ES 2463 828 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @Namero de publicacién: 2 463 828
@Eint. cl.

A61K 39/35 (2006.01)
CO7K 16/16 (2006.01)
GO1N 33/68 (2006.01)
CO7K 14/415 (2006.01)
C12N 15/62 (2006.01)
A61K 39/36 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y namero de la solicitud europea:  09.09.2010 E 10752799 (6)
Fecha y numero de publicacion de la concesion europea: 09.04.2014  EP 2475386

Tl’tulo: Polipéptidos hibridos hipoalergénicos para el tratamiento de alergia

Prioridad: @ Titular/es:
10.09.2009 EP 09169958 BIOMAY AG (100.0%)
10.09.2009 US 241049 P Lazarettgasse 19
1090 Wien , AT
Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la @ Inventor/es:
traduccion de la patente: .
29 05,2014 VALENTA, RUDOLF;

LINHART, BIRGIT;
FOCKE-TEJKL, MARGARETE;
NEUBAUER, ANGELA;
VALENT, PETER Yy

BLATT, KATHARINA

Agente/Representante:
CARPINTERO LOPEZ, Mario

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2463 828 T3

DESCRIPCION
Polipéptidos hibridos hipoalergénicos para el tratamiento de alergia
Antecedentes de la invencion

Mas del 10 % de la poblacién mundial sufre alergia al polen de gramineas. Aqui, los presentes inventores describen el
desarrollo de una vacuna basada en moléculas hibridas hipoalergénicas recombinantes que se construyeron a partir de
elementos derivados de los cuatro principales alérgenos del polen de hierba timotea Phl p 1, Phip 2, Phip 5y Phl p 6
para el tratamiento de alergia al polen de gramineas. Los genes sintéticos de codones optimizados que codifican bloques
de construccion y combinaciones de los cuatro alérgenos se disefiaron segun estudios de mapeo de epitopes y datos
estructurales y posteriormente se expresaron en Escherichia coli. Diecisiete moléculas hibridas recombinantes se
purificaron por cromatografia de afinidad y se evaluaron con respecto a la expresion, pureza y plegamiento, solubilidad y
actividad alergénica reducida. Se identificaron cuatro moléculas hibridas hipoalergénicas que consisten en elementos
reensamblados de los cuatro alérgenos del polen de gramineas que tras la inmunizacion en diferentes modelos animales
indujeron anticuerpos IgG que bloquean el reconocimiento de IgE de los alérgenos del polen de gramineas por pacientes
alérgicos. Estas moléculas hibridas hipoalergénicas representan vacunas seguras para la inmunoterapia de la alergia al
polen de gramineas.

Las alergias mediadas por IgE representan un problema de salud en el mundo con prevalencia creciente (1). El distintivo
de la enfermedad alérgica es la produccién de anticuerpos IgE especificos para alérgenos medioambientales,
principalmente del polen, acaros, caspa animal y mohos (1). Los sintomas alérgicos se producen cuando la IgE unida al
receptor sobre mastocitos o basdfilos se entrecruza por alérgeno multivalente, conduciendo a la liberacién de mediadores
inflamatorios (2). Ademas, la presentacion facilitada por IgE mediante FceRI y FceRIl sobre células presentadoras de
antigeno potencia fuertemente la activacion de linfocitos T especificos para alérgenos que contribuye a inflamacion
alérgica mediada por linfocitos T (3, 4). La inmunoterapia especifica para alérgenos actualmente representa el unico
tratamiento etiolégico de alergias con efecto a largo plazo, aunque su éxito esta alterado por el uso de extractos de
alérgeno en bruto (5, 6). Estas preparaciones contienen material alergénico y no alergénico en cantidades variables, por lo
que la presencia de compuestos bioldgicamente activos aumenta el riesgo de efectos secundarios anafilacticos. Ademas,
la falta de o escasa inmunogenicidad de alérgenos clinicamente relevantes reduce la eficacia de vacunas basadas en
extractos (7). Se ha hecho un progreso sustancial en el campo de la caracterizacion de alérgenos durante los ultimos 20
afnos mediante la aplicacion de técnicas inmunoquimicas y de biolégica molecular. Hoy en dia, los alérgenos mas
comunes e importantes se han caracterizado con respecto a su estructura y propiedades inmunologicas. Se han
producido alérgenos recombinantes que se parecen mucho a las propiedades de los alérgenos naturales y pueden ahora
usarse para el diagnostico y terapia de alergia (5). Ademas, se ha mostrado que pueden manipularse los derivados de
alérgenos con propiedades inmunoldgicas beneficiosas (8). Se han generado variantes modificadas de alérgenos con
actividad alergénica con el fin de evitar los efectos secundarios mediados por IgE en el transcurso de la inmunoterapia y
ya se han usado fragmentos derivados de Bet v 1 recombinantes con capacidad de unién a IgE fuertemente reducida en
un ensayo clinico (9). Moléculas hibridas que consisten en combinaciones de diferentes alérgenos han mostrado que
aumentan la inmunogenicidad de sus componentes individuales (10-12).

Linhart y col. (Ref. 21) prepararon una molécula hibrida hipoalergénica con elevada inmunogenicidad combinando
derivados hipoalergénicos de los dos principales alérgenos del polen de gramineas Phl p 2 y Phl p 6, concretamente una
molécula del mosaico de Phl p 2 y un mutante de delecion de Phl p 6, lo cual no fue sorprendente en vista de datos
previos (Ref. 15, 17).

El documento EP 1219301 A1 desvela polipéptidos hibridos que consisten en al menos dos proteinas alergénicas
diferentes o fragmentos de las mismas.

El documento WO 2007/124526 A1 describe procedimientos para producir derivados del alérgeno de proteina natural Phl
p 1 con actividad alergénica reducida que comprenden fragmentar el alérgeno de proteina natural y volver a unir los
fragmentos en un orden diferente.

El documento EP 1440979 A1 desvela un procedimiento para la preparacion de proteinas de mosaico hipoalergénicas
que comprende fragmentar el alérgeno en fragmentos sin reactividad de IgE y volver a unir los fragmentos en un orden
diferente.

Schramm y col. (1999) The Journal of Immunology, 162, paginas 2406-2414, describen la produccion de variantes del
alérgeno Phl p 5 con capacidad de union a IgE reducida, pero reactividad de linfocitos T conservada.

Westritschnig y col. (2007) The Journal of Immunology, 179, paginas 7624-7634, investigan una vacuna hipoalergénica
obtenida por reestructuracion de la cola a la cabeza de Phl p 12 para el tratamiento de sensibilizacién cruzada a profilina.

Los presentes inventores han encontrado ahora que una combinacion de la tecnologia hibrida y la tecnologia de mosaico
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no conduce en todos los casos a moléculas hipoalergénicas. Sorprendentemente, se ha observado que dos polipéptidos
de fusidn que consistieron en los mismos fragmentos, pero en un orden diferente, presentaron reactividades de IgE muy
diferentes. Por tanto, la presente invencién proporciona un procedimiento para identificar polipéptidos que tienen
propiedades hipoalergénicas y pueden servir de posible vacuna.

Resumen de la invencion

La presente invencion se refiere a un polipéptido hipoalergénico que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEC ID N°: 22, 23, 24, 25, 36 y 37.

En una realizacion, el polipéptido hipoalergénico consiste en una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en SEC ID N°: 39, 40, 41, 42, 53 y 54.

Otro aspecto de la invencion es una composicion farmacéutica que comprende el polipéptido de la invencion y un
diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable.

Otro aspecto de la invencion es el uso del polipéptido de la invencidon para la fabricacion de un medicamento para la
prevencion y/o tratamiento de alergia, preferentemente de alergia al polen de gramineas.

Otro aspecto de la invencién es un acido nucleico que codifica el polipéptido de la presente invencion.
Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 representa el disefio de moléculas hibridas por el ensamblaje de fragmentos de alérgenos derivados
de los principales alérgenos del polen de la hierba timotea Phl p 1, Phl p 2, Phl p 5y Phl p 6 (véase el Ejemplo 1).

La Figura 2 muestra un gel de PAA tefiido con Coomassie que contiene las proteinas hibridas purificadas A-Q
(véase el Ejemplo 1). Los pesos moleculares se indican en el margen izquierdo (m, marcador de peso molecular).

La Figura 3 muestra los espectros de CD en el UV lejano de las proteinas B, C, P y Q disueltas en agua recogidos
en un espectropolarimetro Jasco J-810 (Japan Spectroscopic Co., Tokio, Japdn), véase el Ejemplo 2.

La Figura 4 representa la reactividad de IgE sobre hibridos unidos a nitrocelulosa y proteinas de control para tres
pacientes alérgicos al polen de gramineas representativos (véase el Ejemplo 3).

La Figura 5 representa reactividad alergénica reducida de hibridos en comparacién con los alérgenos naturales
como se detecta por expresion de CD203c (véase el Ejemplo 4).

La Figura 6 representa reactividad de IgG después de la inmunizacion de ratones con una mezcla de Phl p 1 y Phl
p 5, o una mezcla de Phl p 2y Phl p 6, o una mezcla de By C, o P o Q. El desarrollo de niveles de anticuerpos
IgG1 especificos para Phl p 1, Phl p 2, Phl p 5 y Phl p 6 se compard por medidas de ELISA (véase el Ejemplo 6).

La Figura 7 muestra los resultados del Ejemplo 7. La figura representa la reactividad de IgG después de la
inmunizacién de conejos con B, C, P o Q, concretamente respuestas de anticuerpos IgG a los alérgenos naturales
Phl p 1 (Figura 7A), Phl p 5 (Figura 7B), Phl p 2 y Phl p 6 (Figura 7C).

La Figura 8 representa la reactividad de IgG después de la inmunizacién de conejos con B, C, P o HPG (un hibrido
derivado de alérgenos del polen de gramineas descrito en la Ref. 11), concretamente respuestas de anticuerpos
IgG al alérgeno natural Phl p 1 (véase el Ejemplo 8).

Descripcion detallada de la invencion

El procedimiento de la presente divulgacion es un procedimiento para identificar polipéptidos hipoalergénicos.
Alternativamente, el procedimiento de la presente divulgacion es un procedimiento de cribado para identificar polipéptidos
hipoalergénicos. El término “hipoalergénico”, como se usa en el presente documento, significa la reduccién de la
reactividad y capacidad de IgE para inducir desgranulacién de mastocitos o baséfilos mediada por IgE.

En su primera etapa, el procedimiento de la presente divulgacion comprende proporcionar un grupo de polipéptidos, en el
que cada polipéptido dentro de dicho grupo comprende independientemente N fragmentos derivados de al menos dos
alérgenos diferentes.

Los polipéptidos

El grupo de polipéptidos consiste en al menos dos polipéptidos diferentes. Preferentemente, el grupo de polipéptidos
consiste en 2 a 100, preferentemente de 3 a 75, mas preferentemente de 4 a 50, lo mas preferentemente de 5 a 30
polipéptidos diferentes.
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Cada polipéptido comprende, o consiste independientemente en, N fragmentos derivados de al menos dos alérgenos
diferentes. N es un numero entero superior a 3, preferentemente N es 4 a 25, mas preferentemente 4 a 20, todavia mas
preferentemente 4 a 15, lo mas preferentemente 4 a 10 (por ejemplo 4, 5, 6, 7, 8, 9 6 10). Los polipéptidos dentro del
grupo pueden comprender o consistir en el mismo numero de fragmentos o un numero diferente. Es decir, N puede ser
igual o diferente para los polipéptidos respectivos dentro del grupo. Preferentemente, todos los fragmentos dentro de un
polipéptido dado son diferentes entre si.

Cada fragmento consiste en al menos 8, preferentemente de 8 a 100, mas preferentemente de 10 a 90, todavia mas
preferentemente de 12 a 80, mas preferentemente de 15 a 70, mas preferentemente de 20 a 60 aminoacidos consecutivos
de una secuencia de aminoacidos del alérgeno.

El polipéptido preparado segun la presente invencién no consiste necesariamente solo en secuencias de aminoacidos
derivadas de los alérgenos. Es posible que secuencias no nativas (por ejemplo, secuencias espaciadoras) se inserten
entre los fragmentos (fragmentos que son secuencias de aminoacidos consecutivas de diferentes alérgenos). También es
posible que los polipéptidos comprendan una secuencia de marca que facilita la purificacién del polipéptido tras la
expresion en una célula huésped. Un ejemplo de una secuencia de marca tal es una marca de hexahistidina que permite
la purificacion por cromatografia en quelato de Ni?*. Otras marcas son conocidas para aquellos expertos en la materia.
Ademas, el polipéptido puede contener un residuo de metionina extrafio en la posicion de aminoacido 1 que resulta de la
expresion en células huésped. La metionina estara frecuentemente presente si la porcién del extremo N del polipéptido es
un fragmento de alérgeno interno o del extremo C.

En una realizacién de la presente divulgacion, el polipéptido puede consistir en una cualquiera de las siguientes
estructuras () a (VII):

(I) Met-F1-F2- ... -FN-marca,

(Il) Met-F1-F2- ... -FN,

(l) F1-F2- ... -FN-marca,

(IV) Met-marca-F1-F2- ... -FN,
(V) marca-F1-F2- ... -FN,

(V1) marca-F1-F2- ... -FN-marca,
(VI) F1-F2- ... -FN

en las que Met es un residuo de metionina del extremo N, F1, F2 y FN son el primer, segundo y enésimo fragmento,
respectivamente, y marca es una secuencia de marca (por ejemplo, una marca de hexahistidina (His)s). En las
realizaciones (l) a (VIl) anteriores no hay aminoacidos extrafios entre los fragmentos. Es decir, F1-F2- ... -FN es una
secuencia consecutiva de fragmentos de alérgenos. En otras realizaciones, puede haber uno o mas (por ejemplo 1, 2 6 3)
aminoacidos extrafos entre los fragmentos. Sin embargo, lo cual no se prefiere.

El polipéptido segin la presente invenciéon puede prepararse por diversos procedimientos. En una realizacion el
polipéptido se prepara expresando un polinucleétido en una célula huésped. La célula huésped puede ser una célula
procariota o eucariota. Si se usan células procariotas la célula huésped es preferentemente E. coli. Ejemplos de células
eucariotas incluyen levadura, células de insecto o lineas celulares tales como células CHO. Después de introducir un
polinucleétido adecuado que codifica el polipéptido de la invencion en una célula huésped la célula huésped se cultiva en
condiciones tales que el polipéptido se exprese en la célula. El polipéptido puede ser secretado por la célula o se acumula
dentro de la célula. Pueden usarse técnicas de purificacion conocidas para recuperar el polipéptido de la célula o del
medio de cultivo.

En otra realizacion el polipéptido se prepara por sintesis quimica, por ejemplo, por sintesis en fase sdlida segun técnicas
que son por si conocidas.

Alérgenos

El término “alérgeno” como se usa en el presente documento indica una sustancia que puede provocar una reaccion de
hipersensibilidad tipo | en individuos atopicos. La mayoria de los seres humanos organizan respuestas de
inmunoglobulina E (IgE) significativas solo como defensa contra las infecciones parasiticas. Sin embargo, algunos
individuos organizan una respuesta de IgE contra antigenos medioambientales comunes. Esta predisposicion hereditaria
se llama atopia. En individuos atdpicos, los antigenos no parasiticos estimulan la produccién de IgE inapropiada,
conduciendo a hipersensibilidad tipo |.
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Alérgenos en el sentido de la presente divulgacion incluyen alérgenos de plantas y animales (base de datos Allergome:
www.allergome.org). Los alérgenos son normalmente alérgenos naturales. Los alérgenos pueden ser alérgenos de una o
mas de las siguientes especies: Acarus siro, Blomia tropicalis, Dermatophagoides farinae, Dermafophagoides microceras,
Dermatophagoides pteronyssinus, Euroglyphus maynei, Glycyphagus domesticus, Lepidoglyphus destructor, Tyrophagus
putrescentiae, Blattella germanica, Periplaneta americana, Harmonia axyridis, Archaeopotamobius sibiriensis, Artemia
franciscana, Charybdis feriatus, Crangon crangon, Homarus americanus, Litopenaeus vannamei, Metapenaeus ensis,
Panulirus stimpsoni, Penaeus aztecus, Penaeus indicus, Penaeus monodon, Pontastacus leptodactylus, Aedes aegypti,
Chironomus kiiensis, Chironomus thummi thummi, Forcipomyia taiwana, Triatoma protracta, Apis cerana, Apis dorsata, Apis
mellifera, Bombus pennsylvanicus, Bombus terrestris, Dolichovespula arenaria, Dolichovespula maculata, Myrmecia
pilosula, Polistes annularis, Polistes dominulus, Polistes exclamans, Polistes fuscatus, Polistes gallicus, Polistes metricus,
Polybia paulista, Polybia scutellaris, Solenopsis geminata, Solenopsis invicta, Solenopsis richteri, Solenopsis saevissima,
Veespa crabro, Vespa mandarinia, Vespula flavopilosa, Vespula germanica, Vespula maculifrons, Vespula pensylvanica,
Vespula squamosa, Vespula vidua, Vespula vulgaris, Argas reflexus, Thaumetopoea pityocampa, Ctenocephalides felis
felis, Lepisma saccharina, Rana esculenta, Canis familiaris, Felis domesticus, Bos domesticus, Sardinops sagax, Gadus
callarias, Gallus domesticus, Oryctolagus cuniculus, Xiphias gladius, Equus caballus, Lepidorhombus whiffiagonis, Cavia
porcellus, Mus musculus, Rattus norvegius, Salmo salar, Dendronephthya nipponica, Todarodes pacificus, Helix aspersa,
Haliotis midae, Anisakis simplex, Ascaris suum, Altemaria alterata, Cladosporium cladosporioides, Cladosporium
herbarum, Curvularia lunata, Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Penicillium
brevicompactum, Penicillium chrysogenum, Penicillium citrinum, Penicillium oxalicum, Fusarium culmorum, Trichophyton
rubrum, Trichophyton tonsurans, Candida albicans, Candida boidinii, Epicoccum purpurascens, Coprinus comatus,
Psilocybe cubensis, Rhodotorula mucilaginosa, Malassezia furfur, Malassezia sympodialis, Chamaecyparis obtusa,
Cryptomeria japonica, Cupressus arizonica, Cupressus sempervirens, Juniperus ashei, Juniperus oxycedrus, Juniperus
sabinoides, Juniperus virginiana, Phoenix dactylifera, Asparagus officinalis, Crocus sativus, Ananas comosus,
Anthoxanthum odoratum, Cynodon dactylon, Dactylis glomerata, Festuca pratensis, Holcus lanatus, Hordeum vulgare,
Lolium perenne, Oryza sativa, Paspalum notatum, Phalaris aquatica, Phleum pratense, Poa pratensis, Secale cereale,
Sorghum halepense, Trticum aestivum, Zea mays, Musa acuminata, Apium graveolens, Daucus carota, Ambrosia
artemisiifolia, Ambrosia psilostachya, Ambrosia trifida, Arfemisia vulgaris, Helianthus annuus, Lactuca sativa, Brassica
juncea, Brassica napus, Brassica oleracea, Brassica rapa, Sinapis alba, Beta vulgaris, Chenopodium album, Salsola kali,
Cucumis melo, Actinidia chinensis, Actinidia deliciosa, Bertholletia excelsa, Arachis hypogaea, Glycine max, Lens culinaris,
Lupinus angustifolius, Pisum sativum, Phaseolus vulgaris, Vigna radiata, Alnus glutinosa, Betula verrucosa, Carpinus
betulus, Castanea sativa, Corylus avellana, Juglans nigra, Juglans regia, Quercus alba, Catharanthus roseus, Fraxinus
excelsior, Ligustrum vulgare, Olea europea, Plantago lanceolata, Sesamum indicum, Syringa vulgaris, Persea americana,
Hevea brasiliensis, Mercurialis annua, Ricinus communis, Platanus acerifolia, Platanus orientalis, Fragaria ananassa,
Humulus japonicus, Malus domestica, Morus nigra, Parietaria judaica, Parietaria officinalis, Prunus armeniaca, Prunus
avium, Prunus domestica, Prunus dulcis, Prunus persica, Pyrus communis, Rubus idaeus, Ziziphus mauritiana, Vitis
vinifera, Anacardium occidentale, Citrus limon, Citrus reticulata, Citrus sinensis, Litchi chinensis, Pistacia vera, Capsicum
annuum, Lycopersicon esculentum, Solanum tuberosum.

Preferentemente, uno o mas alérgenos de la presente divulgacion son alérgenos de las especies Phleum pratense, Betula
verrucosa, Dermatophagoides pteronyssinus. Lo mas preferentemente, uno o mas alérgenos son alérgenos de las
especies Phleum pratense.

En una realizacion preferida del procedimiento de la presente divulgacion, todos los alérgenos de los que se derivan
fragmentos son de una Unica especie de la lista citada anteriormente. Es decir, los diferentes 'alérgenos fuente' se derivan
todos de las mismas especies.

Un grupo preferido de alérgenos segun esta divulgacion son alérgenos del polen de gramineas, por ejemplo, alérgenos de
la especie Phleum pratense. Preferentemente, los alérgenos estan seleccionados del grupo que consiste en Phl p 1, Phl p
2, Phlp 3, Phlp4, Phlp5, Phl p 6, Phlp 7, Phl p 11, Phl p 12 y Phl p 13. Los alérgenos de la presente invencién estan
seleccionados del grupo que consiste en Phip 1, Phlp 2, Phlp 5y Phi p 6.

Los fragmentos se derivan de al menos dos alérgenos diferentes, preferentemente de 2 a 10 alérgenos diferentes, mas
preferentemente de 2 a 5 alérgenos diferentes, por ejemplo, de 2, 3, 4 6 5 alérgenos diferentes.

En una realizacion especial, el grupo de polipéptidos comprende al menos 2 polipéptidos que consisten en los mismos
fragmentos pero en los que los fragmentos se ensamblan en un orden diferente.

Determinacion de la reactividad de IgE

En otra etapa, el procedimiento de la presente divulgacién comprende determinar la reactividad de IgE de los polipéptidos.
En un sentido mas amplio, el término “reactividad de IgE” indica la capacidad de una sustancia para unirse a anticuerpos
IgE. Mas especificamente, como se usa en el presente documento, el término “reactividad de IgE” se refiere a la
capacidad del polipéptido para unirse a anticuerpos IgE de individuos que son alérgicos a uno o mas de los alérgenos de
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los que se derivan los fragmentos dentro del polipéptido.

La reactividad de IgE puede medirse determinando el grado de unién entre (1) IgE de suero de individuos que son
alérgicos a uno o mas de los alérgenos de los que se derivan los fragmentos y (2) el polipéptido. Esto puede hacerse
mediante el procedimiento descrito en la referencia (18) o (19).

Alternativamente, la reactividad de IgE y actividad alergénica pueden determinarse analizando la expresion de CD203c
sobre basofilos humanos que se aislaron de individuos alérgicos a uno o mas de dichos alérgenos. Véase el Ejemplo 4 y
la referencia (20).

Determinacion de la reactividad de linfocitos T

En ofra etapa, el procedimiento de la presente divulgacién comprende determinar la reactividad de linfocitos T de los
polipéptidos. El término “reactividad de linfocitos T” como se usa en el presente documento se refiere a la capacidad de
una sustancia para unirse especificamente a receptores de linfocitos T. Mas especificamente, “reactividad de linfocitos T”
significa la capacidad del polipéptido para inducir proliferacion de linfocitos T.

La reactividad de linfocitos T de los polipéptidos puede medirse (1) proporcionando células mononucleares de sangre
periférica (CMSP) aisladas de individuos alérgicos a uno o mas de los alérgenos de los que se derivan los fragmentos, y
(2) determinando el grado de proliferacion de linfocitos T contenidos en dichas CMSP. Véase el Ejemplo 5 y la referencia
(16).

Induccién de una respuesta de IgG protectora

En otra etapa, el procedimiento de la presente divulgacién comprende determinar la capacidad de los polipéptidos para
inducir una respuesta de IgG contra uno o mas de los alérgenos de los que se derivan los fragmentos. Esto puede
hacerse (1) inmunizando un mamifero no humano (por ejemplo, un raton, rata o conejo) con el polipéptido y (2)
determinando la cantidad de anticuerpos IgG producidos en dicho mamifero no humano que son especificos para dicho
uno o mas alérgenos de los que se derivan los fragmentos. Los anticuerpos IgG medidos son preferentemente
anticuerpos IgG1. Preferentemente, la etapa (2) se realiza usando un ensayo de ELISA. Véase el Ejemplo 6.

El procedimiento comprende ademas determinar a qué grado los polipéptidos pueden inducir una respuesta de IgG
protectora. Esto puede hacerse (1) proporcionando una composicién que contiene anticuerpos IgG inmunizando un
mamifero no humano (por ejemplo, un ratén, rata o conejo) con el polipéptido; (2) proporcionando una composicion que
contiene anticuerpos IgE de individuos que son alérgicos a uno o mas de dichos alérgenos de los que se derivan los
fragmentos del polipéptido, y (3) midiendo si y/o a qué grado dicha composicion que contiene anticuerpos IgG puede
bloquear la union de dichos anticuerpos IgE a uno o mas de dichos alérgenos.

Esta prueba se realiza preferentemente usando un ensayo de ELISA. Por ejemplo, los alérgenos naturales de los que se
derivan los fragmentos pueden inmovilizarse sobre una placa de ELISA. La placa de ELISA asi pretratada puede entonces
ponerse en contacto con dicha composicion que contiene los anticuerpos IgG para permitir la unién de anticuerpos IgG a
dichos alérgenos inmovilizados. Después de lavar la composicion que contiene dichos anticuerpos IgE se pone en
contacto con la placa de ELISA. Después de lavar se determina la cantidad de anticuerpos IgE. VVéase el Ejemplo 7.

Seleccion del polipéptido

El procedimiento de la presente divulgacion comprende la etapa final de seleccionar aquellos polipéptidos que presentan
propiedades favorables y asi son Utiles para el posible uso como vacuna. Para seleccionar un polipéptido debe tener las
siguientes propiedades:

(i) menor reactividad de IgE que uno o mas de los alérgenos de los que se derivan los fragmentos del
polipéptido;

(ii) reactividad de linfocitos T

(iii) capacidad para inducir una respuesta de IgG dirigida contra los alérgenos de los que se derivan los
fragmentos del polipéptido; y

(iv) capacidad para inducir una respuesta de IgG protectora que bloquee la unién de IgE de pacientes alérgicos a
dichos alérgenos de los que se derivan los fragmentos del polipéptido.

Con respecto al punto (i) anterior, el polipéptido se selecciona si su reactividad de IgE es inferior a la de al menos un
alérgeno del que se deriva. Preferentemente, el polipéptido se selecciona solo si su reactividad de IgE es inferior a la de
cada alérgeno del que se deriva. Por ejemplo, si el polipéptido consiste en fragmentos derivados de Phlp 2 y Phl p 5, el
polipéptido debe tener una menor reactividad de IgE que Phl p 2, y debe tener una menor reactividad de IgE que Phl p 5
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para seleccionarse.

Para ser seleccionado, la reactividad de IgE y la actividad alergénica se reducen preferentemente al menos el 25 %, mas
preferentemente al menos el 50 %, lo mas preferentemente al menos el 90 %, determinado por mediciones de IgE
cuantitativas como se describe en la Ref. 16, y como se describe en el Ejemplo 4.

Con respecto al requisito (i), el polipéptido se selecciona solo si puede provocar la activacion de linfocitos T especifica
para alérgenos (Ejemplo 5).

Con respecto a la condicion (iii), el polipéptido se selecciona solo si puede inducir un respuesta de IgG especifica para
alérgenos tras la inmunizacion (véase, por ejemplo, el Ejemplo 6).

Con respecto a la condicion (iv), el polipéptido se selecciona solo si los anticuerpos IgG inducidos por inmunizacion
pueden inhibir la unién de IgE de pacientes alérgicos al alérgeno natural (véase, por ejemplo, el Ejemplo 7).

Polipéptidos hipoalergénicos identificados mediante el procedimiento descrito en el presente documento

En otro aspecto la presente divulgacion se refiere a un polipéptido hipoalergénico identificado y producido segun esta
divulgacion.

El polipéptido hipoalergénico puede comprender o consistir en al menos cuatro fragmentos derivados de al menos dos
alérgenos diferentes, en el que la secuencia de aminoacidos de cualquiera de dos fragmentos adyacentes dentro del
polipéptido no esta presente como una secuencia de aminoacidos consecutiva en dicho alérgenos, caracterizado porque
al menos un fragmento se deriva de Phl p 1 o Phl p 5. El numero de fragmentos puede ser N, en el que N tiene el
significado que se ha definido anteriormente.

En otra realizacion, el polipéptido hipoalergénico de la presente divulgacion puede comprender o consistir en al menos
cuatro fragmentos derivados de al menos dos alérgenos diferentes, en el que la secuencia de aminoacidos de cualquier
par de dos fragmentos adyacentes dentro del polipéptido de fusién no esta presente como una secuencia de aminoacidos
consecutiva en dicho alérgenos, caracterizado porque cada uno de dichos fragmentos consiste en una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEC ID N° 55 a 76. Estas secuencias de aminoacidos estan
comprendidas en los fragmentos usados en los ejemplos de la presente solicitud. El nUmero de fragmentos puede ser N,
en el que N tiene el significado que se ha definido anteriormente. Preferentemente, €l polipéptido hipoalergénico puede
consistir en una cualquiera de las siguientes estructuras (VIII) a (XIV):

(VINl) Met-F1-F2- ... -FN-marca,
(IX) Met-F1-F2- ... -FN,

(X) F1-F2- ... -FN-marca,

(XI) Met-marca-F1-F2- ... -FN,
(XIl) marca-F1-F2- ... -FN,

(XI1I) marca-F1-F2- ... -FN-marca,
(XIV) F1-F2- ... -FN

en las que Met es un residuo de metionina del extremo N, F1, F2 y FN son el primer, segundo y enésimo fragmento,
respectivamente, y marca es una secuencia de marca (por ejemplo (His)s), consistiendo cada fragmento en una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEC ID N° 55 a 76. La secuencia de marca tiene
normalmente 5 a 10 aminoacidos de longitud.

El polipéptido hipoalergénico de la presente invenciéon comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en SEC ID N°: 22, 23, 24, 25, 36 y 37. Estas secuencias de aminoacidos estan comprendidas en las
construcciones B, C, D, E, P y Q, respectivamente (véanse los ejemplos). El polipéptido hipoalergénico puede consistir en
una cualquiera de las siguientes estructuras (XV) a (XXI):

(XV) Met-SEC-marca,
(XVI) Met-SEC,
(XVII) SEC-marca,

(XVIII) Met-marca-SEC,
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(XIX) marca-SEC,
(XX) marca-SEC-marca,
(XXI) SEC

en la que Met es un residuo de metionina del extremo N, SEC es una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en SEC ID N°: 22, 23, 24, 25, 36 y 37, y marca es una secuencia de marca (por ejemplo (His)s). La
secuencia de marca tiene normalmente 5 a 10 aminoacidos de longitud.

El polipéptido puede consistir en una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEC ID N°: 39,
40, 41, 42, 53 y 54. Las construcciones B, C, D, E, P y Q consisten en estas secuencias de aminoacidos, respectivamente
(véanse los ejemplos). Estas realizaciones se corresponden con la estructura (VIII) o (XV) anterior.

Todas las realizaciones descritas anteriormente a proposito del procedimiento de la presente divulgacion son aplicables al
polipéptido hipoalergénico de la invencion y viceversa.

Otros aspectos de la invencion

La invencion se refiere adicionalmente a un polinucleétido que codifica el polipéptido de la presente invencion. Debido a la
degeneracion del cadigo genético, muchas moléculas de polinucledtidos diferentes pueden codificar un Unico polipéptido.
El polinucledtido de la invencion es preferentemente una construccion de expresion para obtener el polipéptido después de
la expresion en células huésped. La construccidon de expresion puede comprender ademas componentes que
generalmente son conocidos en la técnica tales como secuencias promotoras, genes que codifican factores de resistencia
contra antibiéticos, un origen de replicacion y similares.

La presente divulgacion se refiere adicionalmente a una célula transfectada o transformada con un polinucleétido de la
presente invencion. Células adecuadas incluyen células eucariotas y células procariotas. Las células eucariotas pueden
transfectarse mediante procedimientos conocidos en la técnica tales como transfeccién mediada por fosfato de calcio,
electroporacion, lipofeccion, etc.

La invencion se refiere ademas a una composicion farmacéutica que contiene el polipéptido segun la presente invencion.
La composicion farmacéutica puede contener adicionalmente uno o mas vehiculos o diluyentes farmacéuticamente
aceptables tales como un tampén o disolucién de sal. Preferentemente, la composicion farmacéutica de la invencion es
una composiciéon de vacuna. En una realizacion particular, la composicion farmacéutica contiene ademas un adyuvante
tal como hidréxido de aluminio.

La presente divulgacion también se refiere a un procedimiento para la preparacion del polipéptido de la invencion. El
procedimiento comprende proporcionar un polinucleétido que codifica el polipéptido, introducir dicho polinucleétido en una
célula huésped, cultivar la célula huésped asi obtenida en condiciones tales que el polipéptido hibrido se exprese,
recuperar el producto de expresion de la célula. El polinucleétido puede prepararse mediante procedimientos conocidos en
la técnica. Puede preferirse usar tecnologia de PCR para preparar el polinucleétido que codifica el polipéptido de la
invencion. Las secuencias de ADNc de los alérgenos del polen de gramineas Phl p 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 11, 12y 13 se
muestran en SEC ID N°: 11 a 20, respectivamente. Basandose en estas secuencias y en la divulgacion en la presente
solicitud, el experto puede disefiar faciimente acidos nucleicos adecuados que codifican polipéptidos de la presente
divulgacion.

La invencion se refiere ademas al uso del polipéptido descrito en el presente documento para la preparaciéon de un
medicamento para el tratamiento y/o la prevencion de un trastorno alérgico. Un medicamento tal puede estar compuesto
por el polinucledtido que codifica una vacuna que puede usarse directamente para la vacunacién basada en ADN contra
alergia tipo 1. El polipéptido recombinante o sintético puede usarse para preparar formulaciones para el tratamiento oral,
sublingual o parenteral de trastornos alérgicos de tipo 1 ya que se usan ahora rutinariamente para inmunoterapia.
Ejemplos de formulaciones para inmunoterapia sublingual o polipéptido hibrido unido a adyuvante para inmunoterapia de
inyeccion. Posibles aplicaciones también incluyen formas basadas en células de inmunoterapia que pueden basarse en,
por ejemplo, células dendriticas u otras células presentadoras de antigeno. Aquellas células se transforman y se expresan
en antigeno in vivo. Preferentemente se usan células ortdlogas transformadas con vectores adecuados. Un modo de
aplicacion puede ser la inyeccion subcutanea de polipéptido unido a adyuvante. Otra posibilidad es administracion oral o
nasal del polipéptido con el fin de inducir tolerancia inmunoldgica o anergia contra los componentes del polipéptido. Todas
las posibles formulaciones pueden prepararse segun medidas que son conocidas para aquellos expertos en la materia
(esquema de administracion de adyuvantes de dosificacion).

La presente divulgacion se refiere ademas al uso del polipéptido descrito en el presente documento o de un polipéptido o
una célula descrita en el presente documento para la preparacién de un medicamento para vacunacién profilactica o
induccién de tolerancia. Administracion profilactica de polipéptidos hibridos significa la administracion del polipéptido a
individuos, preferentemente nifios que todavia no sufren alergia tipo 1 con el fin de inducir un estado de tolerancia
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inmunologica, anergia o no sensibilidad, o una inmunidad protectora contra los componentes de la vacuna hibrida. Esto
puede lograrse por los diversos protocolos explicados brevemente para el tratamiento de un trastorno alérgico establecido.
El tratamiento profilactico puede realizarse con los polipéptidos o polinucleétidos descritos en el presente documento
anteriormente.

En otra realizacion, la presente divulgacion se refiere al uso de un polipéptido descrito en el presente documento para la
deteccion de anticuerpos contra una proteina alergénica en una muestra. El anticuerpo puede ser un anticuerpo IgM, IgE,
IgG o IgA. La concentracion del anticuerpo puede determinarse a partir de una muestra que ha sido obtenida de un liquido
corporal. La muestra puede derivarse de animales o seres humanos. Tales pruebas pueden basarse en un polipéptido
inmovilizado en fase sdlida o el polipéptido en la fase liquida. Ejemplos de tales pruebas incluyen pruebas de ELISA,
pruebas de transferencia Western o cualquier otra prueba en la que el polipéptido se inmovilice para unirse a anticuerpos
especificos fuera de la muestra. Alternativamente, el polipéptido se afiade directamente al liquido que contiene
anticuerpos con el fin de adsorber anticuerpos especificos como, por ejemplo, en ensayos inmunoldgicos competitivos.

El polipéptido de la invencién también puede usarse para pruebas celulares tales como una prueba de proliferacion de
linfocitos T, etc.

Resumen de las secuencias de aminoacidos y de nucledtidos mostradas en el listado de secuencias:

SEC ID N°: secuencia / construccion
1 secuencia de aminoacidos de Phl p 1
2 secuencia de aminoacidos de Phl p 2
3 secuencia de aminoacidos de Phl p 3
4 secuencia de aminoacidos de Phl p 4
5 secuencia de aminoacidos de Phl p 5
6 secuencia de aminoacidos de Phl p 6
7 secuencia de aminoacidos de Phlp 7
8 secuencia de aminoacidos de Phl p 11
9 secuencia de aminoacidos de Phl p 12
10 secuencia de aminoacidos de Phl p 13
11 ADNc de Phip 1
12 ADNc de Phlp 2
13 ADNc de Phip 3
14 ADNc de Phlp 4
15 ADNc de Phip 5
16 ADNc de Phlp 6
17 ADNcde Phip7
18 ADNc de Phip 11
19 ADNc de Phlp 12

20 ADNc de Phlp 13
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(continuacion)

SEC ID N°:

secuencia / construccion

21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

construccion A sin Met del extremo N y (His)s del extremo C
construccion B sin Met del extremo N y (His)s del extremo C
construccion C sin Met del extremo Ny (His)s del extremo C
construccion D sin Met del extremo Ny (His)s del extremo C
construccion E sin Met del extremo N y (His)s del extremo C
construccion F sin Met del extremo N y (His)s del extremo C
construccion G sin Met del extremo N y (His)s del extremo C
construccion H sin Met del extremo Ny (His)s del extremo C
construccion | sin Met del extremo N y (His)s del extremo C
construccion J sin Met del extremo N y (His)s del extremo C
construccion K sin Met del extremo N y (His)s del extremo C
construccion L sin Met del extremo N y (His)s del extremo C
construccion M sin Met del extremo N y (His)s del extremo C
construccion N sin Met del extremo Ny (His)s del extremo C
construccion O sin Met del extremo N y (His)s del extremo C
construccion P sin Met del extremo N y (His)s del extremo C
construccion Q sin Met del extremo Ny (His)e del extremo C
construccion A con Met del extremo N y (His)s del extremo C
construccion B con Met del extremo N y (His)s del extremo C
construccion C con Met del extremo N y (His)s del extremo C
construccion D con Met del extremo N y (His)s del extremo C
construccion E con Met del extremo N y (His)s del extremo C
construccion F con Met del extremo N y (His)s del extremo C
construccion G con Met del extremo N y (His)s del extremo C
construccion H con Met del extremo N y (His)s del extremo C
construccion | con Met del extremo N y (His)s del extremo C
construccion J con Met del extremo N y (His)s del extremo C
construccion K con Met del extremo N y (His)s del extremo C
construccion L con Met del extremo N y (His)s del extremo C
construccion M con Met del extremo N y (His)s del extremo C
construccion N con Met del extremo N y (His)s del extremo C
construccion O con Met del extremo N y (His)s del extremo C

construccion P con Met del extremo N y (His)s del extremo C
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(continuacion)
SEC ID N°: secuencia / construccion

54 construccién Q con Met del extremo N y (His)s del extremo C
55 P1a

56 P1b

57 P1c

58 P1d

59 P1a1

60 P1a2

61 P1c1

62 P1c2

63 P2A

64 P2B

65 P2a

66 P2b

67 P2c

68 P2a1

69 P2b2

70 P5a

71 P5b

72 P5c

73 P5d

74 P5c1

75 P5c2

76 P6b

Las secuencias de aminoacidos SEC ID N°: 1-10 muestran los péptidos maduros que carecen del péptido sefial, cuando
corresponda.

Los siguientes ejemplos ilustran adicionalmente la invencion.
Ejemplos

En este estudio los presentes inventores demuestran que estos enfoques pueden combinarse y extenderse para una
fuente de alérgenos compleja como polen de gramineas. Los presentes inventores construyeron una vacuna basada en
los cuatro alérgenos principales de la hierba timotea (Phl p 1, Phl p 2, Phl p 5, Phl p 6) para el tratamiento de alergia al
polen de gramineas (13, 14). Con referencia a datos estructurales y estudios de mapeo de epitopes, los alérgenos se
fraccionaron en fragmentos con actividad alergénica reducida. Los presentes inventores describen la produccion de
diferentes combinaciones de estos fragmentos como proteinas hibridas, sus propiedades bioquimicas e inmunolégicas y
como se seleccionaron cuatro proteinas hibridas como moléculas candidatas para la vacunacién contra alergia al polen
de gramineas.
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Ejemplo 1: Design, expresion y purificacion de las moléculas hibridas

Para la construccion de moléculas hipoalergénicas hibridas se disefiaron diecisiete moléculas hibridas diferentes por el
ensamblaje de fragmentos de alérgenos derivados de los principales alérgenos del polen de la hierba timotea Phl p 1, Phl
p 2, Phl p 5, y Phl p 6 como se muestra en la Figura 1. Las secuencias de aminoacidos de las proteinas resultantes
(disefiadas A-Q) se enumeran en la Tabla 1. P1M y P2M se refieren a derivados de alérgenos previamente disefiados
(Referencias 15, 16). Todas las secuencias fueron de codones optimizados para la expresion en Escherichia coli, se
afadié un codon de iniciacion (ATG) en el extremo 5' y se afiadid una marca de 6xhistidina en el extremo 3' de cada
secuencia, seguido de un coddén de terminacion. Los genes resultantes que codifican las moléculas hibridas A-Q se
clonaron en el vector de expresion pET17b (Novagen) y se expresaron en cultivo liquido en células BL21 de Eschericha
coli (DE3) (Stratagene). Todas las proteinas se purificaron por cromatografia de afinidad usando un protocolo
convencional (Qiagen). La pureza de las moléculas hibridas expresadas se analiz6 por SDS-PAGE. (Figura 2)
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Ejemplo 2: Estimacion de la estructura secundaria de las moléculas hibridas

Para evaluar la estructura secundaria de moléculas hibridas, espectros del CD de UV lejano de las proteinas B, C, Py Q
disueltas en agua se recogieron en un espectropolarimetro Jasco J-810 (Japan Spectroscopic Co., Tokio, Japdn) como se
ha descrito (16). Todas las proteinas hibridas, que se analizaron con respecto a su estructura secundaria, presentaron una
estructura enrollada al azar, que se ha observado previamente para varios otros derivados de alérgeno (18, 19).

Ejemplo 3: Reactividad de IgE de las moléculas hibridas

Para analizar la reactividad de IgE de moléculas hibridas, la union directa de IgE del suero de pacientes alérgicos al polen
de gramineas a las moléculas hibridas derivadas de Phl p 1, Phlp 2, Phip 5y Phlp6 A-Q,orPhip 1,rPhlp 2, rPhip 5y
rPhl p 6, o HSA como control negativo, se investigdé por experimentos de transferencia puntual no desnaturalizante como
se ha descrito (18, 19). Los anticuerpos IgE de pacientes se unieron a los alérgenos 'naturales' recombinantes Phl p 1, Phl
p 2, Phl p 5y Phl p 6, pero no a la proteina de control HSA. Inesperadamente, los presentes inventores observaron
reactividades de IgE diferentes de IgE de pacientes alérgicos a las moléculas hibridas A-Q, que no pudo explicarse por la
estructura primaria (por ejemplo, hibridos A y C e hibridos E y F contienen exactamente los mismos fragmentos derivados
de alérgeno).

Ejemplo 4: Actividad alergénica reducida de las moléculas hibridas B, C,Py Q

Se seleccionaron cuatro moléculas hibridas, B, C, P y Q para posteriores analisis. Para determinar la reactividad de IgE
de los hibridos B, C, P y Q sobre la activacion de células efectoras dependientes de IgE se analizé la expresion de
CD203c sobre basdfilos humanos aislados de pacientes alérgicos al polen de gramineas. CD203c se ha descrito
previamente como un marcador de activacion sobre basodfilos humanos, que esta regulado por incremento tras la
entrecruzamiento inducido por alérgenos de IgE unida a receptor (20). Como se muestra en la Figura 5, las células
toleraron una concentracién al menos 10 veces superior de las moléculas hibridas en comparacién con la cantidad
equimolar de los alérgenos naturales (pacientes 1-12). Estos datos sugieren una actividad alergénica fuertemente
reducida de las cuatro moléculas hibridas B, C, Py Q.

Ejemplo 5: Proliferaciones de linfocitos T

Para evaluar la reactividad de linfocitos T de moléculas hibridas se realizaron experimentos de proliferacién in vitro con
CMSP aisladas de cuatro pacientes alérgicos al polen de gramineas como se ha descrito (16). Aunque la actividad
alergénica de las moléculas hibridas se redujo, se preservo la mayoria de los epitopes de los linfocitos T de los alérgenos
Phlp 1, Phl p 2, Phl p 5y Phl p 6 naturales (Tabla II).

Tabla. Il. CMSP de pacientes alérgicos al polen de gramineas responden a las moléculas hibridas

20 pg/ml 10 pg/ml 5 pg/ml 2,5 ug/ml 1,25 pg/ml

Phip1+Phip5 | 2,5 (1,5) 2,6 (21,8) 2,0@1,1)  1,3(20,1) 1,6 (x0,7)
B+C 1,7 (#1,1) 2,1 (21,5) 22@14)  20(09) 1,4 (x0,3)

P 2,0 (+1,5) 2,2 (+1,4) 2,0(0,6) 27 (x12) 2,5 (+1,2)
rPhip2+rPhip6 1,6 (x0,9) 1,3 (0,69) 15(x0,6)  1,3(x0,7) 1,5 (x0,4)
o) 1,4 (+1,0) 1,6 (x0,8) 2,0(0,5) 29 (1,0) 2,8 (+0,7)

Ejemplo 6: La inmunizacion con las moléculas hibridas B, C, P y Q indujo una respuesta de IgG dirigida contra
los alérgenos naturales

Para investigar si anticuerpos IgG inducidos por inmunizacion con B, C, P o Q fueron capaces de reconocer o no los
alérgenos naturales rPhl p 1, rPhl p 2, rPhl p 5y rPhl p 6 se usaron dos modelos animales diferentes (ratones BALB/c,
conejos). Los presentes inventores inmunizaron ratones BALB/c con una mezcla de Phl p1 y Phl p 5, o una mezcla de Phl
p2yPhlp6,ounamezcladeByC,oP,oQ,ycompararon el desarrollo de niveles de anticuerpos especificos para Phl
p1, Phlp 2, Phl p 5y Phl p 6 por medidas de ELISA (Figura 6). Los hibridos B+C, ademas de P y Q, pudieron inducir una
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respuesta de anticuerpos 1gG+ especifica para Phl p 1, Phl p 2, Phl p 5 y Phl p 6, que fue superior a la respuesta de
anticuerpos inducida por los propios alérgenos naturales.

El desarrollo de respuestas de anticuerpos IgG especificas para alérgenos también se investigd por inmunizacion de
conejos con B, C, P o Q. Se probaron diluciones sucesivas de anticuerpos de conejo para anticuerpos IgG especificos
para Phl p 1, Phl p 2, Phl p 5y Phl p 6 por ELISA. Las construcciones B, C, P y Q pudieron inducir una respuesta de
anticuerpos IgG a los alérgenos naturales Phl p 1 (Figura 7A), Phl p 5 (Figura 7B), Phl p 2 y Phl p 6 (Figura 7C).

Ejemplo 7: La inmunizacion con los alérgenos hibridos B, C, P y Q indujo una respuesta de IgG protectora que
bloquea la unién de IgE de pacientes alérgicos a los alérgenos naturales y extracto de polen de gramineas

Para examinar la capacidad de anticuerpos IgG inducidos con las moléculas hibridas B, C, P y Q para inhibir la unién de
IgE de pacientes alérgicos al polen de gramineas a rPhl p 1, Phl p 2, Phl p 5y rPhl p 6, o a un extracto de polen de
gramineas natural. Por tanto, en experimentos de inhibicion de ELISA, los presentes inventores preincubaron un extracto
de polen de gramineas natural unido a placas de ELISA con una mezcla de antisuero anti-P y Q de conejo, o una mezcla
de antisuero anti-B, C y Q, o un antisuero de conejo obtenido por inmunizacion con un hibrido de polen de gramineas
previamente descrito (HPG) (11) que consiste en Phl p 1, Phl p 2, Phl p 5 y Phl p 6 o los sueros preinmunes
correspondientes. Estos anticuerpos IgG de conejo podrian inhibir la union de IgE de 14 pacientes alérgicos al polen de
gramineas a los siguientes extractos de polen de gramineas: P+Q: 73 %; B+C+Q: 78 %; HPG: 75 % (Tabla Ill). Se
realizaron experimentos similares con rPhl p 1, rPhl p 2, rPhl p 5y Phl p 6 unidos a placas de ELISA, conduciendo a una
inhibicion promedio del 81-94 % para Phl p 1 (Tabla 1V), 86-90 % para Phl p 5 (Tabla V), 45 % para Phl p 2 (Tabla VI) y
34 % para Phl p 6 (Tabla VII).

Tabla lll. % de inhibicion de IgE de pacientes que se une a GPE después de la preincubacion con antisueros de

conejo
paciente P+Q B+C+Q HPG
1 90 93 92
2 28 23 14
3 84 89 87
4 75 81 78
5 61 71 70
6 78 84 86
7 81 86 86
8 80 80 80
9 76 83 73
10 66 71 75
11 76 87 86
12 70 80 72
13 72 81 75
14 84 89 82
media 73 78 75
DE 15,0 17,1 18,9
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Tabla IV. % de inhibicion de IgE de pacientes que se une a rPhl p 1 después de la preincubacion con antisueros

de conejo
paciente B+C B C P HPG

1 84 86 91 90 66

2 97 82 97 94 46

3 92 77 93 90 44

4 73 69 79 76 47

5 90 86 91 89 57

6 94 80 96 92 43

7 93 81 98 96 44

8 98 93 100 99 67

9 96 82 98 92 44
10 98 78 99 94 44
media 92 81 94 91 50
DE 78 6,4 6,2 6,1 9,5

Tabla V. % de inhibicion de IgE de pacientes que se une a rPhl p 5 después de la preincubacion con antisueros

de conejo

paciente B+C B C P HPG

1 92 93 94 94 94

2 93 91 90 95 97

3 92 86 90 92 93

4 86 82 86 89 89

5 87 83 90 91 92

6 93 88 91 94 96

7 95 91 95 96 98

8 95 92 94 97 98

9 68 63 66 52 52

10 95 90 92 97 99

media 90 86 89 90 91
DE 8,2 8,9 8,4 13,5 14,0

Tabla VI. % de inhibicion de IgE de pacientes que se une a rPhl p 2 después de la preincubaciéon con antisueros
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de conejo

paciente Q HPG

1 52 86

2 50 87

3 41 71

4 60 76

5 46 83

6 43 74

7 47 60

8 31 45

9 30 54

media 45 71
DE 8,7 14,8

Tabla VII. % de inhibicion de IgE de pacientes que se une a rPhl p 6 después de preincubacion con antisueros

de conejo
paciente Q HPG

1 38 55

2 38 53

3 36 52

4 29 47

5 32 46

6 40 51

7 32 38

8 41 59

9 23 32
media 34 48
DE 59 8,5

Ejemplo 8: La inmunizacién con las moléculas hibridas B, C y P indujo una respuesta de IgG dirigida contra el
alérgeno Phl p 1 natural

Diluciones sucesivas de antisueros de conejo se probaron para anticuerpos IgG especificos para Phl p 1 por ELISA. Las
construcciones B, C y P fueron capaces de inducir una respuesta de anticuerpos IgG al alérgeno natural Phl p 1. La
respuesta de IgG se compard con niveles de anticuerpos 1gG inducidos por inmunizaciéon con una molécula hibrida que
consiste en los alérgenos naturales Phl p 1, Phl p 2, Phl p 5y Phl p 6 (hibrido del polen de gramineas, HPG), que se ha
descrito previamente como una molécula altamente inmunogénica (11). Inesperadamente, C y P indujeron niveles incluso
mayores de anticuerpos IgG especificos para Phl p 1 en conejos. Los resultados se muestran en la Figura 8.
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Ser

Tyr

His

Ala

Asn
430

Leu

Asp

val

val

Asn

255

Arg

Gly

Leu

Ile

Lau

335

Tyr

Thr

Gly

Arg

Pro

415

Tyr

Val

His

val

Phe

240

Arg

val

Thy

Gly

Pro

320

Asn

val

Trp

Ala

Lys

400

Gly

Met



Glu Pro Tyr Val
435

Asp Ile Asp Leu
450

Ser Ser Gly Leu
465

Arg Leu Ala Ile

Asn Glu Gln Ser
500

<210>5
<211> 287
<212> PRT

<213> Phleum pratense

<400> 5

Ser

Gly

Val

Thr

485

Ile

ES 2463 828 T3

Lys Asn

Arg Asn
455

Trp Gly
470

Lys Gly

Pro Pro

Pro

44G

Glu

Gln

Lys

Leu

Arg Gln

val val

Lys Tyr

Val Asp

490

Ile Gln
505

24

Ala Tyxr Ala Asn
445

Asn Agp Val Ser
460

Phe Lys Gly Asn
475

Pro Thr Asp Tyr

Lys Tyr

Tyr Arg

Thr Phe

Phe Gln
480

Phe Arg
495



Ala

Tyr

Lys

Phe

Tyr

65

Ala

Lys

Lys

Ala

Hig
145

Glu

Thr

Ala

Ser

Ala

225

Thrx

Ala

Ala

Asp

Thr

Ala

Lys

50

Arg

Glu

Ala

Thr

Thr

130

Ala

Leu

Ala

Ala

Tyr

210

Ala

Ala

Lys

Ala

Leau

Pro

Thr

35

Ala

Thr

Gly

Ala

Ala

115

Leu

val

Gln

Ala

Phe

195

Lys

Thr

Leu

Pro

Thr
275

Gly

Ala

20

Thr

Ala

Phe

Leu

Leu

1090

Glu

Ser

Lys

val

Asn

180

Asn

Phe

Val

Lys

Ala

2690

Gly

Tyr

Thr

Glu

Leu

Val

Ser

Thr

Gly

Glu

Pro

Ile

165

Ala

Asp

Ile

Ala

Lys

245

Ala

Ala

ES 2463 828 T3

Gly

Pro

Glu

Ala

Ala

70

Gly

Ser

Ala

Ala

Ala
150

Glu

Ala

Ala

Pro

Thr

230

Ala

Ala

Ala

Pro

Ala

Gln

Ala

58

Thr

Glu

Lys

Thr

Leu

135

Ala

Lys

Pro

Ile

Ala

215

Ala

Ile

Ala

Thx

Ala

Ala

Lys

490

Ala

Phe

Pro

Leu

Pro

120

Arg

Glu

val

Ala

Lys

200

Leu

Pro

Thr

Thr

Ala
280

Thr

Pro

25

Leu

Ala

Gly

Lys

Asp

105

Glu

Ile

Glu

Asp

Asn

185

Ala

Glu

Glu

Ala

Ala

265

Ala

25

Pro

10

Ala

Ile

Gly

Ala

Gly

Ala

Ala

Ile

Val

Ala

170

Asp

Ser

Ala

val

Met

250

Thr

Thr

Ala

Glu

Glu

val

Ala

75

Ala

Ala

Lys

Ala

Lys
155

Ala

Lys

Thr

Ala

Lys

235

Ser

Ala

Gly

Ala

Ala

Lys

Gln

60

Ser

Ala

Tyr

Tyr

Gly

140

Val

Phe

Phe

Gly

val

220

Tyr

Glu

Thr

Gly

Pro

Ala

Ile

45

Pro

Asn

Glu

Lys

Asp

125

Thr

Ile

Lys

Thr

Gly

205

Lys

Thr

Ala

Ala

Tyr
285

Ala

Pro

30

Asn

Ala

Lys

Ser

Leu

110

Ala

Leu

Pro

val

Val

190

Ala

Gln

val

Gln

Ala

270

Lys

Ala

15

Ala

Ala

Asp

Ala

Ser

o5

Ala

Tyr

Glu

Ala

Ala

175

Phe

Tyr

Ala

Phe

Lys

255

val

Val

Gly

Gly

Gly

Lys

Phe

Ser

Tyr

Val

Val

Gly
160

Ala

Glu

Glu

Tyr

Glu

240

Ala

Gly



10

15

<210>6
<211>110
<212> PRT

<213> Phleum pratense

<400> 6

Gly Lys Ala

Ser Phe Arg

Lys Tyr Lys
35

Leu Ala Asp
50

Glu Val Tyr

Asp Lys Tyr

Ile Ala

<210>7
<211>78
<212> PRT

<213> Phleum pratense

<400>7

Thr

Ala

20

Thr

Ala

Asn

Glu

Gly

Thr

Ala

Phe

val

Ala

Ala
a5

Thr
100

ES 2463 828 T3

Glu

Met

Glu

Ser

Ala

70

Phe

Pro

Glu

Ala

Ala

Lys

55

Tyr

Val

Glu

Gln Lys

Thr Thr
25

Ala Phe

40

Ala Pro

Asn Ala

Leu His

Val His

26

Leu
10

Ala

Thr

Gln

Ala

Phe
20

Ala
105

Ile

Asn

Vval

Leu

Asp

75

Ser

Val

Glu

Val

Ser

Val

60

His

Glu

Lys

Asp

Pro

Sear

45

Pro

Ala

Ala

Pro

val

Pro

30

Lys

Lys

Ala

Leu

Gly

Asn
15

Ala

Arg

Leu

Pro

Arg
95

Ala
110

Ala

Asp

Asn

Asp

Glu

Ile



10

<210> 8

Met Ala Asp

Asp Gly Lys

Gly Ser Thr

Thr Asp

50

Asn Ala

<211> 143

<212> PRT

35

Gly

Asn

<213> Phleum pratense

<400> 8

<210>9

Cys

Thr

Lys

Asp

65

Pro

Val

Ala

Gly

Lys

Arg

val

Ala

50

Gln

Asp

Pro

Asn

Ile
130

Gly

Ala

Ala

35

Glu

Asp

Thr

Leu

Pro
115

Leu

Asp Met

Ile
20

Sar

Ser Ala

Asp

Pro

Pro

Gly

20

Val

Ala

His

Thr

Thr
100

Ile

Gln

Gly

Gly

Gly

Phe

Asp

Thr

Gln

Cys

85

Ser

Ala

Ala

ES 2463 828 T3

Glu Arg Ile

Leu

Asp

Phe

Leu
70

Phe

Glu

Cys

Thr

Glu

70

Ser

Asn

Phe

Tyr

Ser

Glu

Ile

55

Met

val

Thr

Arg

Asp

55

Glu

Glu

Asn

Phe

Asp
135

Glu

Val

40

Asp

Lys

val

Asn

Pro

40

Gly

Ile

Ile

Gly

Arg
120

Leu

Phe

Leu

25

Gln

Phe

Asp

Thr

val

a5

Phe

Leu

Cys

Glu

Ile
105

Lys

Arg

27

Lys

10

Thr

Arg

Asn

Val

Gly

10

Ser

Asn

Gly

Glu

Glu

90

Lys

Glu

Asp

Arg Phe Asp Thr Asn Gly

15

Asp Ala Leu Arg Thr Leu

30

Met Met Ala Glu

45

Glu Phe Ile Ser

60

Ala Lys Val Phe

75

Arg

His

Gly

Trp

Val

75

Phe

Gln

Pro

Ala

val

Asn

Gly

Tyr

60

Val

Arg

Gln

Leu

Pro
140

Tyr

val

Glu

45

Lys

Leu

Asp

Gly

Lys
125

Glu

Cys

Gln

30

Ser

Ile

Ala

Arg

Ile
110

Glu

Thr

Ile Asp

Phe Cys

Asp

15

Gly

Lys

Glu

Lys

ala

95

Arg

Cys

Pro

Pro

Ala

Leu

Ile

Ser

80

Arg

Tyr

Gly



10

15

<211> 131

<212> PRT

<213> Phleum pratense

<400>9

Met

Gly

Trp

Gly

Met

65

Thr

Gly

Gln

<210> 10
<211> 360

<212> PRT

Ser

His

Ala

Ile

S0

Phe

Val

Gly

Gln

Gly
130

Trp

His

Gln

Met

val

Ile

Gln

Cys

115

Met

<213> Phleum pratense

<400> 10

1

Gln

Leu

20

Ser

Lys

Ala

Axrg

Ala

100

Asn

Thr

Ala

Ala

Asp

Gly

Gly

Leu

Met

ES 2463 828 T3

Tyr

Ser

Asp

Phe

Ala

70

Lys

Val

Vval

val

Ala

Phe

Asp

55

Lys

Lys

val

val

Asp

Ala

Pro

40

Glu

Tyx

Gly

Gly

Glu
120

Glu

Ile

25

Gln

Pre

Met

Ala

Ile

105

Arg

His

10

Leu

Phe

Gly

Val

Gly

90

Tyr

Leu

10

Leu

Gly

Lys

His

Ile

75

Gly

Asp

Gly

Met

His

Pro

Leau

60

Gln

Ile

Glu

Asp

Cys

Asp

Glu

45

Ala

Gly

Thr

Pro

Tyr
125

Glu

Gly

30

Glu

Pro

Glu

Ile

Met

110

Leu

Ile

15

Thr

Ile

Thr

Pro

Lys

95

Thr

val

15

Glu

val

Thr

Gly

Gly

Lys

Pro

Glu

Gly Lys Lys Glu Glu Lys Lys Glu Glu Lys Lys Glu Ser Gly Asp Ala
3

Ala Ser Gly Ala Asp Gly Thr Tyr Asp Ile Thr Lys Leu Gly Ala Lys

20

25

28

30



Pro

Ser

Asp

65

Ser

Ala

Thr

Gly

Thr

145

Leu

val

Thr

Thr

Thr

225

Ser

Ile

Ile

Asp

Ala

50

Phe

val

Lys

Ile

Lys

130

Leu

Leu

Thr

Asp

Thr

210

Gly

val

Thr

Lys

Gly

35

Cys

Leu

Thr

Tyr

Thr

115

Asn

val

Asn

val

Gly

195

Ila

Leu

Gly

val

Ser
275

Lys

Gly

Thr

Ile

Lys

100

Gly

Ser

Leu

Ala

Lys

180

Ile

Gly

Asn

Sex

Lys

260

Tyr

Thr

Gly

Gly

Lys

85

Ala

Lys

Cys

Asp

Lys

165

Asp

His

Thr

Ile

Leu

245

Asn

Glu

ES 2463 828 T3

Asp

Thr

Pro

70

Leu

Asn

Gly

Ala

Phe

150

Phe

val

Ile

Gly

Thr

230

Gly

Cys

Asp

Cys

Gly

55

Leu

Asp

Trp

Thr

Lys

135

Cys

Phe

Thr

Gly

Asp

215

Gly

Arg

Val

Ala

Thr

40

Lys

Asn

Gly

Ile

Leu

120

Asn

Asp

His

Ile

Asp

200

Asp

Val

Tyr

Leu

Lys
280

Lys

Asn

Phe

Asn

Glu

105

Asp

Tyr

Asp

Thr

185

Ser

Cys

Thr

Lys

Lys

265

Ser

29

Glu

Thr

Thr

Leu

90

Ile

Gly

Asgn

Ala

Asn

170

Ala

Ser

Ile

Cys

Asp

250

Lys

Pro

Val Glu

Ile val
60

Gly Pro

75

Leu Ser

Met Arg

Gln Gly

Glu

45

Ile

Cys

Ser

Ile

Lys

125

Cys Lys
140

Leu Ile
155

Ile Tyr

Pro Gly

Lys Val

Ser Ile

220

Gly Pro

235

Glu Lys

Sar Thr

Leu Thr

Ile

Glu

Glu

Asp

Thr

205

Gly

Gly

Asp

Ash

Ala
285

Ala

Pro

Lys

Asn

iys

119

Ala

Leu

Gly

Cys

Ser

190

Ile

Pro

His

val

Gly

270

Ser

Trp

Lys

Gly

Asp

95

Lys

Val

Pro

Ile

Lys

175

Pro

Thr

Gly

Gly

Thr

255

Leu

Lys

Ala

Gly

Asp

80

Leu

Leu

Trp

Asnh

Thr

160

Gly

Asn

Asp

Ser

Ile

240

Asp

Arg

Leu



ES 2463 828 T3

10

30

Thr Tyr Glu Asn Val Lys Met Glu Asp Val Gly Tyr Pro Ile Ile Ile
290 295 300
Asp Gln Lys Tyr Cys Pro Asn Lys Ile Cys Thr Ser Lys Gly Asp Ser
305 310 315 320
Ala Arg Val Thr Val Lys Asp Val Thr Phe Arg Asn Ile Thr Gly Thr
325 330 335
Ser Ser Thr Pro Glu Ala V&l Ser Leu Leu Cys Ser Asp Lys Gln Pro
340 345 350
Cys Asn Gly Val Thr Met Asn Asp
355 360
<210> 11
<211> 1066
<212> ADN
<213> Phleum pratense
<400> 11
atggettett cctegteggt tetgetggte gtggtgettt tecgeegtett cctgggetet 60
gegtatggea tccccaaggt tecccegggt ccgaacatca cggegaccta cggegacaag 120
tggctegacg cgaagagcac atggtacgge aagecgaceg gogecggtec caaggacaac 180
ggcggegett gegggtacaa ggatgtggac aageccceccegt tcagcggecat gaceggetge 240
ggceaacacce ccatottcaa gtecocggacge ggetgegget cctgetttga gatcaagtge 30¢C
accaagccceg aggectgete tggegagece gtggtagtce acatcaccga cgacaacgag 360
gageccateg ceccectacca cttegaccete tecggecacyg cgttegggge gatggecaag 420
aagggcgatg agcagaagct ¢gegeagegee ggegagetgg agcoctccagtt ceggegegte 480
aagtgcaagt acceggaggg caccaaggtg accttecacqg tggagaaggg gtccaaccce 540
aactacctgg cgctgcttgt gaagtacgtt aacggecgacg gagacgtggt ggcggtggac 600
atcaaggaga agggcaagga caagtggatc gagcotcaagg agtegtgggg agccatctgg 660
aggatcgaca ctcccecgacaa gctcacggge cccttcaccg tcoccocgectacac caccgaggge 720
ggcaccaaga ccgaagccga ggacgtcate cctgaggget ggaaggecga caccagetac 780
gagtccaagt gaacaaggag aagtgatecct ctgccttect cttecggeoece ctgettaatt 840
aattttgcct caaggttacc aataaacecgg ccacagegag aagacaacca caagetteceg 900
gatgcatgag catattcatg ctgatacgag aataatagtt tgaggtcgag atcttgtgag 960
gtgaaattat gtaggagaca accaatgaaqg aattggetge cctecegace acteccgace 1020
gocttgttea tgtatctaaa acagttcatg attatgaaga tatatt 1066
<210>12



10

15

20

<211> 525

<212> ADN

<213> Phleum pratense

<400> 12

ttggatatca
gcecatggegg
acggtggaga
accatggegg
ggggagggcyg
cggttectea
accattgyggyg
tecttecate

ttacatgtte

<210> 13
<211>294

<212> ADN

accegtateg
tgetggegge
aggggteccaa
aggtggaget
gcgtgtggac
ccgagaagqag
ccacctacge
catctgattt

aaagacatat

<213> Phleum pratense

<400> 13

geegtgeagg
atcaagtaca
gaggagtggg
ctegttggec

gaggtcatec

<210> 14

<211> 1567

<212> ADN

tgacctttac
cgaggccagg
agecectgac
cctteaactt

ccacegectt

<213> Phleum pratense

<400> 14

ES 2463 828 T3

ateccatgtee
getgtttgec
cgagaagcac
cogggageac
gttegacage
catgaagaace
gccagaagag
agttcgattt

gttgecacgaa

tgtgcagaag
ggacagecte
gaagaagggc
ccgetteatg

ctegategge

atggcegtect
ggegegtggt
ctggeggtge
ggetcegacg
gaggagcecge
gtettogacy
tagceategg
tccttgtgtt

attttttact

ggttcecgace
geggaggtgg
aacgtgtggg
tecaagggtyg

aaaacctaca

31

cctecaageag
gégtcccgaa
tggtgaagta
agtgggtege
tecaggggec
acgtegtece
tccatccaca
ttggaacgaa

aaaaa

ccaagaagcect
agctcecggea
aggtgaagag
gcatgaggaa

aaccggaaga

cagettgety
ggtgacgtte
cgagggggac
catgaccaag
ctteaactte
agagaagtac
tgcatgatga

ttgttgcaaa

ggtgctggac
gcacggctee
ctcecaagecyg
cegtettegac

gtga

60

120

180

2490

300

360

420

480

525

60

120

180

240

294



10

tectectgeg
cgatgecteg
cecteagteg
cegatctaca
cgceggcacg
taccggtece
tgggtggacg
tactacgeca

atcggegtgg
ategeggeeg
aagaagteca
ggcatcgtygg
aagatcccea
gcgccgcage
ttecgaggcea
cccgageteg
ttegtecace
ttcaagecct
tgggagcaga
cectacggeg
ggegtectet
ccattgtcgt
aggcaggcct
gtetecacet
aggctecgcecca
atccegecge

tegtgga

aggtegecct
tgaaggagat
tggggeagae
tegteaceee
gtgtcecgcat
tgeageccga
ggaaggeacy
tacacaaggc
gcggcaactt
agaacgtcat
tgggegacga
tcgegtggaa
agaaggcgag
tcecegacga
tgtacctggg
gcatgaacge
teggecacay
tegecgaata
tetteageae
ccaccatcag
tcaacatecca
ggagcaagga
acgccaacta
tcagecagegg
tcaccaaggg

tcatccagaa

<210> 15
<211> 1192
<212> ADN

<213> Phleum pratense

<400> 15

ES 2463 828 T3

ctectactat
ccegecgage
catceggaac
caccaacgee
ccgegtgege
ggagttaegee
cacggeghgg
gagtccagtyg
cgcgggcggc
cgacgtgaaqg
ccatttetgy
ggtgaggcta
cgagggcgec
cctcatgate
cacctgcecaa
ctegeactge
ggacaacate
caagtcggac
ctggetectyg
cgecaceceg
gtacgtcaac
gatctacaac
cagggacatc
tttggtgtgg
caaggtggat

gtactageta

cegacgeegt
ctectctacyg
tegeqgtggt
teccacatee
agcggeggge
gtegtegace
gtegactecg
ctggagttee
ggcttecggea
ctegtegacg
geegtcaggg
stgeeggtge
gtggacatca
cgcgtecateg
accctgacge
aacgagatgt
gaggacgace
tacgtctacg
aageeeggeqg
dagtgggega
tactggtteg
tacatggagce
gaccteggga
ggccagaaat
cccacecgact

gggagatcga

32

tagecgaagga
ccaagagete
cgtegaagga
agteageagt
acgactacga
ttagcaagat
gegegeaget
cggecggegt
tgctgetgeg
ccaacggeac
gcggegggagyg
cgcccacggt
tcaacaggtg
cgcagggcece
cgatgatgag
cgtggatcca
tectcaaceg
agecgttece
cggggateat
cgeegttece
cceegggage
catacgtgag
ggaacgaggt
actteaaggyg
acttcaggaa

teatgeattt

ggacttecte
gecegectac
caacgtgaag
ggtgtgegge
gggecteteg
gcgggecgtg
cggcegagetce
gtgecegace
caagtacgge
getgecacgac
cgagagctte
gaccgtgtte
gcaggtggte
cacggccacg
cagcaagttc
gtecatececee
gaacaacacc
caaggaagtg
gatcttegace
tcacegeaag
cggcgeggeyg
caagaacecee
ggtgaacgac
caatttccag
cgagcagage

gctggggegt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1260

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1567
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ceceatatet
cactgtggeg
cgateteggt
ccccgecgee
gategagaag
agcggacaag
ggaggygccte
ctecaagete
ggecaagtac
cctegaggte
gctgcaggtc
cgoccecges
gagcacggge
gcaggectac
cgcactgaaa
cgctgececace
tactggtgge
cgacegtacg
taottgagttt

gtgtataata

teccacetac
ctgttecteg
tacggececg
ccggecgaag
atcaacgeceyg
tacaggacgt
tegggcgage
gacgccgect
gacgectacyg
cacgeccgtca
atcgagaagg

aacgacaagt

‘ggegectacg

geegocacey

‘aaggccatca

gccaccgeaa
tacaaagtct
tatgtgtgea
ttegttgeat

atcaaatatc

<210> 16
<211> 571
<212> ADN

<213> Phleum pratense

<400> 16

ES 2463 828 T3

ggtacaaaca
ccgtggeccct
ccaceccage
cggcgccage
getteaagge
tcgtcgecaac
ccaagggeyge
acaagctege
tegecacceet
agcccgegge
tcgacgccyge
tcaccgtett
agagctacaa
tegecagege
ccgceatgte
ccgeocgecgt
gatcaactcg
tgcattgecg
gecatcegege

tgcaattcat

acageaagea
cgtggcggge
tgeceeggee
aggtaaggcg
ggecetggee
cttcggegeg
cgecgaatee
ctacaagaca
aagcgaggeg
cgaggaggtc
cttcaaggtce
cgaggcegee
gttecatcece
geeggaggte
cgaggcacag
tggcgeggee
cgaatagtat
tegegtegag
gttatagagce

ttatgaaaaa

33

geaatggeqgg
ceggecgeet
gecggetaca
acgaccgagg
gaegacgeeyg
gcctecaaca
agctecaagy
geegagggceg
ctecgeatea
aaggtcatce
gctgccaccg
ttcaacgacyg
gccctggagg
aagtacactyg
aaggctgcca
accggcgecg
acatcaatca
caattttget
gcatgcacge

aaaaaaaaaa

tgcaccagta
cetacgegyge
cocecgecan
agcagaagct
gegtccagec
aggcettege
caegegeteac
cgacgectga
tegeeggeac
ccgeeggaga
ccgecaacge
ceatcaagge
ccgecgtcaa
tctttgagac
agcccgeege
ceaccgecge
cgcacatata
gataattaat
attgeccattt

aa

60

120

180

240

30¢

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1192



10

15

ccaacgcacg
cecgttgtgtt
agcaaaaatt
acgtccetee
gaaacctege
acaacgececge
teecttcactt
ageceggege
ctgcagccaa

catgtateat

<210> 17
<211> 575

<212> ADN

agtagcaatg
gggcettggec
gattgaggae
agcagacaag
tgacgeegtt
ctacaatget
tteegagget
gtagttgttc
cactgecagt

tcaaaaaaaa

<213> Phleum pratense

<400> 17

ccgattegaa
atggagagga
ctgacggacg
gcggagateg
aacgecaace
cctecageegt
gatctattct
ttatttgett
cctgtatttce

tacgttacgt

<210> 18

<211> 786

<212> ADN

gagtgatteg
tecttcaagag
cactgeggac
acaccgacgg
ctggactecat
cacatecetge

ceggtactga

ctagtaactg
tctttetttt

gettecaatt

<213> Phleum pratense

<400> 18

ES 2463 828 T3

geagegeoaca
acatccecaa
gtcaatgoca
tataagacat
tcaaaggege
geccgatcatg
cteegtatea
agcacggtea
ggctaaaaaa

aaaaaaaaaa

agctagaagg
gftcgacacg
gctgggeteg
cgacggctte
gaaggacgte
atcagcatcg
gcctcctett

ttggtgacca

tataccacte

gtetgtgtge

agttcatggt
ctgcagaggg
getttaggge
tcgaagecege
cecagetggt
ccgocecaga
tegeeggtac
agatccttga
ttecgactage

a

aggagggate
aacggtgacg
acgteggegy
atcgacttca
gecaaggtet
atttatcgta
cagttgagge
ctgtactatc
attttgtate

ggact

34

ggegatgtte
agggaaggece
ggacatggee
cttcacggtg
ceccaagete
agacaagtat
ccccgaggtt
cagegteget

tecttecatac

gatcgataat
ggaagatcte
acgaggtgea
acgagttcat
tctgaaaceyg
cggacggett
cggccctaaa
attttttece

tectggettea

ctegetgttg
acgaccgagq
accactgeta
tecctcaaaga
gatgaagtct
gaagccttcg
cacgctgtca
gecaccggeg

aatgaataca

ggcggacgac
tetgteggag
gegecatgatg
cteettetge
tttcattteca
tgatttettt
ttttgatcat
tattaatttt

gctegaaceg

60

120

180

240

300

360

42¢

480

540

571

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

575



10

15

ES 2463 828 T3

gacaagggcc cgggcecttegt ggtgacggga cgegtctact gegacceetg cegegecgge 60
ttcgagacca acgtctccca caacgtccaa ggggegaceg tggeggtgga ctgecggecg 120
ttcaacggeg gegagageaa getcaaggeyg gaggegacga cggacggtet gyggetggtac 180
aagatcgaga tcgaccagga ccaccaggag gagatctgeg aggtggtget ggecaagage 240
cccgacacga cgtgetcoga gatcgaggag ttccgeogace gegecegegt cacgatcacce 300
agcaacaacg gcatcaageca geagggecate cgctacgeca aceccatege attettcecge 360
aaggagdacege tcaaggagtg cggegggate cteecaggecet acgaccetcag ggacgeccccece 420
gagacgcocat gaagecccac accagecacga cgtaccaccet atagttactt gecgecggcece 480C
gagacgatgt tacctetgeg agecgetgee ggagaggara tgacaacctt ttaatgggec 540
tcacgtgege cttaatatte regtcctget ttetctttta ttcatgttat tghcettcectg 600
tyctetaatt atttacgtgt tgacctatat gtgagetagt tecaaggate tgttetatgt 660
gtaataagag aacacaaata tttsgtacgt gcatatccga tgtatatecet cttttegggg 720
aaaaaaaawa ytctgatgta tatcctctgg acacaaatta artggecage taatgaatts 780
agtact 786

<210> 19

<211> 396

<212> ADN

<213> Phleum pratense

<400> 19
atgtegtgge agacgtacgt ggacgageac ctgatgtgecg agatcgaggg ccaccaccte 60
gccteggegg ccatcctegg ccacgacgge acegtetggg cecagagege ¢gacttecee 120
cagttcaage ctgaggagat caceggeate atgaaggatt tegacgagec ggggcaccte 180
gaceecacceg geatgttaegt cgeaggtygee aagtacatgg tcatccaggg tgaacceggt 240
cgegtcatece gtggeaagaa gggageagga ggeatecacca taaagaagae cgggeaggeg 300
ctggtegteg geatctatga cgageccatg acccctggge agtgcaacat ggtggtggag 360
aggcttggcg actacctegt tgaacaaggc atgtag 396

<210> 20

<211> 1492

<212> ADN

<213> Phleum pratense

<400> 20

35



10

gggaagaagyg
gacggaacct
aaggaggtgg
atccccaagqg
agcgtcacca
getaactgga
gacggecaagq
atcttgecaa
ctcctaaacg
gacgtgacca
tegtecaagg
ggcccecggaa
agegttggea
aactgegtge
tegecgetga
cccatcateca
gocagggtea
gaggccgtea
gtcaagatcg
gtcaccgcca
caccetgette
agataattaa
tgtaccctag
gtgetcaagt

ctttttattg

<210> 21
<211> 246

<212> PRT

aggagaagaa
acgacatcac
aggaggcatg
gtgatttect
tecaagetgga
tegagatcat
gecaaggeegt
acacattggt
ccaagttett
tecacegegee
tcaccatecac
gcacecggect
gectgggacyg
tcaagaagte
cggegtegaa
tcgaccagaa
ccgteaagga
gcectgectetg
agtacagegg
agggtgtcag
cacgttceat
caagacegeg
acataaatac

tygtgeeggyt

catccgaatt

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2463 828 T3

ggaggagaag
caagctegge
ggettegget
gaccgggect
cggcaacctg
geggatcaag
gtggggeaag
getggactte
ccatatgaac
cggggacagce
cgacaccacc
caacatcacc
gtacaaggac
caccaacgge
gectgacctac
gtactgcecc
cgteacette
ctccgacaag
caccaacaac
cgaggctaac
caattcgtcc
cgtgeatate
tgtgcgatat
ttttgtatga

tetggaattt

aaggagagtg
gccaaacecy
tgeggtggta
ctgaatttca
ctgagcteca
aaactcacta
aacagctgeg
tgtgacgacg
atctacgagt
cocaacaceyg
atcggecaceq
ggcgtgacct
gagaaggacg
ctceggatea
gagaacgtga
aacaagatct
cgeaacatca
cagcectgea
aagaccatgg
acctgegecy
tacctcccac
ctggegatea
tatggtaaat
taaacagatt

tagtcaaaaa

gagatgetge
acggcaagac
ccgggaagaa
ccgggecatg
acgaccetgge
tcacaggeaa
ccaagaacta
ctectcatcga
gcaagggegt
acggeatceea
gegacgactg
goggtecagg
tgaccgacat
agtcegtacga
agatggagga

gcacctecaa

ccggeaccte

atggtgtcac
ctgtctgeac
cctgatgage
acatgtectt
ttttctgeta
gegaatcectt
atgtaacttt

aaaaaaaaaa

<223> construccion A sin Met del extremo N y hexahistidina del extremo C

<400> 21

36

gtccggggece
ggactgecace
tacgategte
caagggcgac
caagtacaag
aggecacgctc
caactgcaag
aggcatcacc
gaccgtcaag
catcggegac
catctecate
ccacggeate
cacegtaaag
ggacgccaag
cgtgggatac
gggagactec
ctccacceee
catgaacgac
caacgeccaag
gactcttete
ttttctgaag
actctggaga
taatctacct
tttectgtaat

aa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

€60

720

780

840

200

9260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1492



Ser

Glu

Glu

Gly

Gly

Lys

Asp

Glu

145

Ile

Leu

Pro

Thr

Ala

225

Thr

<210> 22
<211> 281

<212> PRT

Gly

Ala

Glu

Ala

50

Thr

val

Ala

Gly

Ala

130

Ala

Ile

Gly

Ala

Thr

210

Ala

Phe

Arg

Cys

Pro

L]

Met

Val

Ile

Ala

Ala

115

Ala

Lys

Ala

Tyr

Thr

195

Glu

Leu

vVal

<213> Secuencia artificial

<220>

Gly

Ser

Ile

Ala

Arg

Pro

Ser

109

Ala

Tyr

Tyr

Gly

Gly

180

Pro

Glu

Ala

Ala

Cys

Gly

Ala

Lys

Tyr

Glu

85

Asn

Glu

Lys

Asp

Thr

165

Bro

Ala

Gln

Ala

Thr
245

ES 2463 828 T3

Gly

Glu

Pro’

Lys

Thr

70

Gly

Lys

Ser

Leu

Ala

150

Leu

Ala

Ala

Lys

Ala
230

Phe

Ser

Pro

Tyr

Gly

55

Thr

Ala

Ser

Ala

135

Tyr

Glu

Thr

Pro

Leu

215

Ala

Cys

val

His

40

Asp

Glu

Lys

Phe

Ser

120

Tyr

val

val

Pro

Ala

200

Ile

Gly

Phe

val

25

Phe

Glu

Gly

Ala

Ala

105

Lys

Lys

Ala

His

Ala

185

Glu

Glu

Val

37

Glu

10

val

Asp

Gln

Gly

Asp

90

Glu

Ala

Thr

Thr

Ala

170

Ala

Ala

Lyz

Gln

Ile

Hisg

Leu

Lys

Thr

15

Thr

Gly

Ala

Ala

Leu

155

val

Pro

Ala

Ile

Pro
235

Lys

Ile

Ser

Leu

60

Lys

Ser

Leu

Leu

Glu

140

Ser

Lys

Ala

Pro

Asn

220

Ala

Cys

Thr

Gly

45

Arg

Thr

Tyr

Ser

Thr

125

Gly

Glu

Pro

Ala

Ala

205

Ala

Asp

Thr

Asp

His

Thr

Glu

Glu

Gly

110

Ser

Ala

Ala

Ala

Gly

1990

Gly

Gly

Lys

Lys

15

Asp

Ala

Gly

Ala

Ser

95

Glu

Lys

Thr

Lau

Ala

175

Tyr

Lys

Phe

Tyr

Pro

Asn

Phe

Pro

Glu

19

Lys

Pro

Leu

Pro

Arg

160

Asp

Thr

Ala

Lys

Arg
240



ES 2463 828 T3

<223> construccion B sin Met del extremo N y hexahistidina del extremo C

<400> 22

Ala

Lys

Ser

Ala

Gly

65

Leu

Ala

Ala

Tyr

Pro

145

Thr

Ala

Gly

Gln

val

Tyr

Glu

Thr

50

Gly

Gln

Ala

Phe

Lys

130

Asn

Trp

Cys

Cys

Phe
210

Lys

Thr

Ala

35

Ala

Tyr

Val

‘Asn

Asn

115

Phe

Ile

Tyr

Gly

Gly

195

Arg

Gln

Val

20

Gln

Ala

Lys

Ile

Ala

100

Asp

Ile

Thr

Gly

Tyr

180

Asn

Arg

Ala

Phe

Lys

val

Val

Glu

Ala

Ala

Pro

Ala

Lys

165

Lys

Thr

val

Tyr

Glu

Ala

Gly

Ala

70

Lys

Pre

Ile

Ala

Thr

150

Pro

Asp

Pro

Lys

Ala

Thr

Ala

Ala

55

Glu

val

Ala

Lys

Leu

135

Tyr

Thr

Val

Ile

Cys
215

Ala

Ala

Lys

40

Ala

Glu

Asp

Asn

Ala

120

Glu

Gly

Gly

Asp

Phe

200

Lys

Thr

Leu

25

Pro

Thr

Val

Ala

Asp

105

Ser

Ala

Asp

Ala

Lys

185

Lys

Tyr

38

val

19

Lys

aAla

Gly

Lys

Ala

Lys

Thr

Ile

Lys

Gly

170

Pro

Ser

Pro

Ala

Lys

Ala

Ala

Val

73

Phe

Phe

Gly

Pro

Trp

155

Pro

Pro

Ala

Glu

Thr

Ala

Ala

Ala

60

Ile

Lys

Thr

Gly

Lys

140

Leu

Lys

Phe

Gly

Gly
220

Ala

Ile

Ala

45

Thr

Pro

Val

Val

Ala

125

Val

Asp

Asp

Ser

Glu

205

Thr

Pro

Thr

30

Thr

Ala

Ala

Ala

Phe

110

Tyr

Pro

Ala

Asn

Gly

199

Leu

Lys

Glu

15

Ala

Ala

Ala

Gly

Ala

95

Glu

Glu

Pro

Lys

Gly

175

Met

Glu

val

vVal

Met

Thr

Thr

Glu

Thx

Ala

Ser

Gly

Ser

160

Gly

Thr

Leu

Thr



10

<210> 23

Phe His Vval Glu
225

Lys Tyr Val Asn

Lys Gly Lys Asp
260

Trp Arg Ile Asp
275

<211> 246

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Lys

ES 2463 828 T3

Gly Ser Asn Pro

230

Gly Asp Gly Asp Val

245

Lys

Thr

Trp Ile Glu Leu

265

Pro Asp Lys Leu

280

Asn Tyr Leu Ala Leu Leu Val
235 240

Val Ala Val Asp Ile Lys Glu
250 255

Lys Glu Ser Trp Gly Ala Ile
270

<223> construccion C sin Met del extremo N y hexahistidina del extremo C

<400> 23

39



Gly

Lys

Asp

Glu

Ile

65

Leu

Pro

Thr

Ala

Thr
145

Ile

His

Leu

Lys

Thr

225

Thr

<210> 24
<211> 281
<212> PRT

Ala

Gly

Ala

Ala

Ile

Gly

Ala

Thr

Ala

130

Phe

Lys

Ile

Ser

Leu

210

Lys

Ser

Ala

Ala

Ala

35

Lys

Ala

Tyr

Thr

Glu

115

Leu

vVal

Cys

Thr

Gly

135

Arg

Thr

Tyr

<213> Secuencia artificial

Ser

Ala

20

Tyr

Tyr

Gly

Gly

Pro

100

Glu

Ala

Ala

Thr

Asp

180

His

Thr

Glu

Glu

Asn
Glu
Lys
Asp
Thr
Pro
85

Ala
Gln
Ala
Thr
Lys
165
Asp
Ala
Gly

Ala

Ser
245

ES 2463 828 T3

Lys

Ser

Leu

Ala

Leu

70

Ala

Ala

Lys

Ala

Phe
150

Pro

Asn

Phe

Pro

Glu

230

Lys

Ala

Ser

Ala

Tyr

55

Glu

Thr

Pro

Leu

Ala

135

Ser

Glu

Glu

Gly

Phe

215

Asp

Phe

Ser

Tyr

40

val

val

Pro

Ala

Ile

120

Gly

Gly

Ala

Glu

Ala.

200

Thr

val

Ala

Lys

25

Lys

Ala

His

Ala

Glu

145

Glu

Val

Arg

Cys

Pro

185

Met

val

Ile

40

Glu

10

Ala

Thr

Thr

Ala

Ala

20

Ala

Lys

Gln

Gly

Ser

170

Ile

Ala

Arg

Pro

Gly

Ala

Ala

Leu

val

75

Pro

Ala

Ile

Pro

Cys
155

Gly

Ala

Lys

Tyr

Glu
235

Leu

Leu

Glu

Ser

Lys

Ala

Pro

Asn

Ala

140

Gly

Glu

Pro

Lys

Thr

220

Gly

Ser

Thr

Gly

45

Glu

Pro

Ala

Ala

Ala

125

Asp

Ser

Pro

Tyr

Gly

205

Thr

Trp

Gly

Ser

30

Ala

Ala

Ala

Gly

Gly

110

Gly

Lys

Cys

Val

His

190

Asp

Glu

Lys

Glu

15

Lys

Thr

Leu

Ala

Tyr

95

Lys

Phe

Tyr

Phe

Val

175

Phe

Glu

Gly

Ala

Pro

Leu

Pro

Arg

Asp

80

Thr

ala

Lys

Arg

Glu
160

Val

Asp

Gln

Gly

Asp
240



<220>

ES 2463 828 T3

<223> construccion D sin Met del extremo N y hexahistidina del extremo C

<400> 24

Ile

Lys

Gly

Pro

Ser

65

Pro

Asn

Val

Pro

Trp

Pro

Pro

50

Ala

Glu

Tyr

Ala

Lys Val

Leu Asp
20

Lys Asp
35

Phe Ser

Gly Glu

Gly Thr

Leu Ala

100

Val Asp

Pro

Ala

Asn

Gly

Leu

Lys

85

Leu

Ile

Pro

Lys

Gly

Met

Glu

70

val

Leu

Lys

Gly Pro

Ser Thr

Gly Ala

40

Thr Gly

55

Leu Gln

Thr Phe

Val Lys

Glu Lys

Asn

Trp

25

Cys

Cys

Phe

His

Tyr

105

Gly

41

Ile

10

Tyr

Gly

Gly

Arg

Val

Val

Lys

Thr

Gly

Tyr

Asn

Arg

75

Glu

Asn

Asp

Ala

Lys

Lys

Thr

60

Vval

Lys

Gly

Lys

Thr

Pro

Asp

45

Pro

Lys

Gly

Asp

Trp

Tyr

Thr

30

val

Ile

Cys

Ser

Gly

110

Ile

Gly

Gly

Asp

Phe

Lys

Asn

95

Asp

Glu

Asp

Ala

Lys

Lys

Tyr

80

Pro

Val

Leu



10

<210> 25

Lys

aAla

145

Lys

Ser

Ala

Gly

Leu

225

Ala

Ala

Tyr

<211>294

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Glu

130

val

Tyr

Glu

Thr

Gly

210

Gln

Ala

Phe

Lys

115

Ser

Lys

Thr

Ala

Ala

195

Tyr

val

Asn

Asn

Phe
275

Trp

Gln

Val

Gln

180

Ala

Lys

Ile

Ala

Aszp

260

Ile

Gly

Ala

Phe

165

Lys

val

Val

Glu

Ala

245

Ala

Pro

ES 2463 828 T3

Ala

Tyr

150

Glu

Ala

Gly

Ala

Lys

230

Pro

Ile

Ala

Ile

135

Ala

Thr

Ala

Ala

Glu

215

vVal

Ala

Lys

Leu

120

Trp

Ala

Ala

Lys

Ala

200

Glu

Asp

Asn

Ala

Glu
280

Arg

Thr

Leu

Pro

185

Thr

Val

Ala

Asp

Ser

265

Ala

Ile

val

Lys

170

Ala

Gly

Lys

Ala

Lys

250

Thr

Asp

Ala

155

Lys

Ala

Ala

Val

Phe

235

Phe

Gly

Thr

140

Thr

Ala

Ala

Ala

Ile

220

Lys

Thr

Gly

<223> construccion E sin Met del extremo N y hexahistidina del extremo C

<400> 25

42

125

Pro

Ala

Ile

Ala

Thr

205

Pro

Val

Val

Ala

Asp

Pro

Thr

Thzxr

190

Ala

Ala

Ala

Phe

Tyr
270

Lys

Glu

Ala

175

Ala

Ala

Gly

Ala

Glu

255

Glu

Leu

Val

160

Met

Thr

Thr

Glu

Thr

240

Ala

Ser



ES 2463 828 T3

Gly Ala Ala Ser Asn Lys Ala Phe Ala Glu Gly Leu Ser Gly Glu Pro
1 5 10 15

Lys Gly Ala Ala Glu Ser Ser Ser Lys Ala Ala Leu Thr Ser Lys Leu
20 25 30

Agp Ala Ala Tyr Lys Leu Ala Tyr Lys Thr Ala Glu Gly Ala Thr Pro
35 490 45

Glu Ala Lys Tyr Asp Ala Tyr Val Ala Thr Leu Ser Glu Ala Leu Arg
50 55 60

Ile Ile Ala Gly Thr Leu Glu Val His Ala Vval Lys Pro Ala Ala Asp

Leu Gly Tyr Gly Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Ala Gly Tyr Thr

Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Glu Ala Ala Pro Ala Gly Lys Ala
100 105 110

Thr Thr Glu Glu Gln Lys Leu Ile Glu Lys Ile Asn Ala Gly Phe Lys
115 120 125

Ala Ala Leu Ala Ala Ala Ala Gly Val Gln Pro Ala Asp Lys Tyr Arg
130 135 140

Thr Phe Val Ala Thr Phe Ile Pro Lys Val Pro Pro Gly Pro Asn Ile
145 150 155 160

Thr Ala Thr Tyr Gly Asp Lys Trp Leu Asp Ala Lys Ser Thr Trp Tyr
165 170 175

Gly Lys Pro Thr Gly Ala Gly Pro Lys Asp Asn Gly Gly Ala Cys Gly
180 185 190

Tyr Lys Asp Val Asp Lys Pro Pro Phe Ser Gly Met Thr Gly Cys Gly
195 200 205

Agn Thr Pro Ile Phe Lys Ser Ala Gly Glu Leu Glu Leu Gln Phe Arg
210 215 220

Arg Val Lys Cys Lys Tyr Pro Glu Gly Thr Lys Val Thr Phe His Val
225 . 230 235 240

Glu Lys Gly Ser Asn Pro Asn Tyr Leu Ala Leu Leu Val Lys Tyr Val
245 250 255

Agn Gly Asp Gly Agp Val Val Ala Val Asp Ile Lys Glu Lys Gly Lys
260 265 270

Asp Lys Trp Ile Glu Leu Lys Glu Ser Trp Gly Ala Ile Trp Arg Ile
275 280 : 285

Agp Thr Pro Asp Lys Leu
290

43



10

ES 2463 828 T3

<210> 26
<211>294
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> construccion F sin Met del extremo N y hexahistidina del extremo C

<400> 26

44



Ile

Lys

Gly

Pro

Ser

65

Pro

Asn

Val

Lys

Gly

145

Lys

Asp

Glu

Ile

Pre

Trp

Pro

Pro

Ala

Glu

Tyr

Ala

Glu

130

Ala

Gly

Ala

Ala

Ile
219

Lys

Leu

Lys

35

Phe

Gly

Gly

Leu

Val

115

Ser

Ala

Ala

Ala

Lys

195

Ala

val

Asp

20

Asp

Ser

Glu

Thr

Ala

100

Asp

Trp

Ser

Ala

Tyr

180

TYyr

Gly

Pro

Ala

Asn

Gly

Leu

Lys

85

Lau

Ile

Gly

Asn

Glu

165

Lys

Asp

Thr

ES 2463 828 T3

Pro

Lys

Gly

Met

Glu

70

Val

Leu

Lys

Ala

Lys

150

Ser

Leu

Ala

Leu

Gly

Ser

Gly

Thx

Leu

Thr

val

Gla

Ile

135

Ala

Ser

Ala

Tyr

Glu
215

Pro

Thr

Ala

40

Gly

Gln

Phe

Lys

Lys

120

Trp

Phe

Ser

Tyr

val

200

Val

Asn

Trp

25

Cys

Cys

Phe

His

Tyr

105

Gly

Arg

Ala

Lys

Lys

185

Ala

His

45

Ile

14Q

Tyr

Gly

Gly

Arg

Val

90

val

Lys

Ile

Glu

Ala

170

Thr

Thr

Ala

Thr

Gly

Tyr

Asn

Arg

75

Glu

Asn

Asp

Asp

Gly

155

Ala

Ala

Leu

Val

Ala

Lys

Lys

Thr

60

Vval

Tys

Gly

Lys

Thr

140

Leu

Leu

Glu

Ser

Lys
220

Thr

Pro

Asp

Pro

Lys

Gly

Asp

125

Pro

Ser

Thr

Gly

Glu

205

Pro

Tyr

Thr

30

Val

Ile

Cys

Ser

Gly

110

Ile

Asp

Gly

Ser

Ala

190

Ala

Ala

Gly

15

Gly

Asp

Phe

Lys

Asn

95

Asp

Glu

Lys

Glu

Lys

175

Thr

Leu

Ala

Asp

Ala

Lys

Lys

Iyr

30

Pro

Val

Leu

Leu

Pro

160

Leu

Pro

Arg

Asp
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<210> 27

Leu

225

Pro

Thr

Ala

Thr

<211> 233

<212> PRT

Gly

Ala

Thr

Ala

Phe
290

Tyr Gly

Thr Pro

Glu Glu
260

Leu Ala
275

val Ala

<213> Secuencia artificial

<220>

Pro

Ala

245

Gln

Ala

Thr

ES 2463 828 T3

Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Ala Gly Tyr
230 235

Ala Pro Ala Glu Ala Ala Pro Ala Gly Lys
250 255

Lys Leu Ile Glu Lys Ile Asn Ala Gly Phe
265 270

Ala Ala Gly Val Gln Pro Ala Asp Lys Tyrxr
280 285

Phe

<223> construccion G sin Met del extremo N y hexahistidina del extremo C

<400> 27

46

Thr

240

Ala

Lys

Arg



<210> 28

Ser

Glu

Glu

Gly

Phe

65

Asp

Ala

Lys

Ser

Ala

145

Gly

Leu

Ala

Ala

Tyr
225

<211> 233

<212> PRT

Gly

Ala

Glu

Ala

50

Thr

val

Val

Tyx

Glu
130

Thr

Gly

Gln

Ala

Phe

210

Lys

Arg

Cys

Pro

Met

vVal

Ile

Lys

Thr

115

Ala

Ala

Tyr

Val

Asn

195

Asn

Phe

<213> Secuencia artificial

<220>

Gly

Ser

Ile

Ala

Arg

Pro

Gln

100

val

Gln

Ala

Lys

Ile

180

Ala

Asp

Ile

Cys

Gly

aAla

Lys

Tyr

Glu

85

Ala

Phe

Lys

val

val

165

Glu

Ala

Ala

Pro

ES 2463 828 T3

Gly

Glu

Pro

Lys

Thr

70

Gly

Tyr

Glu

Ala

Gly

150

Ala

Lys

Pro

Ile

Ala
230

Ser

Pro

Tyr

Gly

55

Thr

Trp

Ala

Thr

Ala
135

Ala

Glu

Vval

Ala

Lys

215

Leu

Cys

val

His

40

Asp

Glu

Lys

Ala

Ala

120

Lys

Ala

Glu

Asp

AsSn

200

Ala

Glu

Phe

val

25

Phe

Glu

Gly

Ala

Thr

105

Leu

Pro

Thr

val

Ala

185

Asp

Ser

Ala

47

Glu

val

Asp

Gln

Gly

Asp

Val

Lys

Ala

Gly

Lys

170

Ala

Lys

Thr

Ile

His

Leu

Lys

Thr

75

Thr

Ala

Lys

Ala

Ala

155

val

Phe

Phe

Gly

Lys

Ile

Ser

Leun

60

Lys

Ser

Thr

Ala

Ala
140

Ala

Ile

Lys

Thr

Gly
220

Cys

Thr

Gly

45

Arg

Thr

Tyr

Ala

Ile

125

Ala

Thr

Pro

val

val

205

Ala

Thr

Asp

30

His

Thr

Glu

Glu

Pro

110

Thr

Thr

Ala

Ala

aAla

190

Phe

Tyr

Lys

15

Asp

Ala

Gly

Ala

Ser

Glu

Ala

Ala

Ala

Gly

175

Ala

Glu

Glu

Pro

Asn

Phe

Pro

Glu

80

Lys

val

Met

Thr

Thr

160

Glu

Thr

Ala

Ser



ES 2463 828 T3

<223> construccion H sin Met del extremo N y hexahistidina del extremo C

<400> 28

Ala

Lys

Ser

Ala

Gly

Leu

Ala

Tyr

Cys

145

Val

His

Asp

Glu

Lys
225

<210> 29
<211> 176

val

Tyr

Glu

Thr

20

Gly

Gln

Ala

Phe

Lys

130

Phe

val

Phe

Glu

Gly

210

Ala

Lys

Thr

Ala

35

Ala

Tyxr

val

Asn

Asn
115

Phe

Glu

Val

Asp

Gln

195

Gly

Asp

Gln

val

20

Gln

Ala

Lys

Ile

Ala

100

Asp

Ile

Ile

His

Leu

130

Lys

Thr

Thr

Ala

Phe

Lys

val

Val

Glu

85

Ala

Ala

Pro

Lys

Ile

165

Ser

Leu

Lys

Ser

Tyr

Glu

Ala

Gly

Ala

70

Lys

Pro

Ile

Ala

Cys

150

Thr

Gly

Arg

Thr

Tyr
230

Ala

Thr

Ala

Ala

55

Glu

Val

Ala

Lys

Leu

135

Thr

Asp

His

Thr

Glu

215

Glu

Ala

Ala

Lys

49

Ala

Glu

Asp

Asn

Ala
120

Glu

Lys

Asp

Ala

Gly

200

Ala

Ser

Thr

Leu

25

Pro

Thr

val

Ala

Asp

108

Ser

Ala

Pro

Asn

Phe

185

Proc

Glu

Lys

48

val

10

Lys

Ala

Gly

Lys

Ala

90

Lys

Thr

Ser

Glu

Glu

170

Gly

Phe

Asp

Ala

Lys

Ala

Ala

val

15

Phe

Phe

Gly

Gly

Ala

155

Glu

Ala

Thr

val

Thr

Ala

Ala

Ala

60

Ile

Lys

Thr

Gly

Arg

140

Cys

Pro

Met

Val

Ile
220

Ala

Ile

Ala

45

Thr

Pro

Val

Val

Ala
125

Gly

Ser

Ile

Ala

Arg

205

Pxo

Pro

Thr

30

Thr

Ala

Ala

Ala

Phe

110

Tyr

Cys

Gly

Ala

Lys

190

Tyr

Glu

Glu

15

Ala

Ala

Ala

Gly

Ala

95

Glu

Glu

Gly

Glu

Pro

175

Lys

Thr

Gly

Val

Met

Thr

Thr

Glu

80

Thr

Ala

Ser

Ser

Pro

160

Tyr

Gly

Thr

Trp
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15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2463 828 T3

<223> construccion | sin Met del extremo N y hexahistidina del extremo C

<400> 29

Ala Asp Lys Tyr

Arg Asn Leu Ala
20

Leu Asp Glu Val

Pro Glu Asp Lys
50

Arg Ile Ile Ala
65

Gly val Trp Thr

Phe Arg Phe Leu

100

Val Pro Glu Lys
115

Pro Lys Val Thr
130

Ala Val Leu Val
145

Arg Glu His Gly

<210> 30
<211> 176
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

Lys

Asp

Tyx

Tyr

Gly

Phe

85

Thr

Tyx

Phe

Lys

Ser
165

Thr

Ala

Asn

Glu

Thr

Asp

Glu

Thzr

Thr

Tyr

150

Asp

Phe

val

Ala

Ala

55

Pro

Ser

Lys

Ile

Vval

135

Glu

Glu

Glu

Ser

Ala

40

Phe

Glu

Glu

Gly

Gly

120

Glu

Gly

Trp

Ala

Lys

25

Tyx

val

Val

Glu

105

Ala

Lys

Asp

Val

49

Ala Phe

Ala Pro

Asn Ala

Leu His

His Ala

Pro Leu

90

Lys Asn

Thz Tyr

Gly Ser

Thr Met

155

Ala Met
170

Thr

Gln

Ala

Phe

60

Val

Gln

Vval

Ala

Asn

140

Ala

Thr

val

Leu

Asp

45

Ser

Lys

Gly

Phe

Pro

125

Glu

Glu

Lys

Ser

val

30

His

Glu

Pro

Pro

Asp

110

Glu

Lys

val

Gly

Ser

Pro

Ala

Ala

Gly

Phe

95

Asp

Glu

His

Glu

Glu
175

Lys

Lys

Ala

Leu

Ala

Asn

Val

Val

Leu

Leu

160

Gly
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15

<220>

ES 2463 828 T3

<223> construccion J sin Met del extremo N y hexahistidina del extremo C

<400> 30

<210> 31

Gly

Phe

val

Pro

Ala

65

Ala

Arg

Leu

Pro
145

<211> 176

<212> PRT

val

Arg

Pro

Lys

50

Val

Glua

Asp

Asn

Asp
130

Glu

Ile

Trp

Phe

Glu

35

Val

Leu

His

Lys

lLeu

115

Glu

Asp

Ile

<213> Secuencia artificial

<220>

Thr

Leu

20

Lys

Thr

Val

Gly

Tyr

100

Ala

val

Lysg

Ala

Phe

Thr

Tyxr

Phe

Lys

Ser

85

Lys

Asp

Tyr

Tyr

Gly
165

Asp

Glu

Thr

Thr

Tyxr

70

Asp

Thr

Ala

Asn

Glu
150

Thr

Ser

Lys

Ile

val

Glu

Glu

Phe

val

Ala
135

Ala

Pro

Glu

Gly

Gly

40

Glu

Gly

Trp

Glu

Ser

120

Ala

Phe

Glu

Glu

Met

Ala

Lys

Asp

Val

Ala

105

Lys

Tyr

val

Val

Pro

Lys

Thr

Gly

Thr

Ala

90

Ala

Ala

Asn

Leu

His
170

Leu

Asn

Tyr

Ser

Met

75

Met

Phe

Pro

Ala

His
155

Ala

Gln

val

Ala

Asn

60

Ala

Thr

Thr

Gln

Ala
140

Phe

Val

<223> construccion K sin Met del extremo N y hexahistidina del extremo C

<400> 31

50

Gly

Phe

Pro

45

Glu

Glu

Lys

Val

Leu

125

Asp

Ser

Lys

Pro

Asp

Glu

Lys

Val

Gly

Ser

110

Val

His

Glu

Pro

Phe

Asp

Glu

His

Glu

Glu

95

Ser

Pro

Ala

Ala

Gly
175

Asn

val

val

Leu

Leu

80

Gly

Lys

Lys

Ala

Leu
1le0

Ala
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<210> 32

Gly

Phe

Val

Asp

AsSn

65

Asp

Glu

Ile

Pro

Ala
145

<211> 176

<212> PRT

val

Arg

Pro

Lys

50

Leu

Glu

Asp

Ile

Lys

130

Val

Glu

Phe

Glu

35

Tyr

Ala

val

Lys

Ala

115

Val

Leu

His

<213> Secuencia artificial

<220>

Thr

Leu

20

Lys

Lys

Asp

Tyr

Tyr

100

Gly

Thr

val

Gly

Phe

Thr

Tyr

Thr

Ala

Asn

Glu

Thr

Phe

Lys

Ser
165

ES 2463 828 T3

Asp

Glu

Thr

Phe

val

70

Ala

Ala

Pro

Thr

Tyr

150

Asp

Ser

Lys

Ile

Glu

55

Ser

Ala

Phe

Glu

val

13%

Glu

Glu

Glu

Gly

Gly

40

Ala

Lys

Tyr

Val

val

120

Glu

Gly

Trp

Glu

Met

25

Ala

Ala

Ala

Asn

Leu

105

His

Lys

Asp

val

Pre

Lys

Thr

Phe

Pro

Ala

His

Ala

Gly

Thr

Ala
170

Leu

Asn

Tyr

Thr

Gln

75

Ala

Phe

val

Ser

Met

155

Met

Gln

val

Ala

Val

60

Leu

Agp

Ser

Lys

Asn

140

Ala

Thr

<223> construccion L sin Met del extremo N y hexahistidina del extremo C

<400> 32

51

Gly

Phe

Pro

45

Ser

Val

His

Glu

Pro

125

Glu

Glu

Lys

Pro

Asp

30

Glu

Ser

Pro

Ala

Ala

110

Gly

Lys

Val

Gly

Phe

15

Asp

Glu

Lys

Lys

Ala

95

Leu

Ala

His

Glu

Glu
175

Asn

val

Ala

Arg

Lau

Pro

Arg

val

Leu

Leu

160

Gly
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<210> 33

val

Leu

Leu

Gly

Lys

65

Lys

Ala

Leu

Ala

Asn

145

Val

<211>703

<212> PRT

Pro

Ala

Arg

Ala

30

Arg

Leu

Pro

arg

Gly

130

Phe

Val

Lys

Val

Glu

35

Asp

Asn

Asp

Glu

Ile

115

val

Arg

Pro

<213> Secuencia artificial

<220>

val

Len

20

His

Lys

Leu

Glu

Asp

100

Ile

Trp

Phe

Glu

Thr
Val
C;‘ly
Tyxr
Ala
val
85

Lys
Ala
Thr

Leu

Lys
165

ES 2463 828 T3

Phe

Lys

Ser

Lys

Asp

70

Tyr

Tyxr

Gly

Phe

Thr

150

Tyr

Thx
Tyr
Asp
Thr
55

Ala
Asn
Glu
Thr
Asp
135

Glu

Thr

val

Glu

Glu

40

Phe

Val

Ala

Ala

Pro

120

Ser

Lys

Ile

Glu

Gly

25

Trp

Glu

Ser

Ala

Phe

105

Glu

Glu

Gly

Gly

Lys

140

Asp

vVal

Ala

Lys

Tyr

90

val

val

Glu

Met

Ala
170

Gly

Thr

Ala

Ala

Ala

15

Asn

Leu

His

Pro

Lys

155

Thr

Ser

Met

Met

Phe

60

Pro

Ala

His

Ala

Leu

140

Asn

Tyr

<223> construccion M sin Met del extremo N y hexahistidina del extremo C

<400> 33

1

52

10

Asn

Ala

Thr

45

Thr

Gln

Ala

Phe

Val

125

Gln

val

Ala

Glu

Glu

30

Lys

Val

Leu

Asp

Ser

110

Lys

Gly

Phe

Pro

Lys

15

val

Gly

Sar

val

His

95

Glu

Pro

Pro

Asp

Glu
175

15

His

Glu

Glu

Ser

Pro

80

Ala

Ala

Gly

Phe

Asp

160

Glu

Ala Asp Lys Tyr Lys Thr Phe Glu Ala Ala Phe Thr Val Ser Ser Lys
L)



Arg

Leu

Pro

Gly

Phe

val

Pro

Ala

145

Ser

Glu

Glu

Gly

225

Phe

Asp

Gly

Asn

Asp

Glu

50

Ile

val

Arg

Pro

Lys

130

val

Glu

Gly

Ala

Glu

219

ala

Thr

val

Ala

Leu

Glu

35

Asp

Ile

Trp

Phe

Glu

115

Val

Leu

His

Arg

Cys

195

Pro

Met

val

Ile

Ala

Ala

20

val

Lys

Ala

Thr

Leu

100

Lys

Thr

Val

Gly

Gly

180

Ser

Ile

Ala

Arg

Pro

260

Ser

Asp

Tyr

Tyr

Gly

Phe

85

Thr

Tyx

Phe

Lys

Ser

165

Cys

Gly

Ala

Lys

Tyr

245

Glu

Asan

ES 2463 828 T3

Ala

Asn

Glu

Thr

Asp

Glu

Thr

Thr

Tyr

150

Asp

Gly

Glu

Pro

Lys

230

Thr

Gly

Lys

val

Ala

Ala

55

Pro

Ser

Lys

Ile

Val

135

Glu

Glu

Ser

Pro

Tyx

215

Gly

Thr

Trp

Ala

Ser Lys
25

Ala Tyr
40

Phe val

Glu Vval

Glu Glu

Gly Met

105

Gly Ala
120

Glu Lys

Gly Asp

Trp Val

Cys Phe

185

val val

200

His Phe

Asp Glu

Glu Gly

Lys Ala

265

Phe Ala

53

Ala

Asn

Leu

His

Pro

Lys

Thr

Gly

Thr

Ala

170

Glu

val

Gln

Gly

250

Asp

Glu

Pro

Ala

His

Ala

75

Leu

Asn

Tyr

Ser

Met

155

Met

Ile

His

Gln

Ala

Phe

€0

Val

Gln

val

Ala

Asn

140

Ala

Thr

Lys

Ile

Leu

Asp

45

Ser

Lys

Gly

Phe

Pro

125

Glu

Glu

Lys

Cys

Thr
205

Leu Ser Gly

Lys

235

Thr

Thr

Gly

220

Leu

Lys

Ser

Leu

Arg

Thr

Tyx

Ser

val

30

His

Glu

Pro

Pro

Asp

110

Glu

Lys

Val

Gly

Thr

120

Asp

His

Thr

Glu

Glu

270

Gly

Pro

Ala

ala

Gly

Phe

Asp

Glu

His

Glu

Glu

175

Lys

Asp

Ala

Gly

Ala

255

Ser

Gla

Lys

Ala

Leu

Ala

80

Asn

val

val

Leu

Leu

160

Gly

Pro

Asn

Phe

Pro

240

Glu

Lys

Pro



Lys

Asp

305

Glu

Ile

Leu

Pro

Thr

385

Ala

Thr

Ala

Lys

Ala

465

Ala

val

Pha

Pha

Gly

290

Ala

Ala

Tle

Gly

Ala

370

Thr

Ala

Phe

Thr

Ala

450

Ala

Ala

Ile

Lys

Thr
530

275

Ala

Ala

Lys

Ala

Tyr

355

Thr

Glu

Leu

Val

Ala

435

Ile

Ala

Thr

Pro

val

515

val

Ala

Tyr

Tyr

Gly

340

Gly

FPro

Glu

Ala

Ala

420

Pro

Thr

Thr

Ala

Ala

500

Ala

Phe

Glu

Lys

Asp

325

Thr

Pro

Ala

Gln

Ala

405

Thr

Glu

Ala

Ala

ala

485

Gly

Ala

Glu

ES 2463 828 T3

Ser

Leu

310

Ala

Leu

Ala

Ala

Lys

390

Ala

Phe

val

Met

Thr

470

Thr

Glu

Thr

Ala

Ser

295

Ala

Tyr

Glu

Thxr

Pro

375

Leu

Ala

Ala

Lys

Ser

455

Ala

Gly

Leu

Ala

Ala
535

280

Ser Lys

Tyr Lys

Val Ala

Val Hias
345

Pro Ala
360

Ala Glu

Ile Glu

Gly val

Val Lys
425

Tyr Thr
440

Glu Ala

Thr Ala

Gly Tyr

Gln val

505

Ala Asn
520

Pha Asn

54

Ala

Thr

Thr

330

Ala

Ala

Ala

Lys

Gln

410

Gln

val

Gln

Ala

Lys

490

Ile

Ala

Asp

Ala

Ala

315

Leu

Val

Pro

Ala

Ile

395

Pro

Ala

Phe

Lys

val

475

val

Glu

Ala

Ala

Leu

300

Glu

Ser

Lys

Ala

Pro

380

Asn

Ala

Tyr

Glu

Ala

460

Gly

Ala

Lys

Pro

Ile
540

285

Thr Ser Lys

Gly Ala Thr

Glu Ala Leu
335

Pro Ala Ala
350

Ala Gly Tyrx
365

Ala Gly Lys

Ala Gly rhe

Asp Lys Tyr
415

Ala Ala Thr
430

Thr Ala Leu
445

Ala Lys Pro

Ala Ala Thr

Glu Glu val
495

Val Asp Ala
510

Ala Asn Asp
525

Lys Ala Ser

Leu

Pro

320

Arg

Asp

Thr

Ala

Lys

400

Arg

Val

Lys

Ala

Gly

480

Lys

Ala

Lys

Thr
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Gly Gly aAla
545

Pro Lys Val

Trp Leu Asp

Pro Lys Asp
595

Pro Phe Ser
610

Ala Gly Glu
625

Glu Gly Thr

Tyr Leu Ala

Ala val Asp
675

Glu Ser Trp
690

<210> 34
<211>703
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Tyr

Pro

Ala

580

Asn

Gly

Leu

Lys

Leu

660

Ile

Gly

Glu

Pro

565

Lys

Gly

Met

Glu

val

€45

Leu

Lys

Ala
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Ser

550

Gly

Ser

Gly

Thr

Leu

630

Thx

val

Glu

Ile

Tyr

Pro

Thr

Ala

Gly

615

Gln

Phe

Lys

Lys

Trp
695

Lys

Asn

Trp

Cys

600

Cys

Phe

His

Tyr

Gly

680

Arg

Phe

Ile

Tyr

585

Gly

Gly

Arg

val

Val

665

Lys

Ile

Ile

Thr

570

Gly

Tyr

Asn

Arg

Glu

630

Asn

Asp

Asp

Pro

555

Ala

Lys

Lys

Thr

val

635

Lys

Gly

Lys

Thr

Ala

Thr

Pro

Asp

Pro

620

Lys

Gly

Asp

Trp

Pro
700

<223> construccion N sin Met del extremo N y hexahistidina del extremo C

<400> 34

55

Leu

Tyr

Thr

Val

605

Ile

Cys

Ser

Gly

Ile

685

Asp

Glu

Gly

Gly

590

Asp

Phe

Lys

Asn

Asp

670

Glu

Lys

Ala

Asp

575

Ala

Lys

Lys

Tyr

Pro

655

Val

Leu

Leu

Ile

560

Lys

Gly

Pro

Ser

Pro

640

Asn

Val

Lys
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Ala Asp Lys Tyr Lys Thr Phe Glu Ala Ala Phe Thr Val Ser Ser Lys
1 5 10 15

Arg Asn Leu Ala Asp Ala Val Ser Lys Ala Pro Gln Leu Val Pro Lys
20 25 30

Leu Asp Glu Val Tyr Asn Ala Ala Tyr Asn Ala Ala Asp His Ala Ala
35 40 45

Pro Glu Asp Lys Tyr Glu Ala Phe Val Leu His Phe Ser Glu Ala Leu

56



€5

Val

Leu

Leu

Val

Arg

145

Gly

Gly

Lys

Asp

Glu

225

Ile

Leu

Pro

Thr

Ala
305

50

Ile

Pro

Ala

Phe

Val

130

Glu

val

Ala

Gly

Ala

210

Ala

Ile

Gly

Ala

Thr

290

Ala

Ile

Lys

Val

Argy

115

Pro

His

Trp

Ala

Ala

195

Ala

Lys

Ala

Tyr

Thr

275

Glu

Leu

Ala

Val

Leu

100

Phe

Glu

Gly

Thr

Ser

180

Ala

Tyr

Tyr

Gly

Gly

260

Pro

Glu

Ala

Gly

Thr

85

Val

Leu

Lys

Ser

Phe

165

Asn

Glu

Lys

Asp

Thr

245

Pro

Ala

Gln

Ala
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Thr

70

Pha

Lys

Thr

Tyr

Asp

150

Asp

Lys

Ser

Leu

Ala

230

Leu

Ala

Ala

Lys

Ala
310

55

Pro

Thr

Tyr

Glu

Thr

135

Glu

Ser

Ala

Ser

Ala

215

Tyr

Glu

Thr

Pro

Leu

285

Ala

Glu val

Val Glu

Glu Gly
105

Lys Gly
120

Ile Gly

Trp Val

Glu Glu

Phe Ala

185

Sar Lya
200

Tyr Lys

Vval Ala

val His

Pro Ala

265

Ala Glu
280

Ile Glu

Gly val

57

His

Lys

20

Asp

Mat.

Ala

Ala

Pro

170

G1lu

Ala

Thr

Thr

Ala

250

Ala

Ala

Lys

Gln

Ala

15

Gly

Thr

Lys

Thr

Met

155

Leu

Gly

Ala

Ala

Leu

235

val

Pro

Ala

Ile

Pro
315

60

val

Ser

Met

Asn

Tyr

140

Thr

Gln

Leu

Leu

Glu

220

Ser

Lys

Ala

Pro

Asn

300

Ala

Lys

Asn

Ala

Val

125

Ala

Lys

Gly

Ser

Thr

208

Gly

Glu

Pro

Ala

Ala

285

Ala

Asp

Pro

Glu

Glua

119

Phe

Pro

Gly

Pro

Gly

190

Ser

Ala

Ala

Ala

Gly

270

Gly

Gly

Lys

Gly

Lys

95 .

Val

Asp

Glu

Glu

Phe

175

Glu

Lys

Thr

Leu

Ala

255

Tyr

Lys

Phe

Tyr

Ala
80

His

Glu

Glu

Gly

160

Asn

Preo

Leu

Pro

Arg

240

Asp

Thr

Ala

Lys

Arg
320



Thr

Ala

Lys

Ala

Ala

385

Val

Phe

Phe

Gly

Gly

465

Ala

Glu

Ala

Thr

Val

545

Pro

Phe

Thr

Ala

Ala

379

Ala

Ile

Lys

Thr

Gly

450

Arg

Cys

Pro

Met

val

530

Ile

Lys

Val

Ala

Ile

355

Ala

Thr

Pro

Val

Val

435

Ala

Gly

Ser

Ile

Ala

515

Arg

Pro

Val

Ala

Pro

340

Thr

Thr

Ala

Ala

Ala

420

Phe

Tyx

Cys

Gly

Ala

500

Lys

Tyr

Glu

Pro

Thr

325

Glu

Ala

Ala

Ala

Gly

405

Ala

Glu

Glu

Gly

Glu

485

Pro

Lys

Thr

Gly

Pro
565
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Phe

val

Met

Thre

Thr

390

Glu

Thr

Ala

Ser

Ser

470

Pro

Tyz

Gly

Thr

Trp
350

Gly

Ala

Lys

Ser

Ala

375

Gly

Leu

Ala

Ala

Tyr

455

Cys

val

His

Asp

Glu

538

Lys

Pro

Vval

Tyr

Glu

360

Thr

Gly

Gln

Ala

Phe

440

Lys

Phe

Val

Phe

Glu

520

Gly

Ala

Aszn

Lys

Thr

345

Ala

Ala

Tyr

Val

Asn

425

Asn

Phe

Glu

Vval

Asp

505

Gln

Gly

Asp

Ile

58

Gln

330

val

Gln

Ala

Lys

Ile

410

Ala

Asp

Ile

Ile

His

490

Leu

Lys

Thr

Thr

Thr
570

Ala

Phe

Lys

Val

val

395

Glu

Ala

Ala

Pro

Lys

475

Ile

Ser

Leu

Lys

Ser

555

Ala

Tyr

Glu

Ala

Gly

380

Ala

Lys

Pro

Ile

Ala

460

Cys

Thr

Gly

Arg

Thr

540

Tyr

Thr

Ala

Thr

Ala

365

Ala

Glu

val

Ala

Lys

445

Leu

Thr

Asp

His

Thr

525

Glu

Glu

Tyr

Ala

Ala

350

Lys

Ala

Glu

Asp

Asn

430

Ala

Glu

Lys

Asp

Ala

510

Gly

Ala

Sar

Gly

Thr

335

Lau

Pro

Thr

Val

Ala

415

Asp

Ser

Ala

Pro

Asn

495

Phe

Pro

Glu

Lys

Asp
575

Val

Lys

Ala

Gly

Lys

400

Ala

Lys

Thr

Ser

Glua

480

Glu

Gly

Phe

Asp

Ile

560

Lys
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<210> 35

Trp

Pro

Pro

Ala

625

Glu

Tyr

Ala

Glu

<211> 527

<212> PRT

Leu

Lys

Phe

610

Gly

Gly

Leu

Val

Ser
690

Asp

Asp

595

Ser

Glu

Thr

Ala

aAsp

675

Trp

<213> Secuencia artificial

<220>

Ala

580

Asn

Gly

Leu

Lys

Leu

660

Ile

Gly

Lys

Gly

Met

Glu

val

645

Leu

Lys

Ala
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Ser

Gly

Thr

Leu

630

Thr

val

Glu

Ile

Thr

Ala

Gly

615

Gln

Phe

Lys

Lys

TIp
695

Trp

Cys

600

Cys

Phe

His

Tyx

Gly

680

Arg

Tyr

585

Gly

Gly

Arg

val

val

665

Lys

Ile

Gly

Tyr

Asn

Arg

Glu

650

Asn

Asp

Asp

Lys

Lys

Thr

val

635

Lys

Gly

Lys

Thr

Pro

Asp

Pro

620

Lys

Gly

Asp

Trp

Pro
700

<223> construccion O sin Met del extremo N y hexahistidina del extremo C

<400> 35

59

The

val

605

Ile

Cys

Ser

Gly

Ile

685

Asp

Gly

590

Asp

Phe

Lys

Asn

Asp

670

Glu

Lys

Ala

Lys

Lys

Tyr

Pro

655

Val

Leu

Leu

Gly

Pro

Ser

Pro

640

Asn

Val

Lys



Gly Ala

Lys Gly

Asp Ala

Glu Ala

50

Ile Tle

Leu Gly

Ala

Ala

Ala

35

Lys

Ala

Tyr

Ser

Ala

20

Ty

Tyr

Gly

Gly

Asn

Glu

Lys

Asp

Thr

Pro
85
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Lys

Ser

Leu

Ala

Leu

70

Ala

Ala

Ser

Ala

Tyr

55

Glu

Thr

Phe

Ser

Tyxr

40

val

val

Pro

Ala

Lys

25

Lys

Ala

His

Ala

60

Glu

10

Ala

Thr

Thr

Ala

Ala
30

Gly

Ala

Ala

Leu

Val

Pro

Leu

Leu

Glu

Ser

Lys

Ala

Ser

Thr

Gly

Glu

Pro

Ala

Gly

Ser

30

Ala

Ala

Ala

Gly

Glu
15

Lys

Thr

Leu

Ala

Tyx
95

Pro

Leu

Pro

Arg

Asp

Thr



Pro

Thr

Ala

Thr

145

Ile

His

Leu

Lys

Thr

225

Thr

Glu

Thr

Thr

Leu

305

Pro

Thr

Ala

Thr

Ala

130

Phe

Lys

Ile

Ser

Leu

210

Lys

Ser

Leéu

Ala

val

239

Lys

Ala

Gly

Thr

Glu

115

Leu

val

Cys

Thr

Gly

185

Arg

Thr

Tyr

Gln

Ala

275

Ala

Lys

Ala

Ala

Pro

100

Glu

Ala

Ala

Thr

Asp

180

His

Thr

Glu

Glu

Val

260

Asn

Thr

Ala

Ala

Ala
340

Ala

Gln

Ala

Thr

Lys

165

Asp

Ala

Gly

Ala

Ser

248

Ile

Ala

Ala

Ile

Ala

325

Thx
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Ala

Lys

Ala

Phe

150

Pro

Asgn

Pha

Pro

Glu

230

Lys

Glu

Ala

Pro

Thr

310

Thr

Ala

Pro

Leu

Ala

133

Sar

Glu

Glu

Gly

Phe

215

Asp

Ala

Lys

Pro

Glu

295

Ala

Ala

Ala

Ala

Ile

120

Gly

Gly

Ala

Glu

Ala

200

Thr

Val

Glu

Val

Ala

280

val

Met

Thr

Thr

Glu

105

Glu

val

Arg

Cys

Pro

185

Met

val

Ile

Glu

Asp

265

Ala

Lys

Serx

Ala

Gly
345

61

Ala

Lys

Gln

Gly

Ser

170

Ile

Ala

Arg

Pro

val

250

Ala

Val

Tyr

Glu

Thr

330

Gly

Ala

Ile

Pro

Cys

155

Gly

Ala

Lys

Tvr

Glu

235

Lys

Ala

Lys

Thr

Ala

315

Ala

Tyr

Pro

Asn

Ala

140

Gly

Glu

Pro

Lys

Thr

220

Gly

val

Phe

Gln

Val

300

Gln

Ala

Lys

Ala

Ala

125

Asp

Ser

Pro

Tyr

Gly

205

Thr

Trp

Ile

Lys

Ala

285

Phe

Lys

Val

Val

Gly

110

Gly

Lys

Cys

Val

His

150

Asp

Glu

Lys

Pro

val

2740

Tyr

Glu

Ala

Gly

Asn
350

Lys

Phe

Tyr

Phe

Val

175

Phe

Glu

Gly

Ala

Ala

255

Ala

Ala

Thr

Ala

Ala

335

Asp

Ala

Lys

Arg

Glu

160

val

Asp

Gln

Gly

Asp

240

Gly

Ala

Ala

Ala

Lys

320

Ala

Lys
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<210> 36

Phe

Gly

Ala

385

Glu

Tyr

Thr

Gly

Tyr

465

Asn

Ala

Glu

<211> 527

<212> PRT

Thr

Gly

370

Gly

Gly

Leu

Ala

Lys

450

Lys

Thr

Val

Ser

vVal

355

Ala

Glu

Thr

Ala

Thr

435

Pro

Asp

Pro

Asp

Trp
515

<213> Secuencia artificial

<220>

Phe

Tyr

Leu

Lys

Leu

420

Tyr

Thr

val

Ile

Ile

500

Gly

Glu

Glu

Glu

Val

405

Leau

Gly

Gly

Asp

Phe

485

Lys

Ala
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Ala

Ser

Leu

390

Thr

Val

Asp

Ala

Lys

470

Lys

Glu

Ile

Ala

Tyr

375

Gln

Phe

Ile

Lys

Gly

455

Pro

Lys

Lys

Trp

Phe

360

Lys

Phe

His

Pro

Trp

440

Pro

Pro

Tyx

Gly

Arg
520

Asn

Phe

Arg

val

Lys

425

Leu

Lys

Phe

Val

Lys

505

Ile

Asp

Ile

Arg

Glu

410

Val

Asp

Asp

Ser

Aszn

4580

Asp

Asp

Ala

Pro

val

395

Lys

Pro

Ala

Asn

Gly

475

Gly

Lys

Thr

Ile

Ala

380

Lys

Gly

Pro

Lys

Gly

460

Mat

Asp

Trp

Pro

<223> construccion P sin Met del extremo N y hexahistidina del extremo C

<400> 36

62

Lys

365

Leu

Cys

Ser

Gly

Ser

445

Gly

Thr

Gly

Ile

Asp
525

Ala

Glu

Lys

Asn

Pro

430

Thr

Ala

Gly

Aszp

Glu

510

Lys

Ser

Ala

Tyr

Pro

415

Asn

Trp

Cys

Cys

Val

495

Lau

Leu

Thr

Ser

Pro

400

Asn

Ile

Tyr

Gly

Gly

480

Val

Lys
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Gly Ala Ala Ser Asn Lys Ala Phe Ala Glu Gly Leu Ser Gly Glu Pro
1 5 10 15

Lys Gly Ala Ala Glu Ser Ser Ser Lys Ala Ala Leu Thr Ser Lys leu
20 25 30

Asp Ala Ala Tyr Lys Leu Ala Tyr Lys Thr Ala Glu Gly Ala Thr Pro
35 410 45

Glu Ala Lys Tyr Asp Ala Tyr Val Ala Thr Leu Ser Glu Ala Leu Arg
50 55 60

Ile Ile Ala Gly Thr Leu Glu Val His Ala Val Lys Pro Ala Ala Asp
65 70 75 80

Leu Gly Tyr Gly Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Ala Gly Tyr Thr

Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Glu Ala Ala Pro Ala Gly Lys Ala
100 105 110

Thr Thr Glu Glu Gln Lys Leu Ile Glu Lys Ile Asn Ala Gly Phe Lys
118 120 125

Ala Ala Leu Ala Ala Ala Ala Gly Val Gln Pro Ala Asp Lys Tyr Arg
130 135 140

Thr Phe Val Ala Thr Phe Ser Gly Arg Gly Cys Gly Sexr Cys Phe Glu
145 150 155 160

Ile Lys Cys Thr Lys Pre Glu Ala Cys Ser Gly Glu Pro Val Val val
165 170 175

His Ile Thr Asp Asp BAsn Glu Glu Pro Ile Ala Pro Tyr His Phe Asp
180 185 190

Leu Ser Gly His Ala Phe Gly Ala Met Ala Lys Lys Gly Asp Glu Gln
195 200 205

Lys Leu Arg Thr Gly Pro Phe Thr Val Arg Tyr Thr Thr Glu Gly Gly
210 215 220

Thr Lys Thr Glu Ala Glu Asp Val Ile Pro Glu Gly Trp Lys Ala Asp
225 230 235 240

Thr Ser Tyr Glu Ser Lys Ala Glu Glu Vzl Lys Val Ile Pro Ala Gly
245 250 : 255

Glu Leu Gln Val Ile Glu Lys Val Asp Ala Ala Phe Lys Val Ala Ala
260 265 270

Thr Ala Ala Asn Ala Ala Pro Ala Ala Val Lys Gln Ala Tyr Ala Ala
275 280 285

Thr Val Ala Thr Ala Pro Glu Val Lys Tyr Thr Val Phe Glu Thr Ala
290 295 300

63
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Leu

305

Pro

Thr

Phe

Gly

Pro
385

Trp

Ala

Glu

Tyr

Ala

465

Glu

Pro

Pro

<210> 37
<211> 176

<212> PRT

Lys

Ala

Gly

Thr

Gly

370

Lys

Leu

Gly

Gly

Leu

450

val

Ser

Lys

Phe

Lys

Ala

Ala

Val

355

Ala

val

Asp

Glu

Thr

435

Ala

Asp

Trp

Asp

Ser
515

<213> Secuencia artificial

<220>

Ala

Ala

Ala

340

Phe

Tyr

Pro

Ala

Leu

420

Lys

Leu

Ile

Gly

Asn

500

Gly

Ile

Ala

325

Thr

Glu

Glu

Pro

Lys

405

Glu

Vval

Leu

Lys

Ala

485

Gly

Met
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Thr

310

Thr

Ala

Ala

Ser

Gly

390

Ser

Leu

Thr

val

Glu

470

Ile

Gly

Thr

Ala

Ala

Ala

Ala

Tyr

375

Pro

Thr

Gln

Phe

Lys

455

Lys

Trp

Ala

Gly

Met

Thr

Thr

Phe

360

Lys

Asn

Trp

Phe

His

Ser

Ala

Gly

345

Asn

Phe

Ile

Tyr

Arg

425

val

440 -

Tyr

Gly

Arg

Cys

Cys
520

val

Lys

Ile

Gly

505

Gly

Glu

Thr

330

Gly

Asp

Ile

Thr

Gly

410

Arg

Glu

Asn

Asp

Asp

490

Tyr

Asn

Ala

315

Ala

Tyx

Ala

Pro

Ala

395

Lys

val

Lys

Gly

Lys

475

Thr

Lys

Thr

Gln

Ala

Lys

Ile

Ala

380

Thr

Prec

Lys

Gly

Asp

460

Trp

Pro

Asp

Pro

<223> construccion Q sin Met del extremo N y hexahistidina del extremo C

64

Lys

Val

Val

Lys

365

Leu

Tyr

Thr

Cys

Ser

445

Gly

Ile

Asp

Vval

Ile
525

Ala

Gly

Asn

350

Ala

Glu

Gly

Gly

Lys

430

Asn

Asp

Glu

Lys

Asp

510

Phe

Ala

Ala

335

Asp

Ser

Ala

Asp

Ala

415

Tyr

Pro

val

Leu

Leu

495

Lys

Lys

Lys

320

Ala

Lys

The

Ile

Lys

400

Ser

Pro

Asn

val

Lys

480

Gly

Pre
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<400> 37

<210> 38

Phe

val

Glu

Ser

Phe

65

val

Ala

Ala

Pro

Thr

143

Tyr

<211> 253

<212> PRT

Arg

Pro

Trp

Glu

50

Glu

Ser

Ala

Phe

Glu

130

Val

Glu

Phe

Glu

val

Glu

Ala

Lys

Tyr

val

115

val

Glu

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> construccion A con Met del extremo N y hexahistidina del extremo C

<400> 38

Lau

Lys

29

Ala

Pro

Ala

Ala

Asn

100

Leu

His

Lys

Asp

Thr

Tyr

Met

Leu

Phe

Pro

85

Ala

His

Ala

Gly

Thr
165
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Glu

Thr

Thr

Gln

Thr

70

Gln

Ala

Phe

val

Ser

130

Met

Lys

Ile

Lys

Gly

55

val

Leu

Asp

Ser

Lys

135

Asn

Ala

Gly

Gly

Gly

40

Pro

Ser

val

His

Glu

120

Pro

Glu

Glu

Met

Ala

23

Glu

Phe

Ser

Pro

Ala

105

Ala

Gly

Lys

val

65

Lys

10

Thr

Gly

Asn

Lys

Lys

20

Ala

Leu

Ala

His

Glu
170

Asn

Tyt

Gly

Ala

Arg

75

Leau

Pro

Arg

Val

Leu

155

Leu

val

Ala

Val

Asp

60

Asn

Asp

Glu

Ile

Pro

140

Ala

Arg

Phe

Pro

Trp

45

Lys

Leu

Glu

Asp

Ile

125

Lys

Vval

Glu

Asp

Glu

30

Thr

Tyr

Ala

val

Lys

110

Ala

Val

Leu

His

Asp

15

Glu

Phe

Lys

Asp

Tyr

95

Tyr

Gly

Thr

Val

Gly
175

Val

Asp

Asp

Thr

Ala

80

Asn

Glu

Thr

Phe

Lys

160

Ser



Meat

Pro

Asn

Phe

Pro

65

Glu

Lys

Pro

Leu

Pro

145

Asp

Thr

Ala

Lys
225

<210> 39
<211> 288

<212>PRT

Ser

Glu

Glu

Gly

50

Fhe

Asp

Gly

Lys

Asp

130

Glu

Ile

Leu

Pro

Thr

210

Ala

Thr

Gly

Ala

Glu

35

Ala

Thr

Val

Ala

Gly

115

Ala

Ala

Ile

Gly

Ala

195

Thr

Ala

Phe

Arg

Cys

20

Pro

Met

Val

Ile

Ala

100

Ala

Ala

Lys

Ala

Tyr

180

Thr

Glu

Leu

Val

Gly

Ser

Ile

Ala

Arg

Pro

Ser

Ala

Tyr

Tyr

Gly

165

Gly

Pro

Glu

Ala

Ala
245

ES 2463 828 T3

Cys

Gly

Ala

Lys

TYyr

70

Glu

Asn

Glu

Lys

Asp

150

Thx

Pro

Ala

Gln

Ala

230

Thr

Gly

Glu

Pro

Lys

55

Thr

Gly

Lys

Ser

Leu

135

Ala

Lau

Ala

Ala

Lys

215

Ala

Phe

Ser

Pro

Tyr

40

Gly

Thr

Trp

Ala

Ser

120

Ala

Tyr

Glu

Thr

Pro

200

Leu

Ala

His

Cys

Val

25

His

Asp

Glu

Lys

Phe

105

Ser

Tyr

val

Val

Pro

185

Ala

Ile

Gly

His

66

Phe
10

Val

Phe

Glu

Gly

Ala

90

Ala

Lys

Lys

Ala

His

170

Ala

Glu

Glu

val

His
250

Glu

val

Asp

Gln

Gly

75

Asp

Glu

Ala

Thr

Thr

155

Ala

Ala

Ala

Lys

Gln

235

His

Ile

His

Leu

Lys

60

Thr

Thr

Gly

Ala

Ala

140

Leu

Val

Pro

Ala

Ile

220

Pro

His

Lys

Ile

Ser

45

Leu

Lys

Ser

Leu

Leu

125

Glu

Ser

Lys

Ala

Pro

205

Asn

Ala

His

Cys

Thr

30

Gly

Arg

Thr

Tyr

Ser

110

Thr

Gly

Glu

Pro

Ala

190

Ala

Ala

Asp

Thr
15

Asp

His

Thr

Glu

Glu

98

Gly

Ser

Ala

Ala

Ala

175

Gly

Gly

Gly

Lys

Lys

Asp

Ala

Gly

Ala

Ser

Glu

Lys

Thr

Leu

160

Ala

Tyr

Lys

Phe

Tyr
240
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> construccion B con Met del extremo N y hexahistidina del extremo C

<400> 39

67
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Met Ala Val Lys Gln Ala Tyr Ala Ala Thr Val Ala Thr Ala Pro Glu

Vval Lys Ty¥ Thr Val Phe Glu Thr Ala Leu Lys Lys Ala Ile Thr Ala
29 25 30

Met Ser Glu Ala Gln Ly= Ala Ala Lys Prc Ala Ala Ala Ala Thr Ala
35 410 45

Thr Ala Thr Ala Ala Val Gly Ala Ala Thr Gly Ala Ala Thr Ala Ala
50 55 60

Thr Gly Gly Tyr Lys Val Ala Glu 6lu Val Lys Val 1le Pro Ala Gly
65 70 75 80

Glu Leu Gln Val Ile Glu Lys Val Asp Ala Ala Phe Lys Val Ala ala

Thr Ala Ala Asn Ala Ala Pro Ala Asn Asp Lys Phe Thr Val Phe Glu
100 105 110

Ala Ala Phe Asn Asp Ala Ile Lys Ala Ser Thr Gly Gly ala Tyr Glu
115 120 125

Ser Tyr Lys Phe Ile Pro Ala Leu Glu Ala Ile Preo Lys Val Pro Pro
130 135 140

Gly Pro Asn Ile Thr Ala Thr Tyr Gly Asp Lys Trp Leu Asp Ala Lys
145 1590 155 160

Ser Thr Trp Tyr Gly Lys Pro Thr Gly Ala Gly Pro Lys Asp Asn Gly
165 170 175

Gly Ala Cys Gly Tyr Lys Asp Val Asp Lys Pro FPro Phe Ser Gly Met
180 185 190

Thr Gly Cys Gly Asn Thr Pro Ile Phe Lys Ser Ala Gly Glu Leu Glu
155 200 205

Leu Gln Phe Arg Arg Val Lys Cys Lys Tyr Pro Glu Gly Thr Lys Val
21¢ 215 ' 2290

Thr Pha His Val Glu Lys Gly Ser Asn Pro Asn Tyr leu Ala Leu Leu
225 230 235 240

val Lys Tyr Val Asn Gly Asp Gly Asp Val Val Ala vVal Asp Ile Lys
245 250 255

Glu Lys Gly Lys Asp Lys Trp Ile Glu Leu Lys Glu Ser Trp Gly Ala

260 265 279

Ile Trp Arg Ile Asp Thr Pro Asp Lys Leu His His His His His His
275 280 285

<210> 40

<211> 253

68



<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2463 828 T3

<223> construccion C con Met del extremo N y hexahistidina del extremo C

<400> 40

Met

Pro

Len

Pro

Asp

Thr

Ala

Lys

Axg

145

Glu

Val

Gly

Lys

Asp

Glu

50

Ile

Leu

Pro

Thr

Ala

130

Thr

Ile

His

Ala

Gly

Ala

35

Ala

Ile

Gly

Ala

Thr

115

Ala

Phe

Lys

Ile

Ala

Ala

20

Ala

Lys

Ala

Tyr

Thr

100

Glu

Leu

val

Cys

Thr
180

Ser

Ala

Tyr

Tyrx

Gly

Gly

85

Pro

Glu

Ala

Ala

Thr

165

Asp

Asn

Glu

Lys

Asp

Thr

70

Preo

Ala

Gln

Ala

Thr

150

Lys

Asp

Lys

Ser

Lau

Ala

55

Leu

Ala

Ala

Lys

Ala

135

Phe

Proc

Asn

Ala
Ser
Ala
40

Tyr
Glu
Thr
Pro
Leu
120
Ala
Ser

Glu

Glu

Phe

Ser

25

Tyxr

val

val

Pro

Ala

105

Ile

Gly

Gly

Ala

Glu
185

69

Ala

10

Lys

Lys

Ala

His

aAla

90

Glu

Glu

Val

Arg

Cys

170

Pro

Glu

Ala

Thr

Thr

Ala

75

Ala

Ala

Lys

Gln

Gly

155

Ser

Ile

Gly

Ala

Ala

Leu

60

val

Pro

Ala

Ile

Pro

140

Cys

Gly

Ala

Leu

TLeu

Glu

45

Ser

Lys

Ala

Pro

Asn

125

Ala

Gly

Glu

Pro

Ser

Thr

30

Gly

Glu

Pro

Ala

Ala

110

Ala

Asp

Ser

Pro

Tyr
190

Gly

15

Ser

Ala

Ala

Ala

Gly

95

Gly

Gly

Lys

Cys

Val

175

His

Glu

Lys

Thr

Leu

Ala

80

Tyr

Lys

Phe

Tyr

Phe

160

Val

Phe
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ES 2463 828 T3

Asp Leu Ser Gly His Ala Phe Gly Ala Met Ala Lys Lys
195 200 205

Gln Lys Leu Arg Thr Gly Pro Phe Thr Val Arg Tyr Thr
210 215 220

Gly Thr Lys Thr Glu Ala Glu Asp Val Ile Pro Glu Gly
225 230 235

Asp Thr Ser Tyr Glu Ser Lys His His His His His His
245 250

<210> 41
<211> 288

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> construccion D con Met del extremo N y hexahistidina del extremo C

<400> 41

70

Gly Asp Glu

Thr Glu Gly

Trp Lys Ala
240



Met

Asp

Ala

Lys

Lys

65

Tyr

Pro

Val

Len

Leu
145

val

Met

Thr

Thr

Glu

225

Thr

Ala

Ser

Ile

Lys

Gly

Pro

50

Ser

Pro

Asn

val

Lys

130

Ala

Lys

Ser

Ala

Gly

210

Leu

Ala

Ala

Tyr

Pro

Trp

Pro

35

Pro

Ala

Glu

Tyr

Ala

115

Glu

Val

Tyr

Glu

Thr

195

Gly

Gln

Ala

Phe

Lys
275

Lys

Leu

20

Lys

Phe

Gly

Gly

Leu

100

val

Sexr

Lys

Thr

Ala

180

Ala

Tyr

val

Agn

Asn
260

Phe

val

Asp

Asp

Ser

Glu

Thr

85

Ala

Asp

Trp

Gln

val

165

Gln

Ala

Lys

Ile

Ala
245

Asp

Ile

ES 2463 828 T3

Pro
Ala
Asn
Gly
Leu
70

Lys
Leu
Ile
Gly
Ala
150
Phe
Lys
Val
val
Glu
230
Ala

Ala

Pro

Pre

Lys

Gly

Met

55

Glu

Val

Leu

Lys

Ala

135

Tyr

Glu

Ala

Gly

Ala

215

Lys

Pro

Ile

Ala

Gly

Ser

Gly

40

Thr

Leu

Thr

val

Glu

120

Ile

Ala

Thr

Ala

Ala

200

Glu

Vval

Ala

Lys

Leu
280

Pro

Thr

25

Ala

Gly

Gln

Phe

Lys

105

Lys

Trp

Ala

Ala

Lys

185

Ala

Glu

Asp

Asn

Ala

265

Glu

71

Asn
10

Trp

Cys

Cys

Phe

Hisg

90

Tyr

Gly

Arg

Thr

Leu

170

Pro

Thr

val

Ala

Asp

250

Ser

Ala

Ile

Tyr

Gly

Gly

Arg

75

Val

Val

Lys

Ile

val
155

Lys

Ala

Gly

Lys

Ala

235

Lys

Thr

His

Thr

Gly

Tyxr

Asn

64

Axg

Glu

Asn

Asp

Asp

1490

Ala

Lys

Ala

Ala

val

220

Phe

Phe

Gly

Hig

Ala

Lys

Lys

45

Thr

val

Lys

Gly

Lys

125

Thr

Thr

Ala

Ala

Ala

205

Ile

Lys

Thr

Gly

His
285

Thr

Pro

30

Asp

Pro

Lys

Gly

Asp

110

Tzp

Pro

Ala

Ile

Ala

130

Thr

Pro

Val

val

Ala

2740

His

Tyr
15

Thr
vVal
Ile
Cys
Ser
85

Gly
Ile

Asp

Pro

Thr
175
Thr
Ala
Ala
Ala
Phe
255

Tyr

His

Gly

Gly

Asp

Phe

Lys

80

Asn

Asp

Glu

Lys

Glu
160

Ala

Ala

Ala

Gly

Ala

240

Glu

Glu

His
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<210> 42
<211> 301

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2463 828 T3

<223> construccion E con Met del extremo N y hexahistidina del extremo C

<400> 42

Met

Pro

Leu

Pro

arg

Asp

Gly

Lys

Asp

Glu

Ile

Leu

Ala

Gly

Ala

35

Ala

Ile

Gly

Ala

Ala

20

Ala

Lys

Ala

Tyr

Ser

Ala

Tyr

Tyr

Gly

Gly
85

Asn

Glu

Lys

Asp

Thr

70

Prec

Lys

Ser

Leu

Ala

55

Leu

Ala

Ala

Ser

Ala

40

Tyr

Glu

Thr

Phe

Ser

25

Tyr

val

val

Pro

72

Ala

10

Lys

Lys

Ala

His

Ala
90

Glu

Ala

Thr

Thr

Ala

75

Ala

Gly

Ala

Ala

Leu

60

val

Pro

Leau

Leu

Glu

45

Ser

Lys

Ala

Ser

Thr

30

Gly

Glu

Pro

Ala

Gly Glu
15

Ser Lys

Ala Thr

Ala Leu

Ala Ala

80

Gly Tyr
95
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<210> 43

<211> 301

Thr

Ala

Lys

Arg

145

Ile

Tyr

Gly

Gly

Arg

225

Val

Val

Lys

Ile

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> construccion F con Met del extremo N y hexahistidina del extremo C

<400> 43

Pro

Thr

Ala

130

Thr

Thr

Gly

Tyr

Asn

210

Arg

Glu

Asn

Asp

Asp
290

Ala

Thr

115

Ala

Phe

Ala

Lys

Lys

195

Thr

val

Lys

Gly

Lys

275

Thr

Thr

100

Glu

Leu

vVal

Thr

Prc

180

Asp

Pro

Lys

Gly

Asp

260

Trp

Pro

Pro

Glu

Ala

Ala

Tyr

165

Thr

val

Ile

Cys

Ser

245

Gly

Ile

Asp

ES 2463 828 T3

Ala

Gln

Ala

Thr

150

Gly

Gly

Asp

Phe

Lys

230

Asn

Asp

Glu

Lys

Ala

Lys

Ala

135

Phe

Asp

Ala

Lys

Lys

215

Tyr

Pro

val

Leu

Leu
295

Pro

Leu

120

Ala

Ile

Lys

Gly

Pro

200

Ser

Pro

Asn

val

Lys

280

His

Ala

105

Ile

Gly

Pro

Trp

Pro

185

Pro

Ala

Glu

Tyr

Ala

265

Glu

His

73

Glu

Glu

val

Lys

Leu

170

Lys

Phe

Gly

Gly

Leu

250

val

Sar

His

Ala

Lys

Gln

val

155

Asp

Asp

Ser

Glu

Thr

235

Ala

Asp

Trp

His

Ala

Ile

Pro

140

Pro

Ala

Asn

Gly

Leu

220

Lys

Leu

Ile

Gly

His
300

Pro

Asn

125

Ala

Pro

Lys

Gly

Met

205

Glu

val

Leu

Lys

Ala

285

His

Ala

110

Ala

Asp

Gly

Ser

Gly

190

Thr

Leu

Thr

val

Glu

270

Ile

Gly

Gly

Lys

Pro

Thr

175

Ala

Gly

Gln

Phe

Lys

255

Lys

Trp

Lys

Phe

Tyr

Asn

160

Trp

Cys

Cys

Phe

Hisg

240

Tyr

Gly

Arg



ES 2463 828 T3

Met Ile Pro Lys Val Pro Pro Gly Pro Asn Ile Thr Ala Thr Tyr Gly

1 3 10 15

Asp Lys Trp Leu Asp Ala Lys Ser Thr Trp Tyr Gly Lys Pro Thr Gly
20 25 30

Ala Gly Pro Lys Asp Asn Gly Gly Ala Cys Gly Tyr Lys Asp Val Asp
35 490 45

Lys Pro Pro Phe Ser Gly Met Thr Gly Cys Gly Asn Thr Pro Ile Phe
50 55 60

Lys Ser Ala Gly Glu Lew Glu Leu Gln Phe Arg Arg val Lys Cys Lys
[-1] 70 75 80

Tyr Pro Glu Gly Thr Lys Val Thr Phe His Val Glu Lys Gly Ser Asn
85 ED| 295

Pro Asn Tyr Leu Ala Lau Lau Val Lys Tyr Val Asn Gly Asp Gly Asp
100 195 110

Val Val Ala Val Asp Ile Lys Glu Lys Gly Lys Asp Lys Trp Ile Glu
115 120 125

Leu Lys Glu Ser Trp Gly Ala Ile Trp Arg Ile Asp Thr Pro Asp Lys
130 135 140

Leu Gly Ala Ala Ser Asn Lys Ala Phe Ala Glu Gly Leu Ser Gly Glu
145 150 158 160

Pro Lys Gly Ala Ala Glu Ser Ser Ser Lys Ala Ala Leu Thr Ser Lys
165 170 175

Leu Asp Ala Ala Tyr Lys Leu Ala Tyr Lys Thr Ala Glu Gly Ala Thr
180 185 190

Pro Glu Ala Lys Tyr Asp Ala Tyr Val Ala Thr Leu Ser Glu Ala Leu
185 200 205

Arg Ile Ile Ala Gly Thr Leu Glu Val His Ala Val Lys Pro Ala Ala
210 215 220

Asp Leu Gly Tyr Gly Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Ala Gly Tyr
225 230 235 240

Thr Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Glu Ala Ala Pro Ala Gly Lys
245 250 255

Ala Thr Thr Glu Glu Gln Lys Leu Ile Glu Lys Ile Asn Ala Gly Phe
260 265 270

Lys Ala Ala Leu Ala Ala Ala Ala Gly Val Gln Pro Ala Asp Lys Tyr
275 280 285

Arg Thr Phe Val Ala Thr Phe His His His His His His
290 295 300

74
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<210> 44
<211> 240

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2463 828 T3

<223> construccion G con Met del extremo N y hexahistidina del extremo C

<400> 44

Met

Pro

Asn

Phe

Pro

65

Glu

Lys

val

Met

Thr

145

Thr

Glu

Ser

Glu

Glu

Gly

50

Phe

Asp

Ala

Lys

Ser

130

Ala

Gly

Leu

Gly

Ala

Glu

35

Ala

Thr

val

Val

TYr

115

Glu

Thr

Gly

Gln

Arg

Cys

20

Pro

Met

Val

Ile

Lys

100

Thr

Ala

Ala

Tyr

val

Gly

Ser

Ile

Ala

Arg

Pro

85

Gln

val

Gln

Ala

Lys

165

Ile

Cys

Gly

Ala

Lys

Tyr

70

Glu

Ala

Phe

Lys

val

150

val

Glu

Gly

Glu

Pro

Lys

55

Thr

Gly

Tyr

Glu

aAla

135

Gly

Ala

Lys

Ser

Proe

Tyr

40

Gly

Thr

Trp

Ala

Thr

120

Ala

Ala

Glu

Val

Cys

vVal

25

His

Asp

Glu

Lys

Ala

105

Ala

Lys

Ala

Glu

Asp

75

Phe

10

val

Phe

Glu

Gly

Ala

90

Thr

Leu

Pro

Thr

Val

170

Ala

Glu

val

Asp

Gln

Gly

Asp

Val

Lys

Ala

Gly

155

Lys

Ala

Ile

His

Leu

Lys

60

Thr

Thr

Ala

Lys

aAla

140

Ala

Val

Phe

Lys

Ile

Ser

45

Leu

Lys

Ser

Thr

Ala

125

Ala

Ala

Ile

Lys

Cys

Thxr

30

Gly

Arg

Thr

Tyr

Ala

1i0

Ile

Ala

Thr

Pro

vVal

Thr

15

Asp

His

Thr

Glu

Glu

95

Pro

Thr

Thr

Ala

Ala

175

Ala

Lys

Asp

Ala

Gly

Ala

80

Ser

Glu

Ala

Ala

Ala

160

Gly

Ala
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<210> 45

ES 2463 828 T3

180 185 190

Thr Ala Ala Asn Ala Ala Pro Ala Asn Asp Lys Phe Thr Val Phe Glu
195 200 205

Ala Ala Phe Asn Asp Ala Ile Lys Ala Ser Thr Gly Gly Ala Tyr Glu
210 215 220

Ser Tyr Lys Phe Ile Pro Ala Leu Glu Ala His His His His His His
225 230 235 240

<211> 240

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> construccion H con Met del extremo N y hexahistidina del extremo C

<400> 45

76



<210> 46

Met

val

Met

Thr

Thr

65

Glu

Thr

Ala

Ser

Ser
145

Pro

Tyr

Gly

Thr

Trp
225

<211>183

<212> PRT

Ala

Lys

Ser

Ala

50

Gly

Leu

Ala

Ala

Tyr

130

Cys

val

His

Asp

Glu

210

Lys

val

Tyr

Glu

35

Thr

Gly

Gln

Ala

Phe

115

Lys

Phe

val

Phe

Glu

195

Gly

Ala

<213> Secuencia artificial

<220>

Lys

Thr

20

Ala

Ala

Tyx

val

Asgn

100

Asn

Phe

Glu

val

Asp

180

Gln

Gly

Asp

Gln

val

Gln

Ala

Lys

Ile

85

Ala

Asp

Ile

Ile

His

165

Leu

Lys

Thr

Thr

ES 2463 828 T3

Ala

Phe

Lys

val

Val

70

Glu

Ala

Ala

Pro

Lys
150

Ile

Ser

Leu

Lys

Ser
230

Tyr

Glu

Ala

Gly

55

Ala

Lys

Pro

Ile

Ala

135

Cys

Thr

Gly

Arg

Thr

215

Tyr

Ala

Thr

Ala

40

Ala

Glu

val

Ala

Lys

120

Leu

Thr

Asp

His

Thr

200

Glu

Glu

Ala

Ala

25

Lys

Ala

Glu

Asp

Asn

105

Ala

Glu

Lys

Asp

Ala

185

Gly

Ala

Ser

77

Thr

10

Leu

Pro

Thr

val

Ala

30

Asp

Ser

Ala

Pro

Asn

170

Phe

Pro

Glu

Lys

val

Lys

Ala

Gly

Lys

75

Ala

Lys

Thr

Ser

Glu
155

Glu

Gly

Phe

Asp

His
235

Ala

Lys

Ala

Ala

60

Val

Phe

Phe

Gly

Gly

140

Ala

Glu

Ala

Thr

Val

220

His

Thr

Ala

Ala

45

Ala

Ile

Lys

Thr

Gly

125

Arg

Cys

Pro

Met

Val

205

Ile

His

Ala

Ile

30

Ala

Thr

Pro

val

val

110

Ala

Gly

Ser

Ile

Ala

190

Arg

Pro

His

Pro

15

Thr

Thr

Ala

Ala

Ala

95

Phe

Tyr

Cys

Gly

Ala

175

Lys

Tyr

Glu

His

Glu

Ala

Ala

Ala

Gly

80

Ala

Glu

Glu

Gly

Glu
160

Pro

Lys

Thr

Gly

His
240
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15

ES 2463 828 T3

<223> construccion | con Met del extremo N y hexahistidina del extremo C

<400> 46

Met

Lys

Lys

Ala

Leu

65

Ala

Asn

val

val

Leu
145

Leu

Gly

<210> 47
<211>183

<212> PRT

Ala

Arg

Leu

Pro

50

Arg

Gly

Phe

vVal

Pro
130

Ala

Arg

His

Asp

Asn

Asp

35

Glu

Ile

Val

Arg

Pro

115

Lys

val

Glu

His

<213> Secuencia artificial

<220>

Lys

Leu

Glu

Asp

Ile

Trp

Phe

100

Glu

val

Leu

His

His
180

Tyr

Ala

val

Lys

Ala

Thr

85

Leu

Lys

Thr

val

Gly
165

Hisg

Lys

Asp

Tyr

Tyr

Gly

79

Phe

Thr

Tyz

Pha

Lys

150

Ser

His

Thr

Ala

Asn

Glu

55

Thr

Asp

Glu

Thr

Thr
135

TYyr

Asp

Hig

Phe

val

Ala

Ala

Pro

Ser

Lys

Ile

120

vVal

Glu

Glu

Glu

Ser

Ala

Phe

Glu

Glu

Gly

105

Gly

Glu

Gly

Trp

Ala

Lys

Tyr

Val

Val

Glu

90

Met

Ala

Lys

Asp

val
170

Ala

Ala

Asn

Leu

His

75

Pro

Lys

Thr

Gly

Thr
155

Ala

Phe

Pro

Ala

His

60

Ala

Leu

Asn

Tyr

Ser
140

Mat

Met

<223> construccion J con Met del extremo N y hexahistidina del extremo C

78

Thr

Gln

Ala

Phe

Val

Gln

Val

Ala

125

Asn

Ala

Thr

val

Leu

Asp

Ser

Lys

Gly

Phe

110

Pro

Glu

Glu

Lys

Ser

val

His

Glu

Pro

Pro

95

Asp

Glu

Lys

val

Gly
175

Ser

Pro

Ala

Ala

Gly

80

Phe

Asp

Glu

Hisg

Glu
160

Glu
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<400> 47

<210> 48

Met
Asn
Val
val
Leu
65

Leu
Gly
Lys
Lys
Ala

145

Leun

<211>183

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> construccion K con Met del extremo N y hexahistidina del extremo C

<400> 48

Gly

Phe

val

Pro

50

Ala

Arg

Ala

Arg

Leu

120

Pro

Arg

val

Arg

Pro

Lys

Val

Glu

Asp

Asn

115

Asp

Glu

Ile

Trp

Phe

20

Glu

val

Leu

His

Lys

100

Leu

Glu

Asp

Ile

Thr

Lau

Lys

Thr

Val

Gly

Tyr

Ala

Vval

Lys

Ala
165

ES 2463 828 T3

Phe

Thr

Tyr

Phe

Lys

70

Ser

Lys

Asp

Tyr

Tyzx

150

Gly

Asp

Glu

Thr

Thr

55

Tyr

Asp

Thr

Ala

Asn

135

Glu

Thr

Ser

Lys

Ile

val

Glu

Glu

Phe

val

120

Ala

Ala

Pro

Glu

Gly

25

Gly

Glu

Gly

Trp

Glu

105

Ser

Ala

Phe

Glu

Glu

10

Met

Ala

Lys

BRsp

val

80

Ala

Lys

Tyr

val

Val
170

Pro

Lys

Thr

Gly

Thr

75

Ala

Ala

Ala

Asn

Leu

155

His

Leu

Asn

Tyr

Ser

60

Met

Mat

Phe

Pro

Ala

140

His

Ala

Ala His His His His His His
180

79

Gln

Val

Ala

45

Asn

Ala

Thx

Thr

Gln

125

Ala

Phe

Val

Gly

Phe

30

Pro

Glu

Glu

Lys

val

110

Leu

Asp

Ser

Lys

Pro

15

Asp

Glu

Lys

val

Gly

Ser

val

His

Glu

Pro
175

Phe

Asp

Glu

His

Glu

80

Glu

Ser

Pro

Ala

Ala

160

Gly
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<210> 49

Met

Asn

Val

Ala

Arg

65

Len

Pro

Vval

Leu

145

Leu

Gly

<211>183

<212> PRT

Gly

Phe

Val

Asp

50

Asn

Asp

Glu

Ile

Pro

130

Ala

Arg

His

val

Arg

Pro

Lys

Leu

Glu

Asp

Ile

115

Lys

val

Glu

His

<213> Secuencia artificial

<220>

Trp

Phe

20

Glu

Tyr

Ala

val

Lys

100

Ala

Val

Leu

His

His
180

Thr

Leu

Lys

Lys

Asp

Tyr

85

Tyr

Gly

Thr

val

Gly

165

His

ES 2463 828 T3

Phe

Thr

Tyr

Thr

Ala

70

Asn

Glu

Thr

Phe

Lys

150

Ser

His

Asp

Glu

Thxr

Phe

55

val

Ala

Ala

Pro

Thr

135

Tyrxr

Asp

His

Ser

Lys

Ile

40

Glu

Ser

Ala

Phe

Glu

120

Val

Glu

Glu

Glu

Gly

25

Gly

Ala

Lys

Tyr

Val

105

val

Glu

Gly

Trp

Glu

10

Met

Ala

Ala

Ala

Asn

90

Leu

His

Lys

Asp

Val
170

Pro

Lys

Thr

Phe

Pro

Ala

His

Ala

Gly

Thr

155

Ala

Leu

Asn

Tyxr

Thr

60

Gln

Ala

Phe

val

Ser

140

Met

Met

<223> construccion L con Met del extremo N y hexahistidina del extremo C

<400> 49

80

Gln

Val

Ala

45

val

Leu

Asp

Ser

Lys

125

Asn

Ala

Thr

Gly

Phe

30

Pro

Ser

Val

His

Glu

110

Pro

Glu

Glu

Lys

Pro

15

Asp

Glu

Ser

Pro

Ala

95

Ala

Gly

Lys

val

Gly
175

Phe

Asp

Glu

Lys

Lys

80

Ala

Leu

Ala

His

Glu

160

Glu
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<210> 50

Met

His

Glu

Glu

Ser

65

Pro

Ala

Ala

Gly

Phe

145

Asp

Glu

<211>710

<212> PRT

val

Leu

Leu

Gly

50

Lys

Lys

Ala

Leu

Ala

130

Asn

val

His

Pro

Ala

Arg

Ala

Arg

Leu

Pro

Arg

115

Gly

Phe

Val

His

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> construccion M con Met del extremo N y hexahistidina del extremo C

<400> 50

Lys

Val

20

Glu

Asp

Asn

Asp

Glu

100

Ile

val

Arg

Pro

His
180

val

Leu

His

Lys

Leu

Glu

85

Asp

Ile

Trp

Phe

Glu

165

His
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Thr

val

Gly

Tyr

Ala

70

val

Lys

Ala

Thr

Leu

150

Lys

His

Fhe

Lys

Ser

Lys

55

Asp

Tyr

Tyr

Gly

Phe

135

Thr

Tyr

His

Thr

Tyx

Asp

Thr

Ala

Asn

Glu

Thr

120

Asp

Glu

Thr

val

Glu

25

Glu

Phe

val

Ala

Ala

105

Pro

Ser

Lys

Ile

81

Glu

10

Gly

Trp

Glu

Ser

Ala

90

Phe

Glu

Glu

Gly

Gly
170

Lys

Asp

Val

Ala

Lys

15

Tyr

vVal

Val

Glu

Met

155

Ala

Gly

Thr

Ala

Ala

60

Ala

Asn

Leu

His

Pro

140

Lys

Thr

Ser

Met

Met

45

Phe

Pro

Ala

His

Ala

125

Leu

Asn

Tyr

Asn

Ala

30

Thr

Thr

Gln

Ala

Phe

110

Val

Gln

Val

Ala

Glu

15

Glu

Lys

val

Leu

Asp

95

Ser

Lys

Gly

Phe

Pro
175

Lys

val

Gly

Ser

val

80

His

Glu

Pro

Pro

Asp

160

Glu



Met Ala Asp

Lys Arg Asn

Lys Leu Asp
35

Ala Pro Glu

Leu Arg Ile
65

Ala Gly Val

Asn Phe Arg

Val Val Pro
115

Val Pro Lys
130

Leu Ala val
145

Leu Arg Glu

Gly Ser Gly

Pro Glu Ala
195

Aszsn Glu Glu
210

Pha Gly Ala
225

Pro Phe Thr

Lys

Leu

20

Glu

Asp

Ile

Trp

Phe

100

Glu

Val

Leu

His

Arg

180

Cys

Pro

Met

Val

Tyrxr

Ala

val

Lys

Ala

Thr

85

Leu

Lys

Thr

val

Gly

165

Gly

Ser

Ile

Ala

Arg-

245
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Lys

Asp

Tyr

Tyr

Gly

70

Phe

Thr

Tyr

Phe

Lys

150

Ser

Cys

Gly

Ala

Lys

230

Tyr

Thr

Ala

Asn

Glu

Thr

Rhsp

Glu

Thr

Thr

135

Tyr

Asp

Gly

Glu

Pro

215

Lys

Thr

Phe

Val

Ala

40

Ala

Pro

Ser

Llys

Ile

120

Val

Glu

Glu

Ser

Pro

200

Tyr

Gly

Thr

Glua

Ser

25

Ala

Phe

Glu

Glu

Gly

105

Gly

Glu

Gly

Txp

Cys

185

Val

His

Asp

Glu

82

Ala

10

Lys

Tyr

Vval

Val

Glu

20

Met

Ala

Lys

Asp

val

170

Phe

Val

Phe

Glu

Gly
250

Ala

Ala

Asn

Leu

His

75

Pro

Lys

Thr

Gly

Thr

155

Ala

Glu

Val

Asp

Gln

235

Gly

Phe

Pro

Ala

His

Ala

Leu

Asn

Tyzr

Ser

140

Met

Met

Ile

His

Leu

220

Lys

Thr

Thr Val Ser Ser

Gln

Ala

45

Phe

val

Gln

Val

Ala

125

Asn

Ala

Thr

Lys

Ile

205

Ser

Lau

Lys

Leu

30

Asp

Sar

Lys

Gly

Phe

110

Pro

Glu

Glu

Lys

Cys

190

Thr

Gly

Arg

Thr

15

val

His

Glu

Pro

Pro

95

Asp

Glu

Lys

val

Gly

175

Thr

Asp

His

Thr

Glu
255

Pro

Ala

Ala

Gly

Phe

Asp

Glu

His

Glu

160

Glu

Lys

Asp

Ala

Gly

240

Ala



Glu

Lys

Pro

Leu

305

Pro

Thr

Ala

385

Lys

Arg

Val

Lys

Ala

465

Gly

Lys

Asp

Gly

Lys

290

Asp

Glu

Ile

Leu

Pro

370

Thr

Ala

Thr

Ala

Lys

450

Ala

Ala

Val

Val Ile
260

Ala Ala
275

Gly Ala

Ala Ala

Ala Lys

Ile Ala

340

Gly Tyr
355

Ala Thr

Thr Glu

Ala Leu

Phe Val

420

Thr Ala

435

Ala Ile

Ala Ala

Ala Thr

Ile Pro
500

Pro

Ser

Ala

Tyr

Tyr

325

Gly

Gly

Pro

Glu

Ala

405

Ala

Pro

Thr

Thr

Ala

485

Ala

ES 2463 828 T3

clu

Asn

Glu

Lys

310

Asp

Thr

Pro

Ala

Gln

390

Ala

Thr

Glu

Ala

Ala

470

Ala

Gly

Gly

Lys

Ser

295

Leu

Ala

Leu

Ala

Ala

375

Lys

Ala

Phe

Val

Met

455

Thr

Thr

Glu

Trp

Ala

280

Ser

Ala

Tyr

Glu

Thr

360

Pro

Leu

Ala

Ala

Lys

440

Ser

Ala

Gly

Leu

Lys

265

Phe

Ser

Tyr

Val

val

345

Pro

Ala

Ile

Gly

Vval

425

Tyr

Glu

Thr

Gly

Gln
505

83

Ala

Ala

Lys

Lys

Ala

330

His

Ala

Glu

Glu

val

410

Lys

Thr

Ala

Ala

Tyr

490

Val

Asp

Glu

Ala

Thr

315

Thr

Ala

Ala

Ala

Lys

3395

Gln

Gln

Val

Gln

Ala

475

Lys

Ile

Thr

Gly

Ala

300

Ala

Leu

Val

Pro

Ala

380

Ile

Pro

Ala

Phe

Lys

460

val

val

Glu

Ser

Leu

285

Leu

Glu

Ser

Lys

Ala

365

Pro

Agn

aAla

Tyxr

Glu

445

Ala

Gly

Ala

Lys

Tyr

270

Ser

Thr

Gly

Glu

Pro

350

Ala

Ala

Ala

Asp

Ala

430

Thr

Ala

Ala

Glu

Val
510

Glu

Gly

Ser

Ala

Ala

335

Ala

Gly

Gly

Gly

Lys

415

Ala

Ala

Lys

Ala

Glu

495

Asp

Ser

Glu

Lys

Thr

320

Leu

Ala

Tyr

Lys

Phe

400

Tyr

Thr

Leu

Pro

Thr

480

Val

Ala
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<210> 51

Ala

Lys

Thr

545

Ile

Lys

Gly

Pro

Ser

625

Pro

Asn

Val

Lys

His
705

<211>710

<212> PRT

Phe

Phe

530

Gly

Pro

Trp

Pro

Pro

610

Ala

Glu

Tyr

Ala

Glu

690

His

Lys

515

Thr

Gly

Lys

Leu

Lys

595

Phe

Gly

Gly

Leu

Val

675

Ser

His

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> construccion N con Met del extremo N y hexahistidina del extremo C

<400> 51

val

Val

Ala

val

Asp

580

Asp

Ser

Glu

Thr

Ala

660

Asp

Trp

His

Ala

Phe

Tyr

Pro

565

Ala

Asn

Gly

Leu

Lys

€45

Leu

Ile

Gly

His
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Ala

Glu

Glu

550

Pro

Lys

Gly

Met

Glu

630

val

Leu

Lys

Ala

His
710

Thr

Ala

535

Ser

Gly

Ser

Gly

Thr

615

Leu

Thr

val

Glu

Tle
695

Ala

520

Ala

Tyr

Pro

Thr

Ala

600

Gly

Gln

Phe

Lys

Lys

680

Trp

Ala

Phe

Lys

Asn

Trp

585

Cys

Cys

Phe

His

Tyr

665

Gly

Arg

84

Asn

Asn

Phe

Ile

370

Tyr

Gly

Gly

Arg

val

650

Val

Lys

Ile

Ala

Asp

Ile

555

Thr

Gly

Tyxr

Asn

Arg

635

Glu

Asn

Asp

Asp

Ala

Ala

540

Pro

Ala

Lys

Lys

Thr

620

val

Lys

Gly

Lys

Thr
700

Pro

525

Ile

Ala

Thr

Pro

Asp

605

Pra

Lys

Gly

Asp

Trp

685

Pro

Ala

Lys

Leu

Tyr

Thr

5990

val

Ile

Cys

Ser

Gly

670

Ile

Asp

Asn

Ala

Glu

Gly

575

Gly

Asp

Phe

Lys

Asn

655

Asp

Glu

Lys

Asp

Ser

Ala

560

Asp

Ala

Lys

Lys

Tyr

640

Pro

Val

Leu

Leu



ES 2463 828 T3

Met Ala Asp Lys Tyr Lys Thr Phe Glu Ala Ala Phe Thr Val Ser Ser
1 5 10 15

Lys Arg Asn Leu Ala Asp Ala Val Ser Lys Ala Pro Gln Leu Val Pro
20 25 34

Lys Leu Asp Glu Val Tyr Asn Ala Ala Tyr Asn Ala.Ala Asp His Ala
35 40 45

Ala Pro Glu Asp Lys Tyr Glu Ala Phe Val Leu His Phe Ser Glu Ala
50 55 60

Leu Arg Ile Ile Ala Gly Thr Pro Glu Val Hisg Ala Val Lya Pro Gly
65 70 75 80

Ala Val Pro Lys Val Thr Phe Thr Val Glu Lys Gly Ser Asn Glu Lys
85 20 95

His Leu Ala Val Leu Val Lys Tyr Glu Gly Asp Thr Met Ala Glu Val
100 105 110

Glu Leu Phe Arg Phe Leu Thr Glu Lys Gly Met Lys Asn Val Phe Asp
115 120 125

Asp Val Val Pro Glu Lys Tyr Thr Ile Gly Ala Thr Tyr Ala Pro Glu
130 135 140

Glu Arg Glu His Gly Ser Asp Glu Trp Val Ala Met Thr Lys Gly Glu
145 150 155 160

Gly Gly Val Trp Thr Phe Asp Ser Glu Glu Pro Leu Gln Gly Pro Phe
165 170 175

Asn Gly Ala Ala Ser Asn Lys Ala Phe Ala Glu Gly Leu Ser Gly Glu
180 185 1%0

Pro Lys Gly Ala Ala Glu Ser Ser Ser Lys Ala Ala Leu Thr Ser Lys
195 200 205

Leu Asp Ala Ala Tyr Lys Leu Ala Tyr Lys Thr Ala Glu Gly Ala Thr
210 215 220

Pro Glu Ala Lys Tyr BAsp Ala Tyr Val Ala Thr Leu Ser Glu Ala Leu
225 230 235 240

Arg Ile Ile Ala Gly Thr Leu Glu Val His Ala Val Lys Pro Ala Ala
245 250 255

Asgp Leu Gly Tyr Gly Preo Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Ala Gly Tyr
260 265 270

85



Thr Pro Ala

Ala

Lys

305

val

Lys

Ala

Gly

385

Lys

Ala

Lys

Thr

Ser

4€5

Glu

Glu

Gly

Phe

Thr

290

Ala

Thr

Ala

Lys

Ala

370

Ala

Val

Phe

Phe

Gly

450

Gly

Ala

Glu

Ala

Thr

275

Thr

Ala

Pha

Thr

Ala

355

Ala

Ala

Ile

Lys

Thr

435

Gly

Cys

Pro

Met

515

val

Glu

Leu

Val

Ala

340

Ile

Ala

Thr

Pro

Val

420

val

Ala

Gly

Ser

Ile

S00

Ala

Arg

Pro

Glu

Ala

Ala

325

Pro

Thr

Thr

Ala

Ala

405

Ala

Phe

Tyr

Cys

Gly

485

Ala

Lys

Tyr
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Ala

Gln

Ala

310

Thr

Glu

Ala

Ala

Ala

390

Gly

Ala

Glu

Glu

Gly

470

Glu

Pro

Lys

Thr

Ala

Lys

295

Ala

Phe

val

Met

Thr

375

Thr

Glu

Thr

Ala

Ser

455

Ser

Pro

Tyr

Gly

Thr

Pro Ala
280

Leu Ile

Ala Gly

Ala Val

Lys Tyr
345

Ser Glu
360

Ala Thr

Gly Gly

Leu Gln

Ala Ala
425

Ala Phe
440

Tyr Lys

Cys Phe

Vval Vval

His Pha

508

Asp Glu
520

Glu Gly

86

Glu

Glu

Val

Lys

330

Thr

Ala

Ala

Tyr

val

410

Aan

Asn

Phe

Glu

Val

490

Asp

Gln

Gly

Ala

Lys

Gln

315

Gln

val

Gln

Ala

Lys

395

Ile

Ala

Asp

Ile

Ile

475

His

Rla

Ile

300

Pro

Ala

Phe

Lys

Val

380

val

Glu

Ala

Ala

Pro

460

Lys

Ile

Pre Ala
285

Asn Ala

Ala Asp

Tyr Ala

Glu Thr

350

Ala Ala
365

Gly Ala

Ala Glu

Lys Val

Pro Ala

4340

Ile Lys

445

Ala Leu

Cys Thr

Thr Asp

Leu Ser Gly His

Lys

Thr

510

Gly

Gly

Lys

Ala

338

Ala

Lys

Ala

Glu

Rsp

415

Asn

Ala

Glu

Lys

Asp

495

Ala

Leu Arg Thr Gly

Lys

525

Thr Glu

Ala

Lys

Phe

TYr

320

Thr

Leu

Pro

Thr

val

400

Ala

Asp

Serxr

Ala

Pro

430

Asn

Phe

Pro

Glu
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<210> 52

Asp

545

Ile

Lys

Gly

Pro

Ser

625

Pro

Asn

Val

Lys

Hisg
705

<211> 534

<212> PRT

530

Val

Froc

Trp

Pro

Pro

610

Ala

Glu

Tyr

Ala

Glu

690

His

Ile

Lys

Len

Lys

295

Phe

Gly

Gly

Leu

Val

675

Ser

His

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> construccion O con Met del extremo N y hexahistidina del extremo C

<400> 52

Pro

val

Asp

580

Asp

Ser

Glu

Thr

Ala

660

Asp

Trp

His

Glu

Pro

565

Ala

Asn

Gly

Leu

Lys

€45

Leu

Ile

Gly

His
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Gly

550

Pro

Lys

Gly

Met

Glu

630

val

Leu

Lys

Ala

His
710

538

Trp

Gly

Ser

Gly

Thr

615

Leu

Thr

val

Glu

Ile
695

Lys

Pro

Thr

Ala

600

Gly

Gln

Phe

Lys

Lys

680

Trp

Ala

Asn

Trp

585

Cys

Cys

Phe

His

Tyr

665

Gly

Arg

87

Asp

Ile

870

Tyr

Gly

Gly

Arg

Val

650

val

Lys

Ile

Thr

555

Thr

Gly

Tyr

Asn

Arg

635

Glu

Asn

Asp

Asp

540

Ser

Ala

Lys

Lys

Thr

620

val

Lys

Gly

Lys

Thr
700

Tyr

Thr

Pro

Asp

605

Pro

Lys

Gly

Asp

Trp

685

Pro

Glu

Tyr

Thr

530

val

Ile

Cys

Ser

Gly

670

Ile

Asp

Ser Lys
560

Gly Asp
575

Gly Ala

Asp Lys

Phe Lys

Lys Tyr

640

Asn Pro

655

Asp Val

Glu Leu

Lys Leu
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Met Gly Ala Ala Ser Asn Lys Ala Phe Ala Glu Gly Leu Ser Gly Glu
1 8 10 15

Pro Lys Gly Ala Ala Glu Ser Ser Ser Lys Ala Ala Leu Thr Ser Lys
20 25 30

Leu Asp Ala Ala Tyr Lys Leu Ala Tyr Lys Thr Ala Glu Gly Ala Thr
35 40 45

Pro Glu Ala Lys Tyr Asp Ala Tyr Val Ala Thi Leu Ser Glu Ala Leu
50 55 60

Arg Ile Ile Ala Gly Thr Leu Glu Val His Ala Val Lys Pro Ala Ala
65 70 75 80

Asp Leu Gly Tyr Gly Pro Ala Thr Pro Ala Ala Fro Ala Ala Gly Tyr
85 80 95

Thr Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Glu Ala Ala Pro Ala Gly Lys
100 105 1190

Ala Thr Thr Glu Glu Gln Lys Leu Ile Glu Lys Ile Asn Ala Gly Phe
115 120 125

Lys Ala Ala Leu Ala Ala Ala Ala Gly Val Gln Pro Ala Asp Lys Tyr
130 135 140

Arg Thr Phe val Ala Thr Phe Ser Gly Arg Gly Cys Gly Ser Cys Phe
145 159 155 160

Glu Tle Lys Cys Thr Lys Pro Glu Ala Cys Ser Gly Glu Pro val val
165 170 175

Val His Ile Thr Asp Asp Asn Glu Glu Pro Ile Ala Pro Tyr His Phe
180 185 120

Asp Leu Ser Gly His Ala Phe Gly Ala Met Ala Lys Lys'Gly Asp Glu
195 200 205

Gln Lys Leu Arg Thr Gly Pro Fhe Thr Val Arg Tyr Thr Thr Glu Gly
2140 215 220

Gly Thr Lys Thr Glu Ala Glu Asp Val Ile Pro Glu Gly Trp Lys Ala
225 230 235 240

Asp Thr Ser Tyr Glu Ser Lys Ala Glu Glu Vval Lys Val Ile Pro Ala
245 250 255

Gly Glu Leu Gln Val Ile Glu Lys Val Asp Ala Ala Phe Lys Val Ala
264 265 270

Ala Thr Ala Ala Asn Ala Ala Pro Ala Ala Val Lys Gln Ala Tyr Ala
275 280 - 285

Ala Thr Val Ala Thr Ala Pro Glu Val Lys Tyr Thr Val Phe Glu Thr

88



Ala

308

Lys

Ala

Lys

Thr

Ser

385

Pro

Asn

Ile

Tyr

Gly

465

Gly

val

Lys

Hig

<210> 53
<211> 534

<212> PRT

290

Leu

Pro

Thr

Phe

Gly

370

Ala

Glu

Tyr

Thr

Gly

450

Tyr

Asn

Ala

Glu

His
530

Lys

Ala

Gly

Thr

355

Gly

Gly

Gly

Leu

Ala

435

Lys

Lys

Thr

Val

Ser

515

His

<213> Secuencia artificial

<220>

Lys

Ala

Ala

340

Vval

Ala

Glu

Thr

Ala

420

Thr

Pro

Asp

Pro

Asp

500

Trp

His

Ala

Ala

325

Ala

Phe

Tyr

Leu

Lys

408

Leu

Tyr

Thr

Vval

Ile

485

Ile

Gly

His

ES 2463 828 T3

295

Ile Thr
310

Ala Thr

Thr Ala

Glu Ala

Glu Ser

375

Glu Leu

390

Val Thr

Leu Val

Gly Asp

Gly Ala

455

Asp Lys

470

Phe Lys

Lys Glu

Ala Ile

His

Ala

Ala

Ala

Ala

36Q

Tyr

Gln

Phe

Ile

Lys

440

Gly

Pro

Lys

Lys

Trp
520

Met

Thr

Thr

345

Phe

Lys

Phe

His

Pro
425

Trp

Pro

Pro

Tyr

Gly

505

Arg

89

Ser

Ala

330

Gly

Asn

Phe

Arg

val

410

Lys

Leu

Lys

Phe

Vval

490

Lys

Ile

Glu

315

Thr

Gly

Asp

Ile

Arg

395

Glu

Val

Asp

Asp

Ser

475

Asn

Asp

Asp

300

Ala

Ala

Tyx

Ala

Pro

380

Val

Lys

Pro

Ala

Asn

469

Gly

Gly

Lys

Thr

Gln

Ala

Lys

Ile

365

Ala

Lys

Gly

Pro

Lys

445

Gly

Met

Asp

Trp

Pro
525

Lys

Val

val

350

Lys

Leu

Cys

Ser

Gly

430

Ser

Gly

Thr

Gly

Ile

510

Asp

Ala

Gly

335

Asn

Ala

Glu

Lys

Asn

415

Pro

Thr

Ala

Gly

Asp

495

Glu

Lys

Ala

329

Ala

Asp

Sar

Ala

Tyr

400

Pro

Asn

Trp

Cys

Cys

480

val

Leu

Leu
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<223> construccion P con Met del extremo N y hexahistidina del extremo C

<400> 53

Met

Pro

Leu

Pro

Thr

Ala

Lys

Arg

145

Glu

val

Asp

Gln

Gly

Gly

Lys

Asp

Glu

Ile

Leu

Pro

Thr

Ala

130

Thr

Ile

His

Leu

Lys

210

Thr

Ala

Gly

Ala

35

Ala

Ile

Gly

Ala

Thr

115

Ala

Phe

Lys

Ile

Ser

1585

Leu

Lys

Ala

Ala

20

Ala

Lys

Ala

Tyr

Thr

100

Glu

Leu

Val

Cys

Thr

180

Gly

Arg

Thr

Ser

Ala

Tyxr

Tyr

Gly

Gly

Pro

Glu

Ala

Ala

Thr

165

Asp

His

Thr

Glu

Asn

Glu

Lys

Asp

Thr

70

Pro

Ala

Gln

Ala

Thr

150

Lys

Asp

Ala

Gly

Ala

Lys

Ser

Leu

aAla

55

Leu

Ala

Ala

Lys

Ala

138

Phe

Pro

Asn

Phe

Pro

215

Glu

Ala

Ser

Ala

49

Tyr

Glu

Thr

Pro

Leu

120

Ala

Ser

Glu

Glu

Gly

200

Phe

Asp

Phe

Ser

25

Tyr

val

Vval

Pro

Ala

105

Ile

Gly

Gly

Ala

Glu

185

Ala

Thr

Val

90

Ala

Lys

Lys

Ala

His

Ala

90

Glu

Glu

Val

Arg

Cys

1790

Pro

Met

val

Ile

Glu
Ala
Thr
Thr
Ala
75

Ala
Ala
Lys
Gln
Gly
155
Ser
Ile
Ala

Arg

Pro

Gly

Ala

Ala

Leu

60

val

Pro

Ala

Ile

Pro

140

Cys

Gly

Ala

Lys

Tyr

220

Glu

Leu

Leu

Glu

45

Ser

Lys

Ala

Pro

Asn

125

Ala

Gly

Glu

Pro

Lys

205

Thr

Gly

Ser

Thr

30

Gly

Glu

Pro

Ala

Ala

110

Ala

Asp

Ser

Pro

Tyr

190

Gly

Thr

Trp

Gly
Ser
Ala
Ala
Ala
Gly
95

Gly
Gly
Lys
Cys
Val
175
His
Asp

Glu

Lys

Glu

Lys

Thr

Leu

Ala

80

Tyr

Lys

Phe

Tyr

Phe

160

Val

Phe

Glu

Gly

Ala
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225 230 235 240

Asp Thr Ser Tyr Glu Ser Lys Ala Glu Glu Val Lys Val Ile Pro Ala
245 250 : 255

Gly Glu Leu Gln Val Ile Glu Lys Val Asp Ala Ala Phe Lys Val Ala
260 265 270

Ala Thr Ala Ala Asn Ala Ala Pre Ala Ala Val Lys Gln Ala Tyr Ala
275 280 285

Ala Thr Val Ala Thr Ala Pro Glu Val Lys Tyr Thr Val Phe Glu Thr
290 295 300

Ala Leu Lys Lys Ala Ile Thr Ala Mat Ser Glu Ala Gln Lys Ala Ala
305 310 315 3z0

Lys Pro Ala Ala Ala Ala Thr Ala Thr Ala Thr Ala Ala Val Gly Ala
325" 330 335

Ala Thr Gly Ala Ala Thxr Ala Ala Thr Gly Gly Tyr lys Val Asn Asp
340 345 350

Lys Phe Thr Val Phe Glu Ala Ala Phe Aan Agp Ala Ile Lys Ala Ser
355 380 365

Thr Gly Gly Ala Tyr Glu Ser Tyr Lys Phe Ile Pro Ala Leu Glu Ala
370 375 380

Ile Prc Lys Val Pro Pro Gly Pro Asn Ile Thr Ala Thr Tyr Gly Asp
385 390 395 400

Lys Trp Leu Asp Ala Lys Ser Thr Trp Tyr Gly Lys Pro Thr Gly Ala
405 410 415

Ser Ala Gly Glu Leu Glu Leu Gln Phe Arg Arg Val Lys Cys Lys Tyr
420 425 430

Pro Glu Gly Thr Lys Val Thr Phe His Val Glu Lys Gly Ser Asn Pro
435 440 445

Asn Tyr Leu Ala Leu Leu Val Lys Tyr Val Asn Gly Asp Gly Asp Val
450 455 4640

Val Ala Val Asp Ile Lys Glu Lys Gly Lys Asp Lys Trp Ile Glu Leu
465 470 475 480

Lys Glu Ser Trp Gly Ala Ile Trp Arg Ile Asp Thr Pro Asp Lys Leu
485 490 495

Gly Pro Lys Asp Asn Gly Gly Ala Cys Gly Tyr Lys Asp Val Asp Lys
500 505 510

Pro Pro Phe Ser Gly Met Thr Gly Cys Gly Asn Thr Pro Ile Phe Lys
515 520 525

Higs His His His His His
530

91
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<210> 54
<211>183

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2463 828 T3

<223> construccion Q con Met del extremo N y hexahistidina del extremo C

<400> 54

Met

Val

Asp

Asp

Thr

65

Ala

Asn

Glu

Thr

Phe

145

Lys

Phe

Val

Glu

Ser

Phe

val

Ala

Ala

Pro

130

Thr

Tyr

Arg

Pro

Trp

35

Glu

Glu

Ser

Ala

Phe

115

Glu

val

Glu

Phe

Glu

20

Val

Glu

Ala

Lys

Tyr

100

val

Val

Glu

Gly

Leu

Lys

Ala

Pro

Ala

Ala

Agn

Leu

His

Lys

Asp

Thr

Tyr

Met

Leu

Phe

70

Pro

Ala

His

Ala

Gly

150

Thr

165

Glu

Thr

Thr

Gln

Thr

Gln

Ala

Phe

Vval

135

Ser

Met

Lys

Ile

Lys

40

Gly

val

Leu

Asp

Ser

120

Lys

Asn

Ala

Ser His His His His His His
180

<210> 55

Gly

Gly

25

Gly

Preo

Ser

Val

His

105

Glu

Pro

Glu

Glu

92

Met

Ala

Glu

Phe

Ser

Pro

Ala

Ala

Gly

Lys

Val

Lys

Thr

Gly

Asn

Lys

75

Lys

Ala

Leu

Ala

His

155

Glu

170

Asn

Tyr

Gly

Ala

Arg

Leu

Pro

Arg

val

140

Leu

Leu

Val

Ala

val

45

Asp

Asn

Asp

Glu

Ile

125

Pro

Ala

Arg

Phe

Pro
30

Trp

Lys

Leu

Glu

Asp

110

Ile

Lys

Val

Glu

Asp

15

Glu

Thr

Tyr

Ala

Val

95

Lys

Ala

val

Leu

His

Asp

Glu

Phe

Lys

Asp

80

Tyr

Tyr

Gly

Thr

Val

180

Gly

175
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<211> 64
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fragmento P1a

<400> 55

Ile Pro Lys Val Pro Pro Gly Pro
1 5

Lys Trp Leu Asgsp Ala Lys Ser Thr
20

Gly Pro Lys Asp Asn Gly Gly Ala
35 40

Pro Pro Phe Ser Gly Met Thr Gly
50 55

<210> 56
<211> 61

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fragmento P1b

<400> 56

1

Asn

25

Cys

Cys

Ile Thr Ala Thr Tyr Gly Asp
10 15

Tyr Gly Lys Pro Thr Gly Ala
30

Gly Tyr Lys Asp Val Asp Lys
45

Gly Asn Thr Pro Ile Phe Lys
60

Ser Gly Arg Gly Cys Gly Ser Cys Phe Glu Ile Lys Cys Thr Lys Pro
5

10 15

Glu Ala Cys Ser Gly Glu Pro Val Val Val His Ile Thr Asp Asp Asn

20

25

30

Glu Glu Pro Ile Ala Pro Tyr His Phe Asp Leu Ser Gly His Ala Phe

35 40

45

Gly Ala Met Ala Lys Lys Gly Asp Glu Gln lLys Leu Arg

50 55

93

60
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<210> 57
<211> 80
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fragmento P1c

<400> 57

Ser Ala Gly Glu Leu Glu Leu Gln Phe Arg Arg Val Lys Cys Lys Tyr
1 5 10 15

Pro Glu Gly Thr Lys Val Thr Phe His Val Glu Lys Gly Ser Asn Pro
20 25 30

Asn Tyr Leu Ala Leu Leu Val Lys Tyr Val Asn Gly Asp Gly Asp Val
35 40 45

Val Ala Val Asp Ile Lys Glu Lys Gly Lys Asp Lys Trp Ile Glu Leu
50 55 60

Lys Glu Ser Trp Gly Ala Ile Trp Arg Ile Asp Thr Pro Asp Lys Leu
65 70 75 80

<210> 58
<211>35
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fragmento P1d

<400> 58

Thr Gly Pre Phe Thr Val Arg Tyr Thr Thr Glu Gly Gly Thr Lys Thr
1 5 10 15

Glu Ala Glu Asp Val Ile Pro Glu Gly Trp Lys Ala Asp Thr Ser Tyr
20 25 30

Glu Ser Lys
35

94
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<210> 59
<211>32
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fragmento P1a1

<400> 59

ES 2463 828 T3

Ile Pro Lys Val Pro Pre Gly Pro Asn Ile Thr Ala Thr Tyr Gly Asp

1

10

15

Lys Trp Leu Asp Ala Lys Ser Thr Txp Tyr Gly Lys Pro Thr Gly Ala

<210> 60
<211>32
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fragmento P1a2

<400> 60

1

25

30

Gly Pro Lys Asp Asn Gly Gly Ala Cys Gly Tyr Lys Asp Val Asp Lys
5 10 ’

15

Pro Pro Phe Ser Gly Met Thr Gly Cys Gly Asn Thr Pro Ile Phe Lys

<210> 61
<211>39
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fragmento P1c1

25

95

30
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<400> 61

<210> 62
<211> 41

ES 2463 828 T3

Ser Ala Gly Glu Leu Glu Leu Gln Phe Arg Arg Val Lys Cys Lys Tyr
1 5 10 15

Pro Glu Gly Thr Lys Val Thr Phe His Val Glu Lys Gly Ser Asn Pro
20 25 30

Asn Tyr Leu Ala Leu Leu val
35

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fragmento P1c2
<400> 62
Lys Tyr Val Asn Gly Asp Gly Asp Val val Ala Val Asp Ile Lys Glu
1 5 10 1s
Lys Gly Lys Asp Lys Trp Ile Glu Leu Lys Glu Ser Trp Gly Ala Ile
20 25 30
Trp Arg Ile Asp Thr Pro Asp Lyg Leu
35 40
<210> 63
<211> 49
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fragmento P2A

<400> 63

96
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Val Pro Lys Val Thr Phe Thr Val Glu Lys Gly Ser Asn Glu Lys His
1 5 10 15

Leu Ala Val Leu Val Lys Tyr Glu Gly Asp Thr Met Ala Glu Val Glu
20 25 30

Leu Arg Glu His Gly Ser Asp Glu Trp Val Ala Met Thr Lys Gly Glu
35 40 45

Gly
<210> 64
<211>47

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fragmento P2B

<400> 64

Gly Val Trp Thr Phe Asp Ser Glu Glu Pro Leu Gln Gly Pro Phe Asn
1 5 10 15

Phe Arg Phe Leu Thr Glu Lys Gly Met Lys Asn Val Phe Asp Asp Val
20 25 30

vVal Pro Glu Lys Tyr Thr Ile Gly Ala Thr Tyr Ala Pro Glu Glu
35 40 45

<210> 65
<211>33

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fragmento P2a

<400> 65
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Val Pro Lys Val Thr Phe Thr Val Glu Lys Gly Ser Asn Glu Lys His
1 ] 10 15

Leu Ala Val Leu Val Lys Tyr Glu Gly Asp Thr Met Ala Glu Val Glu
20 25 30

Len

<210> 66
<211>32
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fragmento P2b

<400> 66
Arg Glu His Gly Ser Asp Glu Trp Val Ala Met Thr Lys Gly Glu Gly
1 5 10 15
Gly Val Txp Thxr Phe Asp Ser Glu Glu Pro Leu Gln Gly Pro Phe Asn

20 25 30

<210> 67

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fragmento P2c

<400> 67

Phe Arg Phe Leu Thr Glu Lys Gly Met Lys Asn Val Phe Asp Asp Val
1 5 10 15

Val Pro Glu Lys Tyr Thr Ile Gly Ala Thr Tyr Ala Pro Glu Glu
20 25 30

<210> 68

98
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ES 2463 828 T3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fragmento P2a1
<400> 68
Val Pro Lys Val Thr Phe Thr Val Glu Lys Gly Ser Asn Glu Lys His
1 5 10 15
Leu Ala Val Leu Val Lys Tyr Glu Gly Asp Thr Met Ala Glu Val Glu
20 25 30
Leu Arg Glu His Gly Ser
35
<210> 69
<211>27
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fragmento P2b2
<400> 69
Asp Glu Trp Val Ala Met Thr Lys Gly Glu Gly Gly Vval Trp Thr Phe
1 3 10 15
Asp Ser Glu Glu Pro Leu Gln Gly Pro Phe Asn
20 25
<210> 70
<211>72
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

99
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<223> fragmento P5a

<400> 70

<210> 71
<211>78

Ala Asp

Tyr Thr

Lys Ala

Phe Lys

50

Tyr Arg
€5

<212> PRT

Leu Gly Tyr Gly Pro

Pro Ala Thr Pro Ala
20

Thr Thr Glu Glu Gln
35

Ala Ala Leu Ala Ala

Thr Phe Val Ala Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fragmento P5b

<400> 71

¢ly Ala

Lys Gly

Asp Ala

Glu Ala

Ile
65

Ala Ser Asn Lys Ala

Ala Ala Glu Ser Ser
20

Ala Tyr Lys Leu Ala
35

Lys Tyr Asp Ala Tyr

50

Ile Ala Gly Thr Leu
70

Ala

Ala

Lys

40

Ala

Phe

Phe

Ser

Tyr
40

Val

55

Glu

Thr

Pro

25

Leu

Ala

Ala

Lys

25

Lys

Ala

Val

100

Pro Ala Ala Pro Ala Ala Gly
10 15

Ala Glu Ala Ala Pro Ala Gly
30

Ile Glu Lys Ile Asn Ala Gly
45

Gly Val Gln Pro Ala Asp Lys
60

Glu Gly Leu Ser Gly Glu Pro
10 15

Ala Ala Leu Thr Ser Lys Leu
30

Thr Ala Glu Gly Ala Thr Pro
45

Thr Leu Ser Glu Ala Leu Arg

60

His Ala Val Lys Pro Ala
75
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<210> 72
<211> 68
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fragmento P5c
<400> 72
Ala Glu Glu Val Lys Val Ile Pre Ala Gly Glu Leu Gln Val Ile Glu
1 5 10 15
Lys Val Asp Ala Ala Phe Lys Val Ala Alz Thr Ala Ala Asn aAla Ala
20 25 30
Pro Ala Asn Asp Lys Phe Thr Val Phe Glu Ala Ala Phe Asn Asp Ala
35 40 45
Ile Lys Ala Ser Thr Gly Gly Ala Tyr Glu Ser Tyr Lys Phe Ile Pro
1] 55 60
Ala Leu Glu Ala
65
<210> 73
<211>69
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fragmento P5d

<400> 73

101
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20

Ala

Lys

Ser

Ala

Gly
65

<210> 74
<211> 34

<212> PRT

val

Tyr

Glu

Thr

50

Gly

ES 2463 828 T3

Lys Gln Ala Tyr Ala Ala Thr Vval Ala Thr
5 10

Thr Val Phe Glu Thr Ala Leu Lys Lys Ala
20 25

Ala Gln Lys Ala Ala Lys Pro Ala Ala Ala
35 40

Ala Ala Val Gly Ala Ala Thr Gly Ala Ala
55 60

Tyr Lys Val

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fragmento P5c1
<400> 74
Ala Glu Glu Val Lys Val Ile Pro Ala Gly Glu Leu Gln Val Ile Glu
1 5 10 15
Lys Val Asp Ala Ala Phe Lys Val Ala Ala Thr Ala Ala Asn Ala Ala
20 25 30
Pro Ala
<210>75
<211> 34
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fragmento P5c2

<400> 75

102

Ala Pro Glu Val
15

Ile Thr Ala Met
30

Ala Thr Ala Thr
45

Thr Ala Ala Thr
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Asn Asp Lys Phe Thr Val Phe Glu Ala Ala Phe Asn Asp Ala Ile Lys

1

5

10

15

Ala Ser Thr Gly Gly Ala Tyr Glu Ser Tyr Lys Phe Ile Pro Ala Leu

20

Glu Ala

<210> 76

<211> 80

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fragmento P6b

<400> 76

Ala Asp Lys Tyr

Arg Asn Leu Ala
20

Leu Asp Glu Val

35

Pro Glu Asp Lys
50

Arg Ile Ile Ala
65

Lys

Asp

Tyr

Tyr

Gly

Thr

Ala

Asn

25

Phe Glu Ala

Val Ser Lys
25

Ala Ala Tyr

40

Glu Ala Phe Val

Thr
70

55

Pro Glu Val

103

Ala Phe Thr
10

Ala Pro Gln

Asn Ala Ala

Leu His Phe
60

His Ala Val
75

30

Val Ser Ser Lys
15

Leu Val Pro Lys
30

Asp His Ala Ala

45

Ser Glu Ala Leu

Lys Pro Gly Ala
80
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido hipoalergénico que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en
SEC ID N°: 22, 23, 24, 25, 36 y 37.

2. El polipéptido hipoalergénico de la reivindicacion 1, que consiste en una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en SEC ID N°: 39, 40, 41, 42, 53 y 54.

3. Una composicion farmacéutica que comprende el polipéptido de la reivindicacion 1 6 2 y un diluyente o excipiente
farmacéuticamente aceptable.

4. El uso del polipéptido de la reivindicacién 1 6 2 para la fabricacion de un medicamento para la prevencion y/o
tratamiento de alergia.

5. El uso de la reivindicacion 4, en el que dicha alergia es alergia al polen de gramineas.

6. Un acido nucleico que codifica el polipéptido de la reivindicacion 1 6 2.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3

Elipticidad molecular
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Figura 4
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Figura 5

ES 2463 828 T3
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Figura 5 (continuacion)
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Figura 5 (continuacion)
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Figura 5 (continuacién)
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Figura 6
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Figura7
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Figura 8

D.O. (ELISA)

ES 2463 828 T3

Valoracion de antisueros anti-B, -C, -P y -HPG de conejo (especificos para Phl p 1)
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