Glu

Ile

365

Thr

Asp

Asn

Phe

Phe

445

Ser

Thr

Glu

Glu

Met

270

Leu

Ala

Leu

Glu

Asn

350

Tyr

Ser

Ala

Ile

Gln

430

Pro

Arg

Gln

Thr

Gln

255

Glu

Ala

Tyr

Phe

Pro

335

Asn

Asn

Ala

Asp

Glu

415

Ser

Gly

val

Gln

Val

240

Lys

Ala

Arg

Asn

Thr

320

Glu

Pro

Asp

Gly

Lys

400

Ser

Pro

Asn

Lys
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Thr
465

Ser

Glu

Gln

Lys

Glu

545

Leu

Ile

<210> 123
<211> 590
<212> PRT

Phe

Leu

Met

Asp

Thr

530

Asn

Gln

Asn

<213> Artificial

<220>

Phe

Leu

Ile

Pro

515

Leu

Lys

Glu

Tyr

Gln

Glu

Gln

500

Asp

Arg

Ser

Lys

Ile
580

Met

Asp

485

Phe

Ile

Leu

Lys

Gly

565

Glu

ES 2900328 T3

Lys

470

Phe

Tyr

Lys

Arg

Ala

550

Ile

Ala

Asp

Lys

Leu

Ala

Leu

535

val

Tyr

Tyr

Gln

Gly

Glu

His

520

Arg

Glu

Lys

Met

Leu

Tyr

Glu

505

val

Arg

Gln

Ala

Thr
585

Asp

Leu

490

val

Asn

Cys

Val

Met

570

Met

Asn

475

Gly

Met

Ser

His

Lys

555

Ser

Lys

Leu

Cys

Pro

Leu

Arg

540

Asn

Glu

Ile

Leu

Gln

Gln

Gly

525

Phe

Ala

Phe

Arg

Leu

Ala

Ala

510

Glu

Leu

Phe

Asp

Asn
590

<223> secuencia de aminoacidos de una Cholix415-(G4S)3-IL-10 molécula de fusion

<400> 123

Met

1

Ser

Pro

Ile

Ile
65

Val

Leu

Gly

Asn

50

Ile

Glu

Thr

Asp

35

Asp

Thr

Glu

Pro

20

val

Glu

Ile

Ala

Glu

Val

Gln

Gly

Leu

Pro

Leu

Asn

Glu
70

Asn

Gly

Asp

Asp

55

Phe

Ile

Lys

Glu

40

Ile

Ala

Phe

Pro

25

Gly

Lys

Thr

233

Asp

10

Ile

Val

Asp

vVal

Glu

Gln

Leu

Glu

Arg
75

Cys

Ser

Tyr

Asp

60

Ala

Arg

Lys

Tyr

45

Lys

Thr

Ser

Leu

30

Ser

Gly

Arg

Lys

Leu

495

Glu

Asn

Pro

Asn

Ile
575

Pro

15

Ser

Met

Glu

His

Glu

480

Ser

Asn

Leu

Cys

Lys

560

Phe

Cys

Ile

Thr

Ser

Tyr
80
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Val

Glu

Ala

Lys

Pro

145

Lys

Ile

Gly

Cys

Asn

225

Ala

Pro

Leu

Ser

Ala

305

His

Ser

Asn

Ile

Ile

130

Lys

Thr

Ala

Ser

Trp

210

Cys

Gly

Val

Ala

Arg

290

Gln

Ile

Gln

Gly

Asn

115

Ser

Leu

Gln

Ile

Arg

195

Leu

Thr

Thr

Glu

Ala

275

Lys

Gln

Asp

Asp

Thr

100

Trp

Ile

Tyr

Gly

Ser

180

His

val

Leu

Pro

Gln

260

His

Pro

Ile

Ser

Ala

85

Lys

Leu

Asp

Ser

Asn

165

Trp

Lys

Pro

Gly

Lys

245

Arg

Arg

Arg

Vval

Ile
325

ES 2900328 T3

Pro

Thr

Val

Glu

Ile

150

Val

Pro

Arg

Ile

Asp

230

Ala

Ile

Val

Asp

Ser

310

Phe

Phe

Tyr

Pro

Leu

135

Asp

Ser

Ser

Trp

Asp

215

Asn

Ile

His

Cys

Leu

295

Leu

Thr

Gly Val

Ser Phe
105

Ile Gly
120

Asp Gln

Leu Asp

Phe Ser

Val Ser

185

Ala His

200

Ala Ile

Trp Phe

Thr Val

Phe Ser

265

Gly Val

280

Pro Asp

Phe Leu

Leu Asn

234

Ile

90

Asn

Glu

Gln

Asn

Val

170

Tyr

Trp

Tyr

Gly

Lys

250

Lys

Pro

Asp

Ala

Leu
330

Asn

Arg

Asp

Arg

Gln

155

Thr

Lys

His

Asn

Gly

235

Gln

Lys

Leu

Leu

Thr

315

Asp

Leu

Lys

Ser

Asn

140

Thr

Arg

Ala

Thr

Tyr

220

Ser

Gly

Asn

Glu

Ser

300

Arg

Gly

Asp

Glu

Pro

125

Ile

Leu

Pro

Ala

Gly

205

Ile

Tyr

Ile

Ala

Thr

285

Cys

Ile

Gln

Ile

Ser

110

Ala

Ile

Glu

Glu

Gln

190

Leu

Thr

Glu

Glu

Met

270

Leu

Ala

Leu

Glu

Thr

95

Glu

Ser

Glu

Gln

His

175

Lys

Ala

Gln

Thr

Gln

255

Glu

Ala

Tyr

Phe

Pro
335

Thr

Phe

Ile

Vval

Trp

160

Asn

Glu

Leu

Gln

Val

240

Lys

Ala

Arg

Asn

Thr

320

Glu
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Vval

Gly

Tyr

Ala

385

Ser

Gly

Gly

Leu

Thr

465

Ser

Glu

Gln

Lys

Glu

545

Leu

Ile

Ala

Met

Val

370

Gln

Cys

Gly

Gln

Pro

450

Phe

Leu

Met

Asp

Thr

530

Asn

Gln

Asn

Glu

Val

355

Thr

Ala

val

Gly

Gly

435

Asn

Phe

Leu

Ile

Pro

515

Leu

Lys

Glu

Tyr

Arg

340

Ile

His

Ala

Ala

Gly

420

Thr

Met

Gln

Glu

Gln

500

Asp

Arg

Ser

Lys

Ile

580

Leu

Gln

His

Asp

Ser

405

Ser

Gln

Leu

Met

Asp

485

Phe

Ile

Leu

Lys

Gly

565

Glu

ES 2900328 T3

Asp

Val

Pro

Ile

390

Asn

Gly

Ser

Arg

Lys

470

Phe

Tyr

Lys

Arg

Ala

550

Ile

Ala

Asp

Leu

Gly

375

Leu

Ser

Gly

Glu

Asp

455

Asp

Lys

Leu

Ala

Leu

535

Val

Tyr

Tyr

Leu

Thr

360

Leu

Ser

Asp

Gly

Asn

440

Leu

Gln

Gly

Glu

His

520

Arg

Glu

Lys

Met

Arg

345

val

Thr

Leu

Gln

Gly

425

Ser

Arg

Leu

Tyr

Glu

505

Val

Arg

Gln

Ala

Thr

585

235

Arg

Ala

Pro

Phe

Ala

410

Ser

Cys

Asp

Asp

Leu

490

Val

Asn

Cys

Val

Met

570

Met

Ile

Arg

Glu

Cys

395

Asn

Gly

Thr

Ala

Asn

475

Gly

Met

Ser

His

Lys

555

Ser

Lys

Asn

Gln

Gln

380

Pro

Ile

Gly

His

Phe

460

Leu

Cys

Pro

Leu

Arg

540

Asn

Glu

Ile

Glu

Ile

365

Thr

Asp

Asn

Gly

Phe

445

Ser

Leu

Gln

Gln

Gly

525

Phe

Ala

Phe

Arg

Asn

350

Tyr

Ser

Ala

Ile

Gly

430

Pro

Arg

Leu

Ala

Ala

510

Glu

Leu

Phe

Asp

Asn

590

Asn

Asn

Ala

Asp

Glu

415

Ser

Gly

val

Lys

Leu

495

Glu

Asn

Pro

Asn

Ile
575

Pro

Asp

Gly

Lys

400

Ser

Pro

Asn

Lys

Glu

480

Ser

Asn

Leu

Cys

Lys

560

Phe
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién farmacéutica que comprende una molécula de fusion de origen no natural y uno o mas
portadores farmacéuticamente aceptables, formulada para administracién oral a un sujeto, en donde la molécula de
fusién comprende una toxina de Cholix modificada acoplada a una IL-10, en donde la toxina de Cholix no es toxica, y
en donde la molécula de fusién tiene la capacidad de activar un receptor de IL-10;

en donde la toxina de Cholix modificada esta truncada en un residuo de aminoacidos dentro del dominio Il de la
toxina de Cholix; y

en donde la IL-10 es interleucina-10 humana que tiene la secuencia de aminoéacidos expuesta en la SEQ ID NO:
82 o un fragmento o variante de la misma, en donde el fragmento o variante contiene una secuencia de
aminoacidos que comparte una homologia observada de por lo menos aproximadamente el 85% con la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 82.

2. Una composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la toxina de Cholix modificada se
acopla a la IL-10 mediante un conector no escindible.

3. Una composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde el conector no escindible comprende
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 96, SEQ ID NO: 97, SEQ ID NO: 98 0 SEQ ID NO: 99.

4. Una composicion farmacéutica de acuerdo con las reivindicaciones 1-3, en donde la toxina de Cholix modificada
tiene la secuencia de la SEQ ID NO: 3-41.

5. Una composicion farmacéutica de acuerdo con las reivindicaciones 1-4, para su uso en el tratamiento de una
enfermedad inflamatoria.

6. La composicién farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde la enfermedad inflamatoria
es una enfermedad inflamatoria intestinal, psoriasis o sepsis bacteriana.

7. La composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacién 6, en donde la enfermedad inflamatoria
es la enfermedad inflamatoria intestinal.

8. La composicion farmacéutica para uso de acuerdo con la reivindicacion 7, en donde la enfermedad inflamatoria
intestinal es enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, colitis colagenosa, colitis linfocitica, colitis isquémica, colitis de
derivacién, sindrome de Behcet o colitis indeterminada.

9. La composicion farmacéutica de acuerdo con las reivindicaciones 1-4, en donde la IL-10 es interleucina-10
humana que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 82.

10. La composicion farmacéutica de acuerdo con las reivindicaciones 1-4, en donde la IL-10 es un fragmento o
variante de interleucina-10 humana que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 82, en donde
el fragmento o variante contiene una secuencia de amino&cidos que comparte una homologia observada de por lo
menos aproximadamente el 85% con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 82.
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Molécula de Fusién Cholix**-TEV-IL-10

MVEEALNIED
FATVRATRHY
IIEVPKLYSI
LVPIDAIYNY
VPLETLARSR
NPGMVIQVLT
SGGGENLYFQ
GCOALSEMIQ

LOQEKGIYKAM

ECRSPCSLTP
VSQDAPFGVI
DLDNQTLEQW
ITQONCTLGD
KPRDLPDDLS
VARQIYNDYV
SPGOGTQSEN
FYLEEVMPQA
SEFDIFINYI

EPGKPIQSKL
NLDITTENGT
KTQGNVSFESV
NWEGGSYRETV
CAYNAQQIVS
THHPGLTPEQ
SCTHFPGNLP
ENQDPDIKAH

EAYMTMKIRN

SIPGDVVLDE
KTYSEFNRKES
TRPEHNIAIS
AGTPKAITVK
LFLATRILFET
TSAGAQAADT
NMLRDLRDAF
VNSLGENLKT

GVLYYSMTIN
EFAINWLVPI
WPSVSYKAAQ
QGIEQKPVEQ
HIDSIFTLNL
LSLFCPDADK
SRVKTEFFQMK
LRLRLRRCHR

(SEQ ID NO: 122)

Molécula de Fusién Cholix*'*-(G,S)s-IL-10

MVEEALNIFD
FATVRATRHY
ITEVPKLYSI
LVPIDATYNY
VPLETLARSR
NPGMVIQVLT
SGGGGSGGGG
GCQALSEMIQ

LOQEKGIYKAM

ECRSPCSLTP
VSQDAPFGVI
DLDNQTLEQW
ITQONCTLGD
KPRDLPDDLS
VARQIYNDYV
SPGQOGTQSEN
FYLEEVMPQA
SEFDIFINYTI

EPGKPIQSKL
NLDITTENGT
KTQGNVSFESV
NWEGGSYETV
CAYNAQQIVS
THHPGLTPEQ
SCTHFPGNLP
ENQDPDIKAH

EAYMTMKIRN

SIPGDVVLDE
KTYSEFNRKES
TRPEHNIATS
AGTPKAITVK
LFLATRILFET
TSAGAQAADTI
NMLRDLRDAF
VNSLGENLKT

GVLYYSMTIN
EFAINWLVPI
WPSVSYKAAQ
OGIEQKPVEQ
HIDSIFTLNL
LSLFCPDADK
SRVKTFEFFQMK
LRLRLRRCHR

(SEQ ID NO: 123)

FIG. 1
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DEQNDIKDED
GEDSPASIKI
KEGSRHKRWA
RIHF SKKNAM
DGQEPEVAER
SCVASNSDQA
DQLDNLLLKE
FLPCENKSKA

DEQNDIKDED
GEDSPASIKI
KEGSRHKRWA
RIHFSKKNAM
DGQEPEVAER
SCVASNSDQA
DOLDNLLLKE
FLPCENKSKA

KGESIITIGE
SIDELDQQRN
HWHTGLALCW
EALAAHRVCG
LDDLRRINEN
NINIESGGGG
SLLEDFKGYL
VEQVKNAFNK

KGESIITIGE
SIDELDQQRN
HWHTGLALCW
EALAAHRVCG
LDDLRRINEN
NINIESGGGG
SLLEDFKGYL
VEQVKNAFNK
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FIG. 2
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Transporte de Caco-2: ELISA de IL-10
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