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DESCRIPCION
Fotoproteina mtCiclina aislada y su uso

La invencion se refiere a la fotoproteina mtClitina, a sus secuencias de nucle6tidos y de aminoacidos, y a la actividad
y uso de la fotoproteina mtClitina.

Fotoproteinas

La bioluminiscencia se refiere al fenomeno de generacion de luz por los organismos vivos. Es el resultado de
reacciones bioquimicas en células, reacciones en las que la energia quimica se emite en forma de cuantos de luz
(que también se denomina emision fria por quimioluminiscencia). La luz generada de este modo es monocromética,
ya que se emite durante una transferencia de electrones discretos, pero se puede desplazar a regiones del espectro
de mayor longitud de onda mediante pigmentos luminiscentes secundarios (por ejemplo, proteinas fluorescentes en
medusas luminiscentes del género Aequora).

La funcion biolégica es mudltiple: a una profundidad marina de entre 200 y 1000 m (regibn mesopelagica),
aproximadamente el 90 % de todos los organismos vivos brilla. Aqui, las sefiales luminiscentes se emplean para
atraer a la pareja, como engafio y como cebo. Los gusanos brillantes y las luciérnagas también explotan las sefiales
de luz para atraer a la pareja. Por el contrario, el significado de la luminiscencia de las bacterias, hongos y algas
monocelulares no estéa claro. Se supone que se usa para coordinar muchos individuos Unicos de una gran poblacion
o constituye una clase de reloj biolégico.

Un gran numero de celentéreos son bioluminiscentes (Morin y col., 1974). Estos organismos emiten luz azul o verde.
La aecuorina, que deriva de Aequoria victoria y que, en 1962, fue la primera proteina productora de luz que se
identificé (Shimomura et al., 1969), emitié, como proteina aislada, una luz azul y no una luz verde como se observé
fenotipicamente en el caso de Aequoria victoria. Mas tarde, se aisld la proteina verde fluorescente (GFP) de
Aequoria victoria, proteina que hace que la medusa aparezca fenotipicamente verde como resultado de la excitacion
mediante acuorina (Johnson y col., 1962; Hastings y col., 1969; Inouye y col., 1994). Otras fotoproteinas que
también se han identificado y descrito son clitina (Inouye y col., 1993), mitrocomina (Fagan y col., 1993) y obelina
(Marionov y col., 1995).

Tabla 1: Resumen de algunas fotoproteinas. En la tabla se proporcionan el nombre, el organismo del que se ha
aislado la proteina y el namero de identificacion (N° Reg.) de la entrada en la base de datos.
Nombre Organismo N° de identificacion
Obelina Obelia geniculata AAL86372
Clitina Clytia gregaria CAA49754
Acuorina Aequorea macrodactyla AAK02061
Acuorina Aequorea parva AAK02060
Mitrocomina Mitrocoma cellularia AAA29298
Folasina Pholas dactylus AAM18085
? Symplectoteuthis oualaniensis AX305029
Tabla 2: Resumen de algunas fotoproteinas. En la tabla se proporcionan el organismo del que se ha aislado la
proteina, el nombre de la fotoproteina y una seleccién de patentes o solicitudes.
Organismo Proteina fluorescente Patente/Solicitud
Obelia geniculata Obelina WOQO03006497
Clytia gregaria Clitina WO03006497
Aequoria victoria Acuorina W0200168824
US-0908909
US 6,152,358
JP-0176125
Pholas dactylus Folasina W00028025
GB-0024357
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Actualmente, la bioluminiscencia se usa en la tecnologia de muchos modos, por ejemplo en forma de bioindicadores
de contaminaciéon o en bioquimica para la deteccion sensible de proteinas, para la determinacion cuantitativa de
compuestos especificos o como lo que se conoce como “indicador” en el estudio de la regulaciéon génica en células.

Las fotoproteinas no solo difieren en sus secuencias de nucleétidos y de aminoacidos, sino también en sus
propiedades bioquimicas y fisicas.

Se ha demostrado que las propiedades fisicas y bioquimicas de las fotoproteinas se pueden modificar a través de la
alteracion de la secuencia de aminoacidos. En la literatura se describen ejemplos de fotoproteinas mutageneizadas
(documentos se 6.495.355; US 5.541.309; US 5.093.240; Shimomura y col., 1986).

Las fotoproteinas mencionadas anteriormente generan luz oxidando la coelentarazina (Haddock y col., 2001; Jones
y col., 1999).

Markeva SV y col., Biochemistry, Volumen 41, N° 7, 19 de febrero de 2002, paginas 2227-2236, divulgan la
clonacion, el andlisis de la secuencia y la expresion de la proteina obelina del hidroide pelagial bioluminiscente
Obelia geniculata. ElI documento WO 91/01305 describe proteinas bioluminiscentes y su uso como
marcadores/indicadores, entre otras, las fotoproteinas acuorina y obelina (pagina 7, lineas 17-21). El documento
también describe la posibilidad de unién de las proteinas mencionadas anteriormente a un péptido sefial para el
transporte al interior de los organulos celulares, tales como, por ejemplo, la mitocondria o el reticulo endoplasmico
(pagina 8, lineas 9-26).

Dunstan SL y col., Journal of Biological Chemistry, Volumen 275, N° 13, 31/3/2000, paginas 9403-9409, divulga la
fotoproteina folasina de Pholas dactylus, que contiene un péptido sefial natural con 20 aminoacidos para la
secrecién de la proteina (resumen, pagina 9407, columna de la derecha, lineas 14-16).

Sistemas indicadores

El término gen indicador se refiere, en general, a genes cuyos productos génicos pueden detectarse facilmente
usando sencillos procedimientos bioguimicos o histoquimicos. Se puede distinguir entre al menos 2 tipos de genes
indicadores.

1. Genes de resistencia. La expresion genes de resistencia se refiere a genes cuya expresion
confiere, sobre una célula, resistencia a antibiéticos u otras sustancias cuya presencia en el medio de
crecimiento produce la muerte de la célula si el gen de resistencia no esta.

2. Genes indicadores. En la manipulaciéon genética, los productos de los genes indicadores se usan
en forma de indicadores condensados o no condensados. Entre los genes indicadores mas usados se
incluyen los de la beta-galactosidasa (Alam y col., 1990), fosfatasa alcalina (Yang y col., 1997; Cullen y col.,
1992), luciferasas y otras fotoproteinas (Shinomura, 1985; Phillips GN, 1997; Snowdowne y col., 1984).

La luminiscencia se refiere a la emision de fotones en el intervalo del espectro visible, efectuandose mediante
moléculas emisoras excitadas. En contraste con la fluorescencia, aqui, la energia no se suministra desde el exterior
en forma de radiacioén de una longitud de onda mas corta.

Se establece una distincién entre quimioluminiscencia y bioluminiscencia. Una reaccion quimica que tiene como
resultado una molécula excitada que brilla cuando los electrones excitados vuelven al estado basal se denomina
qguimioluminiscencia. Si esta reaccion es catalizada por una enzima, el fendmeno se denomina bioluminiscencia. Las
enzimas implicadas en la reaccion se denominan, en general, luciferasas.

Clasificacion de la especie Clytia gregaria
Cnidaria - Leptomedusae - Campanulariidae - Clytia gregaria

La especie Clytia gregaria pertenece a los cnidarios, especificamente a las medusas. El fenotipo bioluminiscente o
fluorescente ya se describié en 1998 (Ward y col., 1998).

Aislamiento del ADNc

Para Investigar la actividad bioluminiscente de la especie Clytia gregaria, se obtuvieron especimenes en el Mar
Blanco (Estacion Biologica de Kartesh, Rusia) y se almacenaron en nitrégeno liquido. Para establecer las bibliotecas
de ADNc de Clytia gregaria, se aislo el poli(a)+ARN con la ayuda del procedimiento de aislamiento “Straight A” de
Novagen (EE.UU.).

Para preparar en ADNc se llevé a cabo una PCR-RT. Con este fin, se incubd 1 pg de ARN con la transcriptasa
inversa (Superscribt Gold 1) de acuerdo con el esquema siguiente:
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PCR 1. 30 segundos 95°C
2. 6 minutos 68 'C
3. 10 segundos 95 °'C
4, 6 minutos 68 °C
17 ciclos de la etapa 4 después de la etapa 3

Para inactivar la polimerasa, los productos de reaccién se incubaron durante 30 minutos con proteinasa K a 37 °C y
el ADNc se precipitd con etanol. La expresion de la biblioteca de ADNc se llevé a cabo con la ayuda del “kit de
construccion de bibliotecas de ADNc SMART” de Clontech (EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante. El
ADNC se cloné en el vector de expresion pTriplEx2 (Clontech; EE.UU.). Los vectores de expresion se transformaron
mediante electroporacion en bacterias de la cepa E. coli XL1-Blue.

Las bacterias se sembraron en placas con medio nutritivo LB sélido y se incubaron durante 24 horas a 37 °C.
Después, se repitio la siembra en placas transfiriendo las bacterias a otra placa con medio nutritivo sélido usando un
filtro de nitrocelulosa. La placa duplicada, a su vez, se incub6 durante 24 horas a 37 °C y las colonias bacterianas
gue habian crecido se transfirieron a medio liquido LB. Después de la adiciéon de IPTG (concentracion final 0,1 mM),
las bacterias se incubaron durante 4 horas a 37 °C en un agitador. Las bacterias se recogieron mediante
centrifugacion y la biomasa bacteriana se resuspendié a 0 °C en 0,5 ml de tampdn de alteraciéon (EDTA 5 mM, Tris-
HCI 20 mM, pH 9,0) a 0 °C. Las bacterias se rompieron después mediante sonicacion.

Tras la adicion de coelenterazina (concentracion final 10E-07 M), los lisados se incubaron durante 3 horas a 4 °C.
Después, se midié la bioluminiscencia usando un luminémetro, tras la adicion de cloruro calcico (concentracion final
20 mM).

Se identificé una fotoproteina. La fotoproteina se denominé mtClitina. La fotoproteina mtClitina se describe con
detalle méas adelante en el presente documento.

Con una identidad del 87 %, la fotoproteina mtClitina muestra el grado mas elevado de homologia a nivel de
aminoacidos con la clitina de Clytia gregaria, y una identidad del 77 % con obelina de Obelia geniculata (mostrado
en el ejemplo 8, Figura 8). La homologia del 87 %, en relacion con la clitina, se revela en el extremo C de la
proteina, identificandose multiples sustituciones de aminoacidos, distribuida por toda la proteina. A nivel de &acido
nucleico, la identidad es inferior al 30 % (mostrado en el Ejemplo 7; Figura 7). Para comparar la secuencia se usé el
procedimiento BLAST (Altschul y col., 1997).

La fotoproteina mtClitina tiene un péptido sefial que puede conducir a la translocacion de la fotoproteina al interior de
las mitocondrias. El péptido sefial se identific6 mediante el programa informatico MITOPROT (Claros y col., 1996)
(mostrado en el Ejemplo 10). El péptido sefial identificado mediante MITOPROT se muestra en la SEC ID N° 3. La
fotoproteina mtClitina es la primera fotoproteina en la que se identificé un péptido sefial natural para la translocacion
a las mitocondrias.

También se describen equivalentes funcionales de la mtClitina. Equivalentes funcionales son las proteinas que
tienen propiedades fisicoquimicas comparables y que tienen una homologia de al menos un 70 % con la SEC ID N°
2. Se prefiere una homologia de al menos un 80 % o un 90 %. Especialmente preferida es una homologia de al
menos un 95 %.

La fotoproteina mtClitina es adecuada como gen indicador para los sistemas celulares, especificamente para
receptores, canales ionicos, transportadores, factores de transcripcion o para sistemas inducibles.

Como fusion con genes indicadores, el péptido sefial de la mtClitina es también adecuado como gen indicador
condensado para los sistemas celulares, especificamente para receptores, canales idnicos, transportadores,
factores de transcripcion o para sistemas inducibles.

La fotoproteina mtClitina también es adecuada como gen indicador mediante marcaje, identificacion y
caracterizacion de organulos celulares, especialmente para mitocondrias.

La fotoproteina mtClitina también es adecuada como gen indicador para determinar parametros dentro y fuera de
organulos celulares, especificamente mitocondrias, especificamente las concentraciones de calcio.

La fotoproteina mtClitina es adecuada como gen indicador en sistemas bacterianos y eucariotas, especificamente en
células de mamifero, en bacterias, en levaduras, en baculovirus, en plantas.

La fotoproteina mtClitina es adecuada como gen indicador para sistemas celulares en combinacién con sistemas
bioluminiscentes o quimioluminiscentes, especificamente sistemas con luciferasas, con oxigenasas, con fosfatasas.
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Como proteina de fusién, la fotoproteina mtClitina es adecuada especificamente para receptores, canales ionicos,
transportadores, factores de transcripcion, proteinasas, quinasas, fosfodiesterasas, hidrolasas, peptidasas,
transferasas, proteinas de membrana y glicoproteinas.

La fotoproteina mtClitina es adecuada para su inmovilizacion, especificamente mediante anticuerpos, mediante
biotina 0 mediante soportes magnéticos o0 magnetizables.

La fotoproteina mtClitina es adecuada como proteina para sistemas de transferencia de energia, especialmente
sistemas FRET (transferencia de energia por resonancia de fluorescencia), BRET (transferencia de energia por
resonancia de bioluminiscencia), FET (transistores de efecto de campo), FP (polarizacion de fluorescencia), HTRF
(fluorescencia resuelto por tiempo homogéneo).

La fotoproteina mtClitina es adecuada para marcar sustratos o ligandos, especificamente para proteasas, para
quinasas, para transferasas.

La fotoproteina mtClitina es adecuada para expresar en sistemas bacterianos, especificamente para la
determinacion de titulos, como sustrato para sistemas bioquimicos, especificamente para proteinasas y quinasas.

La fotoproteina mtClitina es adecuada como marcador, especificamente acoplado a anticuerpos, acoplado a
enzimas, acoplado a receptores, acoplado a canales id6nicos y a otras proteinas.

La fotoproteina mtClitina es adecuada como gen indicador en la bisqueda de compuestos farmacolégicos activos,
especificamente en HTS (deteccidn selectiva de alto rendimiento).

La fotoproteina mtClitina es adecuada como componente de sistemas de deteccion, especificamente para ensayos
ELISA (ensayo de inmunosorcion ligado a enzimas), para inmunohistoquimica, para transferencias de tipo Western,
para microscopia confocal.

La fotoproteina mtClitina es adecuada como marcador para analizar las interacciones, especificamente para
interacciones proteina-proteina, para interacciones ADN-proteina, para interacciones ADN-ARN, para interacciones
ARN-ARN, para interacciones ARN-proteinas (ADN: Acido desoxirribonucleico; ARN: acido ribonucleico).

La fotoproteina mtClitina es adecuada como marcador o proteina de fusidon para su expresién en organismos
transgénicos, especificamente en ratones, en ratas, en hamsteres, en otros mamiferos, en primates, en peces, en
gusanos, en plantas.

La fotoproteina mtClitina es adecuada como marcador o proteina de fusion para analizar el desarrollo embrionario.

La fotoproteina mtClitina es adecuada como marcador a modo de un mediador de acoplamiento, especificamente
mediante biotina, mediante NHS (N-hidroxisulfosuccimida), mediante CN-Br.

La fotoproteina mtClitina es adecuada como indicador que esta acoplado a acidos nucleicos, especificamente a ADN
0 ARN.

La fotoproteina mtClitina es adecuada como indicador que esta acoplado a proteinas o péptidos.

La fotoproteina mtClitina es adecuada como indicador para medir las concentraciones de calcio intracelulares o
extracelulares.

La fotoproteina mtClitina es adecuada para caracterizar cascadas de sefiales en sistemas celulares.

La fotoproteina mtClitina, acoplada a acidos nucleicos o péptidos, es adecuada como sonda, especificamente para
transferencias de tipo Northern, para transferencias de tipo Southern, para transferencias de tipo Western, para
ELISA, para secuenciacion de acido nucleico, para andlisis de proteinas o para analisis en circuitos.

La fotoproteina mtClitina es adecuada para marcar formulaciones farmacoldgicas, especificamente agentes
infecciosos, anticuerpos, “moléculas pequefias”.

La fotoproteina mtClitina es adecuada para investigaciones geoldgicas, especialmente para aguas pelagicas, aguas
subterraneas y corrientes fluviales.

La fotoproteina mtClitina es adecuada para su expresion en sistemas de expresién, especificamente en sistemas de
traduccion in vitro, en sistemas bacterianos, en sistemas de levaduras, en sistemas de baculovirus, en sistemas
viricos, en sistemas eucarioticos.

La fotoproteina mtClitina es adecuada para visualizar tejidos o células en relacion con intervenciones quirdrgicas,
especificamente en el caso de intervenciones invasivas, no invasivas, minimamente invasivas.

La fotoproteina mtClitina es también adecuada para marcar tejidos tumorales y otros tejidos alterados
fenotipicamente, especificamente en investigacion hidrolégica y en relacion con intervenciones quirirgicas
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También se describe la purificaciéon de la fotoproteina mtClitina, especificamente como la proteina silvestre, como
una proteina de fusién, como proteina mutageneizada.

También se describe la purificacion del péptido sefial de mtClitina, especificamente como la proteina silvestre, como
una proteina de fusién, como proteina mutageneizada.

También se describe el uso de la fotoproteina mtClitina en el campo de la cosmética, especificamente aditivos para
el bafio, lociones, jabones, pinturas corporales, pasta de dientes, polvos corporales.

También se describe el uso de la fotoproteina mtClitina para pigmentar especificamente colorantes alimentarios,
aditivos para bafio, tinta, materiales textiles y plasticos.

También se describe el uso de la fotoproteina mtClitina para pigmentar papel, especificamente tarjetas de
felicitacion, productos de papel, papel de empapelar y articulos artesania.

También se describe el uso de la fotoproteina mtClitina para pigmentar liquidos, especificamente para pistolas de
agua, fuentes, bebidas, hielo.

También se describe el uso de la fotoproteina mtClitina para la produccion de juguetes, especificamente pintura para
dedos y maquillaje.

La invencion se refiere a moléculas de acido nucleico que codifican el polipéptido divulgado por la SEC ID N° 2.
La invencion se refiere al polipéptido con la secuencia de aminoéacidos divulgada en la SEC ID N° 2.
También se describen moléculas de acido nucleico seleccionadas del grupo que consiste en

a) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que contiene la secuencia de aminoacidos
divulgada por la SEC ID N° 2;

b) las moléculas de acido nucleico que contienen la secuencia representada por la SEC ID N 1;

¢) las moléculas de &cido nucleico cuya hebra complementaria hibrida con una molécula de acido nucleico
de a) o b) en condiciones rigurosas y que codifican un polipéptido que exhibe la funcién bioldgica de una
fotoproteina;

Se puede efectuar una hibridacién rigurosa de moléculas de acido nucleico en, por ejemplo, una solucién
acuosa que comprende 0,2 x SSC (1 x solucidn salina estandar-citrato= NaCl 150 mM, citrato trisédico 15
mM) a 68 °C (Sambrook y col., 1989).

d) moléculas de acido nucleico que difieren de las moléculas de acido nucleico mencionadas en c) como
resultado de la degeneracion del codigo genético;

e) las moléculas de acido nucleico que exhiben una homologia de secuencia de al menos 95 % con la SEC
ID N 1y cuyo producto proteico tiene la funcién bioldgica de una fotoproteina; y

f) las moléculas de acido nucleico que tienen una homologia de secuencia de al menos 65 % con la SEC ID
N 1y cuyo producto proteico tiene la funcién bioldgica de una fotoproteina.

También se describen moléculas de acido nucleico que tienen una homologia de secuencia de al menos 95 %, 90
%, 85 %, 80 %, 75 %, 70 %, 65 % 0 60 % con la SEC ID N 1 y que codifican un polipéptido que tiene las
propiedades de una fotoproteina.

La invencion se refiere a las moléculas de acido nucleico de acuerdo con la invencién en las que la secuencia
contiene un promotor funcional en 5 de la secuencia codificadora de la fotoproteina o de la secuencia de
codificacién de la secuencia lider, o secuencia sefal.

La invencién también se refiere a las moléculas de acido nucleico de acuerdo con la invencién, que son un
componente de vectores de ADN o ARN recombinantes.

La invencion se refiere a organismos no humanos que contienen dicho vector.

La invencion se refiere a fotoproteinas que estan codificadas por las secuencias de nucleétidos de acuerdo con la
invencion.

La invencién se refiere a procedimientos de expresion de los polipéptidos de fotoproteina de acuerdo con la
invencién en bacterias, en células eucariotas o en sistemas de expresion in vitro.

Se describen péptidos que tienen mas de 5 aminoacidos consecutivos que son reconocidos inmunolégicamente por
anticuerpos contra las fotoproteinas de acuerdo con la invencion.

La invencion se refiere al uso de los acidos nucleicos que codifican fotoproteinas de acuerdo con la invencién como
genes marcadores o genes indicadores, en particular para buscar compuestos farmacolégicos activos y para
diagnostico.
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La invencion se refiere al uso de las fotoproteinas de acuerdo con la invencién o a un &cido nucleico que codifica la
fotoproteina de acuerdo con la invenciéon como marcador o indicador o como gen marcador o gen indicador.

La invencion se refiere al uso de la fotoproteina mtClitina (SEC ID N° 2) o al uso de un &cido nucleico que codifica la
fotoproteina mtClitina como marcador o indicador, o0 como gen marcador o gen indicador, en particular para buscar
compuestos farmacoldgicos activos y para diagnoéstico.

La invencion se refiere al uso del acido nucleico mostrado en la SEC ID N° 1 como gen marcador o indicador, en
particular para buscar compuestos farmacoldgicos activos y diagndsticos.

También se describen anticuerpos policlonales 0 monoclonales que reconocen un polipéptido de acuerdo con la
invencion.

También se describen anticuerpos policlonales o monoclonales que reconocen un la fotoproteina mtClitina (SEC ID
Ne 2).

Expresién de las fotoproteinas de acuerdo con la invencion

Expresion se refiere a la generacion de una molécula que, después de que se ha introducido el gen en una célula
huésped adecuada, permite que el gen heter6logo que se clona en un vector de expresidon se transcriba y se
traduzca. Los vectores de expresion contienen las sefiales control requeridas para expresar genes en células
procariotas o eucariotas.

En principio, los vectores de expresion se pueden interpretar de dos modos diferentes. En el caso de lo que se
denomina fusiones de transcripcion, la proteina codificada por el gen heterdlogo clonado se sintetiza como una
proteina auténtica biol6gicamente activa. Con este fin, el vector de expresién porta todas las sefales de control en 5’
y 3’ para expresion.

En el caso de lo que se denomina fusiones de traduccion, la proteina codificada por el gen heterélogo clonado se
expresa como proteina hibrida junto con otra proteina que se puede detectar facilimente. Las sefiales control en 5’ y
3’, que son necesarias para la expresion, incluido el codon de iniciacién y, posiblemente, algunas de las secuencias
gue codifican las regiones en N-terminal de la proteina hibrida que se va a formar, se originan del vector. El resto
proteico insertado adicional, en muchos casos, no solo estabilizara la proteina codificada por el gen heterélogo
clonado contra la degradacién por accion de las proteasas celulares, sino también se puede usar para detectar y
aislar la proteina hibrida formada. La expresion puede tener lugar de forma temporal o estable. Los organismos
huésped adecuados no solo son bacterias, levaduras y virus, sino también sistemas eucarioticas.

Purificacion de las fotoproteinas de acuerdo con la invencion

El aislamiento de las proteinas (incluido después de su sobreexpresion) con frecuencia se denomina purificacion de
proteinas. Se dispone de un gran nimero de técnicas y procedimientos establecidos para purificar proteinas.

La separacion de sélidos/liquidos es una operacion basica en relacién con el aislamiento de las proteinas. Esta
etapa del procedimiento es necesaria para separar las células del medio de cultivo, para aclarar el extracto bruto
después de la rotura de las células y eliminacion de los residuos celulares y para separar los sedimentos después de
las precipitaciones, y similares. Se realiza mediante centrifugacion vy filtracion.

Para obtener proteinas intracelulares, la pared celular se debe destruir o hacer permeable. Con este fin se usan
homogeneizadores de presion alta o0 molinos de bolas con agitacion o molinos de esferas de cristal, en funcién de la
escala y del organismo. Los tratamientos de integracion celular mecéanica y de sonicacion se usan, entre otras, a
escala de laboratorio.

Tanto en el caso de proteinas extracelulares como en el caso de proteinas intracelulares (tras la rotura de la célula),
varios procedimientos de precipitacion que usan sales (en particular sulfato amonico) o disolventes organicos
(alcoholes o acetonas) representan procedimientos rapidos y eficientes para concentrar proteinas. Cuando se
purifican proteinas intracelulares, es deseable eliminar los acidos nucleicos solubles (precipitacion con, por ejemplo,
sulfato de estreptomicina o sulfato de protamina). Cuando se aislan proteinas extracelulares, con frecuencia se
afaden transportadores (por ejemplo almiddn, kieselguhr) antes de afiadir los agentes de precipitacion con el fin de
obtener precipitados que sean mas faciles de manipular.

Se dispone de numerosos procedimientos cromatograficos y procedimientos de reparto (Cromatografia de
absorcién, cromatografia de intercambio idnico, filtracién en gel, cromatografia de afinidad, electroforesis) para
purificacion de alto grado. La cromatografia en columna también se usa a escala industrial. La cromatografia de
afinidad, que hace posible factores de purificacion de hasta varias centenas por etapa, es especialmente importante
para las operaciones a escala de laboratorio.

Las proteinas extracelulares se generan en soluciones relativamente diluidas. Como las proteinas extracelulares,
deben concentrarse antes de usar. Ademas de los procedimientos que ya se han mencionado, se ha demostrado
que la ultrafiltracion era valiosa, incluida a escala industrial.
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Sales inorganicas que acompafian a las proteinas son, con frecuencia, indeseables para aplicaciones especificas.

Se pueden eliminar mediante, entre otros, filtracion en gel, dialisis y diafiltracion.

Un gran ndmero de proteinas se usan como preparaciones secas. Procedimientos de secado importantes son

secado al vacio, liofilizado y secado por pulverizacion.
Secuencias de nucleétidos y aminoacidos

La fotoproteina de mtClitina esta codificada por la siguiente secuencia de nucleétidos (SEC ID N° 1):

5 -
gapagataaaaaattcactnéttagattahttﬁgtgaataagagaaaaaaaggataag&aatcaag
atgoaaaggtttacaaatogtcttotttecatgteggetttacgtgoaagatcaagattgoaacge
aﬂggcaaattttcacaccageatactcttggctacagattcaaaatacgcggtcnaactcgétcct.
gattttgcaaatccaaaatggatcaacagacacaaatttatgttcaactttttggacataaacggt
aaggggaaaatcacattagatgaaategtcotocaaag éttcagacgacatttgtgc taaactggat
goaacaccagaacagaccaaacgtcaccaggatgetgttgaagectttttcaagaaaatgggeatg
gattatggtaﬁagaagttgcattcccaggatttattaagggatgggaag&gttggccgaacacgac
ttggaéﬂtctggtctcaaaauaaaagtacaﬁtgatcﬂgtgaatggggagatgctgttttcgacatt
ttegacaaagacgecaagtggctbcaatecagtttagacgaatbtggaaggettacggacgaatetoctgga
atqtgtﬂcatcagacgaagacgctgagaagacgttcaaapatbgtgatttggacaacagtggcaaa
cttgatgttgatgagﬁtgaccaggca&cﬁtttagghttctggtaﬂacattggatceaacttctgat
ggtectttatggraattttgttocctaagaagegttoagt taaaaacgdt aaacatbgttcagttgt
aaaaﬁtatagtcattttcatttcgtaaaattagtatttataaatttgtatcataaattgtatccat

gttgtaga ctaaataagactcggcaaaaaaaananaaamaaasanaaaaaaasaa -3°,

Esto conduce a una secuencia de aminoacidos de (SEC ID N° 2):

MQRFTNRLLSMSALRARSRLQRTANFHTSILLATDSKYAVKLDPDFANPK WINREKFMFN
FLDINGKGKITLDEIVSKASDDICAKLDATPEQTKRHQDAVEAFFKKMGMDYGKEVAFPR
FIKGWEELAEHDLELWSQNKSTLIREWGDAVFDIFDKDASGSISLDEWKAYGRISGICPSDE

DAEKTFKHCDLDNSGKLDVDEMIRQHLGFWYTLDPTSDGLYGNFVP ‘

El supuesto péptido sefial de la fotoproteina mtClitina tiene la siguiente secuencia (SEC ID N° 3):
MORFTNRLLSMSALRA
y la siguiente secuencia de acidos nucleicos:

&' atgcaaaggtttacaaategtcttctitoccatgtogoctttacgtgea - 37 (SEQ 1D MO 4)

Estas secuencias también se encuentran en el listado de secuencias.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: La Figura 1 muestra el mapa plasmidico del vector pTriplEX2-mtClitina.
Figura 2: La Figura 2 muestra el mapa plasmidico del vector pcDNA3-mtClitina.
Figura 3: La Figura 3 muestra el resultado de la expresion bacteriana de metclitina y la actividad de

bioluminiscencia de la mtClitina tras la expresion bacteriana. (Y = ULR: unidades luminicas
relativas; X) dilucion; barras negras= mtClitina; barras grises= lisado contral).

Figura 4: La Figura 4 muestra el resultado de la expresion eucariética de mtClitina y la actividad de
bioluminiscencia de la mtClitina tras la expresion en células CHO. (Y = ULR: unidades luminicas
relativas; X= ATP (representacion logaritmica en mol/l)).

Figura 5: La Figura 5 muestra el andlisis cinético de la bioluminiscencia de la mtClitina (Y= ULR: unidades

luminicas relativas; X= tiempo [segundos]).
8
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Figura 6: La Figura 6 muestra el andlisis cinético de la bioluminiscencia de la obelina (Y= ULR: unidades
luminicas relativas; X= tiempo [segundos]).

Figura 7: La Figura 7 muestra la alineacion de clitina y mtClitina a nivel de aminoécidos.

Figura 8: La Figura 8 muestra la alineacién de clitina y mtClitina a nivel de acido nucleico.

Figura 9: La Figura 9 muestra la alineacién de clitina, mtClitina y clitina-2 a nivel de aminoéacidos.

Ejemplos

Ejemplo 1

El vector usado para la preparacion de la construccion mostrada mas adelante en el presente documento fue el
plasmido pTriplEx2 de Clontech. El derivado del vector se designé pTriplEx2-mtClitina. El vector pTriplEx2-
mtClitina se usé para expresar mtClitina en sistemas bacterianos.

La Figura 1 muestra el mapa plasmidico del vector pTriplEX2-mtClytin.
Ejemplo 2

El vector usado para la preparacion de la construccion mostrada mas adelante en el presente documento fue el
plasmido pcDNA3.1(+) de Clontech. El derivado del vector se designd pcDNA3-mtClitina. El vector pcDNA3-mtClitina
se uso6 para expresar mtClitina en sistemas eucarioticas.

La Figura 2 muestra el mapa plasmidico del vector pcDNA3-mtClytin.
Ejemplo 3
Expresién bacteriana

La expresion bacteriana se realizé en la cepa de E. coli BL21(DE3) transformando las bacterias con los plasmidos
de expresion pTriplEX2-mtClitina y pTriplEX2. Las bacterias transformadas se incubaron durante 3 horas en medio
LB a 37 °C y se indujo la expresion durante 4 horas afiadiendo IPTG hasta una concentracion final de 1 mM. Las
bacterias inducidas se recogieron mediante centrifugacion, se resuspendieron en Tris/HCI 50 mM (pH 9,0) + EDTA 5
mM y se rompieron mediante sonicacion. El lisado se centrifugd después durante 15 minutos a 13.000 revoluciones
por minuto (16.000 rcf) y se eliminé el sobrenadante. El sobrenadante (diluciones 1:5; 1:10; 1:20 y 1:50 con Tris/HCI
pH 9,0)) se incubd con celenterazina (celentereazina 10E-07 M en Tris/HCI pH 9,0) durante 3 horas en oscuridad.
Directamente después de la adicion de cloruro calcico 5 mM, se midié la bioluminiscencia en un luminémetro. El
tiempo de integracion de la medicién fue de 40 segundos.

La Figura 3 muestra los resultados de medir la bioluminiscencia de la mtClitina en bacterias.
Ejemplo 4
Expresién eucariodtica

La expresion eucaridtica constitutiva se llevo a cabo en células CHO transfeccionando las células con los plasmidos
de expresion pcDNA3-mtClytin y pcDNA3.1(+) en experimentos transitorios. Con este fin, 10.000 células se
sembraron en placas por pocillo en medio DMEM-F12, en placas de microtitulacion de 96 pocillos y las placas se
incubaron durante la noche a 37 °C. La transfeccion se realizé usando el kit Fugene 6 (Roche) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Las células transfeccionadas se incubaron durante la noche en medio DMEM-F12 a 37
°C. Después, el medio se retiré y sustituyé con 50 pl de celenterazina (celenterazina 10E-07M en PBS). Las células
se incubaron durante 3 horas a 37 °C y, después, se afiadid ATP (adenosina trifosfato) hasta una concentracion final
de 1 pM. La medicién en el luminédmetro se inicié directamente después de la adicion. El tiempo de integracion fue
de 1 segundo, con un tiempo de medicion total de 60 segundos.

La Figura 4 muestra los resultados de medir la bioluminiscencia de la mtClitina en células CHO.
Ejemplo 5
BLAST

Resultado de un andlisis BLAST de mtClitina a nivel de aminoacidos.
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=emb|CADETES5.1| unnamed protein product [Clytia gregania], Length = 198, Score = 368 bits (945), Expect = e-101,
|dentities = 171/195 (879%), Positives = 182/195 (92%)

=sp|Q0B121|CLYT_CLYGR Clytin precursor (Phialidin), pir|| 528860 clytin - hydromedusa (Clytia gregarium),
emb|CAA49754 1| clytin [Clytia gregaria], gb|AAA2B293.1| apoclytin, Length = 198, Score = 368 bits (945), Expect = e-
101, Identities = 171/195 (87%), Positives = 182195 (92%)

=emb|CADE7658.1| unnamed protein product [synthetic construct], Length = 198, Score = 367 bits (943), Expect = -
101, Identities = 170/195 (87%), Positives = 182195 (93%)

=sp|Q27709|/0BL_OBELD Obelin precursor {OBL), pdb|1EL4JA Chain A, Structure Of The Calcium-Regulated Photo-
protein Obelin, Determined By Sulfur Sas, gb|AAAETTO8.1| unnamed protein product, Length = 195, Score = 327 bits
(B37), Expect = 1e-88, |dentities = 150/193 (77%), Positives = 170,193 (87%)

=emb|CADETET4.1| unnamed protein product [synthetic construct], Length = 195, Score = 326 bits (835), Expect = 2e-
88, |dentities = 149/193 (77%), Positives = 170/193 (87%)

=emb|CADETET2.1| unnamed protein preduct [synthetic construct], Length = 195, Score = 325 bits (834), Expect = 3e-
B8, |dentities = 149/193 (779%), positives = 170193 (87%)

=amb|CADETET3.1| unnamed protein preduct [synthetic construct], Length = 195, Score = 325 bits (833), Expect = de-
B8, |dentities = 148/193 (77%), Positives = 170/193 (87%)

=pdb|1JFOJA Chain A, The Crystal Structure Of Obelin From Obelia Geniculata At 1.82 A Resoclution,
gb|AALBE372.1|AF394688_1 apoobelin [Obelia geniculata], Length = 195, Score = 325 bits (833), Expect = 4e-88,
|dentities = 149/193 (779%), Positives = 168/193 (86%)

Ejemplo 6
BLAST
Resultado de un andlisis BLAST de mtClitina a nivel de acido nucleico:

=emb|AXT02125.1| Sequence 23 from Patent WO03006497, Length = 597, Score = 669 bits (348), Expect = 0.0,
|dentities = 504/582 (BE%)

=emb|AXT02119.1| Sequence 17 from Patent WO03006497, Length = 597, Score = 669 bits (348), Expect = 0.0,
|dentities = 504/582 (B6%)

=emb|X70221.1|CGCLYTIN C.gregaria mRMA for clytin, Length =747, Score = 660 bits ( 348), Expect=0.0, ldentities
= 504/582 (BB%)

=gb|L13247 1|CY1APOCLYT Clytia greganum apeclytin mRNA, complete cds, Length =747, Score = 669 bits (348),
Expect = 0.0, ldentities = 504/582 (86%)

=emb|AX702187.1| Sequence 85 from Patent WO03006497, Length = 597, Score = 664 bits (345), Expect = 0.0,
|dentities = 503/582 (BE%)

>emb|AX702185.1| Sequence 83 from Patent WO03006497, Length = 597, Score = 664 bits (345), Expect = 0.0,
|dentities = 503/582 (BE%)

=emb|AXT02183.1| Sequence 81 from Patent WO03006497, Length = 597, Score = 664 bits (345), Expect = 0.0,
|dentities = 503/582 (BE%)

=emb|AXT02181.1| Sequence 79 from Patent WO03006497, Length = 597, Score = 664 bits (345), Expect = 0.0,
|dentities = 503/582 (B6%)

=emb|AX702179.1| Sequence 77 from Patent WO03006497, Length = 597, Score = 664 bits (345}, Expect = 0.0,
|dentities = 503/582 (BE%:)

=emb|AX702131.1| Sequence 29 from Patent WO030068497, Length = 597, Score = 664 bits (345), Expect = 0.0,
|dentities = 503/582 (BE%:)

>emb|AX702129.1| Sequence 27 from Patent WO03006497, Length = 597, Score = 664 bits (345), Expect = 0.0,
|dentities = 503/582 (BE%:)

Ejemplo 7
La Figura 7 muestra la alineacién de mtClitina y clitina (Clytia gregaria) a nivel de acido nucleico.
Ejemplo 8

La Figura 8 muestra la alineacion de mtClitina y clitina (Clytia gregaria) a nivel de aminoacidos.
10
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Ejemplo 9
Analisis cinético de mtClitina

Para llevar a cabo el andlisis cinético de la bioluminiscencia de mtClitina, las células CHO se transfeccionaron de
forma transitoria con pcDNA3-mtClitina o pcDNA-obelina o pcDNA3 (sin ADNc integrado). La transfeccion y la
medicién se llevaron a cabo como se ha descrito para el Ejemplo 4, Las lecturas se tomaron en un periodo de 60
segundos, con un tiempo de integracion de 1 segundo.

Las Figuras 5 y 6 muestran los resultados del analisis cinético de mtClitina y obelina.
Ejemplo 10
Anédlisis MITOPROT

Se us6 el programa informatico MITOPROT para analizar el péptido sefial de mtClitina (Claros y col., 1996). Se
analizaron las siguientes fotoproteinas: obelina (Q27709), aecuorina (P07164), clitina (Q08121) y mtClitina (SEC ID
Ne 2).

Resultados de los anlisis:

Obelina:

Nombre de la secuencia: OBELINA
Longitud de la secuencia inicial: 196 aa

VALORES DE LOS PARAMETROS COMPUTADOS

Carga neta de la secuencia de busqueda: -11
Regidn analizada: 11
NUmero de residuos basicos en la secuencia destino: 3
Numero de residuos acidos en la secuencia destino: 0
Sitio de escision: no predecible

Secuencia escindida: -

ESCALA HIDROFOBICA USADA

GES KD GVH1 ECS

H17: -0.624 0.259 -0.30S 0.295
ESCALA HIDROFOBICA USADA

GES KD GVH1 ECS
MesoH : -1,573 -0,241 -0,642 0,060
MuHd_075: 14,019 3,641 4,408 1,523
MuHd_095: 7,994 7,898 3,285 1,838
MuHd_100: 13,734 9,836 5,597 2,742
MuHd_105: 21,195 11,755 7,339 4,117
Hrnax_075 : -9,450 -2,800 4,008 1132
Hrnax_095 : -0,963 1,837 -1,971 1,103
Hrnax_100 : 0,400 1,300 -1,942 2,240
Hmax_105 : 10,617 6,067 0,733 3,127

11
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PROBABILIDAD

de exportacion a la mitocondria: 0,1479
Aecuorina:
Nombre de la secuencia: AECUORINA
Longitud de la secuencia inicial: 196 aa

VALORES DE LOS PARAMETROS COMPUTADOS
Carga neta de la secuencia de busqueda:
Regién analizada:
Ndmero de residuos basicos en la secuencia destino:
Ndmero de residuos acidos en la secuencia destino:
Sitio de escision: no predecible
Secuencia escindida: -

ESCALA HIDROFOBICA USADA

GES
H17: 0,006
MesoH : -1,673
MuHd_075: 24,326
MuHd_095: 12,638
MuHd_100 : 13,748
MuHd_105: 16,581
Hmax_075 : 0,438
Hmax_095 : 0,525
Hmax_100 : -0,100
H max_105: 0,500

PROBABILIDAD

de exportacion a la mitocondria: 0,0148
Clitina:
Nombre de la secuencia: CLITINA
Longitud de la secuencia inicial: 198 aa

VALORES DE LOS PARAMETROS COMPUTADOS
Carga neta de la secuencia de busqueda:
Regioén analizada:
Ndmero de residuos basicos en la secuencia destino:

VALORES DE LOS PARAMETROS COMPUTADOS
Ndmero de residuos acidos en la secuencia destino:

Sitio de escision: no predecible

12

KD
0,794
-0,382
4,153
7213
8,827
11,426
0,233
-1,400
-1,200

-0,000

GVH1
-0,263
-0,703
5,947
4,218
4,477
5,056
-2,490
-2,394
-2,292

-2,164

-13

ECS
0,368
0,048
2,450
1,796
2,427
3,463
1,692
0,674
1,550

1,540

-11
11
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Secuencia escindida:

ESCALA HIDROFOBICA USADA

H17:
MesoH :
MuHd_075
MuHd_095
MuHd_100
MuHd_105
Hmax_075
Hmax_095
Hmax_100
Hmax_105
PROBABILIDAD
de exportacion a la mitocondria: 0,1479
Aecuorina:
Nombre de la secuencia: AECUORINA

Longitud de la secuencia inicial: 196 aa

VALORES DE LOS PARAMETROS COMPUTADOS

Carga neta de la secuencia de busqueda:

Region analizada:

NuUmero de residuos basicos en la secuencia destino:
NUmero de residuos 4cidos en la secuencia destino:
Sitio de la escision: no predecible
Secuencia escindida:

ESCALA HIDROFOBICA USADA

H17:
MesoH :
MuHd_075
MuHd_095
MuHd_100
MuHd_105
Hmax_075
Hmax_095

Hmax_100

13

GES
-0,624
-1,573
14,019

7,994
13,734
21,195
-9,450
-0,963

0,400

10,617

GES
0,006
-1,673
24,326
12,638
13,748
16,581
0,438
-0,525
-0,100

KD
0,259
-0,241
3,641
7,698
9,836
11,755
-2,800
1,837
1,300

6,067

KD
0,794
-0,382
4,153
7,213
8,827
11,426
0,233
-1,400
-1,200

GVH1
-0,308
-0,642
4,408
3,285
5,597
7,339
-4,008
-1,971
-1,942

0,733

GVH1
-0,263
-0,703
5,947
4,218
4,477
5,056
-2,490
-2,394
-2,292

ECS
0,295
0,060
1,523
1,638
2,742
4,117
1,132
1,103
2,240
3,127

-13

ECS
0,368
0,048
2,450
1,796
2,427
3,453
1,692
0,674
1,560
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Hmax_105 0,500 -0,000 -2,164 1,540
PROBABILIDAD

de exportacion a la mitocondria: 0,0148

Clitina:

Nombre de la secuencia: CLITINA

Longitud de la secuencia inicial: 198 aa

VALORES DE LOS PARAMETROS COMPUTADOS

Carga neta de la secuencia de busqueda: -9
Regién analizada: 32
NuUmero de residuos basicos en la secuencia destino: 6
NuUmero de residuos &acidos en la secuencia destino: 2
Sitio de la escision: no predecible

Secuencia escindida:

ESCALA HIDROFOBICA USADA

GES KD GVH1 ECS
H17: -0,429 0,341 -0,313 0,313
MesoH : -1,778 -0,307 -0,718 0,053
MuHd_075 32,928 17,509 7,351 5,708
MuHd_095 30,874 20,344 9,074 5,834
MuHd_100 36,596 22,666 10,051 6,762
MuHd_105 39,174 19,336 10,379 7,609
Hmax_075 4,900 7,087 -1,223 3,684
Hmax_095 13,600 10,100 1,261 4,390
H max_100 14,000 12,600 1,601 5,060
Hmax_105 6,650 13,067 -0,468 3,920

PROBABILIDAD
de exportacion a la mitocondria: 0,2047
Clitina-2:
Nombre de la secuencia: CLITINA-2
Longitud de la secuencia inicial: 198 aa

VALORES DE LOS PARAMETROS COMPUTADOS

Carga neta de la secuencia de busqueda: -7
Regién analizada: 16
NuUmero de residuos bésicos en la secuencia destino: 3
NUmero de residuos acidos en la secuencia destino: 1
Sitio de la escision: no predecible

14
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ESCALA HIDROFOBICA USADA

GES KD GVH1
H17: -0,288 0,341 -0,213
MesoH : -1,519 -0,206  -0,681
MuHd_075 32,594 15,092 8,192
MuHd_095 36,090 19,707 8,836
MuHd_100 38,617 20,269 9,682
MuHd_105 30,267 16,082 8,229
Hmax_075 6,533 6,417 -0,793
Hmax_095 13,600 10,100 1,251
Hmax_100 13,600 10,100 1,251
Hmax_105 13,417 10,150 1,612

PROBABILIDAD
de exportacion a la mitocondria: 0,3974
mtClitina:
Nombre de la secuencia: mtClitina
Longitud de la secuencia inicial: 228 aa
VALORES DE LOS PARAMETROS COMPUTADOS

Carga neta de la secuencia de busqueda:
Region analizada:
Numero de residuos bésicos en la secuencia destino:
Ndmero de residuos acidos en la secuencia destino:
Sitio de la escision: 17
Secuencia escindida: MQRFTNRLLSMSALRA

ESCALA HIDROFOBICA USADA

GES KD
H17: -0,135 0,453
MesoH : -1,623 -0,215
MuHd_075: 33,394 19,322
MuHd_095: 34,726 19,634
MuHd_100: 32,825 16,596
MuHd_105 : 28,005 19,893
Hmax_075 : 16,683 17,733
Hmax_095 : 13,125 13,388
Hmax_100 : 8,300 11,500

15

Gvm
-0,343
-0,701

8,634
8,110
7,376
7,410
2,861
2,299
1,845

ECS
0,313
0,081
4,075
6,716
6,851
5,470
2,508
4,390
4,390

3,862

ECS
0,309
0,073
7,593
8,861
7,520
7,865
5,763
4,314
3,830
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Hmax_105 : 1,700 9,500 -1,171 2,390
PROBABILIDAD

de exportacion a la mitocondria: 0,9974

La probabilidad de que el péptido analizado se translogue a la mitocondria aumenta a medida que el factor calculado
se aproxima a 1.

El andlisis de las secuencias proteicas de obelina, aecuorina, clitina, clitina-2 y mtClitina ha revelado que sélo la
mtClitina tiene las caracteristicas de una proteina que puede ser transportada al interior de la mitocondria.

Ejemplo 11
La Figura 9 muestra la alineacion de mtClitina, clitina (Clytia gregaria) y clitina de tipo 2 a nivel de aminoacidos.
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LISTADO DE SECUENCIAS
[0111]
<110> Bayer AG, BHC
<120>|solated photoprotein mtClytin, and its use
<130> Le A 36 839
<160> 6
<170> PatentIn version 3.1
<210>1
<211>912
<212> DNA

<213> Clytia gregaria

<400> 1

gacagataaa
atcaagatgce
agattgcaac
gcggtcaaac
ttcaactttt
gcttcagacg
gatgctgttg
ccagaattta
aacaaaagta
gcaagtgget
ccatcagacg
cttgatgttg
tectgatggte
ttgttcagtt
atcataaatt

aaaaaaaaaa

aaattcacte
aaaggtttac
gcacggcaaa
tcgatectga
tggacataaa
acatttgtge
aageocttttt
ttaagggatg
cattgatceg
caatcagtt@
aagacgctga
atgagatgac
tttatggcaa
gtaaaatﬁat
gtateccatgt

aa

cttagattat
aaatcgtctt
ttttcacace
ttttgcaaat
cggtaagggg
taaactggat
caagaaaatg
ggaagagttg
tgaatgggga
agacgaatgg
gaagacgtte
caggcaacat
ttttgttecc
attcatttte
tgtagactaa

ttagtgaata
ctttecatgt
agcatactct
ccaaaatgga
aaaatcacat
gcaacaccag

ggcatggatt

gcecgaacacyg

gatgctgttt
aaggcttacg

aaacattgtg.

ttaggcttet
taagaagcgt
atttcgtaaa
ataagactcg

agagaaaaaa
cggectttacyg
tggctacaga
tcaacagaca
tagatgaaat
aacagaccaa
atggtaaaga
acttggaact
tegacatttt
gacgaatcte
atttggacaa
ggtacacatt
tcagttaaaa
attagtattt

gcaaaaaaaa

<210> 2

<211> 228

<212> PRT

<213> Clytia gregaria

<400> 2

18

aggataagaa
tgcaagatca
ttcaaaatac
cdaaatttatg
cgtctcecaaa
acgtcaccag

agttgeatte

ctggtctcaa

cgaéaaagac
tggaatctgt
cagtggcaaa
ggatccaact
acgctaaaca
ataaatttgt

aaaaaaaaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

780

840
900
912
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Met Glon Arg Phe Thr Asn Arg Leu Leu Ser Met Ser Ala Leu Arg Ala

Arg Ser Arg Leu G;n Arg Thr ala Asn Phe His Tﬁ; Ser Ile Leu Len
éﬂ 25 30
2la Thr Asp Ser Lys Tyr Ala Val Lys Leu Asp Pro Asp Phe Ala Asn
' 35 40 - 45
Pro Lys Trp Ile Asn Arg His Lys Phe Met Phe Asn Phe Leu Asp Ile -
50- 55 60 )
Asn Gly Lys Gly Lys Ile Thr Leu Asp Glu Ile Val Ser Lys Ala Ser
65 ' 70 .15 80
Asp Asp Ile Cys Ala Lys Leu Asp Ala Thr Pro Glu Gln Thr Lys Arg
8BS 90 a5
His Gln Asp RAla Val Glu Ala Phe Phe Lys Lys Mat Gly Met Asp Tyt
100 105 110
Gly Lys Glu val aAla Phe Pro Glu Phe Ile Lys Gly Trp Glu 'Glu Leu
115 120 125 )
Ala Glu His Asp Leu Glu Leu Trp Ser Gln Asn Lys Ser Thr Leu Tle
130 135 140
Arg Glu Trp Gly Asp Ala Val Phe Asp Ile Phe Asp Lys Asp Ala Ser
145 150 155 © 160
Gly Ser Ile Ser Leu Asp Glu Trp Lys Ala Tyr Gly Arg Ile Ser Gly
165 170 175
Ile Cya Pro Ser Asp Glu Asp Ala Glu Lys Thr Phe Lys His Cys Asp
180 185 180
Leu Asp Asn Ser Gly Lys Leu Asp Val Asp Glu Met Thr Arg Gln His
185 200 205 )
Len Gly Phe Trp Tyr Thr Leu Asp Pro Thr Ser Asp Gly Leu Tyr Gly
210 215 . 220
Asn Phe Val Pro .
2258

<210= 3

<211= 16

<212= PRT

<213= Clytia gregaria

<400> 3
Met Glon Arg Phe Thr Asn Arg Leu Leu Ser Met Ser Ala Leu Arg Ala
1 5 10 15
<210= 4
<211= 48
<212> DNA

<213> Clytia gregaria

<400= 4

19
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atgcaaaggt ttacaaatcg tettctitee atgteggctt tacgtgea

<210=5

<211= 791

<212= DNA

<213> Clytia gregaria

<400> 5

48

gatcteaget
aactteateca
gaagatccaa
aacggaaaaa
cttggagcta
" aagattggtt
gaautégcca
tggggagaag
gaatggaaaa

. accttcaaac

caacatttgg
gtoocttaaa
ttgattttaa

aaaaaaaaaa

caacttgcoaa
taatgactéa
aatgggtcaa
tcactttgga
caccagctca
tggattatgg
aacatgactt
ctgéattcg&
catacggagg
attgogattt
gattctggta
aacttttttt
ctttgttteg

a

taagtatcag
cactgcttoa
cagacacaaa

tgaaattgtec

aacgcaacgt

caaagaagte
gaaactttgg
cattttegac
aatctctgga
ggacaacagt
caccttggac
gctgtaaatt

gaaaatgaaa

atecaaatttt
aaatacgetg
tttatgtteca
tecaaagctt
catcaggaag
gaattcccag
tocccaaaaca
aaggacggaa
atctgtéc&t
ggcaaacttg
cctaacgetg
etttacgggt
aatattcottt

goaactocaaa
tcaaactcaa
actttttgga
cggatgacat

ctgttgaage

ctttegttaa

agaaatcttt
gtggotecaat
cagacgaaga
atgttgaocga
atggtettta
tattttttea

attcagaaaa

<210=6

<211= 198

<212= PRT

<213> Clytia gregaria

<400> 6

Met Thr Asp Thr Ala Ser Lys

1

5

Glu Asp Pro Lys Trp Val Asn

20

Asp Ile Asn Gly Asn Gly Lys

35

Ala Ser Asp Asp Ile Cys Ala

50

55

Gln Arg His Glm Glu Ala Val

70

Tyr Ala
.10
Arg His
25
Ile Thr
40
Lys Leu

Glu Ala

20

Lys Phe Met

Phe Phe Lys

Val Lys Leu Lys

Leu Asp Glu Ile
45
Gly Ala Thr Pro Ala

60

75

Phe Asn

Lys

gcaaatcate
gaccaacttt
cattaacgge
ttgecgecaaa
tttéttcaag
cggatgga#a
gatcogeaat
cagtttggac
cgctgaanaag
gatgagcaga
tggcaacttt
taattgteat

dacanaaaaa

Thr Asn
15

Phe
30-
Val Ser
Gln

Ile Gly

Phe

Leu

Lys

Leu
BO

60
120
180
240
300

360

420
480
540
600
660
720
780
781



Glu Leu

Leu Ile

Gly Ser

130
Ser Gly
145

Cys Asp

Glo Hie

Tyr Gly

Gly

Ala

115

Gly

Ile

Leu

Leu

Asn
185

Lys

100

Asn

Sar

Cys

Asp

Gly
180

Fhe

Glu
B5
His

Trp
Ila
Pro
aAsn
165

Phe

val

vVal

ASp

Gly

Ser

Ser

150

sSer

Trp

Pro

ES 2375610 T3

Glu

Leu

Glu

Leu
135

Asp

Gly

Phe

Lys

Ala
1z0
Asp

Glu

Lys

Thr

Pro

Leu
105

“Val

@lu

ASp

Leu

Leun

185

Ala
S0
Trp

Phe

Trp

Ala

ASD

1740
Asp

21

Phe Val Asn
Ser Gln Asn

Asp Ile Phe
125
Lys Thr Tyr
140
@lu Lys Thr
155
Val Asp Glu

Pro Asn Ala

Gly

Lys

110

ASp

Gly

Phe

Met

ABp

190

Trp

85

Lys

Lys

dly

Lys

175
Gly

Lys

Ser

Asp

Ile

His

160
Arg

Leu
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de acido nucleico seleccionada del grupo constituido por:

a) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que contiene la secuencia de aminoacidos
divulgada por la SEC ID N° 2; y
b) moléculas de &cido nucleico que contienen la secuencia representada por la SECIDN 1:

2. Acido nucleico segun la reivindicacion 1, que contiene un promotor funcional en 5’ de la secuencia de codificacion.
3. Vectores de ADN o de ARN recombinantes que contienen acidos nucleicos de acuerdo con la reivindicacion 2.
4. Organismos no humanos que contienen un vector de acuerdo con la reivindicacién 3.

5. Un péptido o polipéptido, que estd codificado por una secuencia de &cido nucleico de acuerdo con la
reivindicacion 1.

6. Un procedimiento para expresar los polipéptidos de acuerdo con la reivindicacion 5 en bacterias, sistemas viricos,
levaduras o células eucaritticas o en sistemas de expresion in vitro.

7. Un procedimiento para purificar/aislar un polipéptido de fotoproteina de acuerdo con la reivindicacion 6.
8. El uso de un acido nucleico de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 3 como gen marcador o gen indicador.
9. El uso de un polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 5 como indicador o marcador.

10. El uso de un polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 5 como proteina indicadora para buscar principios
activos farmacoldgicos.

11. El uso de un &cido nucleico de acuerdo con las reivindicaciones 1 o0 2 como gen indicador para buscar principios
activos farmacolégicos.
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" mtClitina
BamHI (1283)

pTriplEx2.-mtClitina
4491 bp
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pcADN3-mtClitina
6360 bp
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Clitina
mtClitina

Clitina
mtClitina

Clitina
mtClitina

Clitina
mtClitina

Clitina
mtClitina

Clitina
mitClitina

Clitina
mtClitina

Clitina
mtClitina

Clitina
mtClitina

Clitina
mitClitina

Clitina
mitClitina

Clitina

151

TTCAACRTGG
CAGCATRCTC

201
ACTTCGACRA
ATTTTGCARR

251
TTGGACATTA
TTGERCATAR

apa
AGCTTOGGAT
AGOTTCAGRC

351
ARCGTCACCA
ARCGTCACCA

401
TATGGTARAG

“TATEETARAG

451
GGCCAATTAT
GECCGRACARC

501
GCGACTGGGEE
GTGARTGGGE

551
TCAATCAGTT

ES 2375610 T3

CTGAC.ACTG CATCARRATA
TTGGCTACAG ATTCARMRATA

CCCARARTGGE GTCAACAGAC
TCCARARTGE ATCAACRGRC

ACGGEOOACGE ARAAATCACT
ACGGETAMGGE GAARATCACA

GRCATTTGCG CCAAACTTGG
GACATTTGTG CTAAACTGGA

GEATGCTGTC GARGCTTTCT
GGEATGCTCETT GAAGCCTITT

ARGTCUAATT CCCAGCTTTT
AAGTTGCATT CCCAGRATTT

GACTTGARAC TTTGGTCTCA

GACTTGGAAC TCTGGTCTCA

AGARGCTGETT TTOGRCATTT
AGATGCTGTT TTCGACATTT

TGGACGAATG GRAGGCTTAT

ARARTOGTCTT

CTCARAGCAR

| CECACGGCAR

CGCCGTCARR
CGCGGTCRAR

ACARRRATTTAT
ACRARTTTAT

TTGGATGRAAA
TTAGATGRRA

AGCARCRCCA
TGCARCROCA

TCARRARGART
TCAAGARRRT

GTTIGATGGAT
ATTARGGGAT

AAACARRAGT

TCGACARAGR

GGRCGRATCT

29

150
ATTTCRARAC
ATTTTCARCAC

200

“CTCAGACCCA

CTOGATCCTG

250
GTTCAACTTT
GTTCARCTTT

300
TCGTCTCCAA
TCETCTCCAA

350

GRACAGRCCA

400
TGEGETATGEGEAT
GGGCATGGAT

. 450
GERARGAACT

500

- TCTTTGATCC

ACATTGATCC

550
CGGAAGTGGEC
CECARGATGGC

600
CTGGRATCTG



mtClitina

Clitina
-mtClitina

Clitina
mtClitina

Clitina
mtClitina

Clitina
mtClitina

Clitina
mtClitina

Clitina
mitClitina

Clitina
‘mtClitina

TCAATCAGTT

601
CTCATCAGAC
TCCATCAGAC

€51
ACAGTGGCAA
ACAGTGGCAA

701
TGETACACCT
TGGTACACAT

751
TTAANCATCG
CTAAGAAGCG

801
GARTAC. . TAT
TATTCATTTT

851
TGTAAC. ATG
TGTATCCATG

TAGACGAATG

GARGACGCCG

ACTTGATGTT
ACTTGATGTT

TGGACCCCARA
TGGATCCRAC

«ARMRCRAA
TTCAGTTAAA

CATTTG. ...
CATTTCGTAA

CTATATT.TA
'I'I'Gmh

813

ARA
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GARGGCTTAC

AARRGRCCTT
RGRAGRCGTT

GATGAGARTGR
GATGAGATGA

CGCTGATGGT
TTCTGATGGT

AGCCCARANG
ARCGCTAARC

« « TTACTATT
AATTAGTATT

AARTARTTTT.
ARTARGACTC

GGACGAATCT

CAAACATTGC
CAARCATTGT

CCAGACARCH
CCAGGCAACA

CTTTACGGCA
CTTTATGGCA

ARGTTTTGGA

ATTGTTCAGT.

TCGTAACATG
TATABATTTG

30

CTGGAATCTIG

650
GATTTGGACA
GATTTGGACA

700
TTTGGGATTC
TTTAGGCTTC

750
ATTTTGTTCC
ATTTTGTTCC

aoo
TGTAARARTTA

850

CT..ATATIT
TATCATRAAT
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