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DESCRIPCION

Composicion farmacéutica que comprende arginina desiminasa de unién a albumina para el tratamiento dirigido
del cancer

Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica los derechos de la solicitud provisional de patente US nimero de serie 61/773.214,
presentada el 6 de marzo de 2013 y la solicitud no provisional de patente US numero de serie 14/197.236,
presentada el 5 de marzo de 2014, publicada como el documento US 2014255377 (A1).

Campo técnico

La presente divulgacion describe una proteina de fusion de arginina desiminasa de unién a albumina (AAD) que
ha sido modificada genéticamente para crear un material que presenta una actividad elevada y una semivida in
vivo prolongada. La presente divulgacion describe ademas disefios para la ingenieria de ADN vy proteinas
destinados a crear diferentes proteinas de fusion de AAD. Las proteinas de fusion de AAD pueden aislarse y
purificarse a partir de una fraccion soluble y una fraccién insoluble (cuerpos de inclusién) de las proteinas en bruto.
La presente divulgacion se refiere ademas a composiciones farmacéuticas que contienen arginina desiminasa de
union a albumina para el tratamiento dirigido del cancer (“cancer targeting treatment”) y que curan enfermedades
dependientes de arginina en seres humanos y en otros animales.

Antecedentes de la invencion

La incidencia del cancer pancreatico, cancer de colon, cancer hepatico, melanomay cancer cervical en la poblacion
mundial esta creciendo. Se requieren urgentemente tratamientos eficaces para dichas enfermedades. En muchos
tipos de cancer, entre ellos leucemia, melanoma, cancer pancreatico, cancer de colon, carcinoma de células
renales, cancer de pulmén, cancer de préstata, cancer de mama, cancer cerebral, cancer cervical y cancer
hepatico, las células de cancer son auxotréficas para la arginina, ya que carecen de expresion de argininosuccinato
sintetasa (ASS), convirtiendo a estos canceres en excelentes dianas para la terapia de agotamiento de la arginina.

La arginina es un aminoacido semiesencial para seres humanos y otros mamiferos. Puede sintetizarse a partir de
citrulina mediante un procedimiento en dos etapas mediante los enzimas del ciclo de la urea argininosuccinato
sintasa (ASS) y argininosuccinato liasa (ASL). La arginina puede ser metabolizada en ornitina por el enzima
arginasa, y la ornitina puede ser convertida en citrulina por la ornitina carbamoiltransferasa (OTC) en las
mitocondrias. La citrulina puede utilizarse para sintetizar arginina nuevamente. Las células normales habitualmente
no requieren un suministro exégeno de arginina para el crecimiento debido a la abundante actividad catalitica de
ASS y ASL. En contraste, muchos tipos de canceres no expresan ASS vy, por lo tanto, son auxotréficos para la
arginina. Su crecimiento es dependiente de la arginina obtenida exclusivamente de la circulacién de la sangre. Por
lo tanto, dirigirse (“targeting”) a la arginina circulante mediante el uso de enzimas degradantes de arginina es una
estrategia viable de inhibicion del crecimiento de tumores negativos para ASS [Feun et al., Curr. Pharm. Des.
14:1049-1057 (2008); Kuo et al., Oncotarget. 1:246-251 (2010)]

La arginina puede ser degradada por la arginasa, la arginina descarboxilasa y la arginina desiminasa (ADI). De
entre ellas, la arginina desiminasa (ADI) apraentemente presenta la afinidad mas alta para la arginina (un valor
bajo de Kn). La ADI convierte la arginina en citrulina y amoniaco, los metabolitos del ciclo de la urea. Por desgracia,
so6lo puede observarse ADI en procariotas, por ejemplo, Mycoplasma sp. Existen algunos problemas asociados al
aislamiento y purificacion de ADI a partir de los procariotas. La ADI aislada a partir de Pseudomonas pudita no
consigue mostrar eficacia in vivo debido a su baja actividad enzimatica a pH neutro. La ADI producida a partir de
Escherichia coli es enzimaticamente inactiva y en consecuencia requiere un procedimiento de multiples
desnaturalizaciones y renaturalizaciones, lo que eleva el consiguiente coste de produccion.

Debido a que la ADI nativa se observa en microorganismos, es antigénica y resulta rapidamente lavada de la
circulacion en el paciente. La forma nativa de la ADI es inmundgena tras la inyeccion en la circulaciéon humana con
una semivida corta (~4 horas) e induce anticuerpos neutralizadores [Ensor et al., Cancer Res. 62:5443-5450
(2002); Izzo et al., J. Clin. Oncol. 22:1815-1822 (2004)]. Estas desventajas pueden remediarse mediante
pegilacion. De entre las diversas formas de ADI pegilada, se encontrado que la ADI unida a PEG (peso molecular
de 20,000) mediante succinato de succinimidilo (ADI-PEG 20) es una formulacion eficaz. Sin embargo, la actividad
de ADlI tras la pegilacion se reduce mucho, del orden de 50% [Ensor et al., Cancer Res. 62:5443-5450 (2002)]. Los
intentos anteriores de crear ADI pegilada resultaron en materiales que no eran homogéneos (debido a la union
aleatoria de PEG a residuos de Lys en la superficie de las proteinas) y que ademas resultaban dificiles de
caracterizar y de someter a control de calidad durante el procedimiento de fabricacion. Ademas, PEG es muy caro,
por lo que incrementa mucho el coste de produccién. Tras la inyeccion intravenosa de ADI pegilada in vivo, se
observa la fuga o desprendimiento de PEG libre y la ADI (sin PEG) puede inducir el problema de la
inmunogenicidad. Por lo tanto, existe una necesidad de composiciones mejoradas de tratamiento de cancer, en
particular, composiciones mejoradas de tratamiento de cancer que presenten una actividad y semivida in vivo
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incrementadas.

El documento CN1634995 da a conocer una proteina fusionada (HSA-ADI) de albumina de suero humano (HSA)
y arginina desacilasa de micoplasma, un procedimiento para la preparacion de la mismay la utilizacién de la misma
en la preparacién de medicina para el tratamiento de un tumor, tal como hepatoma.

La patente EP1987636 da a conocer una proteina antitumoral acoplada con un reactivo modificador especifico en
un sitio especifico para superar las deficiencias inherentes de la proteina antitumoral, tal como una elevada
antigenicidad y una semivida corta, y para superar las deficiencias resultantes de un método de modificacion no
especifica, tal como sitios modificados inconsistentes, reconstituidos no homogéneos, actividad significativamente
reducida y calidad dificil de controlar de los productos, y para finalmente ponerla a disposicion para el tratamiento
de tumores y la produccion de medicamentos antitumorales.

NI et al., "Arginine deiminase, a potential anti-tumor drug", CANCER LETTERS, NEW YORK, NY, EE.UU.
(20080107), vol. 261, n° 1, ISSN 0304-3835, paginas 1 a 11, resumen los resultados de la expresion recombinante,
analisis estructural, modificacion con PEG (polietilenglicol), actividades anticancerosas in vivo y estudios clinicos
de la arginina desiminasa (ADI) y, en particular, comentan la expresion heterogénea de la ADI, la evolucion dirigida
para la mejora de las propiedades enzimaticas y la fusion con HSA para conseguir una actividad in vivo
incrementada.

El documento EP2295560 se refiere a arginina desiminasas modificadas que muestran una actividad incrementada
a un pH mas alto, en comparacioén con una arginina desiminasa no modificada, asi como usos de dichos enzimas
para el tratamiento de cancer y neovascularizacién inducida por tumor no deseada en un cancer.

ROLAND E KONTERMANN ED - JIN YONG-SU et al., "Strategies for extended serum half-life of protein
therapeutics", CURRENT OPINION IN BIOTECHNOLOGY, vol. 22, n° 6, ISSN 0958-1669, (2011), paginas 868 a
876, proporcionan una vista general exhaustiva de las estrategias de prolongacion de la semivida, entre ellas las
destinadas a incrementar el volumen hidrodinamico de un farmaco proteico, aunque asimismo las que implementan
procedimientos de reciclado mediados por el receptor neonatal de Fc.

Sumario de la presente divulgacion

En la presente divulgacion, las proteinas de fusion de arginina desiminasa (AAD) de union a albumina presentan
una actividad y semivida en plasma incrementadas con el fin de reducir eficientemente la cantidad de arginina en
las células de cancer. Puede observarse ADI nativa en los microorganismos y es antigénica y resulta rapidamente
lavada de la circulacién en el paciente. La presente divulgacion construye diferentes proteinas de fusion de AAD
con una o dos proteinas de unién a albumina para mantener una actividad elevada con una semivida in vivo mas
larga (por lo menos 5 dias de agotamiento de la arginina después de una inyeccion). En la presente divulgacion,
la proteina de unién a albumina en el producto de proteina de fusion de AAD aparentemente no influye sobre su
actividad enzimatica especifica, sino que por el contrario aparentemente incrementa la semivida en circulacion.
Las actividades especificas de la ADI de tipo salvaje y la proteina de fusién de AAD en la presente divulgacion son
de 8.4y 9.2 U/mg (a pH fisioldgico 7.4), respectivamente.

En su sentido mas amplio, la presente divulgacion proporciona una proteina de fusion de arginina desiminasa de
unién a albumina que comprende una primera parte que comprende uno o dos componentes seleccionados de un
dominio de unién a albumina, un péptido de unién a albumina o una o mas proteinas de unién a albumina
fusionadas con una segunda parte que comprende arginina desiminasa para formar la proteina de fusion de
arginina desiminasa de unioén a albumina, de manera que la proteina de fusion de arginina desiminasa de unién a
albumina conserva la actividad de la arginina desiminasa y asimismo es capaz de unirse a la albumina sérica.

La presente divulgacion se refiere ademas a composiciones farmacéuticas que contienen proteina de fusion de
arginina desiminasa (AAD) de union a albumina para el tratamiento dirigido del cancer en seres humanos y otros
animales. El primer aspecto de la presente divulgacion es construir la proteina de fusion de AAD modificada con
elevada actividad contra las células de cancer. El segundo aspecto de la presente divulgacion es purificar la
proteina de fusién de AAD con alta pureza a partir de fracciones tanto solubles como insolubles de las proteinas
en bruto. El tercer aspecto de la presente divulgacion es prolongar la semivida de la proteina de fusién de AAD ya
que puede unirse a la albumina muy bien en la circulacion. El cuarto aspecto de la presente divulgacion es
proporcionar un método de utilizacion de la composicion farmacéutica que contiene AAD de la presente divulgacion
para el tratamiento de cancer mediante la administracion de dicha composicion en un sujeto que lo necesita que
sufre de diversos tumores, canceres o enfermedades asociadas a tumores o canceres u otras enfermedades
dependientes de arginina.

La proteina de fusion de AAD de la presente divulgacion asimismo se modifica para evitar la disociacion en proteina
de union a albumina y ADI de manera que deviene mas estable y presenta una semivida en circulacion mas
prolongada. La ADI se fusiona con un dominio/péptido/proteina de union a albdmina en un producto de fusion de
AAD para prolongar la semivida en plasma y reducir la inmunogenicidad del producto de fusion. El dominio de
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unién a albumina (DAB) es un péptido que se une a la albumina en la sangre. Existen diferentes variantes de DAB
que muestran afinidades diferentes o mejoradas para la albumina de suero humano (HSA). Pueden construir
diferentes variantes de DAB y pueden fusionarse con la ADI. Al contrario que la ADI natural, esta propiedad de
semivida mas prolongada facilita el agotamiento de la arginina eficientemente en las células cancerosas, células
madre de cancer y/o células progenitoras de cancer.

La composicion farmacéutica que contiene proteina de fusion de AAD puede utilizarse para la inyeccion
intravenosa (i.v.) (para la administracion de accién rapida de la medicacion) y la inyeccion intramuscular (i.m.) (para
la administracion de accién bastante rapida y de duracién prolongada de la medicacion). La aplicacion de proteina
de fusion de AAD en la presente divulgacion puede utilizarse en el tratamiento de diversos canceres, tales como
cancer pancreatico, leucemia, cancer de cabeza y cuello, cancer colorrectal, cancer de pulmoén, cancer de mama,
cancer de prostata, cancer cervical, cancer hepatico, cancer nasofaringeo, cancer esofagico y cancer cerebral. La
presente divulgacion se refiere a proteinas de fusion de AAD, a dichas proteinas de fusiéon de AAD para la
utilizacion en métodos de tratamiento de cancer, para la utilizacion en método de tratamiento y/o inhibicion de la
metastasis de tejido canceroso, y para la utilizacion en métodos de curacion de enfermedades dependientes de la
arginina.

Las proteinas de fusion de AAD de la presente divulgacion asimismo resultan uUtiles en métodos que incluyen la
utilizacion de una combinacién de diferentes farmacos quimioterapicos y/o radioterapia con proteina de fusion de
AAD de la presente divulgacion, proporcionando un efecto sinérgico sobre el tratamiento de cancer.

Sumario de la invenciéon

En una primera forma de realizacion, la presente invencion se refiere a una proteina de fusion de arginina
desiminasa de unién a albumina, en la que dicha proteina de fusion de arginina desiminasa de unién a albumina
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre SEC ID n° 40 y n°® 41.

En una segunda forma de realizacion, la presente invencion se refiere a un método para preparar la proteina de
fusién de arginina desiminasa de union a albumina de la primera forma de realizacién que comprende construir un
gen de fusion codificante de la proteina de fusion de arginina desiminasa de unién a albumina, insertar el gen de
fusién en un vector, insertar el vector en un organismo hospedador y expresar una proteina que incluye la proteina
de fusién de arginina desiminasa de unién a albumina de la primera forma de realizacion.

En una tercera forma de realizacién, la presente invencién se refiere a un método de preparacion de la proteina de
fusion de desiminasa de unién a albumina de la primera forma de realizacion mediante ligadura de proteinas
mediada por inteina entre el dominio de unién a albumina, el péptido de unién a albumina o la proteina o proteinas
de unidn a albumina y la segunda parte que comprende arginina desiminasa.

En una cuarta forma de realizacién, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica para la
utilizacién en el tratamiento de un cancer en un paciente, en el que dicha composicién comprende una cantidad
clinicamente eficaz de la proteina de fusion de arginina desiminasa de unioén a albumina de la primera forma de
realizacién en un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 (comparativa) representa el enfoque de disefio para la construccion de diferentes proteinas de fusion
de AAD con uno o dos dominios/péptidos/proteinas de unién a albumina en estructura tridimensional. Puede
fusionarse uno o dos dominios/péptidos/proteinas de unién a albumina a la ADI para formar la proteina de
fusién de AAD. La posicion del dominio/péptido/proteina de unién a albumina se encuentra lejos del sitio activo
de la ADI. El dominio/péptido/proteina de unién a albumina puede fusionarse con el extremo N y/o el extremo
C de la ADI. La estructura en dicha figura se basa en la estructura de la ADI de Mycoplasma arginini (Protein
Data Bank: 1LXY). (A) ADI nativa, (B) proteina de fusion de AAD con dos ABD o ABD1, (C) proteina de fusion
de AAD con un ABD o ABD1 en el extremo N, (D) proteina de fusion de AAD con un ABD o ABD1 en el extremo
C.

La figura 2 (comparativa) representa la alineacion de secuencias para la ADI en algunas especies bacterianas,
incluyendo Mycoplasma arginini (SEC ID n° 23), Lactococcus lactis (SEC ID n° 24), Bacillus cereus (SEC ID n°
25) y Bacillus licheniformis (SEC ID n°® 26).

La figura 3 representa los disefios y secuencias de aminoacidos para diferentes proteinas de fusion de AAD
originadas a partir de Mycoplasma arginini (en el que A, B, C y D son comparativos y E, segun la invencion) y
proteina de fusion de AAD originada a partir de Bacillus cereus (F, segun la invencion).

La figura 4 (comparativa) representa la creacion de proteina de fusién de AAD en las dos formas de realizacion

(A) y (B) mediante la utilizacion de proteinas de fusion de inteina y ligadura de proteinas expresadas (CBD,
dominio de unién a quitina) bajo los esquemas siguientes: (C) fusion de extremo C-terminal, (D) fusion de
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extremo N-terminal y (E) ligadura de proteinas mediada por inteina.

La figura 5 representa el mapa plasmidico del vector de expresion construido para producir la proteina de fusion
de AAD.

La figura 6 representa (A) el mapa génico, (B) la secuencia de nucleétidos (SEC ID n° 44) y (C) la secuencia
de aminoacidos (SEC ID n° 40) de His-ABD-PoliN-ADI (ADI: la ADI de Mycoplasma arginini)

La figura 7 representa (A) el mapa génico, (B) la secuencia de nucleétidos (SEC ID n° 45) y (C) la secuencia
de aminoacidos (SEC ID n® 41) de His-ABD-PoliN-bcADI (bcADI, la ADI de Bacillus cereus)

La figura 8 representa la expresion y purificacion de la proteina de fusién de AAD: (A) AAD es -90% soluble al
expresarse a 20°C (carriles 2 y 3) y -90% insoluble (cuerpos de inclusion) al expresarse a 37°C (carriles 4 y 5),
(B) la proteina de fusidon de AAD purificada en electroforesis en gel de dodecilsulfato sédico-poliacrilamida
(SDS-PAGE): carril 1, proteina de fusién de AAD purificada (52.8 kDa); carril 2: marcador de peso molecular.

La figura 9 ilustra que la proteina de fusién de AAD agota la arginina eficientemente e inhibe el crecimiento de
diversos tipos de estirpes celulares de cancer humano en estudios de cultivo tisular in vitro, incluyendo el
melanoma humano (A375), el carcinoma de colon humano (HCT116) y el cancer pancreatico humano (Pancl).

La figura 10 representa los resultados de unién a albumina de la proteina de fusion de AAD: (A) gel de
poliacrilamida nativo no desnaturalizante (al 12%) que muestra el incremento en la cantidad de complejo
HSA+AAD al incrementarse la cantidad afiadida de proteina de fusion de AAD (la secuencia de aminoacidos
se representa en la SEC ID n° 36, figura 3A). Las proporciones molares de albumina de suero humano (HSA):
AAD en los carriles 3 a 6 son de 1:1, 1:2, 1:5y 1:15, respectivamente. Los carriles 1 y 2 representan HSA y
AAD en 6 y 30 pmoles, respectivamente; (B) En otro experimento basado en proteina de fusion de AAD (SEC
ID n® 40, figura 3E), una proporcion albumina: AAD de 1:8 resulta suficiente para ligar toda la albumina presente
(carril 5).

La figura 11 es un grafico que representa la respuesta a dosis de la proteina de fusién de AAD sobre los niveles
plasmaticos de arginina en ratones. Una dosis de 100 ug de AAD resulta suficiente para agotar la arginina
plasmatica durante como minimo 5 dias.

Definiciones

La expresion "célula madre de cancer" se refiere a la célula biolégicamente diferente dentro del clon neoplasico
que es capaz de iniciar y sostener el crecimiento tumoral in vivo (es decir, la célula iniciadora de cancer).

Descripcion detallada de la invenciéon

La arginina es un aminoacido semiesencial para seres humanos y otros mamiferos. Puede sintetizarse a partir de
citrulina mediante un procedimiento en dos etapas catalizado por los enzimas del ciclo de la urea argininosuccinato
sintasa (ASS) y argininosuccinato liasa (ASL). La arginina puede ser metabolizada en ornitina por el enzima
arginasa, y la ornitina puede ser convertida en citrulina por la ornitina carbamoiltransferasa (OTC) en las
mitocondrias. La citrulina puede utilizarse para sintetizar arginina nuevamente. Las células normales habitualmente
no requieren un suministro exégeno de arginina para crecer debido a la abundante actividad catalitica de ASS y
ASL. En contraste, muchos tipos de canceres no expresan ASS y, por lo tanto, son auxotréficos para la arginina.
Su crecimiento es exclusivamente dependiente de la arginina en la circulacion. Por lo tanto, dirigirse a la arginina
circulante mediante el uso de enzimas degradantes de arginina es una estrategia viable de inhibicion del
crecimiento de tumores negativos para ASS.

La arginina puede ser degradada por la arginina desiminasa (ADI). La ADI convierte la arginina en citrulina y
amoniaco, los metabolitos del ciclo de la urea. Desafortunadamente, sélo puede observarse ADI en procariotas,
por ejemplo, Mycoplasma sp. Existen muchos problemas asociados al aislamiento y purificacion de arginina
desiminasa a partir de los procariotas. La ADI aislada a partir de Pseudomonas pudita no consigue mostrar
eficacia in vivo debido a su baja actividad enzimatica a pH neutro. La ADI producida a partir de Escherichia coli es
enzimaticamente inactiva y en consecuencia requiere un procedimiento de multiples desnaturalizaciones y
renaturalizaciones, lo que eleva el consiguiente coste de produccion. La semivida en plasma de la forma nativa de
ADI es corta (~4 horas) tras la inyeccidon en la circulacion humana [Ensor et al., Cancer Res. 62:5443-5450
(2002); Izzo et al., J. Clin. Oncol. 22:1815-1822 (2004)]. Estas desventajas pueden remediarse parcialmente
mediante pegilacion. De entre las diversas formas de ADI pegilada, se encontrado que la ADI unida a PEG (peso
molecular de 20,000) mediante succinato de succinimidilo (ADI-PEG 20) es una formulacion eficaz. Sin embargo,
la actividad de ADI tras la pegilacion se reduce en gran medida (en -50%) [Ensor et al., Cancer Res. 62:5443-5450
(2002); Wang et al., Bioconjug. Chem. 17:1447-1459 (2006)]. Ademas, el conector de succinado de succinimidilo
PEG puede hidrolizarse facilmente y desprenderse de la proteina, causando problemas inmundégenos tras un corto
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periodo de uso en el cuerpo. Por lo tanto, existe una necesidad de composiciones mejoradas de tratamiento del
cancer, particularmente composiciones mejoradas de tratamiento del cancer con actividad incrementada.

La ADI aislada a partir de P. pudita no consigui6é mostrar eficacia in vivo debido a que presentaba poca actividad
enzimatica a pH neutro y resultaba rapidamente lavada de la circulacion en los animales experimentales. La ADI
derivada de Mycoplasma arginini se describe en, por ejemplo, Takaku et al, Int. J. Cancer, 51:244-249 (1992) y en
la patente US n° 5.474.928. Sin embargo, un problema asociado a la utilizacién terapéutica de dicha proteina
heterdloga es su antigenicidad. La modificacion quimica de la ADI de Mycoplasma arginina, mediante un grupo de
enlace de cloruro cianurico, con polietilenglicol (PEG) ha sido descrita por Takaku et al., Jpn. J. Cancer Res.,
84:1195-1200 (1993). Sin embargo, la proteina modificada era tdxica al ser metabolizada debido a la liberacion del
cianuro a partir del grupo de enlace de cloruro cianurico. En contraste, incluso para ADI-PEG20, el conector de
PEG puede ser facilmente hidrolizado y desprenderse de la proteina, causando problemas inmundgenos tras un
corto periodo de uso en el cuerpo. Por lo tanto, existe una necesidad de composiciones que degraden aminoacidos
no esenciales y que no presenten los problemas asociados a la técnica anterior.

En muchos tipos de cancer, entre ellos el melanoma, cancer pancreatico, cancer de colon, leucemia, cancer de
mama, cancer prostatico, carcinoma de células renales y cancer hepatico, las células de cancer son auxotréficas
para la arginina ya que carecen de expresion de argininosuccinato sintetasa (ASS), convirtiéndolas en excelentes
dianas para la terapia de agotamiento de arginina. En la presente invencion, las proteinas de fusion de arginina
desiminasa (AAD) de union a albumina presentan una actividad elevada con semividas prolongadas para un
agotamiento eficientes de la arginina en las células de cancer.

El tamafo del mondmero para la ADI es del orden de 45 kDa y existe en forma de dimero (del orden de 90 kDa)
[Das et al., Structure. 12:657-667 (2004)]. Se representa un disefio para la construccion de una proteina de fusion
de AAD, segun la presente divulgacion, en la figura 1 (comparativa). Se fusionan uno o dos
dominios/péptidos/proteinas de unién a albimina con o sin conectores, SEC ID n° 46 a n° 49, a ADI para formar la
proteina de fusiéon de AAD. Cabe sefalar que la seleccion de una o mas dominios/péptidos/proteinas de unioén a
albumina particulares puede llevarse a cabo dependiendo del tipo de tejido de cancer que va a ser la diana, el
tamafio y semivida deseados de la proteina de fusion resultante, y de si se selecciona un dominio o una proteina
completa. Ademas, el material de union a albumina seleccionado puede ser igual o diferente. Es decir, puede
fusionarse una proteinay un péptido, dos proteinas, dos dominios, un dominio y una proteina, etc., con la condicion
de que la molécula resultante conserve la actividad de la ADI y asimismo sea capaz de unirse a la albimina sérica
sin que ninguna parte de la proteina de fusion resulte interferida por otra parte de la proteina de fusion. La posicion
del dominio/péptido/proteina de unién a albumina se encuentra lejos del sitio activo. El dominio/péptido/proteina
de unién a albumina puede fusionarse con el extremo N y/o el extremo C de la ADI. Existen diferentes variantes
de DAB que muestran afinidades diferentes o mejoradas para la albumina de suero humano (HSA). Pueden
construir diferentes variantes de DAB y pueden fusionarse con la ADI. Algunos microorganismos datos de ADI (por
ejemplo, Pseudomonas sp) no pueden ser utilizados debido a su potencial patogenicidad y pirogenicidad. Segun
la presente divulgacion, la fuente de ADI puede ser, aunque sin limitacion de diferentes microorganismos, por
ejemplo, Mycoplasma (por ejemplo, Mycoplasma arginini, Mycoplasma arthritidis, Mycoplasma hominis),
Lactococcus (por ejemplo, Lactococcus lactis), Pseudomonas (por ejemplo, Pseudomonas plecoglossicida,
Pseudomonas putida, Pseudomonas aeruginosa), Steptococcus (por ejemplo Streptococcus pyogenes,
Streptococcus pneumonia, Streptococcus pneumoniae), Escherichia, Mycobacterium (por
ejemplo, Mycobacterium tuberculosis) y Bacillus (por ejemplo, Bacillus licheniformis, Bacillus cereus). Resulta
preferente que la ADI se clone a partir de Mycoplasma arginini, Lactococcus lactis, Bacillus licheniformis, Bacillus
cereus, o cualquier combinacion de los mismos. Segun la presente invencion, la ADI se clona a partir de
Mycoplasma arginine o Bacillus cereus. Sus secuencias de aminoacidos con SEC ID (SEC ID n°23 an®25)yla
alineacion de secuencias para algunas de las secuencias de aminoacidos en la figura 2 (comparativa) se dan a
conocer en la presente memoria y asimismo en la literatura [Das et al., Structure. 12:657-667 (2004); Wang et al.,
Bioconjug. Chem. 17:1447-1459 (2006); Ni et al., Appl. Microbiol. Biotechnol. 90:193-201 (2011)].

El disefio y secuencia de aminoacidos de (A) proteina ADI nativa de Mycoplasma arginini (SEC ID n° 23), (B)
diferentes proteinas de fusion de AAD originadas a partir de ADI de Mycoplasma arginini (SEC ID n° 36 a n® 40) y
(C) diferentes proteinas de fusion de AAD originadas a partir de ADI de Bacillus cereus (SEC ID n° 41) se
representan en la figura 3. Se han construido con éxito diferentes proteinas de fusion de AAD, de entre las que las
proteinas de fusién de AAD originadas a partir de ADI de Mycoplasma arginini (SEC ID n° 40) y proteina de fusion
de AAD originadas a partir de ADI de Bacillus cereus (SEC ID n° 41) son proteinas de fusién segun la primera
forma de realizacion de la presente invencion. Se ha insertado un conector entre la proteina de unién a albumina
y la ADI en la proteina de fusién de AAD en dichas formas de realizacion.

Por otra parte, segun la presente divulgacion, asimismo se ha creado una nueva proteina de fusién de AAD
mediante la utilizacién de proteinas de fusion de inteina y ligadura de las proteinas expresadas (figura 4,
comparativa). La nueva proteina de fusion de AAD puede formarse (1) mediante reaccion de la ADN que presenta
un residuo de cisteina N-terminal con un tioéster reactivo en el extremo C de ABD, o (2) mediante reaccion de ABD
que presenta un residuo de cisteina N-terminal con un tioéster reactivo en el extremo C de la ADI, de manera que
ADI y ABD se unen mediante un enlace covalente. En la figura 4E, la ADI con residuo de cisteina N-terminal
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reacciona con el tioéster reactivo en el extremo C de ABD. La etiqueta tioéster en el extremo C de ABD y una o-
cisteina en el extremo N de la ADI resultan necesarios para facilitar la ligadura de la proteina. Dichos productos se
producen utilizando un vector pTWIN1 (New England Biolabs) siguiendo el manual del fabricante. En patrticular, el
gen codificante de la proteina de fusion ABD-inteina-CBD se sintetiza y se clona en el vector bajo el control del
promotor de T7 para la expresion en E. coli (figura 4C). La proteina de fusion ABD-inteina-CBD producida se une
a la quitina en una columna. La secuencia de aminoacidos de ABD-inteina-CBD (SEC ID n°® 42) se representa en
la figura 4A. Tras la escision inducible con tiol y la elucién a partir de la columna, se obtiene la ABD con tioéster
reactivo en su extremo C (figura 4C). Por otra parte, el gen codificante de la proteina de fusién CBD-inteina-ADI
se sintetiza y se clona en el vector bajo el control del promotor de T7 para la expresion en E. coli (figura 4D). La
proteina de fusion CBD-inteina-ADI producida se une a la quitina en una columna. La secuencia de aminoacidos
de CBD-inteina-ADI (SEC ID n°® 43) se representa en la figura 4B. Tras la escision a pH 7 y 25°C, y la elucion a
partir de la columna, se obtiene la ADI con a-cisteina en su extremo N (figura 4D). Finalmente, la proteina de fusion
de AAD, segun la presente divulgacion, se produce mediante la reaccion de ligadura de proteinas, tal como se
representa en la figura 4E.

Resulta importante, segun la invenciéon, que las proteinas de fusién de AAD puedan producirse y purificarse de
una manera conveniente. Por ejemplo, una proteina de fusién de AAD se expresa y purifica con éxito a partir de
E. coli tanto en la fraccion soluble como en la fraccion insoluble, y se representa este resultado en la figura 8.
Ademas, la figura 8 representa la proteina de fusion de AAD purificada, analizada mediante electroforesis en gel
de dodecilsulfato sédico-poliacrilamida (SDS-PAGE). Se determina que el tamafio de la proteina de fusion de AAD
purificada es de 52.8 kDa.

La composicion farmacéutica de la cuarta forma de realizacion de la presente invenciéon contiene proteina de fusion
de AAD de alta actividad para agotar la arginina en las células tumorales para el tratamiento de cancer. La actividad
especifica de la proteina de fusion de AAD purificada se ha encontrado que es similar a la de la ADI de tipo salvaje.
ICs0 es la concentracién de inhibicidon semimaxima, es decir, representa la concentracion de proteina de fusion de
AAD que resulta necesaria para la inhibicion al 50% de una estirpe de células de cancer. La ICsp es una medida
de la eficacia de un farmaco. La Csp de la proteina de fusién de AAD (la secuencia de aminoacidos se representa
en la SEC ID n° 40, figura 3E) para diferentes estirpes celulares de cancer (melanoma humano, A375 y SK-mel-
28; carcinoma de colon humano, HCT116; cancer pancreatico humano, Pancl, cancer hepatico humano, Sk-hep1;
cancer cervical humano, C33-A) se representa en la tabla 1. La eficacia in vitro de la proteina de fusiéon de AAD
sobre diferentes estirpes celulares de cancer se representa en la figura 9. llustra que la proteina de fusion de AAD
puede eliminar muchos tipos de cancer, entre ellos el melanoma humano, el carcinoma de colon humano y las
estirpes celulares de cancer pancreatico.

Tabla 1
Estirpe celular de cancer ICs0 de AAD (ug/ml)
A375 (melanoma humano) 0.104
SK-mel-28 (melanoma humano) 1.92
Pancl (cancer pancreatico humano) 1
Sk-hep1 (cancer hepatico humano) 10
C-33A (cancer cervical humano) 0.063
HCT116 (carcinoma de colon humano) 1.30

Para el estudio de unién a albimina, los presentes inventores demostraron con éxito que la proteina de fusién de
AAD manipulada puede unirse a la albumina de suero humano (HSA). La figura 10 representa que la proteina de
fusion de AAD (la secuencia de aminoacidos se representa en la SEC ID n° 40, figura 3E) se une a HSA faciimente.
En una proporcion molar de 1:5 o0 1:15, se produce la formacién del complejo HSA-AAD segun el constructo de la
figura 1 utilizando el disefio de la molécula de conector. Se espera que la semivida en circulacion de la proteina de
fusion de AAD en sangre se incremente gracias a la formacion del complejo no covalente HSA-AAD. Por lo tanto,
se ha creado con éxito una version de larga duracion de la proteina de fusion de AAD.

Ningun producto comercial muestra una elevada eficacia en comparacion con la composicion farmacéutica que
contiene proteina de fusién de AAD preparada en la presente invencion. Para el uso en el tratamiento del cancer,
la composicion farmacéutica que contiene proteina de fusion de AAD de la presente invencion sirve como agente
anticanceroso para agotar la arginina en los tejidos tumorales. La proteina de fusion de AAD es un buen candidato
para la utilizacion en combinacién con otros agentes de direccionamiento molecular o citotoxicos.

Ejemplos

Los ejemplos a continuacion se proporcionan mediante la descripcion de formas de realizaciéon especificas de la
presente invencion sin pretender limitar el alcance de la presente invencion en modo alguno.

Varios de los ejemplos, a continuacion, se refieren a métodos de preparacion de una proteina de fusion de arginina
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desiminasa de unién a albumina. Pueden utilizarse diversas técnicas, entre ellas la clonacion y la ligadura de
proteinas mediada por inteina. Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "clonacién" se utiliza
ampliamente y comprende construir un gen de fusion codificante de la proteina de fusion de arginina desiminasa
de unién a albumina, insertar el gen de fusion en un vector, insertar el vector en un organismo hospedador y
expresar una proteina que incluye una proteina de fusidon de arginina desiminasa de unién a albumina. Pueden
llevarse a cabo numerosas variantes de dicha técnica y todavia se encuentran comprendidas dentro de la clonacién
contemplada por la presente invencion.

Ejemplo 1

Construccion del gen codificante de dominio/péptido/proteina de unién a albumina (ABD)

El gen codificante de ABD se construyé mediante dos rondas de PCR. En la primera ronda, la mezcla de reaccion
de PCR (volumen total: 25 pl) contenia los materiales siguientes:

1 x tampodn para PCR iProof (Bio-Rad)

mezcla de dNTP 50 uM

0.5 unidades de ADN polimerasa iProof (Bio-Rad)
10 nM de cada uno de los oligos siguientes:

cebador directo ABD-F1 (SEC ID n® 01):
5'-CATGATGCGAATTCCTTAGCTGAAGCTAAAGTCTTAGCTAACAGAGAACT-3'

cebador inverso ABD-R2 (SEC ID n° 02):
5' -TAGTCACTTACTCCATATTTGTCAAGTTCTCTGTTAGCTAAGACTTTAGC-3'

cebador directo ABD-F3 (SEC ID n® 03):
5-GAACTTGACAAATATGGAGTAAGTGACTATTACAAGAACCTAATCAACAA-3'

cebador inverso ABD-R4 (SEC ID n° 04):
5-TACACCTTCAACAGTTTTGGCATTGTTGATTAGGTTCTTGTAATAGTCAC-3'

cebador directo ABD-F5 (SEC ID n® 05):
5-GCCAAAACTGTTGAAGGTGTAAAAGCACTGATAGATGAAATTTTAGCTGC-3'

cebador inverso ABD-R6 (SEC ID n° 06):
5-AGCTACGATAAGCTTAAGGTAATGCAGCTAAAATTTCATCTATCAGTG-3'

Se utiliz6 el programa de PCR siguiente:
98°C, 30 s; 20 ciclos de {98°C, 10 s; 50°C, 20 s; 72°C, 20 s}.
En la segunda ronda de PCR, la mezcla de PCR (volumen total: 50 pl) contenia los materiales siguientes:
1 x tampodn para PCR iProof (Bio-Rad),
mezcla de los dNTP 50 uM,
1 ul de reactivo de PCR como molde de ADN de la primera ronda,
1 unidad de ADN polimerasa iProof (Bio-Rad),
200 nM de cada uno de los oligos siguientes:

cebador directo ABD-F7 (SEC ID n® 07):
5-CATGATGCGAATTCCTTAGCTGAAGCTAAAGTCTTAGCTAACAGAGAACT-3'

cebador inverso ABD-R8 (SEC ID n° 08):
5-AGCTACGATAAGCTTAAGGTAATGCAGCTAAAATTTCATCTATCAGTG-3'

Se utiliz6 el programa de PCR siguiente:

98°C, 30 s; 35 ciclos de {98°C, 10 s; 60°C, 20 s; 72°C, 20 s}; 72°C, 5 min.
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Se obtuvo un producto de PCR que contenia la secuencia de ADN de ABD (169 pb) y se purificd con un kit de
extraccion en gel de ADN Qiagen para fines de clonacion.

Ejemplo 2A
Construccion del gen de fusion codificante de la proteina de fusion de AAD
En la primera PCR, la mezcla de PCR (volumen total: 50 pl) contenia los materiales siguientes:
1 x tampodn para PCR iProof (Bio-Rad),
mezcla de los dNTP 50 uM,
25 ng de ADN genomico de Mycoplasma arginini,
1 unidad de ADN polimerasa iProof (Bio-Rad),
200 nM de cada uno de los oligos siguientes:

cebador directo ADINde-F (SEC ID n° 09):
5-ATCGATCGATGTCTGTATTTGACAGTAAATTTAAAGG-3'

cebador inverso ADIhis-R (SEC ID n° 10):
5-AGCTAAGGAATTCGCATCATGATGGTGATGGTGGTGGCTACCCCACTTAAC-3'

Se utiliz6 el programa de PCR siguiente:
98°C, 1 min; 35 ciclos de {98°C, 10 s; 50°C, 20 s; 72°C, 40 s}; 72°C, 5 min.
Se obtuvo un producto de PCR de 1280 pb de longitud y se purificé con el kit de extraccion en gel de ADN Qiagen.
Después, se llevo a cabo la segunda PCR. La mezcla de PCR (volumen total: 50 ul) contenia los materiales
siguientes:

1 x tampodn para PCR iProof (Bio-Rad),

mezcla de los dNTP 50 uM,

10 ng del producto de PCR de 1280 pb,

10 ng del producto de PCR de 169 pb,

1 unidad de ADN polimerasa iProof (Bio-Rad),

200 nM de cada uno de los oligos siguientes:

cebador directo ADINde-F (SEC ID n® 11):
5-ATCGATCGATGTCTGTATTTGACAGTAAATTTAAAGG-3'

cebador inverso ABD-R10 (SEC ID n® 12):
5-AGCTACGATAAGCTTAAGGTAATGCAGCTAAAATTTCATCTATCAGTG-3'

Se utiliz6 el programa de PCR siguiente:

98°C, 1 min; 35 ciclos de {98°C, 10 s; 50°C, 20 s; 72°C, 45 s}; 72°C, 5 min.

Se obtuvo un producto de PCR de 1428 pb de longitud y se purificé con el kit de extraccion en gel de ADN Qiagen.
A continuacion, se digirié con los enzimas de restriccion Ndel e Hindlll y se ligd al plasmido pREST A (Invitrogen)
que se habia predigerido con los mismos enzimas. Seguidamente, el producto de ligadura se transformo en células
de E. coli BL21 (DE3). La secuencia del gen de fusién construido se confirmé mediante secuenciacién de ADN.
Ejemplo 2B

Clonacién de His-ABD-PoliN-ADI

La construccion de His-ABD-PoliN-ADI (SEC ID n° 40, en la figura 3E) se llevo a cabo en dos etapas de PCR
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solapante; el fragmento de PCR obtenido de la ultima etapa se insertd en el vector pET3a entre los sitios Ndel y
BamHI. EI mapa génico, la secuencia de nucleétidos y la secuencia de aminoacidos de His-ABD-PoliN-ADI se
representan en la figura 6.

Cebadores implicados en la construccion de His-ABD-PoliN-ADI:

cebador directo hisABDNde-F (SEC ID n® 13):
5-GGAGATATACATATGCATCATCACCATCACCATGATGAAGCCGTGGATG-3'

cebador inverso ABDnn-R1 (SEC ID n° 14):
5-TTGTTATTATTGTTGTTACTACCCGAAGGTAATGCAGCTAAAATTTCATC-3'

cebador inverso ABDn-R2 (SEC ID n® 15):
5-AGAACCGCCGCTACCATTGTTATTATTGTTGTTACTACCCGA-3'

cebador directo ADIn-F (SEC ID n° 16):
5-AATAATAACAATGGTAGCGGCGGTTCTGTATTTGACAGTAAATTTAAAGG-3'

cebador inverso ADIBam-R (SEC ID n°® 17):
5-TAGATCAATGGATCCTTACCACTTAACATCTTTACGTGATAAAG-3'

En la primera ronda de PCR, se prepararon 50 ul de volumen de reaccién que contenia una concentracién conocida
de componentes en dos tubos para PCR. En cada uno de los tubos se mezclé dNTP, tampén iProof (BIO-RAD),
ADN polimerasa iProof (BIO-RAD), cebadores y molde de ADN y se enras6 a 50 pl con ddH»O. El molde de ADN
utilizado en la reaccion era un vector pET3a que contenia el gen de ADI de Mycoplasma arginini con eliminacion
de una mutacion interna del sitio Ndel sin alterar la secuencia proteica del gen ADI.

Los dos tubos de reaccién contenian las mezclas de cebadores de (A) 10 pmoles de hisABDNde-F (SEC ID n° 13),
0.5 pmoles de ABDnn-R1 (SEC ID n° 14) y 10 pmoles de ABDn-R2 (SEC ID n°® 15) y (B) 10 pmoles de ADIn-F (SEC
ID n°16) y 10 pmoles de ADIBam-R (SEC ID n° 17), respectivamente.

El programa de la PCR se configuré segun las etapas recomendadas en el manual, con una temperatura de
hibridacién y extension (tiempo) de 50°C (20 s) y de 72°C (40 s), respectivamente. Los dos productos generados
mediante PCR presentaban un tamafio de 237 pb y 1278 pb. Se extrajeron los productos y se aplicaron como
molde para la siguiente ronda de PCR.

En la segunda etapa solapante, se prepar6 la mezcla de reaccion de una manera similar a la primera ronda,
excepto en que el molde utilizado era la mezcla de 1 pmol del producto de PCR de 237 pb y 1 pmol del producto
de PCR de 1278 pb de la primera ronda de PCR. Los cebadores utilizados se cambiaron a 10 pmoles de
hisABDNde-F (SEC ID n°® 13) y 10 pmoles de ADIBam-R (SEC ID n°® 17).

La temperatura de hibridacion y extension (tiempo) eran de 50°C (20 s) y 72°C (60 s), respectivamente. Se generd
un producto de PCR de un tamafio de 1484 pb a partir de la reaccion. El producto de PCR se purifico y se digirio
con Ndel y BamHI y después se ligoé en el plasmido pET3a predigerido. A continuacion, el producto ligado se
transformé en E. coli BL21 (DE3) para la produccion de proteina recombinante.

Ejemplo 2C

Clonacién de His-ABD-PoliN-bcADI

La construccion de His-ABD-PoliN-bcADI (SEC ID n° 41, en la figura 3E) se llevd a cabo en dos etapas de PCR
solapante; el fragmento de PCR obtenido de la ultima etapa se insert6 en el vector pET3a entre los sitios Ndel y
BamHI. El mapa génico, la secuencia de nucleodtidos y la secuencia de aminoacidos de His-ABD-PoliN-bcADI se
representan en la figura 7.

Cebadores implicados en la construccién de His-ABD-PoliN-bcADI:

cebador directo hisABDNde-F2(SEC ID n° 18):
5-GGAGATATACATATGCATCATCACCATCACCATGATGAAGCCGTGGATG-3'

cebador inverso bcABDnn-R1 (SEC ID n° 19):
5-TTGTTATTATTGTTGTTACTACCCGAAGGTAATGCAGCTAAAATTTCATC-3'

cebador inverso bcABDn-R2 (SEC ID n° 20):
5-TTTACCGCCGCTACCATTGTTATTATTGTTGTTACTACCCGA-3'
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cebador directo bcADIn-F (SEC ID n® 21):
5-AATAATAACAATGGTAGCGGCGGTAAACATCCGATACATGTTACTTCAGA-3'

cebador inverso bcADIBam-R (SEC ID n° 22):
5-TAGATCAATGGATCCCTAAATATCTTTACGAACAATTGGCATAC-3'

En la primera ronda de PCR, se prepararon 50 ul de volumen de reaccién que contenia una concentracion conocida
de componentes en dos tubos para PCR. En cada uno de los tubos se mezclé dNTP, tampdn iProof (BIO-RAD),
ADN polimerasa iProof (BIO-RAD), cebadores y molde de ADN y se enras6 a 50 pl con ddH»O. El molde de ADN
utilizado en la reaccion era un vector pET3a que contenia el gen de ADI de Bacillus cereus con eliminacion de una
mutacion interna del sitio Ndel sin alterar la secuencia proteica del gen ADI.

Los dos tubos de reaccion contenian las mezclas de cebadores de (A) 10 pmoles de hisABDNde-F2 (SEC ID n°
18), 0.5 pmoles de bcABDnn-R1 (SEC ID n°® 19) y 10 pmoles de bcABDn-R2 (SEC ID n° 20) y (B) 10 pmoles de
bcADIn-F (SEC ID n° 21) y 10 pmoles de bcADIBam-R (SEC ID n° 22), respectivamente. El programa de la PCR
se configuré segun las etapas recomendadas en el manual, con una temperatura de hibridacion y extension
(tiempo) de 50°C (20 s) y de 72°C (40 s), respectivamente. Los dos productos generados mediante PCR
presentaban un tamafio de 237 pb y 1250 pb. Se extrajeron los productos y se aplicaron como molde para la
siguiente ronda de PCR.

En la segunda etapa solapante, se prepar6 la mezcla de reaccion de una manera similar a la primera ronda,
excepto en que el molde utilizado era la mezcla de 1 pmol del producto de PCR de 237 pb y 1 pmol del producto
de PCR de 1250 pb de la primera ronda de PCR. Los cebadores utilizados se cambiaron a 10 pmoles de
hisABDNde-F2 (SEC ID n°® 18) y 10 pmoles de bcADIBam-R (SEC ID n° 22).

La temperatura de hibridacion y extension (tiempo) eran de 50°C (20 s) y 72°C (60 s), respectivamente. Se genero
un producto de PCR de un tamafio de 1512 pb a partir de la reaccion. El producto de PCR se purificéd y se digirié
con Ndel y BamHI y después se ligoé en el plasmido pET3a predigerido. A continuacion, el producto ligado se
transformé en E. coli BL21 (DE3) para la produccion de proteina recombinante.

Ejemplo 3
Expresion y purificacion de la proteina de fusion de AAD

Para preparar el cultivo de indculo, se cultivé la cepa E. coli BL21(DE3) portadora del plasmido codificante de la
proteina de fusion de AAD (figura 5) en 5 ml de medio 2xTY, a 30°C, 250 rpm, durante la noche. El cultivo in6culo
de durante la noche (2.5 ml) se afadié a 250 ml de 2xTY, a 37°C, 250 rpm, durante 2.5 h (hasta una DOggo = 0.6-
0.7). Tras alcanzar la DOggo, se afiadio IPTG al cultivo (concentracion final: 0.2 mM). Se continud con el crecimiento
durante 22 horas mas a 20°C y después se recolectaron las células mediante centrifugacion. Se resuspendi6 el
sedimento celular en 25 ml de tampdn de fosfato sédico 10 mM, pH 7.4. Las células se lisaron mediante sonicacion.
La parte soluble se recolecté mediante centrifugacion. A continuacion, la proteina de fusion (que contenia una
etiqueta de His) se purific6 mediante cromatografia de afinidad de niquel. La tabla 2 muestra que la temperatura
de cultivo es un factor importante que afecta la solubilidad de la proteina de fusion de AAD (la secuencia de
aminoacidos se representa en la SEC ID n° 40, figura 3E) obtenida a partir del hospedador de expresion.

Para aislar la fraccion soluble de la proteina de fusién de AAD, el sedimento celular se resuspendié en 25 ml de
tampodn de fosfato sédico 10 mM, pH 7.4. Las células se lisaron mediante sonicacion. La parte soluble se recolectd
mediante centrifugacion. A continuacion, la proteina de fusion de AAD (que contenia una etiqueta de His) se purificd
mediante cromatografia de afinidad de niquel.

Para aislar la fraccion soluble de la proteina de fusién de AAD, el sedimento celular se resuspendié en 25 ml de
tampon de Tris-HCI 20 mM, pH 7.4, Triton X-100 al 1%. Las células se lisaron mediante sonicacién. La parte
insoluble (cuerpos de inclusidon) se recolectdé mediante centrifugacion. La proteina se desplegéd mediante
resuspension en 10 ml de Tris-HCI 20 mM, pH 7.4, HCI de guanidina 6 M, y se agitd con vortex hasta solubilizarse.
La proteina se plegé nuevamente mediante la adicion de solucion de proteina no plegada gota a gota en una
solucion de agitacion rapida de 100 ml de tampon de fosfato sédico 20 mM, pH 7.4. Los materiales insolubles se
eliminaron mediante centrifugacion. La precipitacion salina de la proteina se llevé a cabo mediante la adicion de
polvos sdlidos de sulfato amonico al sobrenadante hasta alcanzar una saturacion de 70%. Se recolecté la parte
insoluble mediante centrifugacion y se resuspendié en 10 ml de tampdn de fosfato sédico 20 mM. A continuacion,
la proteina de fusion de AAD (que contenia una etiqueta de HiS) se purific6 mediante cromatografia de afinidad de
niquel.

TABLA 2
AAD 1 2 3
Temperatura de cultivo (°C) 30 20 37
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Produccién (mg) / 250 ml de cultivo ~0.66 ~12.0 ~7.0
Solubilidad 50% soluble | 90% soluble | 90% cuerpos de inclusiéon
ICs0 (ug/ml) en células A375 0.10 0.68 0.23

Ejemplo 4

Ensayo de actividad enzimatica y cinética enzimatica de la proteina de fusion de AAD

Con el fin de determinar la actividad enzimatica de la ADI de tipo salvaje y la proteina de fusién de AAD en la
presente invencion, se utilizé monoxima de diacetilo (DAM) - tiosemicarbazida (TSC) para la deteccién de citrulina.
se representa la reaccién a continuacion:

L-arginina arginina desiminasa (ADI) o proteina de fusion de AAD L-citrulina + amoniaco

Se llevo a cabo dicho ensayo mediante la adiciéon de muestra a un reactivo de color, que se preparé mediante la
mezcla de solucion acida de cloruro férrico y solucion de DAM-TSC. Brevemente, se incubd el enzima con arginina
20 mM, fosfato sddico 10 mM, pH 7.4, durante 5 min a 37°C. La mezcla de reaccion se calenté a 100°C durante 5
min para revelar el color y se leyé a 540 nm (camino 6ptico=1 cm). Se construyd una curva patron mediante la
utilizacion de diversas concentraciones de citrulina. Una unidad del enzima nativo ADI es la cantidad de actividad
enzimatica que convierte 1 ymol de arginina en 1 pmol de citrulina por minuto a 37°C bajo las condiciones de
ensayo. Las actividades especificas de la ADI de tipo salvaje y la proteina de fusiéon de AAD en la presente
invencion son de 8.4 y 9.2 U/mg (a pH fisioldgico 7.4), respectivamente. Asimismo se determinaron las actividades
especificas para la ADI de tipo salvaje y la proteina de fusion de AAD en un intervalo de pH diferente (pH de 5.5 a
9.5) y el pH 6ptimo se encontraba en 6.5. Por lo tanto, los resultados indican que la proteina de fusion de AAD
agota la arginina eficientemente, ya que la fusién con proteina de unién a albumina no afecta la actividad enzimatica
de la ADI.

La constante de Michaelis, Kn, es la concentracion de sustrato a la que la velocidad de reaccion es semimaxima y
es una medida inversa de la afinidad del sustrato para el enzima. Una K, pequefia indica una afinidad elevada
para el sustrato, y ello significa que la velocidad se aproximara a la velocidad de reaccion maxima con mayor
rapidez. Para la determinacién de la cinética enzimatica o el valor de Kn, se mide la actividad de la ADI de tipo
salvaje y de la proteina de fusion de AAD bajo diferentes concentraciones de sustrato de arginina (2000 uM, 1000
pM, 500 puM, 250 uM, 125 pM, 62.5 uM) a pH 7.4. Los valores medidos de Ky, de la proteina de fusion de AAD
mostrados en la figura 3E (SEC ID n° 40; la proteina ADI se orin6 a partir de Mycoplasma arginini) y la proteina de
fusion de AAD mostrada en la figura 3F (SEC ID n° 41; la proteina ADI se origin6 a partir de Bacillus cereus) eran
de 0.0041 mM y 0.132 mM, respectivamente. Los resultados sugieren que la fusion con ABD no afecta a la afinidad
de unidn de las diferentes proteinas de fusion de AAD a la arginina.

Ejemplo 5
Ensayo de proliferacion celular y eficacia in vitro de la proteina de fusién de AAD sobre estirpes celulares de cancer

Se utilizé el medio de cultivo DMEM para cultivar las estirpes celulares de melanoma humano A375 y SK-mel-28,
de cancer pancreatico humano Pancl y de cancer cervical humano C-33A. Se utilizd6 medio EMEM para cultivar las
estirpes celulares de cancer hepatico SK-hep 1 y de cancer cervical C-33A. Se sembraron células de cancer (2-5
x 10%) en 100 pl de medio de cultivo en los pocillos de placas de 96 pocillos y se incubaron durante 24 h. El medio
de cultivo se sustituyd por medio que contenia diferentes concentraciones de proteina de fusion de AAD. Las
placas se incubaron durante 3 dias adicionales a 37°C en una atmosfera de 95% de aire/5% de CO?2. Se llevd a
cabo un ensayo de MTT para estimar el nimero de células viables en el cultivo siguiendo las instrucciones del
fabricante. La cantidad de enzima necesaria para conseguir una inhibicion de 50% del crecimiento celular se define
como ICsg.

Tal como se representa en la tabla 1 y en la figura 9, los resultados indican que la proteina de fusién de AAD agota
la arginina eficientemente e inhibe el crecimiento de diversos tipos de estirpes celulares de cancer humanas en
estudios de cultivo tisular in vitro. Por ejemplo, el melanoma humano, el carcinoma de colon humano, el cancer
pancreatico humano, el cancer hepatico humano y el cancer cervical humano presentan todos valores bajos de
ICso (ver la tabla 1), ya que estos tipos de cancer resultan todos inhibidos por la proteina de fusién de AAD con
facilidad. Tal como se habia predicho, la proteina de fusiéon de AAD inhibe todos los tipos de cancer que son
dependientes de arginina (por ejemplo, los canceres negativos para ASS).

Ejemplo 6
Determinacion in vivo de la semivida de la proteina de fusién de AAD

En el presente estudio se utilizaron ratones Balb/c (5 a 7 semanas) y se dejé que se aclimatasen durante una
semana antes del experimento. Los ratones (n=3) se separaron en tres grupos y recibieron inyecciones de 0, 100,
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500 o 1000 pg de proteina de fusion de AAD (SEC ID n° 40, figura 3E) en 100 ul de PBS por via intraperitoneal,
respectivamente. Se recogio sangre de cada raton a las 0 h y los dias 1 a 7. Se obtuvieron sueros después de la
centrifugacion. A continuacion, los sueros se desproteinizaron y se analizaron con un analizador de aminoacidos
para la arginina.

Tal como se representa en la figura 11, la proteina de fusion de AAD (SEC ID n° 40, figura 3E), incluso a la dosis
mas baja, de 100 ug, agoto la arginina en plasma eficientemente los dias 1, 3 y 5, sugiriendo que la AAD puede
agotar la argininina in vivo eficientemente durante como minimo 5 dias. El nivel de arginina volvié a la normalidad
gradualmente el dia 6y el dia 7 en todos los grupos de tratamiento.

Ejemplo 7
Eficacia in vivo de la proteina de fusion de AAD sobre xenoinjertos de células de cancer

En el presente estudio se utilizaron ratones Balb/c (5 a 7 semanas) y se dejé que se aclimatasen durante una
semana antes del experimento. Los ratones recibieron inoculaciones por via subcutanea de 2x10° células de
cancer en 100 ul de medio de cultivo fresco. Diez dias después, los ratones fueron separados aleatoriamente en
grupo de control y grupo de tratamiento. El grupo de control recibié 100 yl de PBS y el grupo de tratamiento recibio
100 ul de proteina de fusién de AAD por via intraperitoneal cada semana. Se midié el tamafio tumoral con calibrador
y se calculé el volumen tumoral mediante la utilizacion de la formula: (longitud x anchura?)/2. Se realizaron
extracciones de sangre el dia 5 después de cada tratamiento para la medicién en plasma de la arginina.
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<210>1

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo ABD-F1

<400> 1
catgatgcga attccttage tgaagctaaa gtcttagcta acagagaact 50

<210> 2

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso ABD-R2

<400> 2
tagtcactta ctccatattt gtcaagttct ctgttagcta agactttagc 50
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<210> 3

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo ABD-F3

<400> 3
gaacttgaca aatatggagt aagtgactat tacaagaacc taatcaacaa 50

<210> 4

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso ABD-R4

<400> 4
tacaccttca acagttttgg cattgttgat taggttcttg taatagtcac 50

<210>5

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo ABD-F5

<400> 5
gccaaaactg ttgaaggtgt aaaagcactg atagatgaaa ttttagctge 50

<210> 6

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso ABD-R6

<400> 6
agctacgata agcttaaggt aatgcagcta aaatttcatc tatcagtg 48

<210>7

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo ABD-F7

<400>7
catgatgcga attccttage tgaagctaaa gtcttagcta acagagaact 50

<210> 8

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso ABD-R8

<400> 8
agctacgata agcttaaggt aatgcagcta aaatttcatc tatcagtg 48
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<210>9

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo ADINde-F

<400> 9
atcgatcgat gtctgtattt gacagtaaat ttaaagg 37

<210> 10

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso ADlhis-R

<400> 10
agctaaggaa ttcgcatcat gatggtgatg gtggtggcta ccccacttaa ¢ 51

<210> 11

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo ADINde-F2

<400> 11
atcgatcgat gtctgtattt gacagtaaat ttaaagg 37

<210> 12

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso ABD-R10

<400> 12
agctacgata agcttaaggt aatgcagcta aaatttcatc tatcagtg 48

<210> 13

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso hisABDNde-F

<400> 13
ggagatatac atatgcatca tcaccatcac catgatgaag ccgtggatg 49

<210> 14

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso ABDnn-R1

<400> 14
ttgttattat tgttgttact acccgaaggt aatgcagcta aaatttcatc 50
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<210> 15

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso ABDn-R2

<400> 15
agaaccgccg ctaccattgt tattattgtt gttactaccc ga 42

<210> 16

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo ADIn-F

<400> 16
aataataaca atggtagcgg cggttctgta tttgacagta aatttaaagg 50

<210> 17

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso ADIBam-R

<400> 17
tagatcaatg gatccttacc acttaacatc tttacgtgat aaag 44

<210> 18

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo hisABDNde-F2

<400> 18
ggagatatac atatgcatca tcaccatcac catgatgaag ccgtggatg 49

<210> 19

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso bcABDnn-R1

<400> 19
ttgttattat tgttgttact acccgaaggt aatgcagcta aaatttcatc 50

<210> 20

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso bcABDn-R2

<400> 20
tttaccgecg ctaccattgt tattattgtt gttactaccc ga 42

16



10

15

20

25

30

ES 2909 664 T3

<210> 21

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo bcADIn-F

<400> 21
aataataaca atggtagcgg cggtaaacat ccgatacatg ttacttcaga 50

<210> 22

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso bcADIBam-R

<400> 22
tagatcaatg gatccctaaa tatctttacg aacaattggc atac 44

<210> 23

<211> 410

<212> PRT

<213> Mycoplasma arginini

<400> 23
Met Ser Val Phe Asp Ser Lys Phe Lys Gly Ile His Val
1 5 10

Ile Gly Glu Leu Glu Ser Val Leu Val His Glu Pro Gly
20 25

Asp Tyr Ile Thr Pro Ala Arg Leu Asp Glu Leu Leu Phe
35 40 45

Leu Glu Ser His Asp Ala Arg Lys Glu His Lys Gln Phe
50 55 60

Leu Lys Ala Asn Asp Ile Asn Val Val Glu Leu Ile Asp
65 70 75

Glu Thr Tyr Asp Leu Ala Ser Gln Glu Ala Lys Asp Lys

17

Tyr

Arg

30

Ser

val

Leu

Leu

Ser

15

Glu

Ala

Ala

Val

Ile

Glu

Ile

Ile

Glu

Ala

80

Glu



Glu

Val

Glu

Asp

145

Asp

Tyr

Asn

Lys

Leu

225

Leu

val

Trp

Asn

Glu

305

Ser

Phe

Val

Ile

130

His

Pro

Lys

His

Leu

210

Val

Ala

Ala

Leu

Asp

290

Pro

Ile

Leu

Arg

115

Met

Glu

Phe

val

Pro

195

Ser

val

Lys

Ile

Thr

275

val

Gln

Ile

Glu

100

Asn

Met

Leu

Ala

Arg

180

Lys

Ile

Gly

Asn

Asn

260

Met

Phe

Pro

Asn

85

Asp

Phe

Ala

Ile

Ser

165

Gln

Leu

Glu

val

Ile

245

val

Leu

Lys

Val

Lys
325

Ser

Leu

Gly

Val

150

vVal

Arg

Ile

Gly

Ser

230

Val

Pro

Asp

Phe

Glu

310

Lys

Glu

Lys

Ile

135

Asp

Gly

Glu

Asn

Gly

215

Glu

Ala

Lys

Lys

Trp

295

Asn

Pro

Pro

Ala

120

Thr

Pro

Asn

Thr

Thr

200

Asp

Arg

Asn

Trp

Asp

280

Asp

Gly

val
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Val

105

Lys

Lys

Met

Gly

Leu

185

Pro

val

Thr

Lys

Thr

265

Lys

Tyr

Leu

Leu

90

Leu

Lys

Tyr

Pro

val

170

Phe

Trp

Phe

Asp

Glu

250

Asn

Phe

Asp

Pro

Ile
330

Ser

Thr

Asp

Asn

155

Thr

Ser

Tyr

Ile

Leu

235

Cys

Leu

Leu

Leu

Leu

315

Pro

18

Glu

Ser

Leu

140

Leu

Ile

Arg

Tyr

Tyr

220

Gln

Glu

Met

Tyr

val

300

Glu

Ile

Glu

Arg

125

Gly

Tyr

His

Phe

Asp

205

Asn

Thr

Phe

His

Ser

285

Asn

Gly

Ala

His

110

Glu

Ile

Phe

Tyr

val

190

Pro

Asn

Val

Lys

Leu

270

Pro

Gly

Leu

Gly

95

Lys

Leu

Glu

Thr

Met

175

Phe

Ser

Asp

Thr

Arg

255

Asp

Ile

Gly

Leu

Glu
335

val

Val

Ala

Arg

160

Arg

Ser

Leu

Thr

Leu

240

Ile

Thr

Ala

Ala

Gln

320

Gly
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Ala

Tyr

Lys

His

385

Met

Ser

Leu

Thr

370

Gly

Pro

<210> 24

<211> 410

Gln

Ala

355

Asn

Asn

Leu

<212> PRT
<213> Lactococcus lactis

<400> 24

Met

1

val

Thr

Gln

Glu

65

Ser

Tyr

Met

Asn

Asn

Leu

Met

Lys

50

Thr

Glu

Arg

Pro

Glu
130

Asn

Leu

Lys

35

Glu

Vval

Thr

Pro

Thr

115

Leu

Met

340

Ile

Ala

Gln

Ser

Gly

His

20

Gln

His

Tyr

Lys

Gly

100

Lys

Asp

Glu

Arg

Ala

Leu

Arg
405

Ile

5

Arg

Leu

Asp

Ile

Glu

Arg

Asp

Ile

Ile

Pro

Leu

Ser

390

Lys

Asn

Pro

Leu

Phe

Glu

70

Glu

Thr

Met

Lys

Glu

Gly

Glu

375

Leu

Asp

val

Gly

Phe

Phe

55

Asn

Phe

Tyr

val

Arg
135

Arg

val

360

Ala

Gly

Val

Asn

Ala

Asp

40

Ala

Leu

Leu

Asp

Glu

120

Thr
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Glu

345

vVal

Ala

Met

Lys

Ser

Glu

25

Asp

Gln

Ala

Ser

Gly

105

Lys

Ala

Thr

Ile

Gly

Gly

Trp
410

Glu

10

Val

Ile

Thr

Thr

His

Leu

val

Leu

His

Gly

Ile

Asn
395

Ile

Glu

Pro

Leu

Glu

75

Leu

Thr

Tyr

Ser

19

Phe

Tyr

Lys

380

Ala

Gly

Asn

Tyr

Arg

60

val

Leu

Glu

Ala

Asp
140

Asp

Ser

365

Val

Arg

Lys

Ile

Leu

45

Asp

Phe

His

Tyr

Gly

125

Met

Gly

350

Arg

Leu

Cys

Leu

Thr

30

Lys

Asn

Glu

Glu

Leu

110

Vval

Ala

Thr

Asn

Pro

Met

Lys

15

Pro

Ile

Gly

Lys

Ala

Thr

Arg

Gly

Asn

Glu

Phe

Ser
400

Ser

Asp

Ala

Ala

Ser

80

Gly

Ser

Lys

Ser



Asp

145

Thr

Met

Met

Asn

Thr

225

Gln

Thr

Asp

Gly

Gly

305

Ala

Gly

Ser

Asn

Glu
385

Met

Ala

Arg

Thr

Ala

His

210

Thr

Asn

Val

Thr

Ile

290

Gln

Leu

Ala

Asn

Tyr

370

Ile

Ser

<210> 25

<211> 410
<212> PRT
<213> Bacillus cereus

Glu

Asp

Phe

Asn

195

Thr

val

Leu

Leu

val

275

Met

Asp

Lys

Gly

Thr

355

Val

Leu

Gln

Asn

Pro

Pro

180

His

Thr

Ala

Ala

Ala

260

Phe

Asp

Gly

Lys

Asp

340

Leu

Thr

Ser

Pro

Tyr

Gln

165

Ala

Pro

Arg

Ile

Lys

245

Val

Thr

Gly

Glu

Val

325

Pro

Ala

Val

Ser

Phe

150

Ala

Arg

Arg

Ile

Gly

230

Glu

Glu

Met

Ala

Val

310

Leu

Ile

Ile

Glu

Glu
390

Tyr

Ser

Gln

Phe

Glu

215

Val

Leu

Ile

Ile

Gly

295

Glu

Asn

Ala

Ala

Leu

375

Leu
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Leu Asn Pro

Met Gly Val
170

Pro Glu Ser
185

Lys Asp Thr
200

Gly Gly Asp

Ser Glu Arg

Phe Ala Asn
250

Pro His Asn
265

Asn His Asp
280

Asn Ile Asn

Ile Glu His

Leu Ser Glu
330

Ala Pro Arg
345

Pro Gly Glu
360

Leu Lys Glu

Gly Arg Gly

Leu

155

Gly

Leu

Pro

Glu

Thr

235

Pro

His

Gln

Val

Leu

315

Leu

Glu

Ile

His

Arg
395

Leu Trp Arg Glu Asp Leu
410

405

20

Pro

Met

Ile

Ile

Leu

220

Ser

Leu

Ala

Phe

Phe

300

Thr

Asp

Gln

Val

Gly

380

Gly

Asn

Thr

Thr

Trp

205

Ile

Ser

Ser

Met

Thr

285

Ile

Asp

Leu

Trp

Thr

365

Ile

Gly

Ala

Ile

Glu

190

Arg

Leu

Lys

Thr

Met

270

Val

Leu

Leu

Ile

Asn

350

Tyr

Lys

Ala

Tyr

Asn

175

Tyr

Asp

Asn

Thr

Phe

255

His

Phe

Arg

Lys

Glu

335

Asp

Asp

Vval

Arg

Phe

160

Lys

Val

Arg

Lys

Ile

240

Asp

Leu

Pro

Pro

Ala

320

Cys

Gly

Arg

His

Cys
400



<400> 25

Met

1

val

Tyr

Gln

Glu

65

Lys

Asp

Ser

Glu

His

145

Asp

Glu

Tyr

Lys

Leu

Leu

Lys

50

Val

Leu

val

Asn

Ile

130

Tyr

Pro

Pro

His

His

Leu

Gln

35

Glu

Leu

Arg

Asn

Glu

115

Glu

Pro

Ala

Ala

Pro
195

Pro

Lys

20

Gln

His

Tyr

Glu

Val

100

Glu

Thr

Phe

Ala

Arg

180

Arg

Ile

Arg

Leu

Asp

Leu

Glu

85

Ala

Leu

Ser

Tyr

Ser

165

Arg

Phe

His

Pro

Leu

Tyr

Glu

70

Phe

His

Ile

Lys

Leu

150

val

Arg

Ala

val

Gly

Phe

Phe

55

Lys

val

Gln

Gln

Lys

135

Asp

Gly

Glu

Lys

Thr

Lys

Asp

40

Ala

Leu

Asp

Thr

Lys

120

Thr

Pro

Asp

Ser

His
200

ES 2909 664 T3

Ser

Glu

25

Asp

Gln

Ala

Arg

Leu

105

Ile

His

Met

Gly

Leu

185

Asn

Glu

10

val

Ile

Thr

Ala

Ile

90

Lys

Met

Leu

Pro

Leu

170

Phe

val

Ile

Glu

Pro

Leu

Glu

75

Leu

Glu

Gly

Tyr

Asn

155

Thr

Met

Pro

21

Gly

Asn

Tyr

Arg

60

Ala

Lys

Tyr

Gly

Glu

140

Leu

Ile

Glu

Ile

Glu

Leu

Leu

45

Asn

Leu

Glu

Leu

val

125

Leu

Tyr

Asn

Tyr

Trp
205

Leu

Thr

30

Pro

Arg

val

Gly

Leu

110

Arg

Met

Phe

Lys

Ile

190

Leu

Gln

15

Pro

Ile

Gly

Asp

Gln

Ser

Lys

Glu

Thr

Met

175

Ile

Asp

Thr

Asp

Ile

Val

Lys

80

Ala

Phe

Asn

Asp

Arg

160

Arg

Lys

Arg



10

Asp

Glu

225

Glu

val

Thr

Ile

Ala

305

Ala

Gly

Ser

Asn

Glu

385

Met

Tyr

210

Thr

Arg

Leu

Val

Gln

290

Asp

Leu

Gly

Asn

Tyr

370

vVal

Ser

<210> 26

<211> 413

Lys

Ile

Leu

Ala

Phe

275

Gly

Glu

Lys

Gly

Thr

355

val

Leu

Met

<212> PRT
<213> Bacillus licheniformis

<400> 26
Met Ile Met Thr Thr Pro Ile His Val

1

Phe

Ala

Ala

Ile

260

Thr

Pro

Glu

Glu

Asp

340

Leu

Ser

Ser

Pro

Pro

Ile

Lys

245

Glu

Met

Lys

Thr

Val

325

Val

Ala

Asn

Ser

Ile
405

5

Ile

Gly

230

Asn

Ile

val

Gly

Leu

310

Leu

Ile

Ile

Thr

Glu

390

val

Glu

215

val

Leu

Pro

Asp

Asn

295

Lys

Asp

Ala

Ala

Leu

375

Leu

Arg

Gly

Ser

Phe

Lys

Tyr

280

Met

Ile

Leu

Ser

Pro

360

Leu

Ser

Lys

ES 2909 664 T3

Gly

Ala

Ser

Cys

265

Asp

Asn

Thr

Ser

Ala

345

Gly

Arg

Arg

Asp

Asp

Arg

Arg

250

Arg

Lys

Ile

His

Glu

330

Arg

Val

Glu

Gly

Ile
410

Tyr
10

Glu

Thr

235

Gln

Ala

Phe

Tyr

Arg

315

Leu

Glu

Val

His

Arg
395

Leu

220

Ser

Asn

Phe

Thr

Ile

300

Thr

Val

Gln

Val

Gly

380

Gly

Ile

Ala

Lys

Met

Ile

285

Leu

Ser

Leu

Trp

Thr

365

Ile

Gly

Leu

Lys

Ile

His

270

His

Glu

Leu

Ile

Asn

350

Tyr

Glu

Pro

Asn

Ala

Lys

255

Leu

Pro

Lys

Met

Pro

335

Asp

Asp

Vval

Arg

Glu

Ile

240

Lys

Asp

Ala

Gly

Glu

320

Cys

Gly

Arg

Ile

Cys
400

Ser Glu Ile Gly Pro Leu

22

15



Lys

Pro

Ala

Gly

Asp

Lys

Thr

Lys

Glu

145

Thr

Met

Ile

Asp

Asn

225

Ala

Arg

Thr

Glu

Val

50

Ala

Ala

Ala

Phe

Asn

130

Asp

Arg

Lys

Asn

Arg

210

Glu

Ile

Arg

val

Tyr

35

Gln

Glu

Leu

Asp

Asp

115

Glu

His

Asp

Glu

His

195

Asp

Glu

Glu

val

Met

20

Leu

Lys

val

val

Ile

100

Ala

Leu

Tyr

Pro

Pro

180

His

Phe

Thr

Arg

Leu
260

Leu

Glu

Glu

Leu

Arg

85

Asn

Asp

Glu

Pro

Ala

165

Ala

Pro

Lys

Val

Leu

245

Ala

Lys

Arg

His

Tyr

70

Glu

Gly

Ser

Arg

Phe

150

Ala

Arg

Phe

Ala

230

Val

val

Arg

Leu

Asp

Leu

Gln

Ala

Met

Glu

135

Tyr

Ala

Arg

Phe

Asn

215

Ile

Arg

Glu

Pro

Leu

40

Gln

Glu

Phe

Tyr

Val

120

Lys

Leu

Ile

Arg

Lys

200

Ile

Gly

Asn

Ile

ES 2909 664 T3

Gly Arg
25

Phe Asp

Phe Ala

Lys Leu

Ile Asp
90

Asp Arg
105

Glu Gln

Lys Ser

Asp Pro

Gly Ser
170

Glu Ser
185

Gly His

Glu Gly

Val Ser

Leu Phe

250

Pro Lys
265

Glu

Asp

Glu

Thr

75

Glu

Leu

vVal

His

Met

155

Gly

Leu

Glu

Gly

Glu

235

Gln

Ser

23

Leu

Ile

Thr

60

Ala

Leu

Lys

Met

Leu

140

Pro

Leu

Phe

Ile

Asp

220

Arg

Arg

Arg

Glu

Pro

45

Leu

Glu

Leu

Glu

Ser

125

His

Asn

Thr

Met

Pro

205

Glu

Thr

Gln

Ala

Asn

30

Phe

Lys

Ala

Thr

Phe

110

Gly

Glu

Leu

Ile

Arg

190

vVal

Leu

Thr

Ser

Phe
270

Leu

Leu

Gln

Leu

Glu

95

Leu

Ile

Leu

Tyr

Asn

175

Tyr

Trp

val

Ala

Arg

255

Met

Thr

Pro

Gln

Asp

Ser

Leu

Arg

Met

Phe

160

Lys

Ile

Leu

Leu

Gln

240

Ile

His



10

Leu Asp Thr Val Phe Thr
275

Pro Ala Ile Gln Gly Pro
290

Arg Gly Lys Thr Ala Asp
305 310

Pro Glu Val Leu Lys Arg
325

Phe Cys Gly Gly Gly Asp
340

Asp Gly Ser Asn Thr Leu
355

Asp Arg Asn Tyr Ile Ser
370

Val Ile Glu Ile Pro Ser
385 390

Arg Cys Met Ser Met Pro
405

<210> 27

<211> 409

<212> PRT

<213> Mycoplasma arthritidis

<400> 27

Met Ser Val Phe Asp Ser

1 5

Ile Gly Glu Leu Glu Thr
20

Asp Tyr Ile Thr Pro Ala
35

Leu Glu Ser His Asp Ala
50

Leu Lys Lys Arg Gly Ile
65 70

Met

Glu

295

Glu

Thr

Glu

Ala

Asn

375

Gly

Leu

Lys

Val

Arg

Arg

55

Asn

val

280

Gly

Ile

Leu

Ile

Ile

360

Glu

Glu

Tyr

Phe

Leu

Leu

40

Lys

Val

ES 2909 664 T3

Asp

Asp

His

Gly

Ala

345

Ala

Cys

Leu

Arg

Lys

vVal

25

Asp

Glu

Val

Arg

Met

Thr

Leu

330

Ser

Pro

Leu

Ser

Glu
410

Gly

10

His

Glu

His

Glu

Asp

Arg

Thr

315

Ser

Ala

Gly

Arg

Arg

395

Asp

Ile

Glu

Leu

Lys

Leu
75

24

Gln

Ile

300

Glu

Asp

Arg

val

Glu

380

Gly

val

His

Pro

Leu

Glu

60

val

Phe

285

Phe

Glu

Val

Glu

val

365

Gln

Arg

Lys

val

Gly

Phe

45

Phe

Asp

Thr

Val

His

Asn

Gln

350

Vval

Gly

Gly

Tyr

Lys

30

Ser

Val

Leu

Ile

Leu

Asn

Leu

335

Trp

Thr

Ile

Gly

Ser

15

Glu

Ala

Ala

Ile

His

Glu

Leu

320

Ile

Asn

Tyr

Lys

Pro
400

Glu

Ile

Ile

Glu

Val
80



Glu

Glu

Ala

Glu

Asp

145

Asp

Tyr

Asn

Gly

Leu

225

Leu

vVal

Trp

Asn

Ala

305

Ser

Thr

Phe

val

Tyr

130

Leu

Pro

Lys

His

Leu

210

vVal

Ala

Ala

Leu

Asp

290

Pro

Ile

Tyr

Leu

Lys

115

Met

Glu

Phe

Val

Pro

195

Ser

Vval

Lys

Ile

Thr

275

val

Gln

Ile

Asp

Asp

100

Lys

Ile

Leu

Ala

Arg

180

Lys

Ile

Gly

Asn

Asn

260

Met

Phe

Pro

Gly

Leu

85

Asp

Phe

Ala

Ile

Ser

165

Gln

Leu

Glu

val

Ile

245

Val

Leu

Lys

vVal

Lys

Ala

Ser

Leu

Gly

Val

150

val

Arg

val

Gly

Ser

230

Lys

Pro

Asp

Phe

Asp

310

Lys

Ser

Val

Gln

Ile

135

Asp

Gly

Glu

Asn

Gly

215

Glu

Ala

Lys

Lys

Trp

295

Asn

Pro

Lys

Pro

Ser

120

Thr

Pro

Asn

Thr

Thr

200

Asp

Arg

Asn

Trp

Asp

280

Asp

Gly

Thr

ES 2909 664 T3

Glu

Vval

105

Gln

Lys

Met

Gly

Leu

185

Pro

val

Thr

Lys

Thr

265

Lys

Tyr

Leu

Leu

Ala

Leu

Lys

His

Pro

Val

170

Phe

Trp

Phe

Asp

Glu

250

Asn

Phe

Asp

Pro

Ile

Lys

Ser

Ser

Asp

Asn

155

Thr

Ser

Tyr

Ile

Leu

235

Cys

Leu

Leu

Leu

Leu

315

Pro

25

Glu

Asp

Thr

Leu

140

Leu

Ile

Arg

Tyr

Tyr

220

Gln

Glu

Met

Tyr

Val

300

Glu

Ile

Lys

Glu

Arg

125

Lys

Tyr

His

Phe

Asp

205

Asn

Thr

Phe

His

Ser

285

Asn

Asp

Ala

Leu

His

110

Ser

Ile

Phe

Tyr

Val

190

Pro

Asn

Ile

Lys

Leu

270

Pro

Gly

Leu

Gly

Leu

95

Arg

Leu

Glu

Thr

Met

175

Phe

Ala

Asp

Thr

Arg

255

Asp

Ile

Gly

Leu

Ala

Glu

Ala

val

Ser

Arg

160

Arg

Ser

Glu

Thr

Leu

240

Ile

Thr

Ala

Asp

Lys

320

Gly
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325

Ala Ser Gln Ile Asp Ile
340

Tyr Leu Ala Val Ala Pro
355

Lys Thr Asn Ala Ala Leu
370

Arg Gly Asn Gln Leu Ser
385 390

Met Pro Leu Ser Arg Lys
405

<210> 28

<211> 409

<212> PRT

<213> Mycoplasma hominis

<400> 28

Met Ser Val Phe Asp Ser

1 5

Ile Gly Glu Leu Glu Thr
20

Asp Tyr Ile Thr Pro Ala
35

Leu Glu Ser His Asp Ala
50

Met Lys Asp Arg Gly Ile
65 70

Glu Thr Tyr Asp Leu Ala
85

Thr Phe Leu Glu Glu Thr
100

Ala Val Arg Ala Phe Leu
115

Phe Met Met Ser Gly Ile

Glu

Gly

Glu

375

Leu

Asp

Lys

Val

Arg

Arg

55

Asn

Ser

vVal

Leu

Thr

Arg

Ile

360

Ala

Gly

val

Phe

Leu

Leu

40

Lys

val

Lys

Pro

Ser

120

Lys

ES 2909 664 T3

Glu

345

val

Ala

Met

Lys

Asn

val

25

Asp

Glu

val

Ala

val

105

Lys

Tyr

330

Thr

Ile

Gly

Gly

Gly

10

His

Glu

His

Glu

Ala

20

Leu

Pro

Glu

His

Gly

Ile

Asn
395

Ile

Glu

Leu

Gln

Leu

75

Lys

Thr

Thr

Leu

26

Phe

Tyr

Thr

380

Ala

His

Pro

Leu

Ser

60

Thr

Glu

Glu

His

Gly

Asp

Ala

365

Val

Arg

val

Gly

Phe

45

Phe

Asp

Glu

Ala

Glu

125

val

Gly

350

Arg

Leu

Cys

Tyr

Arg

30

Ser

Vval

Leu

Phe

Asn

110

Met

Glu

335

Thr

Asn

Pro

Met

Ser

15

Glu

Ala

Lys

val

Ile

95

Lys

vVal

Ser

Asn

Glu

Phe

Ser
400

Glu

Ile

Ile

Ile

Ala

80

Glu

Lys

Glu

Glu



Asn

145

Pro

Ile

His

Met

val

225

Ala

Ala

Leu

Asp

Pro

305

Ile

Thr

Leu

Thr

Gly
385

Pro

130

Glu

Phe

val

Pro

Ser

210

val

Lys

Ile

Thr

Vval

290

Gln

Ile

Glu

Ala

Asn
370

Asn

Leu

<210> 29

<211> 411

Leu

Ala

Arg

Lys

195

Ile

Gly

Asn

Asn

Met

275

Phe

Pro

Asn

Met

Ile

355

Ala

Gln

Ser

Ile

Ser

Arg

180

Leu

Glu

vVal

Ile

val

260

Leu

Lys

Gln

Lys

Glu

340

Lys

Ala

Leu

Arg

Val

Val

165

Arg

Val

Gly

Ser

Lys

245

Pro

Asp

Phe

Leu

Glu

325

Ile

Pro

Leu

Ser

Lys
405

Asp

150

Gly

Glu

Lys

Gly

Glu

230

Ala

Lys

Lys

Trp

Asn

310

Pro

Ala

Gly

Lys

Leu
390

Asp

ES 2909 664 T3

135

Pro Met Pro Asn

Asn Gly Val Thr
170

Thr Leu Phe Ala
185

Thr Pro Trp Tyr
200

Asp Val Phe Ile
215

Arg Thr Asp Leu

Asn Lys Glu Val
250

Trp Thr Asn Leu
265

Asn Lys Phe Leu
280

Asp Tyr Asp Leu
295

Gly Leu Pro Leu

Val Leu Ile Pro
330

Arg Glu Thr Asn
345

Leu Val Ile Gly
360

Ala Ala Gly Ile
375

Gly Met Gly Asn

Val Lys Trp

Leu

155

Ile

Arg

Tyr

Tyr

Asp

235

Glu

Met

Tyr

Val

Asp

315

Ile

Phe

Tyr

Thr

140

Tyr

His

Phe

Asp

Asn

220

Thr

Phe

His

Ser

Asn

300

Lys

Gly

Asp

Asp

val
380

Phe

Phe

val

Pro

205

Asn

Ile

Lys

Leu

Pro

285

Gly

Leu

Gly

Gly

Arg

365

Leu

Ala Arg Cys

395

27

Thr

Met

Phe

190

Ala

Glu

Thr

Arg

Asp

270

Ile

Gly

Leu

Ala

Thr

350

Asn

Pro

Met

Arg

Arg

175

Arg

Met

Thr

Leu

Ile

255

Thr

Ala

Ala

Ala

Gly

335

Asn

Glu

Phe

Ser

Asp

160

Tyr

Asn

Lys

Leu

Leu

240

Val

Trp

Asn

Glu

Ser

320

Ala

Tyr

Lys

His

Met
400



<212> PRT

<213> Streptococcus pyogenes

<400> 29

Met

1

Lys

Pro

Asp

Gly

65

Thr

Asn

Ala

Gln

Asp

145

Leu

Leu

Thr

Lys

Asp

Ala

50

Ile

Pro

Ile

Ile

Lys

130

Leu

Tyr

Asn

Ala

Val

Tyr

35

Gln

Glu

Glu

Arg

Glu

115

Ser

Val

Phe

His

Gln

Leu

20

Leu

Lys

val

Ile

Gly

100

Asp

Glu

Glu

Thr

Met
180

Thr Pro

Leu His

Glu Arg

Glu His

Leu Tyr
70

Arg Glu
85

Arg Ala

Asn Gln

Leu Pro

Ser Ser
150

Arg Asp
165

Phe Ser

Ile

Arg

Leu

Asp

55

Leu

Ala

Thr

Glu

Glu

135

Tyr

Pro

Glu

His

Pro

Leu

40

Ala

Glu

Phe

Lys

Leu

120

Ile

Pro

Phe

Thr

ES 2909 664 T3

val

Gly

25

Phe

Phe

Thr

Ile

Lys

105

Ile

Pro

Phe

Ala

Arg
185

Tyr

10

Lys

Asp

Ala

Leu

Asp

20

Ala

Glu

Ala

Ala

Thr

170

Asn

Ser

Glu

Asp

Gln

Ala

75

Glu

Ile

Lys

Ser

Ile

155

Ile

Arg

28

Glu

Ile

Ile

Ala

60

Ala

Tyr

Arg

Thr

Glu

140

Asp

Gly

Glu

Ile

Glu

Pro

45

Leu

Glu

Leu

Glu

Met

125

Lys

Pro

Thr

Thr

Gly

Asn

30

Phe

Arg

Ser

Ser

Leu

110

Ala

Gly

Met

Gly

Leu
190

Lys

15

Leu

Leu

Asp

Leu

Glu

95

Leu

Gly

Leu

Pro

val

175

Tyr

Leu

Met

Glu

Glu

val

80

Ala

Met

Val

Thr

Asn

160

Ser

Gly



Lys

Met

Leu

225

Asp

Leu

Phe

Thr

Tyr

305

Asp

Cys

Gly

Arg

Ile

385

Cys

Tyr

Val

210

val

Ala

Gly

Met

Ile

290

Asp

Leu

Gly

Ser

Asn

370

Lys

Met

<210> 30

<211> 409

Ile

195

Tyr

Leu

Ala

Phe

His

275

His

Asn

Leu

Gly

Asn

355

Thr

Ile

Ser

<212> PRT
<213> Streptococcus pneumonia

Phe

Asp

Ser

Ser

Lys

260

Leu

Pro

Glu

Ala

Asp

340

Thr

Ile

His

Met

Thr

Arg

Lys

Ile

245

Lys

Asp

Glu

Glu

Ala

325

Asn

Leu

Thr

Gly

Pro
405

His

Asn

Asp

230

Glu

Val

Thr

Ile

Leu

310

Asn

Leu

Thr

Asn

Ser

390

Phe

His

Glu

215

Val

Lys

Leu

val

Glu

295

His

Leu

Val

Ile

Ala

375

Glu

Glu

Pro

200

Thr

Leu

Leu

Ala

Phe

280

Gly

Ile

Gly

Ala

Ala

360

Ile

Leu

Arg
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Ile

Thr

Ala

Leu

Phe

265

Thr

Asp

Val

val

Ala

345

Pro

Leu

Val

Glu

Tyr

Arg

Val

val

250

Glu

Met

Leu

Glu

Glu

330

Gly

Gly

Glu

Arg

Asp
410

Gly

Ile

Gly

235

Asn

Phe

Val

Glu

315

Lys

Arg

Val

Ser

Gly

395

Ile

29

Gly

Glu

220

Ile

Ile

Ala

Asp

Val

300

Lys

Val

Glu

Val

Lys

380

Arg

Gly

205

Gly

Ser

Phe

Asn

Tyr

285

Tyr

Gly

Asp

Gln

val

365

Gly

Gly

Lys

Gly

Gln

Lys

Asn

270

Asp

Ser

Asp

Leu

Trp

350

val

Leu

Gly

Vval

Asp

Arg

Gln

255

Arg

Lys

Vval

Leu

Ile

335

Asn

Tyr

Lys

Pro

Pro

Glu

Thr

240

Asn

Lys

Phe

Thr

Ala

320

Arg

Asp

Asn

Leu

Arg
400



<400> 30

Met

1

Lys

Asp

Ala

Ile

65

Pro

Ile

Ile

Lys

Leu

145

Tyr

Asn

Tyr

Tyr

Leu

225

Ala

Ser

Val

Tyr

Gln

50

Glu

Glu

Arg

Lys

val

130

Val

Phe

His

Ile

Asn

210

Ser

Ser

Ser

Met

Leu

35

Lys

val

Ile

Asp

Asp

115

Glu

Glu

Thr

Met

Phe

195

Arg

Lys

Ile

His

Leu

20

Glu

Glu

Leu

Arg

Arg

100

Asn

Leu

Ser

Arg

Phe

180

Lys

Glu

Asp

Glu

Pro

His

Arg

His

Tyr

Asp

85

Gln

Gln

Pro

Asp

Asp

165

Ala

Tyr

Glu

Val

Lys
245

Ile

Arg

Leu

Asp

Leu

70

Gln

Thr

Glu

Glu

Tyr

150

Pro

Asp

His

Asp

Leu

230

Leu

Gln

Pro

Leu

Ala

55

Glu

Phe

Lys

Leu

Ile

135

Pro

Phe

Thr

Pro

Thr

215

Ala

Leu

Val

Gly

Phe

40

Phe

Gln

Ile

vVal

vVal

120

Pro

Phe

Ala

Arg

Ile

200

Arg

Val

val

ES 2909 664 T3

Phe Ser
10

Lys Glu
25

Asp Asp

Ala Gln

Leu Ala

Glu Glu

90

Ala Ile
105

Glu Lys

Asp Glu

Ala Ile

Thr Ile

170

Asn Arg

185

Tyr Gly

Ile Glu

Gly Ile

Asn Ile
250

Glu

Leu

Ile

Ala

Ala

75

Tyr

Arg

Thr

Ala

Asp

155

Gly

Glu

Gly

Gly

Ser

235

Phe

30

Ile

Glu

Pro

Leu

60

Glu

Leu

Glu

Met

Lys

140

Pro

Asn

Thr

Lys

Gly

220

Gln

Lys

Gly

Asn

Phe

45

Arg

Ser

Asp

Leu

Ala

125

Asp

Met

Ala

Leu

Val

205

Asp

Arg

Lys

Lys

Leu

30

Leu

Asp

Leu

Glu

Leu

110

Gly

Leu

Pro

val

Tyr

190

Asp

Glu

Thr

Asn

Leu

15

Leu

Glu

Glu

Thr

Ala

95

His

Ile

Thr

Asn

Ser

175

Gly

Leu

Leu

Asp

val
255

Lys

Pro

Asp

Gly

Ser

80

Asn

Gly

Gln

Asp

Leu

160

Leu

Lys

Val

Val

Ala

240

Gly
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Phe Lys Lys Val Leu Ala Phe
260

His Leu Asp Thr Val Phe Thr
275

His Pro Glu Ile Glu Gly Asp
290 295

Asn Glu Lys Leu Lys Ile Val
305 310

Leu Ala Gln Asn Leu Gly Val
325

Gly Gly Asn Ile Val Ala Ala
340

Asn Thr Leu Thr Ile Ala Pro
355

Thr Val Thr Asn Lys Ile Leu
370 375

Ile Arg Gly Ser Glu Leu Val
385 390

Ser Met Pro Phe Glu Arg Glu
405

<210> 31

<211> 402

<212> PRT

<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 31

Met Gly Val Glu Leu Gly Ser

1 5

Val Ile Leu His Arg Pro Gly
20

Asn Thr Asp Gln Leu Leu Phe
35

Gln Asp Glu His Asp Glu Phe
50 55

Glu

Met

280

Leu

Glu

Glu

Ala

Gly

360

Glu

Arg

Glu

Asn

Ala

Asp

40

Ala

ES 2909 664 T3

Phe

265

val

His

Glu

Lys

Arg

345

Val

Glu

Gly

val

Ser

Glu

25

Gly

Glu

Ala

Asp

val

Lys

Val

330

Glu

Val

Tyr

Arg

Glu

10

Leu

Leu

Leu

Asn

Tyr

Tyr

Gly

315

His

Gln

Val

Gly

Gly
395

Val

Arg

Pro

Leu

31

Asn

Asp

Ser

300

Asp

Leu

Trp

Val

Leu

380

Gly

Gly

Arg

Trp

Ala
60

Arg

Lys

285

Val

Leu

Ile

Asn

Tyr

365

Arg

Pro

Ala

Leu

val

45

Ser

Lys

270

Phe

Thr

Ala

Arg

Asp

350

Asp

Leu

Arg

Leu

Thr

30

Ser

Arg

Phe

Thr

Tyr

Glu

Cys

335

Gly

Arg

Ile

Cys

Arg

15

Pro

Arg

Gly

Met

Ile

Glu

Leu

320

Gly

Ser

Asn

Lys

Met
400

val

Arg

Ala

Ala



Glu

65

Gly

Leu

Asp

Glu

His

145

Thr

Leu

Tyr

Arg

Val

225

Ala

Ala

Cys

Asp

Ile
305

Val

Ala

Gly

Pro

Leu

130

His

Arg

Ala

Ala

Thr

210

vVal

Leu

val

Thr

Thr

290

Gly

Leu

Ala

Leu

Gly

115

Pro

Gly

Asp

Leu

His

195

Ala

Ala

Ala

Pro

Met

275

Leu

Asp

Leu

Arg

Pro

100

Arg

Ser

Gly

Ser

Arg

180

His

Pro

Vval

Arg

Ile

260

val

Glu

Ala

Leu

Met

85

Leu

Leu

Asp

Asp

Ser

165

Ala

Pro

Vval

Gly

Ser

245

Ala

Asp

Ala

Ala

Ser

70

Gln

Ala

Ala

Thr

Phe

150

Ile

Arg

Arg

Glu

Val

230

Leu

Gln

Thr

Phe

Pro
310

Asp

Gly

Gln

His

Arg

135

Val

Trp

Val

Phe

Gly

215

Gly

Phe

Gln

Asp

Thr

295

Phe

Leu

Ile

Glu

val

120

Thr

Ile

Ile

Arg

Thr

200

Gly

Glu

Asp

Arg

Thr

280

Ile

Ala

ES 2909 664 T3

Leu

Ala

Leu

105

Leu

Asp

Glu

Gly

Glu

185

Gly

Asp

Arg

Asp

Ala

265

Met

Gln

Glu

Thr

Ala

20

Ser

Thr

val

Pro

Pro

170

Ala

Val

Val

Thr

Asp

250

Gln

val

Arg

Ala

Glu

75

Ala

Ala

Ala

Ser

Leu

155

Arg

Ser

Arg

Leu

Thr

235

Leu

Met

Met

Thr

Ala
315

32

Ala

Val

Tyr

Gly

Leu

140

Pro

Vval

Leu

Arg

Leu

220

Pro

Ala

His

Tyr

Pro

300

Ala

Leu

Asp

Leu

Met

125

val

Asn

Val

Thr

Ala

205

Leu

Ala

His

Leu

Ala

285

Asp

Lys

His

Ala

Arg

110

Thr

Leu

Leu

Ile

Asp

190

Tyr

Ala

Gly

Thr

Asp

270

Asn

Gly

Ala

His

Pro

95

Ser

Phe

Arg

val

Pro

175

Leu

Glu

Pro

Ala

Val

255

Thr

val

Vval

Met

Ser

80

Arg

Leu

Asn

Met

Phe

160

Ser

Ile

Ser

Gly

Glu

240

Leu

val

Vval

Thr

Gly
320
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Ile Asp Lys Leu Arg Val Ile His
325

Glu Arg Glu Gln Trp Asp Asp Gly
340

Gly Val Val Val Ala Tyr Glu Arg
355 360

Gln Asp Ala Gly Ile Glu Val Leu
370 375

Thr Gly Arg Gly Gly Pro Arg Cys

385 390

Pro Leu

<210> 32

<211> 417

<212> PRT

<213> Pseudomonas plecoglossicida

<400> 32

Met Ser Thr Glu Lys Gln Lys Tyr

1 5

Leu Arg Lys Val Met Val Cys Ser
20

Thr Pro Ser Asn Cys Asp Glu Leu
35 40

Asp Gln Ala Lys Arg Asp His Phe
50 55

Arg Gly Val Asp Val Leu Glu Met
65 70

Gln Asp Lys Asn Ala Leu Lys Trp
85

Asp Thr Val Gly Val Gly Leu Lys
100

Gly Gln Asp Pro Arg His Leu Ala
115 120
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Thr

Asn

345

Asn

Thr

Met

Gly

Pro

25

Leu

Asp

His

Ile

Asn

105

Glu

Gly

330

Asn

Val

Ile

Ser

Val

10

Gly

Phe

Phe

Asn

Leu

90

Glu

Phe

Met

Thr

Gln

Ala

Cys
395

His

Leu

Asp

Val

Leu

75

Asp

val

Leu

33

Asp

Leu

Thr

Gly

380

Pro

Ser

Ala

Asp

Thr

60

Leu

Arg

Arg

Ile

Pro

Ala

Asn

365

Ser

Ala

Glu

His

val

45

Lys

Thr

Lys

Ser

Gly
125

val

Leu

350

Ala

Glu

Ala

Ala

Lys

30

Ile

Met

Asp

Leu

Trp

110

Gly

Val

335

Ala

Arg

Leu

Arg

Gly

15

Arg

Trp

Arg

Ile

Thr

95

Leu

Val

Ala

Pro

Leu

Gly

Asp
400

Lys

Leu

val

Glu

Vval

80

Asp

Glu

Ala



Gly

Asn

145

Thr

Leu

Thr

val

Gly

225

Gly

Phe

Ser

Asp

Ile

305

Ile

Leu

Gln

Ile

Gln

130

Asp

Gln

Asn

Ala

Trp

210

Gly

Glu

Glu

Arg

Leu

290

Ile

Asn

Arg

Trp

Gly

Asp

Tyr

Phe

Pro

Ile

195

Tyr

Asp

Arg

Lys

Ala

275

val

Arg

Lys

val

Asp

355

Tyr

Leu

Leu

Thr

Met

180

Tyr

Gly

Val

Thr

Gly

260

Ala

Thr

Pro

Ser

Val

340

Asp

Asp

Pro

Gly

Arg

165

Tyr

Lys

Asp

Met

Ser

245

Ala

Met

val

Asp

Phe

325

Glu

Gly

Arg

Gln

His

150

Asp

Trp

Phe

Pro

Pro

230

Arg

Ala

His

Phe

Glu

310

Ile

Thr

Asn

Asn

Ser

135

Ser

Thr

Pro

His

Asp

215

Ile

Gln

Thr

Leu

Pro

295

Lys

Glu

Gly

Asn

Thr

Glu

Ser

Thr

Ala

Lys

200

Lys

Gly

Ala

Glu

Asp

280

Glu

Lys

val

Gly

Val

360

Tyr
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Gly

Phe

Cys

Arg

185

Glu

Glu

Lys

Ile

val

265

Thr

val

Pro

val

Asn

345

Vval

Thr

Ala

Ile

Trp

170

Arg

Phe

His

Gly

Gly

250

Ile

Vval

Val

Tyr

Gly

330

Ser

Ala

Asn

Asp

Leu

155

Ile

Gln

Thr

Gly

Ile

235

Gln

val

Phe

Asn

Gly

315

Glu

Phe

Ile

Thr

34

Val

140

Pro

Tyr

Glu

Asn

Ser

220

Val

Leu

Ala

Ser

Glu

300

Met

Gln

Ala

Glu

Leu

val

Pro

Gly

Thr

Ala

205

Ser

Leu

Ala

Gly

Phe

285

Ile

Asp

Leu

Ala

Pro

365

Leu

Lys

Leu

Gly

Leu

190

Glu

Thr

Ile

Arg

Leu

270

Cys

vVal

Val

Gly

Glu

350

Gly

Arg

Met

Pro

Vval

175

Leu

Phe

Leu

Gly

Asn

255

Pro

Asp

Pro

Arg

val

335

Arg

Vval

Lys

Tyr

Asn

160

Thr

Thr

Glu

Glu

Met

240

Leu

Lys

Arg

Phe

Arg

320

Lys

Glu

val

Ala
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370

375
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380

Gly Ile Glu Val Ile Thr Ile Ser Ala Gly Glu Leu Gly Arg Gly Arg

385

390

395

400

Gly Gly Gly His Cys Met Thr Cys Pro Ile Val Arg Asp Pro Ile Asp

Tyr

<210> 33

<211> 420

<212> PRT
<213> Pseudomonas putida

<400> 33

Met

1

Leu

Thr

Asp

Arg

65

Gln

Asp

Gly

Gly

Asn

145

Thr

Ser

Arg

Pro

Gln

50

Gly

Gln

Thr

Leu

Gln

130

Lys

Gln

Ala

Lys

Ser

35

Ala

Vval

Pro

Vval

Glu

115

Asp

Tyr

Phe

Glu

Val

20

Asn

Lys

Asp

Glu

Gly

100

Pro

Leu

Leu

Thr

405

Lys Gln
5

Met Val

Cys Asp

Arg Asp

Val Leu

70

Ala Leu
85

val Gly

Arg His

Pro Val

Gly His

150

Arg Asp

Lys

Cys

Glu

His

55

Glu

Lys

Leu

Leu

Ser

135

Ser

Thr

Tyr

Ser

Leu

40

Phe

Met

Trp

Thr

Ala

120

Glu

Ser

Thr

Gly

Pro

25

Leu

Asp

His

Ile

Asn

105

Glu

Gly

Phe

Cys

410

Val

10

Gly

Phe

Phe

Asn

Leu

20

Glu

Phe

Ala

Ile

Trp

His

Leu

Asp

Val

Leu

75

Asp

Val

Leu

Glu

Leu

155

Ile

35

Ser

Ala

Asp

Thr

60

Leu

Arg

Arg

Ile

Val

140

Pro

Tyr

Glu

His

val

45

Lys

Thr

Lys

Ser

Gly

125

Ile

Pro

Gly

Ala

Lys

30

Ile

Met

Asp

Ile

Trp

110

Gly

Lys

Leu

Gly

415

Gly

15

Arg

Trp

Arg

Ile

Thr

95

Leu

val

Met

Pro

val

Lys

Leu

val

Glu

val

80

Ser

Glu

Ala

Tyr

Asn

160

Thr



Leu

Thr

val

Gly

225

Gly

Phe

Ser

Asp

Ile

305

Gln

Lys

Glu

Gly

Arg

385

Arg

Pro

Asn

Ala

Trp

210

Gly

Glu

Glu

Arg

Leu

290

Ile

Asp

Asp

Arg

Val

370

Lys

Gly

Ile

<210> 34

<211> 418

Pro

Ile

195

Tyr

Asp

Arg

Lys

Ala

275

val

Thr

Ala

Lys

Glu

355

val

Ala

Arg

Asp

<212> PRT
<213> Pseudomonas aeruginosa

Met

180

Tyr

Gly

Val

Thr

Gly

260

Ala

Thr

Pro

Ser

Leu

340

Gln

Ile

Gly

Gly

Tyr
420

165

Tyr

Lys

Asp

Met

Ser

245

Ala

Met

val

Asp

Phe

325

Arg

Trp

Gly

Ile

Gly
405

Trp

Phe

Pro

Pro

230

Arg

Ala

His

Phe

Ser

310

Leu

Val

Asp

Tyr

Glu

390

Gly

Pro

His

Asp

215

Val

His

Glu

Leu

Pro

295

Ser

Glu

val

Asp

Asp

375

val

His

Ala

Lys

200

Lys

Gly

Ala

Lys

Asp

280

Glu

Lys

val

Glu

Gly

360

Arg

Ile

Cys
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Arg

185

Glu

Asp

Lys

Ile

Ile

265

Thr

val

Pro

val

Thr

345

Asn

Asn

Thr

Met

170

Arg

Phe

His

Gly

Gly

250

Ile

Val

val

Tyr

Ser

330

Gly

Asn

Thr

Ile

Thr
410

Gln

Thr

Gly

Ile

235

Gln

val

Phe

Lys

Gly

315

Glu

Gly

Val

Tyr

Ser

395

Cys

36

Glu

Gly

Asn

220

Val

Leu

Ala

Ser

Glu

300

Met

Gln

Asn

Val

Thr

380

Ala

Pro

Thr

Ala

205

Ala

Leu

Ala

Gly

Phe

285

Ile

Asn

Leu

Ser

Ala

365

Asn

Gly

Ile

Leu

190

Asp

Thr

Ile

Gln

Leu

270

Cys

Lys

Ile

Leu

Phe

350

Leu

Thr

Glu

Val

175

Leu

Phe

Leu

Gly

Asn

255

Pro

Asp

Pro

Ala

Gly

335

Ala

Glu

Leu

Leu

Arg
415

Thr

Gln

Glu

Met

240

Leu

Lys

Arg

Phe

Pro

320

Lys

Ala

Pro

Leu

Gly

400

Asp



<400> 34

Met

1

Leu

Thr

Asn

Arg

Gln

Asp

Ser

Ala

Arg

145

Thr

Leu

Thr

Ser

Arg

Pro

Gln

50

Gly

Asn

Ser

Leu

Asp

130

Glu

Gln

Asn

Ala

Thr

Lys

Ser

35

Ala

Ile

Pro

vVal

Glu

115

Asp

Tyr

Phe

Pro

Ile
195

Glu

Val

20

Asn

Lys

Asp

Glu

Gly

100

Pro

Leu

Leu

Thr

Met

180

Tyr

Lys

Met

Cys

Arg

val

Ala

85

Leu

Arg

Pro

Gly

Arg

165

Tyr

Lys

Thr

val

Asp

Asp

Leu

70

Leu

Gly

Lys

Ala

His

150

Asp

Trp

Phe

Lys

Cys

Glu

His

55

Glu

Lys

Leu

Leu

Ser

135

Ser

Thr

Pro

His

Leu

Ser

Leu

40

Phe

Met

Trp

Thr

Ala

120

Glu

Ser

Thr

Ala

Pro
200
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Gly

Pro

25

Leu

Asp

His

Ile

Ser

105

Glu

Gly

Phe

Cys

Arg

185

Glu

Val

10

Gly

Phe

Phe

Asn

Leu

20

Glu

Tyr

Ala

Leu

Trp

170

Arg

Phe

His

Leu

Asp

Val

Leu

75

Asp

Leu

Leu

Asn

Leu

155

Ile

Gln

Ala

37

Ser

Ala

Asp

Thr

60

Leu

Arg

Arg

Ile

Ile

140

Pro

Tyr

Glu

Asn

Glu

His

Val

45

Lys

Thr

Lys

Ser

Gly

125

Leu

Pro

Gly

Thr

Ala
205

Ala

Gln

30

Ile

Met

Glu

Ile

Trp

110

Gly

Lys

Leu

Gly

Leu

190

Glu

Gly

15

Arg

Trp

Arg

Thr

Thr

95

Leu

val

Met

Pro

val

175

Leu

Phe

Lys

Leu

Val

Glu

Ile

80

Ala

Glu

Ala

Tyr

Asn

160

Thr

Thr

Glu



Ile

Gly

225

Gly

Phe

Ser

Asp

Ser

305

Glu

Lys

Glu

val

Ala

385

Arg

Asp

Trp

210

Gly

Glu

Ala

Arg

Leu

290

Leu

Glu

Leu

Gln

vVal

370

Gly

Gly

Tyr

<210> 35

<211> 409

Tyr

Asp

Arg

Lys

Ala

275

Val

Arg

Lys

Arg

Trp

355

Gly

Val

Gly

<212> PRT
<213> Streptococcus pneumoniae

Gly

val

Ser

Gly

260

Ala

Thr

Pro

Thr

Val

340

Asp

Tyr

Glu

Gly

Asp

Met

Ser

245

Ala

Met

Val

Asp

Phe

325

Val

Asp

Asp

Val

His
405

Pro

Pro

230

Arg

Ala

His

Phe

Pro

310

Leu

Glu

Gly

Arg

Ile

390

Cys

Asp

215

Ile

Gln

Glu

Leu

Pro

295

Ser

Glu

Thr

Asn

Asn

375

Thr

Met

Lys

Gly

Ala

Arg

Asp

280

Glu

Ser

val

Gly

Asn

360

Thr

Ile

Thr
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Asp

Asn

Ile

val

265

Thr

Val

Pro

val

Gly

345

val

Tyr

Ser

Cys

His

Gly

Gly

250

Ile

val

Val

Tyr

Ala

330

Asn

val

Thr

Ala

Pro
410

Gly

Val

235

Gln

VvVal

Phe

Lys

Gly

315

Glu

Ser

Cys

Asn

Ser

395

Ile

38

Ser

220

Val

Val

Ala

Ser

Glu

300

Met

Ser

Phe

Leu

Thr

380

Glu

Vval

Ser

Leu

Ala

Gly

Phe

285

Ile

Asn

Leu

Ala

Glu

365

Leu

Leu

Arg

Thr

Ile

Gln

Leu

270

Cys

Val

Ile

Gly

Ala

350

Pro

Leu

Gly

Asp

Leu

Gly

Ser

255

Pro

Asp

Pro

Arg

Leu

335

Glu

Gly

Arg

Arg

Pro
415

Glu

Met

240

Leu

Lys

Arg

Phe

Arg

320

Lys

Arg

val

Lys

Gly

400

Ile



<400> 35

Met

1

Lys

Asp

Ala

Ile

65

Pro

Ile

Ile

Lys

Leu

145

Tyr

Asn

Tyr

Tyr

Leu

225

Ala

Ser

Val

Tyr

Gln

50

Glu

Glu

Arg

Lys

val

130

Val

Phe

His

Ile

Asn

210

Ser

Ser

Ser

Met

Leu

35

Lys

val

Ile

Asp

Asp

115

Glu

Glu

Thr

Met

Phe

195

Arg

Lys

Ile

His

Leu

20

Glu

Glu

Leu

Arg

Arg

100

Asn

Leu

Ser

Arg

Phe

180

Lys

Glu

Asp

Glu

Pro

His

Arg

His

Tyr

Asp

85

Gln

Gln

Pro

Asp

Asp

165

Ala

Tyr

Glu

Val

Lys
245

Ile

Arg

Leu

Asp

Leu

70

Gln

Thr

Glu

Glu

Tyr

150

Pro

Asp

His

Asp

Leu

230

Leu

Gln

Pro

Leu

Ala

55

Glu

Phe

Lys

Leu

Ile

135

Pro

Phe

Thr

Pro

Thr

215

Ala

Leu

Val

Gly

Phe

40

Phe

Gln

Ile

vVal

vVal

120

Pro

Phe

Ala

Arg

Ile

200

Arg

Val

val
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Phe Ser
10

Lys Glu
25

Asp Asp

Ala Gln

Leu Ala

Glu Glu

90

Ala Ile
105

Glu Lys

Asp Glu

Ala Ile

Thr Ile

170

Asn Arg

185

Tyr Gly

Ile Glu

Gly Ile

Asn Ile
250

Glu

Leu

Ile

Ala

Ala

75

Tyr

Arg

Thr

Ala

Asp

155

Gly

Glu

Gly

Gly

Ser

235

Phe

39

Ile

Glu

Pro

Leu

60

Glu

Leu

Glu

Met

Lys

140

Pro

Asn

Thr

Lys

Gly

220

Gln

Lys

Gly

Asn

Phe

45

Arg

Ser

Asp

Leu

Ala

125

Asp

Met

Ala

Leu

Val

205

Asp

Arg

Lys

Lys

Leu

30

Leu

Asp

Leu

Glu

Leu

110

Gly

Leu

Pro

val

Tyr

190

Asp

Glu

Thr

Asn

Leu

15

Leu

Glu

Glu

Thr

Ala

95

His

Ile

Thr

Asn

Ser

175

Gly

Leu

Leu

Asp

val
255

Lys

Pro

Asp

Gly

Ser

80

Asn

Gly

Gln

Asp

Leu

160

Leu

Lys

Val

Val

Ala

240

Gly
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Phe

His

His

Asn

305

Leu

Gly

Asn

Thr

Ile

385

Ser

Lys

Leu

Pro

290

Glu

Ala

Gly

Thr

val

370

Arg

Met

<210> 36

<211> 467

Lys

Asp

275

Glu

Lys

Gln

Asn

Leu

355

Thr

Gly

Pro

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ABD1: dominio de unién a albumina de afinidad elevada

<400> 36
Met Ser Val Phe Asp Ser Lys Phe Lys Gly Ile His Val

1

val

260

Thr

Ile

Leu

Asn

Ile

340

Thr

Asn

Ser

Phe

Leu

val

Glu

Lys

Leu

325

val

Ile

Lys

Glu

Glu
405

5

Ala

Phe

Gly

Ile

310

Gly

Ala

Ala

Ile

Leu

390

Arg

Phe

Thr

Asp

295

Val

val

Ala

Pro

Leu

375

val

Glu

Glu

Met

280

Leu

Glu

Glu

Ala

Gly

360

Glu

Arg

Glu
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Phe

265

val

His

Glu

Lys

Arg

345

Val

Glu

Gly

val

Ala

Asp

val

Lys

Val

330

Glu

Val

Tyr

Arg

10

Asn

Tyr

Tyr

Gly

315

His

Gln

Val

Gly

Gly
395

Asn

Asp

Ser

300

Asp

Leu

Trp

Val

Leu

380

Gly

Arg

Lys

285

Val

Leu

Ile

Asn

Tyr

365

Arg

Pro

Ile Gly Glu Leu Glu Ser Val Leu Val His Glu Pro Gly

20

25

Lys

270

Phe

Thr

Ala

Arg

Asp

350

Asp

Leu

Arg

Tyr

Phe

Thr

Tyr

Glu

Cys

335

Gly

Arg

Ile

Cys

Ser
15

Met

Ile

Glu

Leu

320

Gly

Ser

Asn

Lys

Met
400

Glu

Arg Glu Ile

30

Asp Tyr Ile Thr Pro Ala Arg Leu Asp Glu Leu Leu Phe Ser Ala Ile

35

40

40

45



Leu

Leu

65

Glu

Glu

val

Glu

Asp

145

Asp

Tyr

Asn

Lys

Leu

225

Leu

val

Trp

Asn

Glu

50

Lys

Thr

Phe

val

Ile

130

His

Pro

Lys

His

Leu

210

vVal

Ala

Ala

Leu

Asp
290

Ser

Ala

Tyr

Leu

Arg

115

Met

Glu

Phe

val

Pro

195

Ser

Val

Lys

Ile

Thr

275

val

His

Asn

Asp

Glu

100

Asn

Met

Leu

Ala

Arg

180

Lys

Ile

Gly

Asn

Asn

260

Met

Phe

Asp

Asp

Leu

85

Asp

Phe

Ala

Ile

Ser

165

Gln

Leu

Glu

Val

Ile

245

Val

Leu

Lys

Ala

Ile

70

Ala

Ser

Leu

Gly

vVal

150

Val

Arg

Ile

Gly

Ser

230

vVal

Pro

Asp

Phe

Arg

55

Asn

Ser

Glu

Lys

Ile

135

Asp

Gly

Glu

Asn

Gly

215

Glu

Ala

Lys

Lys

Trp
295

Lys

Val

Gln

Pro

Ala

120

Thr

Pro

Asn

Thr

Thr

200

Asp

Arg

Asn

Trp

Asp

280

Asp
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Glu His

Val Glu

Glu Ala
20

Val Leu
105

Lys Lys

Lys Tyr

Met Pro

Gly Val
170

Leu Phe
185

Pro Trp

Val Phe

Thr Asp

Lys Glu

250

Thr Asn
265

Lys Phe

Tyr Asp

Lys

Leu

75

Lys

Ser

Thr

Asp

Asn

155

Thr

Ser

Tyr

Ile

Leu

235

Cys

Leu

Leu

Leu

41

Gln

€0

Ile

Asp

Glu

Ser

Leu

140

Leu

Ile

Arg

Tyr

Tyr

220

Gln

Glu

Met

Tyr

Val
300

Phe

Asp

Lys

Glu

Arg

125

Gly

Tyr

His

Phe

Asp

205

Asn

Thr

Phe

His

Ser

285

Asn

Val

Leu

Leu

His

110

Glu

Ile

Phe

Tyr

Val

190

Pro

Asn

vVal

Lys

Leu

270

Pro

Gly

Ala

val

Ile

95

Lys

Leu

Glu

Thr

Met

175

Phe

Ser

Asp

Thr

Arg

255

Asp

Ile

Gly

Glu

Ala

Glu

val

val

Ala

Arg

160

Arg

Ser

Leu

Thr

Leu

240

Ile

Thr

Ala

Ala



10

Glu

305

Ser

Ala

Tyr

Lys

His

385

Met

His

Leu

Ala

Ala
465

Pro

Ile

Ser

Leu

Thr

370

Gly

Pro

His

Asp

Lys

450

Leu

<210> 37

<211> 467

Gln

Ile

Gln

Ala

355

Asn

Asn

Leu

Ala

Lys

435

Thr

Pro

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ABD: dominio de unién a albumina

<400> 37
Met Ser Val Phe Asp Ser Lys Phe Lys Gly Ile His Val Tyr Ser Glu

1

Pro

Asn

Met

340

Ile

Ala

Gln

Ser

Asn

420

Tyr

val

val

Lys

325

Glu

Arg

Ala

Leu

Arg

405

Ser

Gly

Glu

5

Glu

310

Lys

Ile

Pro

Leu

Ser

390

Lys

Leu

Vval

Gly

Asn

Pro

Glu

Gly

Glu

375

Leu

Asp

Ala

Ser

val
455

Gly

val

Arg

val

360

Ala

Gly

Val

Glu

Asp

440

Glu
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Leu

Leu

Glu

345

val

Ala

Met

Lys

Ala

425

Phe

Ala

Pro

Ile

330

Thr

Ile

Gly

Gly

Trp

410

Lys

Tyr

Leu

10

Leu

315

Pro

His

Gly

Ile

Asn

395

Gly

Val

Lys

Lys

Glu

Ile

Phe

Tyr

Lys

380

Ala

Ser

Leu

Arg

Leu
460

Gly

Ala

Asp

Ser

365

Val

Arg

His

Ala

Leu

445

His

Leu

Gly

Gly

350

Arg

Leu

Cys

His

Asn

430

Ile

Ile

Leu

Glu

335

Thr

Asn

Pro

Met

His

415

Arg

Asn

Leu

15

Gln

320

Gly

Asn

Glu

Phe

Ser

400

His

Glu

Lys

Ala

Ile Gly Glu Leu Glu Ser Val Leu Val His Glu Pro Gly Arg Glu Ile

20

25

42

30



Asp

Leu

Leu

65

Glu

Glu

Val

Glu

Asp

145

Asp

Tyr

Asn

Lys

Leu

225

Leu

Val

Trp

Tyr

Glu

50

Lys

Thr

Phe

val

Ile

130

His

Pro

Lys

His

Leu

210

val

Ala

Ala

Leu

Ile

35

Ser

Ala

Tyr

Leu

Arg

115

Met

Glu

Phe

val

Pro

195

Ser

val

Lys

Ile

Thr
275

Thr

His

Asn

Asp

Glu

100

Asn

Met

Leu

Ala

Arg

180

Lys

Ile

Gly

Asn

Asn

260

Met

Pro

Asp

Asp

Leu

85

Asp

Phe

Ala

Ile

Ser

165

Gln

Leu

Glu

Val

Ile

245

Val

Leu

Ala

Ala

Ile

70

Ala

Ser

Leu

Gly

Val

150

vVal

Arg

Ile

Gly

Ser

230

val

Pro

Asp

Arg

Arg

Asn

Ser

Glu

Lys

Ile

135

Asp

Gly

Glu

Asn

Gly

215

Glu

Ala

Lys

Lys

Leu

40

Lys

Val

Gln

Pro

Ala

120

Thr

Pro

Asn

Thr

Thr

200

Asp

Arg

Asn

Trp

Asp
280
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Asp

Glu

Val

Glu

val

105

Lys

Lys

Met

Gly

Leu

185

Pro

Val

Thr

Lys

Thr

265

Lys

Glu

His

Glu

Ala

20

Leu

Lys

Tyr

Pro

Val

170

Phe

Trp

Phe

Asp

Glu

250

Asn

Phe

Leu

Lys

Leu

75

Lys

Ser

Thr

Asp

Asn

155

Thr

Ser

Tyr

Ile

Leu

235

Cys

Leu

Leu

43

Leu

Gln

60

Ile

Asp

Glu

Ser

Leu

140

Leu

Ile

Arg

Tyr

Tyr

220

Gln

Glu

Met

Tyr

Phe

45

Phe

Asp

Lys

Glu

Arg

125

Gly

Tyr

His

Phe

Asp

205

Asn

Thr

Phe

His

Ser
285

Ser

val

Leu

Leu

His

110

Glu

Ile

Phe

Tyr

Val

190

Pro

Asn

val

Lys

Leu

270

Pro

Ala

Ala

Val

Ile

95

Lys

Leu

Glu

Thr

Met

175

Phe

Ser

Asp

Thr

Arg

255

Asp

Ile

Ile

Glu

Ala

80

Glu

val

Val

Ala

Arg

160

Arg

Ser

Leu

Thr

Leu

240

Ile

Thr

Ala
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Asn

Glu

305

Ser

Ala

Tyr

Lys

His

385

Met

val

Leu

Ala

Ala
465

Asp

290

Pro

Ile

Ser

Leu

Thr

370

Gly

Pro

Asp

Asp

Lys

450

Leu

<210> 38

<211> 473

Vval

Gln

Ile

Gln

Ala

355

Asn

Asn

Leu

Ala

Lys

435

Thr

Pro

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ABD: dominio de unién a albumina

<400> 38
Met Ser Val Phe Asp Ser Lys Phe Lys Gly Ile His Val Tyr Ser Glu

1

Phe

Pro

Asn

Met

340

Ile

Ala

Gln

Ser

Asn

420

Tyr

val

Lys

val

Lys

325

Glu

Arg

Ala

Leu

Arg

405

Ser

Gly

Glu

5

Phe

Glu

310

Lys

Ile

Pro

Leu

Ser

390

Lys

Leu

Val

Gly

Trp

295

Asn

Pro

Glu

Gly

Glu

375

Leu

Asp

Ala

Ser

val
455

Asp

Gly

val

Arg

val

360

Ala

Gly

Val

Glu

Asp

440

Lys
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Tyr

Leu

Leu

Glu

345

val

Ala

Met

Lys

Ala

425

Tyr

Ala

Asp

Pro

Ile

330

Thr

Ile

Gly

Gly

Trp

410

Lys

Tyr

Leu

10

Leu

Leu

315

Pro

His

Gly

Ile

Asn

395

Ala

Val

Lys

Ile

44

val

300

Glu

Ile

Phe

Tyr

Lys

380

Ala

Gln

Leu

Asn

Asp
460

Asn

Gly

Ala

Asp

Ser

365

Val

Arg

His

Ala

Leu

445

Glu

Gly

Leu

Gly

Gly

350

Arg

Leu

Cys

Asp

Asn

430

Ile

Ile

Gly

Leu

Glu

335

Thr

Asn

Pro

Met

Glu

415

Arg

Asn

Leu

15

Ala

Gln

320

Gly

Asn

Glu

Phe

Ser

400

Ala

Glu

Asn

Ala



Ile

Asp

Leu

Leu

65

Glu

Glu

Val

Glu

Asp

145

Asp

Tyr

Asn

Lys

Leu

225

Leu

val

Gly

Tyr

Glu

50

Lys

Thr

Phe

Val

Ile

130

His

Pro

Lys

His

Leu

210

val

Ala

Ala

Glu

Ile

Ser

Ala

Tyr

Leu

Arg

115

Met

Glu

Phe

Val

Pro

195

Ser

val

Lys

Ile

Leu

20

Thr

His

Asn

Asp

Glu

100

Asn

Met

Leu

Ala

Arg

180

Lys

Ile

Gly

Asn

Asn
260

Glu

Pro

Asp

Asp

Leu

85

Asp

Phe

Ala

Ile

Ser

165

Gln

Leu

Glu

Val

Ile

245

vVal

Ser

Ala

Ala

Ile

70

Ala

Ser

Leu

Gly

vVal

150

vVal

Arg

Ile

Gly

Ser

230

Val

Pro

val

Arg

Arg

Asn

Ser

Glu

Lys

Ile

135

Asp

Gly

Glu

Asn

Gly

215

Glu

Ala

Lys

Leu

Leu

40

Lys

val

Gln

Pro

Ala

120

Thr

Pro

Asn

Thr

Thr

200

Asp

Arg

Asn

Trp

ES 2909 664 T3

val

25

Asp

Glu

Val

Glu

val

105

Lys

Lys

Met

Gly

Leu

185

Pro

Val

Thr

Lys

Thr
265

His

Glu

His

Glu

Ala

Leu

Lys

Tyr

Pro

Val

170

Phe

Trp

Phe

Asp

Glu

250

Asn

Glu

Leu

Lys

Leu

75

Lys

Ser

Thr

Asp

Asn

155

Thr

Ser

Tyr

Ile

Leu

235

Cys

Leu

45

Pro

Leu

Gln

60

Ile

Asp

Glu

Ser

Leu

140

Leu

Ile

Tyr

Tyr

220

Gln

Glu

Met

Gly

Phe

45

Phe

Asp

Lys

Glu

Arg

125

Gly

Tyr

His

Phe

Asp

205

Asn

Thr

Phe

His

Arg

30

Ser

Val

Leu

Leu

His

110

Glu

Ile

Phe

Tyr

val

190

Pro

Asn

val

Lys

Leu
270

Glu

Ala

Ala

val

Ile

95

Lys

Leu

Glu

Thr

Met

175

Phe

Ser

Asp

Thr

Arg

255

Asp

Ile

Ile

Glu

Ala

80

Glu

Val

Val

Ala

Arg

160

Arg

Ser

Leu

Thr

Leu

240

Ile

Thr
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Trp

Asn

Glu

305

Ser

Ala

Tyr

Lys

His

385

Met

Ala

val

Lys

Ile
465

Leu

Asp

290

Pro

Ile

Ser

Leu

Thr

370

Gly

Pro

Gln

Leu

Asn

450

Asp

<210> 39

<211> 473

Thr

275

vVal

Gln

Ile

Gln

Ala

355

Asn

Asn

Leu

His

Ala

435

Leu

Glu

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ABD: dominio de unién a albumina

Met

Phe

Pro

Asn

Met

340

Ile

Ala

Gln

Ser

Asp

420

Asn

Ile

Ile

Leu

Lys

Val

Lys

325

Glu

Arg

Ala

Leu

Arg

405

Glu

Arg

Asn

Leu

Asp

Phe

Glu

310

Lys

Ile

Pro

Leu

Ser

390

Lys

Ala

Glu

Asn

Ala
470

Lys

Trp

295

Asn

Pro

Glu

Gly

Glu

375

Leu

Asp

Val

Leu

Ala

455

Ala

Asp

280

Asp

Gly

val

Arg

val

360

Ala

Gly

val

Asp

Asp

440

Lys

Leu
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Lys

Tyr

Leu

Leu

Glu

345

val

Ala

Met

Lys

Ala

425

Lys

Thr

Pro

Phe

Asp

Pro

Ile

330

Thr

Ile

Gly

Gly

Trp

410

Asn

Tyr

Val

Leu

Leu

Leu

315

Pro

His

Gly

Ile

Asn

395

His

Ser

Gly

Glu

46

Tyr

val

300

Glu

Ile

Phe

Tyr

Lys

380

Ala

His

Leu

val

Gly
460

Ser

285

Asn

Gly

Ala

Asp

Ser

365

vVal

Arg

His

Ala

Ser

445

Val

Pro

Gly

Leu

Gly

Gly

350

Arg

Leu

Cys

His

Glu

430

Asp

Lys

Ile

Gly

Leu

Glu

335

Thr

Asn

Pro

Met

His

415

Ala

Tyr

Ala

Ala

Ala

Gln

320

Gly

Asn

Glu

Phe

Ser

400

His

Lys

Tyr

Leu



<400> 39

Met

1

Ile

Asp

Leu

Leu

65

Glu

Glu

Val

Glu

Asp

145

Asp

Tyr

Asn

Lys

Leu

225

Leu

Ser

Gly

Tyr

Glu

50

Lys

Thr

Phe

Val

Ile

130

His

Pro

Lys

His

Leu

210

Val

Ala

val

Glu

Ile

35

Ser

Ala

Tyr

Leu

Arg

115

Met

Glu

Phe

Val

Pro

195

Ser

Val

Lys

Phe

Leu

20

Thr

His

Asn

Asp

Glu

100

Asn

Met

Leu

Ala

Arg

180

Lys

Ile

Gly

Asn

Asp

Glu

Pro

Asp

Asp

Leu

85

Asp

Phe

Ala

Ile

Ser

165

Gln

Leu

Glu

Val

Ile
245

Ser

Ser

Ala

Ala

Ile

70

Ala

Ser

Leu

Gly

vVal

150

Val

Arg

Ile

Gly

Ser

230

val

Lys

Val

Arg

Arg

55

Asn

Ser

Glu

Lys

Ile

135

Asp

Gly

Glu

Asn

Gly

215

Glu

Ala

Phe

Leu

Leu

40

Lys

Vval

Gln

Pro

Ala

120

Thr

Pro

Asn

Thr

Thr

200

Asp

Arg

Asn

ES 2909 664 T3

Lys

Val

25

Asp

Glu

val

Glu

Val

105

Lys

Lys

Met

Gly

Leu

185

Pro

Val

Thr

Lys

Gly

10

His

Glu

His

Glu

Ala

90

Leu

Lys

Tyr

Pro

Vval

170

Phe

Trp

Phe

Asp

Glu
250

Ile

Glu

Leu

Lys

Leu

75

Lys

Ser

Thr

Asp

Asn

155

Thr

Ser

Tyr

Ile

Leu

235

Cys

47

His

Pro

Leu

Gln

60

Ile

Asp

Glu

Ser

Leu

140

Leu

Ile

Arg

Tyr

Tyr

220

Gln

Glu

val

Gly

Phe

45

Phe

Asp

Lys

Glu

Arg

125

Gly

Tyr

His

Phe

Asp

205

Asn

Thr

Phe

Tyr

Arg

30

Ser

val

Leu

Leu

His

110

Glu

Ile

Phe

Tyr

Vval

190

Pro

Asn

Val

Lys

Ser

15

Glu

Ala

Ala

val

Ile

95

Lys

Leu

Glu

Thr

Met

175

Phe

Ser

Asp

Thr

Arg
255

Glu

Ile

Ile

Glu

Ala

80

Glu

Val

Val

Ala

Arg

160

Arg

Ser

Leu

Thr

Leu

240

Ile
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Vval

Trp

Asn

Glu

305

Ser

Ala

Tyr

Lys

His

385

Met

Val

Leu

Ala

Ala
465

Ala

Leu

Asp

290

Pro

Ile

Ser

Leu

Thr

370

Gly

Pro

Asp

Asp

Lys

450

Leu

<210> 40

<211> 483

Ile

Thr

275

Vval

Gln

Ile

Gln

Ala

355

Asn

Asn

Leu

Ala

Lys

435

Thr

Pro

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ABD: dominio de unién a albumina

Asn

260

Met

Phe

Pro

Asn

Met

340

Ile

Ala

Gln

Ser

Asn

420

Tyr

Val

His

val

Leu

Lys

val

Lys

325

Glu

Arg

Ala

Leu

Arg

405

Ser

Gly

Glu

His

Pro

Asp

Phe

Glu

310

Lys

Ile

Pro

Leu

Ser

390

Lys

Leu

Val

Gly

His
470

Lys

Lys

Trp

295

Asn

Pro

Glu

Gly

Glu

375

Leu

Asp

Ala

Ser

Val

455

His

Trp

Asp

280

Asp

Gly

Val

Arg

Val

360

Ala

Gly

Val

Glu

Asp

440

Lys

His

ES 2909 664 T3

Thr

265

Lys

Tyr

Leu

Leu

Glu

345

Val

Ala

Met

Lys

Ala

425

Tyr

Ala

His

Asn

Phe

Asp

Pro

Ile

330

Thr

Ile

Gly

Gly

Trp

410

Lys

Tyr

Leu

Leu

Leu

Leu

Leu

315

Pro

His

Gly

Ile

Asn

395

Ala

Val

Lys

Ile

48

Met

Tyr

Val

300

Glu

Ile

Phe

Tyr

Lys

380

Ala

Gln

Leu

Asn

Asp
460

His

Ser

285

Asn

Gly

Ala

Asp

Ser

365

Val

Arg

His

Ala

Leu

445

Glu

Leu

270

Pro

Gly

Leu

Gly

Gly

350

Arg

Leu

Cys

Asp

Asn

430

Ile

Ile

Asp

Ile

Gly

Leu

Glu

335

Thr

Asn

Pro

Met

Glu

415

Arg

Asn

Leu

Thr

Ala

Ala

Gln

320

Gly

Asn

Glu

Phe

Ser

400

Ala

Glu

Asn

Ala



<400> 40

Met

1

Ala

Ser

val

Asn

65

Phe

Leu

Leu

Lys

Val

145

Gln

Pro

Ala

Thr

Pro
225

His

Glu

Asp

Lys

50

Asn

Lys

vVal

Asp

Glu

130

Val

Glu

vVal

Lys

Lys

210

Met

His

Ala

Tyr

35

Ala

Asn

Gly

His

Glu

115

His

Glu

Ala

Leu

Lys

195

Tyr

Pro

His

Lys

20

Tyr

Leu

Asn

Ile

Glu

100

Leu

Lys

Leu

Lys

Ser

180

Thr

Asp

Asn

His

Vval

Lys

Ile

Asn

His

85

Pro

Leu

Gln

Ile

Asp

165

Glu

Ser

Leu

Leu

His

Leu

Asn

Asp

Asn

70

val

Gly

Phe

Phe

Asp

150

Lys

Glu

Arg

Gly

Tyr
230

His

Ala

Leu

Glu

55

Gly

Tyr

Arg

Ser

Val

135

Leu

Leu

His

Glu

Ile

215

Phe

Asp

Asn

Ile

40

Ile

Ser

Ser

Glu

Ala

120

Ala

Val

Ile

Lys

Leu

200

Glu

Thr

ES 2909 664 T3

Glu

Arg

25

Asn

Leu

Gly

Glu

Ile

105

Ile

Glu

Ala

Glu

Val

185

val

Ala

Arg

Ala

10

Glu

Asn

Ala

Gly

Ile

90

Asp

Leu

Leu

Glu

Glu

170

Val

Glu

Asp

Asp

Val

Leu

Ala

Ala

Ser

75

Gly

Tyr

Glu

Lys

Thr

155

Phe

Vval

Ile

His

Pro
235

49

Asp

Asp

Lys

Leu

60

Val

Glu

Ile

Ser

Ala

140

Tyr

Leu

Arg

Met

Glu

220

Phe

Ala

Lys

Thr

45

Pro

Phe

Leu

Thr

His

125

Asn

Asp

Glu

Asn

Met

205

Leu

Ala

Asn

Tyr

30

val

Ser

Asp

Glu

Pro

110

Asp

Asp

Leu

Asp

Phe

190

Ala

Ile

Ser

Ser

15

Gly

Glu

Gly

Ser

Ser

Ala

Ala

Ile

Ala

Ser

175

Leu

Gly

val

val

Leu

val

Gly

Ser

Lys

80

val

Arg

Arg

Asn

Ser

160

Glu

Lys

Ile

Asp

Gly
240
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Asn

Thr

Thr

Asp

Arg

305

Asn

Trp

Asp

Asp

Gly

385

val

Arg

val

Ala

Gly

465

Val

Gly

Leu

Pro

val

290

Thr

Lys

Thr

Lys

Tyr

370

Leu

Leu

Glu

val

Ala

450

Met

Lys

<210> 41
<211> 484
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> His-ABD-PolyN-bcADI

val

Phe

Trp

275

Phe

Asp

Glu

Asn

Phe

355

Asp

Pro

Ile

Thr

Ile

435

Gly

Gly

Trp

Thr

Ser

260

Tyr

Ile

Leu

Cys

Leu

340

Leu

Leu

Leu

Pro

His

420

Gly

Ile

Asn

Ile

245

Arg

Tyr

Tyr

Gln

Glu

325

Met

Tyr

Val

Glu

Ile

405

Phe

Tyr

Lys

Ala

His

Phe

Asp

Asn

Thr

310

Phe

His

Ser

Asn

Gly

390

Ala

Asp

Ser

Val

Arg
470

Tyr

Val

Pro

Asn

295

Val

Lys

Leu

Pro

Gly

375

Leu

Gly

Gly

Arg

Leu

455

Cys

Met

Phe

Ser

280

Asp

Thr

Arg

Asp

Ile

360

Gly

Leu

Glu

Thr

Asn

440

Pro

Met

ES 2909 664 T3

Arg

Ser

265

Leu

Thr

Leu

Ile

Thr

345

Ala

Ala

Gln

Gly

Asn

425

Glu

Phe

Ser

Tyr

250

Asn

Lys

Leu

Leu

val

330

Trp

Asn

Glu

Ser

Ala

410

Tyr

Lys

His

Met

Lys

His

Leu

val

Ala

315

Ala

Leu

Asp

Pro

Ile

395

Ser

Leu

Thr

Gly

Pro
475

50

val

Pro

Ser

val

300

Lys

Ile

Thr

Val

Gln

380

Ile

Gln

Ala

Asn

Asn

460

Leu

Arg

Lys

Ile

285

Gly

Asn

Asn

Met

Phe

365

Pro

Asn

Met

Ile

Ala

445

Gln

Ser

Gln

Leu

270

Glu

Vval

Ile

val

Leu

350

Lys

val

Lys

Glu

Arg

430

Ala

Leu

Arg

255

Ile

Gly

Ser

Val

Pro

335

Asp

Phe

Glu

Lys

Ile

415

Pro

Leu

Ser

Lys

Glu

Asn

Gly

Glu

Ala

320

Lys

Lys

Trp

Asn

Pro

400

Glu

Gly

Glu

Leu

Asp
480



<400> 41

Met

1

Leu

Val

Gly

Ser

65

val

Gly

Phe

Phe

Lys

145

val

Gln

Gln

Gly

Ala

Ser

Val

50

Asn

Thr

Lys

Asp

Ala

130

Leu

Asp

Thr

Lys

His

Glu

Asp

35

Lys

Asn

Ser

Glu

Asp

115

Gln

Ala

Arg

Leu

Ile
195

His

Ala

20

Tyr

Ala

Asn

Glu

Val

100

Ile

Thr

Ala

Ile

Lys

180

Met

His

Lys

Tyr

Leu

Asn

Ile

85

Glu

Pro

Leu

Glu

Leu

165

Glu

Gly

His

Vval

Lys

Ile

Asn

70

Gly

Asn

Tyr

Arg

Ala

150

Lys

Tyr

Gly

His

Leu

Asn

Asp

55

Asn

Glu

Leu

Leu

Asn

135

Leu

Glu

Leu

val

His

Ala

Leu

40

Glu

Gly

Leu

Thr

Pro

120

Arg

Val

Gly

Leu

Arg
200

ES 2909 664 T3

Asp

Asn

25

Ile

Ile

Ser

Gln

Pro

105

Ile

Gly

Asp

Gln

Ser

185

Lys

Glu

10

Arg

Asn

Leu

Gly

Thr

90

Asp

Ile

val

Lys

Ala

170

Phe

Asn

Ala

Glu

Asn

Ala

Gly

75

Val

Tyr

Gln

Glu

Lys

155

Asp

Ser

Glu

51

val

Leu

Ala

Ala

60

Lys

Leu

Leu

Lys

val

140

Leu

val

Asn

Ile

Asp

Asp

Lys

45

Leu

His

Leu

Gln

Glu

125

Leu

Arg

Asn

Glu

Glu
205

Ala

Lys

30

Thr

Pro

Pro

Lys

Gln

110

His

Tyr

Glu

Val

Glu

190

Thr

Asn

15

Tyr

Val

Ser

Ile

Arg

Leu

Asp

Leu

Glu

Ala

175

Leu

Ser

Ser

Gly

Glu

Gly

His

80

Pro

Leu

Tyr

Glu

Phe

160

His

Ile

Lys
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Lys Thr His Leu Tyr Glu Leu Met Glu Asp His Tyr Pro Phe Tyr Leu
210 215 220

Asp Pro Met Pro Asn Leu Tyr Phe Thr Arg Asp Pro Ala Ala Ser Val
225 230 235 240

Gly Asp Gly Leu Thr Ile Asn Lys Met Arg Glu Pro Ala Arg Arg Arg
245 250 255

Glu Ser Leu Phe Met Glu Tyr Ile Ile Lys Tyr His Pro Arg Phe Ala
260 265 270

Lys His Asn Val Pro Ile Trp Leu Asp Arg Asp Tyr Lys Phe Pro Ile
275 280 285

Glu Gly Gly Asp Glu Leu Ile Leu Asn Glu Glu Thr Ile Ala Ile Gly
290 295 300

Val Ser Ala Arg Thr Ser Ala Lys Ala Ile Glu Arg Leu Ala Lys Asn
305 310 315 320

Leu Phe Ser Arg Gln Asn Lys Ile Lys Lys Val Leu Ala Ile Glu Ile
325 330 335

Pro Lys Cys Arg Ala Phe Met His Leu Asp Thr Val Phe Thr Met Val
340 345 350

Asp Tyr Asp Lys Phe Thr Ile His Pro Ala Ile Gln Gly Pro Lys Gly
355 360 365

Asn Met Asn Ile Tyr Ile Leu Glu Lys Gly Ala Asp Glu Glu Thr Leu
370 375 380

Lys Ile Thr His Arg Thr Ser Leu Met Glu Ala Leu Lys Glu Val Leu
385 390 395 400

Asp Leu Ser Glu Leu Val Leu Ile Pro Cys Gly Gly Gly Asp Val Ile
405 410 415

Ala Ser Ala Arg Glu Gln Trp Asn Asp Gly Ser Asn Thr Leu Ala Ile
420 425 430

Ala Pro Gly Val Val Val Thr Tyr Asp Arg Asn Tyr Val Ser Asn Thr
435 440 445

Leu Leu Arg Glu His Gly Ile Glu Val Ile Glu Val Leu Ser Ser Glu
450 455 460

Leu Ser Arg Gly Arg Gly Gly Pro Arg Cys Met Ser Met Pro Ile Val
465 470 475 480

Arg Lys Asp Ile
<210>42
<211> 335

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

52



<220>
<223> ABD-Inteina-CBD

<400> 42

Met

1

Lys

Tyr

Leu

Ser

65

Val

Ala

Asp

val

Leu

145

Glu

Ala

Val

Lys

Ile

50

Cys

Arg

Ile

Arg

Glu

130

Val

Ile

Gln

Leu

Asn

35

Asp

Ile

Ile

Asp

Leu

115

Gly

Asp

Lys

His

Ala

20

Leu

Glu

Thr

Ala

Leu

100

Phe

Leu

val

Pro

Asp

5

Asn

Ile

Ile

Gly

Asp

Lys

His

Arg

Ala

Gly
165

Glu

Arg

Asn

Leu

Asp

70

Ile

vVal

Ser

Vval

Gly

150

Asp

Ala

Glu

Asn

Ala

55

Ala

Val

Leu

Gly

Thr

135

val

Tyr

val

Leu

Ala

40

Ala

Leu

Pro

Asp

Glu

120

Gly

Pro

Ala

ES 2909 664 T3

Asp

Asp

25

Lys

Leu

Val

Gly

Arg

105

His

Thr

Thr

val

Ala

10

Lys

Thr

Pro

Ala

Ala

20

His

Pro

Ala

Leu

Ile
170

Asn

Tyr

Val

Glu

Leu

75

Arg

Gly

Val

Asn

Leu

155

Gln

53

Ser

Gly

Glu

Phe

60

Pro

Pro

Asn

Tyr

His

140

Trp

Arg

Leu

val

Gly

45

Leu

Glu

Asn

Pro

Thr

125

Pro

Lys

Ser

Ala

Ser

30

Val

Glu

Gly

Ser

Val

110

Val

Leu

Leu

Ala

Glu

15

Asp

Lys

Gly

Glu

Asp

Leu

Arg

Leu

Ile

Phe
175

Ala

Tyr

Ala

Ser

Ser

80

Asn

Ala

Thr

Cys

Asp

160

Ser



10

val

Thr

His

Arg

225

Pro

Asn

Leu

Thr

Gln

305

Leu

Asp

Tyr

Arg

210

Phe

Val

Gly

Thr

Ala

290

Pro

Trp

<210> 43

<211> 636

Cys

Thr

195

Asp

Tyr

Tyr

Phe

Thr

275

Gly

His

Gln

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CBD-Inteina-ADI

<400> 43
Met Lys Ile Glu Glu Gly Lys

1

Ala

180

val

Pro

Tyr

Ser

val

260

Asn

Gln

Thr

Leu

Gly

Gly

Asp

Ala

Leu

245

Ser

Pro

Leu

Ser

Gln
325

5

Phe

Vval

Ala

Lys

230

Arg

His

Gly

vVal

Leu

310

Gly

Ala

Pro

Gln

215

Val

val

Ala

Val

Thr

295

Ala

Asp

Gln Val Asn Thr Ala Tyr Thr

20

Lys Thr Tyr Lys Cys Leu Gln

35

Arg

Gly

200

Ala

Ala

Asp

Thr

Ser

280

Tyr

Gly

Pro

Leu

Ala

Pro
40

ES 2909 664 T3

Gly Lys
185

Leu Val

Ile Ala

Ser Val

Thr Ala

250

Gly Leu

265

Ala Trp

Asn Gly

Trp Glu

Ile Thr
330

Pro

Arg

Asp

Thr

235

Asp

Thr

Gln

Lys

Pro

315

Ile

Glu

Phe

Glu

220

Asp

His

Gly

Val

Thr

300

Ser

Thr

Thr Asn Pro Gly

10

Gly Gln Leu Val

25

His Thr Ser Leu

54

Phe Ala Pro
190

Leu Glu Ala
205

Leu Thr Asp

Ala Gly Val

Ala Phe Ile
255

Leu Asn Ser
270

Asn Thr Ala
285

Tyr Lys Cys

Asn Val Pro

Ile Thr Lys
335

Val Ser Ala
15

Thr Tyr Asn
30

Ala Gly Trp
45

Thr

His

Gly

Gln

240

Thr

Gly

Tyr

Leu

Ala
320

Trp

Gly

Glu



Pro

Gly

Ser

Glu

Glu

Tyr

His

145

Leu

Gln

Asp

Leu

His

225

Ser

Glu

Ala

Ala

Ser

50

Leu

Leu

Lys

Ser

Ile

130

Arg

Lys

Leu

Ser

Thr

210

Asn

Glu

Ile

Ile

Glu
290

Asn

Glu

Ala

Asp

Ala

115

Leu

Phe

Glu

Ser

Ile

195

Val

Cys

Ile

Asp

Leu

275

Leu

val

Leu

Ser

Phe

100

Lys

Lys

Leu

His

Pro

180

val

Pro

Ser

Gly

Tyr

260

Glu

Lys

Pro

Arg

Thr

85

Glu

Vval

Thr

Thr

Ile

165

Glu

Ser

Gly

Val

Glu

245

Ile

Ser

Ala

Ala

Glu

70

Gly

Ile

Ser

Arg

Ile

150

Ala

Ile

Ile

Pro

Phe

230

Leu

Thr

His

Asn

Leu

55

Ser

Lys

Trp

Arg

Leu

135

Asp

Leu

Glu

Thr

His

215

Asp

Glu

Pro

Asp

Asp
295

Trp

Gly

Arg

Ala

Vval

120

Gly

Gly

Pro

Lys

Glu

200

Asn

Ser

Ser

Ala

Ala

280

Ile

ES 2909 664 T3

Gln Leu

Ala Ile

Val Ser

Ile Asn

105

Phe Cys

Arg Thr

Trp Lys

Arg Lys

170

Leu Ser
185

Thr Gly

Phe Val

Lys Phe

Val Leu

250

Arg Leu
265

Arg Lys

Asn Val

Gln

Ser

75

Ile

Glu

Thr

Ile

Arg

155

Leu

Gln

Val

Ala

Lys

235

val

Asp

Glu

val

55

Asn

€0

Gly

Lys

Gln

Gly

Lys

140

Leu

Glu

Ser

Glu

Asn

220

Gly

His

Glu

His

Glu
300

Asn

Asp

Asp

Thr

Lys

125

Ala

Asp

Ser

Asp

Glu

205

Asp

Ile

Glu

Leu

Lys

285

Leu

Gly

Ser

Leu

Met

110

Lys

Thr

Glu

Ser

Ile

190

Val

Ile

His

Pro

Leu

270

Gln

Ile

Asn

Leu

Leu

95

Lys

Leu

Ala

Leu

Ser

175

Tyr

Phe

Ile

Val

Gly

255

Phe

Phe

Asp

Asn

Ile

Asp

Leu

val

Asn

Ser

160

Leu

Trp

Asp

Val

Tyr

240

Arg

Ser

Val

Leu



val

305

Ile

Lys

Leu

Glu

Thr

385

Met

Phe

Ser

Asp

Thr

465

Arg

Asp

Ile

Gly

Leu
545

Ala

Glu

Val

val

Ala

370

Arg

Arg

Ser

Leu

Thr

450

Leu

Ile

Thr

Ala

Ala

530

Gln

Glu

Glu

Val

Glu

355

Asp

Asp

Tyr

Asn

Lys

435

Leu

Leu

Val

Trp

Asn

515

Glu

Ser

Thr

Phe

Val

340

Ile

His

Pro

Lys

His

420

Leu

vVal

Ala

Ala

Leu

500

Asp

Pro

Ile

Tyr

Leu

325

Arg

Met

Glu

Phe

Val

405

Pro

Ser

val

Lys

Ile

485

Thr

Vval

Gln

Ile

Asp

310

Glu

Asn

Met

Leu

Ala

390

Arg

Lys

Ile

Gly

Asn

470

Asn

Met

Phe

Pro

Asn
550

Leu

Asp

Phe

Ala

Ile

375

Ser

Gln

Leu

Glu

val

455

Ile

Val

Leu

Lys

Val

535

Lys

Ala

Ser

Leu

Gly

360

val

val

Arg

Ile

Gly

440

Ser

val

Pro

Asp

Phe

520

Glu

Lys

ES 2909 664 T3

Ser Gln

Glu Pro
330

Lys Ala
345

Ile Thr

Asp Pro

Gly Asn

Glu Thr

410

Asn Thr
425

Gly Asp

Glu Arg

Ala Asn

Lys Trp

490

Lys Asp

505

Trp Asp

Asn Gly

Pro Val

Glu

315

Val

Lys

Lys

Met

Gly

395

Leu

Pro

val

Thr

Lys

475

Thr

Lys

Tyr

Leu

Leu
555

56

Ala

Leu

Lys

Tyr

Pro

380

vVal

Phe

Trp

Phe

Asp

460

Glu

Asn

Phe

Asp

Pro

540

Ile

Lys

Ser

Thr

Asp

365

Asn

Thr

Ser

Tyr

Ile

445

Leu

Cys

Leu

Leu

Leu

525

Leu

Pro

Asp

Glu

Ser

350

Leu

Leu

Ile

Arg

Tyr

430

Tyr

Gln

Glu

Met

Tyr

510

val

Glu

Ile

Lys

Glu

335

Arg

Gly

Tyr

His

Phe

415

Asp

Asn

Thr

Phe

His

495

Ser

Asn

Gly

Ala

Leu

320

His

Glu

Ile

Phe

Tyr

400

Vval

Pro

Asn

Vval

Lys

480

Leu

Pro

Gly

Leu

Gly
560
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Glu Gly Ala

Ser Gln Met

565
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Glu Ile

Thr Asn Tyr Leu Ala Ile Arg Pro

Asn Glu Lys
595

Pro Phe His

610

Met
625

<210> 44
<211> 1452
<212> ADN

Ser Met

580

Thr Asn Ala Ala Leu

600

Gly Asn Gln Leu Ser

Pro Leu Ser Arg Lys Asp Val

615

630

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> His-ABD-PolyN-ADI (ADN)

<400> 44

atgcatcate
gtcttageta
aacaatgcca
ccttegggta
tttaaaggaa
ccaggacgcg
atcttagaaa
aacgacatca
caagaagcta
gaagaacaca
gtagaaatca
ttaatecgttg
aatggtgtaa
agatttgtat
ctaaaattat

ggtgtttetg

accatcacca
acagagaact
aaactgttga
gtaacaacaa
ttcacgttta
aaattgacta
gccacgatge
atgttgttga
aagacaaatt
aagtagttgt
tgatggcagg
acccaatgce
caatccacta
tctcaaatca
caatcgcagg

aaagaactga

tgatgaagce
tgacaaatat
aggtgtaaaa
taataacaat
ttcagaaatt
tattacacca
tagaaaagaa
attaattgat
aatcgaagaa
aagaaacttce
gatcacaaaa
aaacctatac
catgegttac
ccctaaacta

tggggacgta

cttacaaaca

Glu

Gly
585

Arg
570

Val

Glu

Val

Thr

Ile

His

Gly

Phe Asp Gly
575

Tyr Ser Arg
590

Glu Ala Ala

Leu Gly Met

Lys
635

gtggatgcga
ggagtaagtg
gcactgatag
ggtagcggeg
ggtgaattag
gctagactag
cacaaacaat
ttagttgetg
tttttagaag
ttaaaagcta
tacgatttag
ttcacacgtg
aaagttagac
attaacactc
tttatctaca

gttactttat

57

Ile
605

Gly Lys

Val Leu

Gly Asn Ala Arg Cys

620

Trp

attccttage
actattacaa
atgaaatttt
gttectgtatt
aatcagttcet
atgaattatg
tegtagecaga
aaacatatga
actcagaacc
aaaaaacatc
gtatcgaage
acccatttge
aacgtgaaac
catggtacta
acaatgacac

tagctaaaaa

tgaagctaaa
gaacctaatc
agctgcatta
tgacagtaaa
agttcacgaa
cttetecaget
attaaaagca
tttagecatca
agttctatca
aagagaatta
agatcacgaa
atcagtaggt
attattctca
cgaccctteca
attagtagtt

cattgttget

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960
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aataaagaat
atgcacttag
gctaatgacg
ccagttgaaa
gttttaatte
ttecgatggta
gaaaaaacaa
caattatcat
gttaagtggt
<210> 45

<211> 1455
<212> ADN

ctgaattcaa
acacatggct
tatttaaatt
acggattacc
ctatecgecagg
caaactactt
acgctgcetet

taggtatggg

aa

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2909 664 T3

acgtattgtt
aacaatgtta
ctgggattat
tctagaagga
tgaaggtgct
agcaattaga
agaagctgeca

taacgctegt

<223> His-ABD-PolyN-bcADI (ADN)

<400> 45
atgggtcatce

aaagtcttag
atcaacaatg
ttaccttegg
gttacttcag
gaaaacttga
attattcaaa
ctttatttag
gttgatcgta
gaatatttac
aaaaacgaaa
ccgttttact
ggcgatgget
atggagtaca
gatcgtgatt
attgecgattg
ctetttagee

gcatttatge

atcaccatca
ctaacagaga
ccaaaactgt
gtagtaacaa
aaattgggga
cgccagatta
aagagcatga
aaaaactage
ttttaaaaga
ttteetttte
ttgaaacaag
tagatccaat
taacgataaa
tcattaaata
ataaatttce
gagtatctge
gacaaaataa

atttagatac

ccatgatgaa
acttgacaaa
tgaaggtgta
caataataac
attacaaacg
tttgcagcaa
ttattttgeca
cgctgaggeg
aggacaggcce
aaatgaagaa
taagaagaca
gcctaattta
taagatgaga
tcatccaaga
aattgaaggt
tegtacttea
aattaagaaa

agtatttaca

gcaattaacg
gacaaggaca
gacttagtaa
ttattacaat
tcacaaatgg
ccaggtgttg
ggcattaaag

tgtatgtcaa

gccgtggatg
tatggagtaa
aaagcactga
aatggtagecg
gttttattaa
ttattatttg
caaacgttac
ttagtagata
gacgtaaatg
ttaattcaaa
catttatatg
tattttacte
gaaccagcgce
tttgaaaaac
ggcgacgagce
gctaaagcaa
gtgttagcaa

atggttgatt

58

ttccaaaatg
aattcctata
acggtggage
caatcattaa
aaatcgaaag
taattggtta
ttcttecatt

tgeectttate

cgaacagctt
gtgactatta
tagatgaaat
gcggtaaaca
aacgaccggg
acgatattce
gcaatcgggg
aaaaacttcg
ttgcacatca
aaattatggg
aattaatgga
gtgatccage
gtagacgtga
ataatgtacc
taattttaaa
ttgaacgttt
tagaaattce

atgataagtt

gacaaactta
ctcaccaatc
agaaccacaa
caaaaaacca
agaaacacac
ctcacgtaac
ccacggtaac

acgtaaagat

agctgaagcet
caagaaccta
tttagectgea
tccgatacat
taaagaagtg
atacctacca
tgttgaagtt
agaagaattt
aactttaaaa
cggtgtacgg
agatcattat
agctagegtg
atcattatte
aatctggtta
tgaagaaaca
agcaaaaaat
aaaatgccga

tacaattcac

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1452

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080
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25

30

ccagctatte
gaggaaactc
ggcttaagtyg
gaacaatgga
gatcgcaact
ctaagttcag
cgtaaagata
<210> 46

<211> 46
<212> PRT

aagggccaaa
ttaaaattac
aattagttet
atgatggcecte
atgtatccaa
aattatctecg

tttaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ABD sin conector

<400> 46

ES 2909 664 T3

agggaatatg
acatcgtact
tatteccatgt
gaacacatta
tacgttatta

tggtegtggg

aatatttata
tectttaatgg
ggaggaggag
gcaatcgege
cgggaacacg

ggtccacgtt

ttttagaaaa
aagcattaaa
atgtaattge
caggtgtagt
gtatagaagt

gcatgagtat

aggatcagat
agaggtatta
ttetgetegt
tgttacatat
gattgaggtg

gccaattgtt

Leu Ala Glu Ala Lys Val Leu Ala Asn Arg Glu Leu Asp Lys Tyr Gly

1

Val Ser Asp Tyr Tyr Lys Asn Leu Ile Asn Asn Ala Lys
25

5

20

Gly Val Lys Ala Leu Ile Asp Glu

35

<210> 47
<211> 57
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ABD con conector

<400> 47

40

Ala Gln His Asp Glu Ala Val Asp

1

5

Val Leu Ala Asn Arg Glu Leu Asp

20

Lys Asn Leu Ile Asn Asn Ala Lys

35

40

10

10

Lys Tyr Gly Val
25

Thr Val Glu Gly Val

Ile Asp Glu Ile Leu Ala Ala Leu Pro

50

<210> 48
<211> 46
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ABD1 sin conector

55

59

30

45

30

45

15

Thr Val Glu

Ile Leu Ala Ala Leu Pro

Ala Asn Ser Leu Ala Glu Ala Lys

15

Ser Asp Tyr Tyr

Lys Ala Leu

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1455
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<400> 48
Leu Ala Glu Ala Lys Val Leu Ala Asn Arg Glu Leu Asp
1 5 10

Val Ser Asp Phe Tyr Lys Arg Leu Ile Asn Lys Ala Lys
20 25

Gly Val Glu Ala Leu Lys Leu His Ile Leu Ala Ala Leu
35 40 45

<210> 49

<211> 57

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ABD1 con conector

<400> 49
Gly Ser His His His His His His Ala Asn Ser Leu Ala
1 5 10

Val Leu Ala Asn Arg Glu Leu Asp Lys Tyr Gly Val Ser
20 25

Lys Arg Leu Ile Asn Lys Ala Lys Thr Val Glu Gly Val
35 40 45

Lys Leu His Ile Leu Ala Ala Leu Pro
50 55

<210> 50

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Conector 1

<400> 50
Gly Ser His His His His His His Ala Asn Ser
1 5 10

<210> 51

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Conector 2

<400> 51
Ala Gln His Asp Glu Ala Val Asp Ala Asn Ser
1 5 10

<210> 52

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Conector 3

60

Lys Tyr Gly
15

Thr val Glu
30

Pro

Glu Ala Lys
15

Asp Phe Tyr
30

Glu Ala Leu
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<400> 52
Asp Glu Ala Val Asp Ala Asn Ser
1 5

<210> 53

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Conector 5

<400> 53

Gly Ser Gly Gly
1

61
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REIVINDICACIONES

1. Proteina de fusion de arginina desiminasa de unién a albumina, comprendiendo la proteina de fusion de
arginina desiminasa de unién a albumina una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre SEC ID n°® 40 y 41.

Hs
d r\g

2. Método de preparacion de la proteina de fusion de arginina desiminasa de union a albumina segun la
reivindicacion 1, que comprende construir un gen de fusidon que codifica la proteina de fusién de arginina
desiminasa de unién a albumina, insertar el gen de fusion en un vector, insertar el vector en un organismo
hospedador y expresar una proteina que incluye la proteina de fusién de arginina desiminasa de unién a albumina
segun la reivindicacion 1.

3. Método de preparacion de la proteina de fusidon de arginina desiminasa de union a albumina segun la
reivindicacion 2, que comprende ademas purificar la proteina de fusion.

4. Método de preparacion de la proteina de fusion de arginina desiminasa de uniéon a albumina segun la
reivindicacion 3, en el que la purificacion se lleva a cabo mediante cromatografia.

5. Método de preparacion de la proteina de fusion de arginina desiminasa de union a albumina segun la
reivindicacion 3, en la que la purificacion se lleva a cabo a partir de fracciones solubles de proteinas en bruto.

6. Método de preparacion de la proteina de fusion de arginina desiminasa de union a albumina segun la
reivindicacion 3, en la que la purificacion se lleva a cabo a partir de fracciones insolubles de proteinas en bruto.

7. Método de preparacion de la proteina de fusiéon de desiminasa de union a albumina segun la reivindicacion 1
mediante ligadura de proteina mediada por inteina entre el dominio de union a albimina, el péptido de union a
albumina o la(s) proteina(s) de unién a albumina y la segunda parte que comprende arginina desiminasa.

8. Composicién farmacéutica para la utilizacion en el tratamiento de un cancer en un paciente, comprendiendo
dicha composicion una cantidad clinicamente eficaz de la proteina de fusiéon de arginina desiminasa de union a
albumina segun la reivindicacion 1 en un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

9. Composicion farmacéutica para la utilizaciéon segun la reivindicacion 8, en la que la composicion presenta un
pH en un intervalo de 5.5 a 9.5.

10. Composicion farmacéutica para la utilizacion segun la reivindicacion 8, en la que la composicidn presenta un
pH de 7.4.

11. Composicion farmacéutica para la utilizacion segun la reivindicacion 8, en la que la composicidn presenta un
pH de 6.5.

12. Composicion farmacéutica para la utilizacion segun la reivindicacion 8, en la que el cancer es cancer
pancreatico, melanoma, leucemia, cancer de cabeza y cuello, cancer colorrectal, cancer de pulmoén, cancer de
mama, cancer hepatico, cancer nasofaringeo, cancer esofagico, cancer de prostata, cancer de estémago, cancer
cervical o cancer cerebral.

13. Composicién farmacéutica para la utilizacion segun la reivindicacion 8, en la que el cancer es negativo para la
argininosuccinato sintetasa (ASS).
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(A)
ADI nativa

extremo C

FIG. 1
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(B) proteina de fusién de AAD con dos ABD / ABD1

Sitio activo

SEC ID n® 46
ABD sin conector:

LAEAKVLANRELDKYGVSDYYKNLINNAKTVEGVKALIDEILAALP

SEC ID n° 47
ABD con conector:

AQHDEAVDANSLAEAKVLANRELDKYGVSDYYKNLINNAKTVEGVKALIDEILA

SEC ID n° 48
ABD1 sin conector:

LAEAKVLANRELDKYGVSDFYKRLINKAKTVEGVEALKLHILAALP
SEC ID n°® 49

ABD1 con conector:
GSHHHHHHANSLAFEAKVLANRELDKYGVSDFYKRLINKAKTVEGVEALKLHILAALP

FIG. 1 (continuacién)
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C Proteina de fusion de AAD con un AD/ABD1
(© en el extremo N

ABD en
extremo N

Sitio activo

SEC ID N°: 46
ABD sin conector:
LAEAKVLANRELDKYGVSDYYKNLINNAKTVEGVKALIDEILAALP

SEC ID N°: 47
ABD con conector:
AQHDEAVDANSLAEAKVLANRELDKYGVSDYYKNLINNAKTVEGVKALIDEILAALP

SEC ID N°: 48

ABD1 sin conector:
LAFAKVLANRELDKYGVSDFYKRLINKAKTVEGVEALKLHILAALP
SEC ID N°: 49

ABD1 sin conector:
GSHHHHHHANSLAFAKVLANRELDKYGVSDFYKRLINKAKTVEGVEALKLHILAALP

FIG. 1 (continuacion)
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(D) proteina de fusion de ADD con un ABD / ABD1
en el extremo C-terminal

Sitio activo

ABD en extremo
C-terminal

SEC ID n°® 46
ABD sin conector: AEAKVLANRELDKYGVSDYYKNLINNAKTVEGVKALIDEILAALP

SEC ID n° 47
ABD con conector:
AQHDEAVDANSLAEAKVLANRELDKYGVSDYYKNLINNAKTVEGVKALIDEILAALP

SEC ID n° 48
ABD1 sin conector:
LAEAKVLANRELDKYGVSDFYKRLINKAKTVEGVEALKLHILAALP

SEC ID n° 49
ABD1 con conector:
GSHHHHHHANSLAEAKVLANRELDKYGVSDFYKRLINKAKTVEGVEALKLHILLAALP

FIG 1 (continuacién)
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Mycoplasmu arginini 1
Lactococcus lactis 1
Bacillus cereus 1
Bacillus licheniformis 1

&1
55
55
37

121
112
111
113

170
172
170
172

228
230
230
232

288
250
289
251

346
348
348
350

406
408

404
410
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120
111
110
11z

165
171
1g9
171

227
228
225
231

287
28%
238
280

345
347
347
348

405
407
407
409

210
410

10
213

FIG. 2
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(A) SECIDn°36

ADI-conector-ABT 1

MSVFDSKFKGIHVYSEIGELE SVLVHEPGREIDYITPARLDELLFSAILE SHDARKEHKQ
FVAELKANDINVVELIDLVAETYDLASQEAKDKLIEEFLEDSEPVLSEEHKVVVRNFLKA
KKTSRELVEIMMAGITKYDLGIEADHELIVDPMPNLYETRDPFASVGNGVT IHYMRYKVR
QRETLFSREVE SNHPELINTPWYYDPSLRLSIEGGDVE TYNNDTLVVGVSERTDLOQTVTL
LAKNIVANKECEFKRIVAINVPKWINLMHLD TWLTMLDKDKFLYSP TANDVFKFWDYDLV
NGGAEPQPVENGLPLEGLLQSIIHKKPVLIPIAGEGASQMEIERETHFDGTHYLAIRPGV
VIGYSRNEKTNAALEAAGIKVLPFHGNQLSLGMGNARCMSMPL SRKDVKW.: & :
SLAEAKVLANRELDKYGVSDFYRRLINKAKTVEGVEALKLHILAALP

(ABD 1: dominio de union a albumina de alta afinidad; el conector esta subrayado)

Conector1 (SEC ID n° 50): GSHHHHHHANS

(B) SECIDn°37

ADI-conector=-ABD

MSVFDSKFKGIHVYSEIGELESVLVHEPGREIDYITPARLDELLFSAILESHDARKEHKQ
FVAELKANDINVVELIDLVAETYDLASQEAKDKLIEEFLEDSEPVLSEEHKVVVRNFLKA
KKTSRELVE IMMAGITKYDLGIEADHELIVDPMPNLYFTRDPFASVGNGVTIHYMRYKVR
QRETLESREVFSNHPKLINTPWYYDPSLKLSIEGGDVFIYNNDTLVVGVSERTDLQTVTL
LAKNIVANKECEFKRIVAINVPKWINLMHLDTWLTMLDKDKFLYSPIANDVFKEWDY DLV
NGGAEPQPVENGLPLEGLLQSIINKKPVLIPIAGEGASQMEIERETHFDGTNYLAIRPGV
VIGYSRNEKTNAALEAAGIKVLPFHGNQLS LGM@NAE@MSMPLSEamv&wagﬂngﬁvﬂﬁm
gLﬁEAKvLQ,REL&KYGV&QYEK@LENM&KTVE”ffﬂ_W,EELAALP

(ABD: dominio de unidon a albumina; el conector esta subrayado)
Conector 2 (SEC ID n°® 51): AQHDEAVDANS

FIG. 3
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(C) SECIDn°38

ABD

MSVEDSKFKGIHVYSEIGELESVLVHEPGREIDYITPARLDELLY SAILESHDARKEHKQ
FVAELKANDINVVELIDLVAETYDLASQEAKDKLIEEFLEDSEPVLSEEHKVVVRNFLKA
KKTSRELVEIMMAGITKYDLGIEADHELIVDPMPNLYFTRDPFASVGNGVTIHYMRYKVR
QRETLFSREVFSNHPKLINTPWYYDPSLEKLSIEGGDVFIYNNDTLVVGVSERTDLOTVTL
LAKNIVANKECEFKRIVAINVPEKWTNLMHLDTWLTMLDRDKELYSPIANDVEKFWDYDLV
NGG&EPQ?VE&GLPLEFLLQQIIMKKPVLIPIA@EGASQMEIEHETHFDGT'

(ABD: dominio de unién a atbumina; el conector esta subrayado)

(D) SEC ID n° 39

ABD

MSVFDSKFKGIHVYSEIGELESVLVHEPGREIDYITPARLDELLFSAILESHDARKEHKQ
FVAELKANDINVVELIDLVAETYDLASQEAKDKLIEEFLEDSEPVLSEEHKVVVENFLKA
KRTSRELVEIMMAGITRKYDLGIEADHELIVDPMPNLYFTRDPEFASVGNGVTIHYMRYEVR
QRETLFSREVESNHPKLINTPWYYDPSLKLSIEGGDVFIYNNDTLVVGVSERTDLOTVTL
LAKNIVANKECEFKRIVAINVPEKWTNLMHLDTWLTMLDKDKFLYSPIANDVFKEWDYDLV
NGGAEPQPVENGLPLEGLLQSIINKKPVLIPIAGEGASQMETERETHFDGTNYLAIRPGV
VIGXuRNEKTﬂAELERAQIKVLP?HGNQLSLuMGEARCMSMPLQRKDVRW%OHQEAVBRN

(ABD: dominio de unidn a albdmina; el conector esta subrayado)

FIG. 3 (continuacién)
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(E) SEC ID n° 40

PSGSHINH, .@EﬁgﬁVFDSKFKGIHVYSEIGELESVLVHEPGREIDYITPARLDELLFSA
ILESHDARKEHKQFVAELKANDINVVELIDLVAETYDLASQEAKDKLIEEFLEDSEPVLS
EEHKVVVRNFLEKAKKTSRELVEIMMAGITKYDLGIEADHELIVDPMPNLYFTRDPEFASVG
NGVTIHYMRYKVRORETLFSRFVFSNHPKLINTPWYYDPSLEKLSIEGGDVEIYNNDTLVV
GVSERTDLOQTVTLLAKNIVANKECEFKRIVAINVPKWINLMHLDTWLTMLDKDKFLYSPIL
ANDVFKFWDYDLVNGGAEPOPVENGLPLEGLLOSTINKKPVLIPIAGEGASQMEIERETH

FDGTNYLATRPGVVIGYSRNEKTNAALEAAGTIKVLPFHGNOQLSLGMGNARCMSMPLSRED
VKW

(ABD: dominio de union a albumina; el conector entre His y ABD esta subrayado con linea continua,
mientras que el conector entre Poli-N y ADI esta subrayado con linea de puntos).

Conector 3 (SEC ID n°® 52): DEAVDANS; Conector 4: SGS; Conector 5 (SEC ID n° 53): GSGG

FIG. 3 (continuacion)

70



ES 2909 664 T3

(F) SECIDn°#

m’&%ﬁh%ﬁ%ﬂﬁﬁm%ﬁm i o e /\m%

%
H
i

bcADI

: GKHPIHVTSPIGEMQTVLLKRPGKﬁVEVLTPDVLQQLLFDDIPYLPIIQK
5 DY AOTLRNRGVEV@VLEKLAAEALVDKKLREEFVDRILKEﬁQADVNVAHQTLKEYLMSF
SNEELIQKIMGGVRKNEIETSKKTHLYELMEDHYPFYLDPMPNLYFTRDPAASVGDGLTINK
MREPARRRESLFMEYI IKYHPRFAKHNVPIWLDRDYKFPIEGGDELILNEETIAIGVSARTS
AKATERLAKNLFSRONKIRKKVLATEIPKCRAFMHLDTVEFIMVDYDKEFTIHPATQGPKGNMN I
YILEKGADEETLKITHRTSLMEALKEVLDLSELVLT PCGGGDVIASAREQWNDGSNTLAIAP
GVVVTYDRNYVSNTLLREHGIEVIEVLSSELSRGRGGPRCMSMPIVREDT

(ABD: dominio de unién a albumina; el conector entre His y ABD esta subrayado con linea continua,

mientras que el conector entre Poli-N y bcADI esta subrayado con linea de puntos).

Conector 3 (SEC ID n® 52): DEAVDANS; Conector 4: SGS; Conector 5 (SEC ID n°® 53): GSGG

FIG 3 (continuacién)
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(A) SECIDn°42

ABD Inteina

MAQOHDEAVDANS LARAKVLANRELDEYGVSDYYENLINNAKTVEGVKALIDEILAALPEF

(B) SECIDn°43

L - CSVFDSKFKGIHVYSEIGELESVLVHEPGR
EIDYITPARLDELLFSAILESHDARKEHKQFVAELKANDINVVELIDLVAETYDLASQEAKDKL
IEEFLEDSEPVLSEEHKVVVRNFLKAKKTSRELVEIMMAGITKYDLGIEADHELIVDPMPNLYF
TRDPFASVGNGVTIHYMRYKVROQRETLFSREFVFSNHPKLINTPWYYDPSLKLSIEGGDVFIYNN
DTLVVGVSERTDLOTVTLLAKNIVANKECEFKRIVAINVPKWINLMHLDTWLTMLDKDKFLYSP
IANDVFKFWDYDLVNGGAEPQPVENGLPLEGLLOSIINKKPVLIPIAGEGASQMEIERETHFDG
TNYLAIRPGVVIGYSRNEKTNAALEAAGTIKVLPFHGNQLSLGMGNARCMSMPLSRKDVKW

FIG. 4

72



(©)

Fusion de
extremo
C-terminal

(D)

Fusion de
extremo
N-terminal

ES 2909 664 T3
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FIG. 4 (continuaci6n)
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(E)
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Ligacién de proteina mediada por inteina

FIG. 4 (continuacién)
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Ndel(81)

/

/6xHis

__ BamHI(1535)

FIG. 5
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(A) MAPA GENICO

ADIn-F
ABDn-R2 ';
ABDNN-R1 k; |

1
hisABDNcle-F ABD i ADI JADIBam-R

(B) Secuencia de nuclectidos de His-ABD-PolyN-ADI (1484 pb):

(SEC ID n° 44)

5-’,
ATGCATCATCACCATCACCATGATGAAGCCGTGGATGCGAATTCCTTAGCTGAAGCTAAAGTCT
TAGCTAACAGAGAACTTGACAAATATGGAGTAAGTGACTATTACAAGAACCTAATCAACAATGC
CAAAACTGTTGAAGGTGTAAAAGCACTGATAGATGAAATTTTAGCTGCATTACCTTCGGGTAGT
AACAACAATAATAACAATGGTAGCGGCGGTTCTGTATTTGACAGTAAATTTAAAGGAATTCACG
TTTATTCAGAAATTGGTGAATTAGAATCAGTTCTAGTTCACGAACCAGGACGCGAAATTGACTA
TATTACACCAGCTAGACTAGATGAATTATGCTTCTCAGCTATCTTAGAAAGCCACGATGCTAGA
AAAGAACACAAACAATTCGTAGCAGAATTAAAAGCAAACGACATCAATGTTGTTGAATTAATTG
ATTTAGTTGCTGAAACATATGATTTAGCATCACAAGAAGCTAAAGACAAATTAATCGAAGAATT
TTTAGAAGACTCAGAACCAGTTCTATCAGAAGAACACAAAGTAGTTGTAAGAAACTTCTTARARARA
GCTAAAAAAACATCAAGAGAATTAGTAGAAATCATGATGGCAGGGATCACAAAATACGATTTAG
GTATCGAAGCAGATCACGAATTAATCGTTGACCCAATGCCAAACCTATACTTCACACGTGACCC
ATTTGCATCAGTAGGTAATGGTGTAACAATCCACTACATGCGTTACAAAGTTAGACAACGTGAA
ACATTATTCTCAAGATTTGTATTCTCAAATCACCCTAAACTAATTAACACTCCATGGTACTACG
ACCCTTCACTAAAATTATCAATCGCAGGTGGGGACGTATTTATCTACAACAATGACACATTAGT
AGTTGGTGTTTCTGAARGAACTGACTTACAAACAGTTACTTTATTAGCTARAAACATTGTTGCT
AATAAAGAATCTGAATTCAAACGTATTGTTGCAATTAACGTTCCAAAATGGACAAACTTAATGC
ACTTAGACACATGGCTAACAATGTTAGACAAGGACAAATTCCTATACTCACCAATCGCTAATGA
CGTATTTAAATTCTGGGATTATGACTTAGTAAACGGTGGAGCAGAACCACAACCAGTTGAAAAC
GGATTACCTCTAGAAGGATTATTACAATCAATCATTAACAAAAAACCAGTTTTAATTCCTATCG
CAGGTGAAGGTGCTTCACAAATGGAAATCGAAAGAGAAACACACTTCGATGGTACAAACTACTT
AGCAATTAGACCAGGTGTTGTAATTGGTTACTCACGTAACGAAAAAACAAACGCTGCTCTAGAA
GCTGCAGGCATTAAAGTTCTTCCATTCCACGGTAACCAATTATCATTAGGTATGGGTAACGCTC
GTTGTATGTCAATGCCTTTATCACGTAAAGATGTTAAGTGGTAA -3

FIG. 6
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(C) Secuencia de aminoacidos de His-ABD- PoliN ~ADI:

(SEC ID n° 40)

MHHHHHHDEAVDANSLAEAKVLANRELDKYGVSDYYKNL INNAKTVEGVEKAL IDETLAALPSGSNNNNNNGSGGSVEF

DSKFKGTHVYSETGELESVLVHEPGRETDY I TPARLDELLFSATLESHDARKEHKQFVAELKANDINVVEL IDLVAET
YDLASQEAKDKL TEEFLEDSEPVLSEEHKVVVRNFLKAKKTSRELVE IMMAGT TKYDLGTEADHEL [VDPMPNLYFTR
DPFASVGNGVTTHYMRYKYRQRETLESREVESNHPKL INTPWYYDPSLKLS IEGGDVFTYNNDTLVVGVSERTDLATV
TLLAKNTVANKECEFKRIVAINVPKWTNLMHLD TWLTMLDKDKFLYSP TANDVFKFWDYDLVNGGAEPQPYENGLPLE
GLLQSTINKKPVLIPTAGEGASQMEIERETHFDGTNYLA IRPGVVIGYSRNEKTNAALEAAGTKVLPFHGNQLSLGMG

NARCMSMPLSRKDVKW

(PoliN con conector: SGSNNNNNNGSGG)

FIG. 6 (continuacién)
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(A) MAPA GENICO

bcADIn-F

bcABDN-R2,

bcABDan-R1. |
hisABDNde-RBD P bcAD| bcADBam-R

(B) La secuencia de nucleétidos de His-ABD-PoliN —bcADI (1512 pb):

(SEC ID n° 45)

5’..,
ATGGGTCATCATCACCATCACCATGATGAAGCCGTGGATGCGAACAGCTTAGCTGAAGCTAAAG
TCTTAGCTAACAGAGAACTTGACARATATGGAGTAAGTGACTATTACAAGAACCTAATCAACAA
TGCCAAAACTGTTGAAGGTGTAAAAGCACTGATAGATGAAATTTTAGCTGCATTACCTTCGGGT
AGTAACAACAATAATAACAATGGTAGCGGCGGTAAACATCCGATACATGTTACTTCAGAAATTG
GGGAATTACAAACGGTTTTATTAARAACGACCGGGTAAAGAAGTGGAARAACTTGACGCCAGATTA
TTTGCAGCAATTATTATTTGACGATATTCCATACCTACCAATTATTCAAAAAGAGCATGATTAT
TTTGCACAAACGTTACGCAATCGGGGTGTTCGAAGTTCTTTATTTAGAAARAACTAGCCGCTGAGG
CGTTAGTAGATAAAAAACTTCGAGAAGAATTTGTTGATCGTATTTTAARAGAAGGACAGGCCGA
CGTAAATGTTGCACATCAAACTTTAAAAGAATATTTACTTTCCTTTTCAAATGAAGAATTAATT
CAAARAAATTATGGGCGGTGTACGGAARAACGAAATTGAAACAAGTARAGAAGACACATTTATATG
AATTAATGGAAGATCATTATCCGTTTTACTTAGATCCAATGCCTAATTTATATTTTACTCGTGA
TCCAGCAGCTAGCGTGGGCGATGCCTTAACGATAAATAAGATGAGAGAACCAGCGCGTAGACGT
GAATCATTATTCATGGAGTACATCATTAAATATCATCCAAGATTTGARAAACATAATGTACCAA
TCTGGTTAGATCGTGATTATAAATTTCCAATTGAAGGTGGCGACGAGCTAATTTTAAATGAAGA
ARCAATTGCGATTGGAGTATCTGCTCGTACTTCAGCTAAAGCAATTGAACGTTTAGCAARRAART
CTCTTTAGCCGACAAANATAAAATTAAGAARAGTGTTAGCAATAGAAATTCCAARAATGCCGAGCAT
TTATGCATTTAGATACAGTATTTACAATGGTTGATTATGATAAGTTTACAATTCACCCAGCTAT
TCAAGGGCCAAAAGGGAATATGAATATTTATATTTTAGAAARAGGATCAGATGAGGAAACTCTT
AAAATTACACATCGTACTTCTTTAATGGAAGCATTAARAGAGGTATTAGGCTTAAGTGAATTAG
TTCTTATTCCATGTGGAGGAGGAGATGTAATTGCTTCTGCTCGTGAACAATGGAATGATGGCTC
GAACACATTAGCAATCGCGCCAGGTGTAGTTGTTACATATGATCGCAACTATGTATCCAATACG
TTATTACGGGAACACGGTATAGAAGTCGATTGAGGTGCTAAGTTCAGAATTATCTCGTGGTCGTG
GGGGTCCACGTTGCATGAGTATGCCAATTGTTCGTAAAGATATTTAA-3'

FIG. 7
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(C) La secuencia de aminoacidos de His-ABD- PoliN —bcADI:

(SEC ID ne° 41)

MGHHHHHHDEAVDANSLAEAKVLANRELDKYGVSDY YKNL INNAKTVEGVKALIDE ILAALPSGSNNNNNNGSGGKH

PIHVTSEIGELQTVLLKRPGKEVENLTPDYLQQLLFDDIPYLPIIQKEHDYFAQTLRNRGVEVLYLEKLAAEALVDKK
LREEFVDRILKEGQADVNVAHQTLKEYLLSFSNEEL IQK IMGGVRKNE IETSKK THLYELMEDHYPFYLDPMPNLYFT
RDPAASVGDGLT INKMREPARRRESLFMEY T TKYHPRFAKHNVPTWLDRDYKFP TEGGDELTLNEETTATGVSARTSA
KATERLAKNLFSRONKIKKVLATE IPKCRAFMHLDTVETMVDYDKFT IHPA TQGPKGNMNTY I LEKGADEETLK I THR
TSLMEALKEVLDLSELVL IPCGGGDV IASAREQWNDGSNTLA TAPGVVVTYDRNYVSNTLLREHGIEVIEVLSSELSR

GRGGPRCMSMPIVRKDI

(PoliN con conector: SGSNNNNNNGSGG)

FIG. 7 (continuacion)
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Carril

+ Carril 1: marcador de intervalo bajo
+  Carril 2: fraccion soluble
+  Carril 3: fraccién insoluble!

i + Caril 4: fraccion soluble |
45kDa +  Carril 5: fraccion insoluble!
31 kDa
215kD

(®)

52.8KDa

FIG. 8
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(A)

Carril

complejo
HSA+AAD

HSA (albimina
de suero humano)

FIG. 10
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(B)

Carril

1234567
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FIG. 10 (continuacién)
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Efecto de AAD sobre los niveles plasmaticos de arginina
en ratones (n=3)
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o
< 0.150 —-@ - - AAD 1000 1ig

FIG. 11
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