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DESCRIPCION
Proteina de fusion anticancerigena

La invencion se refiere al campo de las proteinas de fusidn terapéuticas, en particular a proteinas de fusién recombi-
nantes. Mas particularmente, la invencion se refiere a proteinas de fusion que contienen el fragmento de una se-
cuencia de la proteina soluble humana TRAIL, en combinacion con la secuencia de un péptido proapoptoético corto, y
a composiciones farmacéuticas que las contienen que tienen uso en terapia, en particular como agentes antican-
cerigenos.

La apoptosis (muerte celular programada) es un proceso que tiene un papel importante en la prevencion del cancer
y en el tratamiento del cancer mediante el uso de agentes que inducen la apoptosis de células cancerigenas anor-
males.

La sefalizacion de la apoptosis se puede iniciar desde fuera de una célula (ruta extrinseca o ruta de receptores de
muerte) o desde el interior de una célula (ruta intrinseca o mitocondrial).

La activacion de las rutas extrinsecas de la apoptosis en células cancerigenas humanas requiere la union de un li-
gando a los receptores de muerte celulares para activar los receptores. Después de la unién de un ligando, los re-
ceptores activados inducen sefales de apoptosis.

La iniciacion de la apoptosis intrinseca dentro de una célula a través de la ruta mitocondrial puede comenzar en dife-
rentes niveles de la cascada apoptotica, para causar finalmente la induccién o el restablecimiento de funciones de
proteinas proapoptogénicas (citocromo ¢, SmacDiablo, AlF, p53, proteinas de la familia Bcl2 que incluyen la familia
del dominio BH3), la degradacion de acidos nucleicos o la activacion de caspasas.

La proteina TRAIL que pertenece a la familia de las citocinas (ligando inductor de la apoptosis relacionado con el
factor de necrosis tumoral, del inglés “Tumor necrosis factor-Related Apoptosis Inducing Ligand”), también conocida
como Apo2L (ligando de Apo2), es un potente activador de la apoptosis en células tumorales y en células infectadas
por virus. TRAIL es un ligando de origen natural en el organismo. La proteina TRAIL, su secuencia de aminoacidos,
las secuencias que codifican el ADN y los sistemas de expresion de proteinas se describieron por primera vez en el
documento EP0835305A1.

La proteina TRAIL ejerce su actividad anticancerigena uniéndose a los receptores de superficie proapoptoticos 1y 2
de TRAIL (TRAIL-R1/R2) y activando posteriormente estos receptores. Estos receptores, también conocidos como
DR4 y DR5 (receptor de muerte 4 y receptor de muerte 5), pertenecen a la familia de receptores de TNF y se hiper-
expresan en diferentes tipos de células cancerigenas. La activacion de los receptores puede inducir la ruta de sefia-
lizacion externa de la apoptosis, independiente del gen supresor p53 que, con la caspasa-8 activada, conduce a la
activacion de las caspasas efectoras y de ese modo se produce la degradacion de los acidos nucleicos. La caspasa-
8 liberada después de la activacion con TRAIL, también puede causar la liberacion de la proteina Bid y activar de es-
te modo de forma indirecta la ruta mitocondrial, en donde la proteina Bid se trasloca a la mitocondria, y alli estimula
la liberacioén de citocromo ¢, amplificando asi indirectamente la sefial apoptética de los receptores de muerte.

TRAIL actua selectivamente sobre las células tumorales, esencialmente sin inducir la apoptosis en las células sanas,
que son resistentes a esta proteina. Por lo tanto, el enorme potencial de TRAIL ha sido reconocido como agente an-
ticancerigeno que actia sobre una amplia gama de diferentes tipos de células tumorales, incluyendo neoplasias
hematoldgicas y tumores solidos, y al mismo tiempo sin influir en las células normales y ejerciendo efectos secunda-
rios que son potencialmente relativamente irrelevantes.

La proteina TRAIL es una proteina de membrana de tipo Il que tiene una longitud de 281 aminoacidos y su region
extracelular, que comprende los residuos de aminoacidos 114-281 después de la escisidon con proteasas, forma la
molécula sTRAIL soluble de 20 kDa de tamafio que también es biolégicamente activa. Ambas formas TRAIL y
sTRAIL son capaces de desencadenar la apoptosis a través de la interaccion con receptores de TRAIL presentes en
las células diana. Se ha demostrado una actividad antitumoral fuerte y muy baja toxicidad sistémica de la parte solu-
ble de la molécula de TRAIL mediante pruebas con lineas celulares. Ademas, estudios clinicos en humanos con
TRAIL humana recombinante soluble (rhTRAIL) que tiene la secuencia de aminoacidos correspondiente a los ami-
noacidos 114-281 de hTRAIL, conocida con el INN dulanermina, mostraron su buena tolerancia y la ausencia de
toxicidad limitante de la dosis.

Estudios recientes muestran que la proteina TRAIL puede tener una forma mas corta que los aminoacidos 114-281,
y que también en esa forma es capaz de unirse a los receptores de membrana de la familia DR (receptores de muer-
te, DR1, DR2, DcR1, DcR2 y OPG) e inducir la ruta de la apoptosis a través de estos receptores (F., FANG, A,
WANG, S.,F., YANG, Antitumor activity of a novel recombinant mutant human tumor necrosis factor-related apopto-
sis-inducing ligand, Acta Pharmacologica Sinica 2005 Nov; 26 (11): 1373-1381).

Los efectos téxicos de la proteina TRAIL recombinante sobre células hepaticas descritos en la actualidad parece que
estan asociados con la presencia de una modificacién, es decir, marcadores de polihistidina, TRAIL sin marcar no
muestra toxicidad sistémica.
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Sin embargo, en el curso de una investigacion y el desarrollo posterior, parece que muchas células cancerigenas
también muestran resistencia primaria o adquirida a TRAIL (véase, por ejemplo el documento W0O2007/02221). Aun-
que el mecanismo de resistencia a TRAIL no se entiende completamente, se cree que se puede manifestar en dife-
rentes niveles de la ruta de la apoptosis inducida por TRAIL, que se extienden desde el nivel de receptores en la su-
perficie celular, a las caspasas efectoras dentro de la ruta de sefializacion. Esta resistencia limita la utilidad de TRAIL
como agente anticancerigeno.

Ademas, en ensayos clinicos con pacientes, se mostré que la eficacia real de TRAIL como monoterapia era baja.
Para superar esta eficacia baja y la resistencia de tumores a TRAIL, se han disefiado diversas terapias combinadas
con agentes radioterapéuticos y quimioterapéuticos, lo que dio como resultado un efecto apoptético sinérgico. (Do-
cumento W02009/002947; A. Almasan y A. Ashkenazi, Cytokine Growth Factor Reviews 14 (2003) 337-348; RK Sri-
vastava, Neoplasis, vol. 3, n° 6, 2001, 535-546, Soria JC et al., J. Clin. Oncology, vol. 28, n°® 9 (2010), pags. 1527-
1533). El uso de rhTRAIL para el tratamiento del cancer en combinacion con agentes quimioterapéuticos convencio-
nales, seleccionados (paclitaxel, carboplatino) y anticuerpos monoclonales anti-VEGF, se describe en el documento
W02009/140469. Sin embargo, una combinacién de este tipo implica necesariamente insuficiencias bien conocidas
en la quimioterapia o radioterapia convencional.

Una proteina de fusion artificial que contiene secuencias de una vasostatina inhibidora de la angiogénesis y TRAIL
unida con un enlazador con sitio de escisidon para la metaloproteasa, ha sido descrita por tener un efecto inductor de
la apoptosis en células tumorales, por A.l. Guo et al en Chinese Journal of Biochemistry and Molecular Biology 2008,
vol. 24(10), 925-930.

En la proteina de fusién artificial que contiene las secuencias tumstatina183-230 de una tumstatina inhibidora de la
angiogénesis y TRAIL114-281, se ha descrito que muestra una inducciéon de la apoptosis de células de cancer pan-
creatico, en N. Ren et al en Academic Journal of Second Military Medical University 2008, vol. 28(5), 676-478.

El documento US2005/244370 y el documento correspondiente W02004/035794 dan a conocer la estructura artifi-
cial de TRAIL95-281 como un dominio efector unido por un enlazador peptidico con la parte extracelular de otro
miembro de la familia TNF de ligandos CD40, como un dominio que se une a la superficie celular. Se indica que la
activacion de la estructura artificial es a través de la unién de su parte CD40.

El documento W0O2010/00551 D7 describe una proteina de fusién que comprende el dominio extracelular de TRAIL
y un polipéptido que se une a TWEAK, especificamente a Fn14 soluble, que es un receptor cognado de TWEAK. La
proteina de fusién tiene actividad destructora frente a células cancerigenas debido a la unién del dominio TRAIL a
sus receptores de muerte de la membrana. El dominio Fn14 de la proteina de fusién, debido a la actividad de unién
a TWEAK, bloquea el eje celular Fn14/TWEAK y produce efectos celulares de TWEAK, que incluyen sus efectos
protumorigenos y proapoptoticos, que dependen de la union de TWEAK al receptor Fn14 no soluble de la membra-
na.

Ademas, se ha mostrado que el problema relacionado con la terapia de TRAIL es su baja estabilidad y la rapida eli-
minacion desde el organismo después de la administracion.

Aunque muchas terapias clinicas contra el cancer estan disponibles actualmente, con frecuencia no son suficiente-
mente eficaces y tienen muchas desventajas bien conocidas, de las cuales una de las mas preocupantes y que limi-
tan mas el tratamiento es la falta de selectividad frente a las células cancerigenas, efectos secundarios graves y re-
sistencia - primaria o adquirida durante el tratamiento. Actualmente, se conoce un numero limitado de agentes anti-
cancerigenos que son a la vez eficaces y selectivos frente a las células cancerigenas. Por lo tanto, sigue existiendo
una necesidad urgente y no satisfecha de nuevos agentes anticancerigenos que permitan tanto ampliar la gama de
agentes disponibles, como encontrar agentes que sean mas eficaces (citotoxicos) y selectivos. También existe una
necesidad de nuevos agentes selectivos con una mayor estabilidad y farmacocinéticas mejoradas.

La presente invenciéon propone una solucién a este problema proporcionando nuevas proteinas de fusion que con-
tienen un dominio obtenido a partir de TRAIL y un dominio peptidico efector corto que no incluye fragmentos de
TRAIL que tengan actividad proapoptética intrinseca (intracelular) o extrinseca (extracelular), que potencia o com-
plementa la accién de TRAIL. Ademas, resulté que en muchos casos las proteinas de fusion de la invencion mues-
tran una actividad mas potente que TRAIL soluble y sus variantes, incluyendo un fragmento de la secuencia, y en
muchos casos también superan la resistencia a TRAIL. Por otra parte, la adicién de un péptido efector da como re-
sultado una semivida prolongada y una mayor tiempo de retencién de la proteina en el tumor y, por ultimo, aumenta
su eficacia.

Descripcion de las Figuras
La invencion se describira ahora en detalle haciendo referencia a las Figuras de los dibujos.

La Fig. 1 presenta una estructura esquematica de las proteinas de fusion de la invencién de acuerdo con el Ej. 1, E;j.
2,Ej. 3,Ej. 4yEj. 5.

La Fig. 2 presenta una estructura esquematica de las proteinas de fusion de la invencion de acuerdo con el Ej. 6, E;j.



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 531288 T3

7, Ej. 8, Ej. 9y Ej. 10.

La Fig. 3 presenta una estructura esquematica de las proteinas de fusién de la invencion de acuerdo con el Ej. 11,
Ej. 12, Ej. 13, Ej. 14y Ej. 15.

La Fig. 4 presenta una estructura esquematica de las proteinas de fusién de la invencion de acuerdo con el Ej. 16,
Ej. 17, Ej. 18, Ej. 19y Ej. 20.

La Fig. 5 presenta una estructura esquematica de las proteinas de fusion de la invencion de acuerdo con el Ej.21, E;j.
22y Ej. 23, asi como de las proteinas de fusién comparativas del Ej. 24, Ej. 25y Ej. 26.

La Fig. 6 presenta una estructura esquematica de las proteinas de fusién de la invencion de acuerdo con el Ej. 27,
Ej. 28, Ej. 29, Ej. 30 y Ej. 31.

La Fig. 7 presenta una estructura esquematica de las proteinas de fusién de la invencion de acuerdo con el Ej. 32,
Ej. 33, Ej. 34, Ej. 35y E;j. 36.

La Fig. 8 presenta una estructura esquematica de las proteinas de fusién de la invencion de acuerdo con el Ej. 37,
Ej. 38, Ej. 39, Ej. 40 y Ej. 41.

La Fig. 9 presenta una estructura esquematica de las proteinas de fusién de la invencion de acuerdo con el Ej. 42,
Ej. 43, Ej. 44, Ej. 45y E;j. 46.

La Fig. 10 presenta una estructura esquematica de proteinas de fusidn de la invencion de acuerdo el Ej. 47, Ej. 48,
Ej. 49, Ej. 50 y Ej. 51.

La Fig. 11 presenta una estructura esquematica de proteinas de fusion de la invencién de acuerdo el Ej. 52, Ej. 53,
Ej. 54 y Ej. 55.

La Fig. 12 presenta los cambios en el volumen del tumor con el tiempo, en ratones SCID/NOD con cancer de colon
causado por Colo205, tratados con proteinas de fusién de la invencién, en comparaciéon con hTRAIL114-281.

La Fig. 13 presenta los valores de la inhibicién del crecimiento tumoral en ratones con cancer de colon causado por
Colo205, tratados con proteinas de fusién de la invencién el dia 29 del experimento, en comparacion con
hTRAIL114-281.

La Fig. 14 presenta los cambios en el volumen del tumor con el tiempo, en ratones Crl:SHO-PrkdcscidHrhr con
cancer de pulmoén humano causado por NCI-H460, tratados con proteinas de fusién de la invencién, en comparacion
con hTRAIL114-281.

La Fig. 15 presenta la inhibicion del crecimiento tumoral en ratones con cancer de pulmén humano causado por NCI-
H460, tratados con proteinas de fusién de la invencién el dia 29 del experimento, en comparacién con hTRAIL114-
281.

La Fig. 16 presenta los cambios en el volumen del tumor con el tiempo, en ratones Crl:SHO-PrkdcscidHrhr con
cancer de pulmén humano de células pequefias causado por A549, tratados con proteinas de fusién de la invencién,
en comparacion con hTRAIL114-281.

La Fig. 17 presenta la inhibicion del crecimiento tumoral en ratones con cancer de pulmén humano de células pe-
quenas causado por A549, tratados con proteinas de fusidon de la invencién el dia 34 del experimento, en compara-
cion con hTRAIL114-281

La Fig. 18 presenta los cambios en el volumen tumoral con el tiempo, en ratones Crl:SHO-PrkdcscidHrhr con carci-
noma pancreatico humano, causado por la linea celular de tipo epitelial PANC-1, tratados con proteinas de fusion de
la invencién, en comparacion con hTRAIL114-281.

La Fig. 19 presenta la inhibicion del crecimiento tumoral en ratones con carcinoma pancreatico humano, causado por
la linea celular de tipo epitelial PANC-1, tratados con proteinas de fusién de la invencion el dia 43 del experimento,
en comparacion con hTRAIL114-281.

La Fig. 20 muestra los espectros de dicroismo circular de las proteinas de fusion del Ej. 1, Ej. 2, Ej. 14, Ej. 24, Ej. 51
y Ej. 42 y para rhTRAIL114-281 expresados en elipticidad especifica.

Descripcion detallada de la invencién
La invencion se refiere a una proteina de fusion que comprende:

un dominio (a) que es el fragmento funcional de una secuencia de la proteina hTRAIL soluble, en donde dicho
fragmento es capaz de inducir una sefial apoptética y comienza con un aminoacido en una posiciéon no infe-
rior a hTRAIL95, o una secuencia que tiene al menos 70% de homologia con la misma, y
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un dominio (b) que es la secuencia de un péptido efector proapoptético, que efectiia su accion proapoptética
a través de la ruta intrinseca de la apoptosis, en donde la secuencia del dominio (b) esta fijada al extremo C-
terminal y/o N-terminal del dominio (a).

La expresion "el fragmento funcional de una secuencia de hTRAIL soluble" debe entenderse que indica cualquier
fragmento de este tipo de hTRAIL soluble que es capaz de inducir una sefal apoptotica.

También sera valorado por un experto en la materia que la existencia de una homologia del 70% de TRAIL, se co-
noce en la técnica.

La expresion "un péptido" de acuerdo con la invencién debe entenderse como una molécula construida a partir de
una pluralidad de aminoacidos, unidos entre si a través de un enlace peptidico. Por lo tanto, el término "péptido" de
acuerdo con la invencion, incluye oligopéptidos, polipéptidos y proteinas.

Se debe entender que el dominio (b) del péptido efector en la proteina de fusion de la invencion no es ni la proteina
hTRAIL ni una parte de la proteina hTRAIL.

En la presente invencién las secuencias de aminoacidos de los péptidos se presentaran en una manera convencio-
nal aceptada en la técnica, en la direccidon desde el extremo N-terminal (extremo N) del péptido hacia su extremo C-
terminal (extremo C). Cualquier secuencia tendra asi su extremo N-terminal en el lado izquierdo y su extremo C-
terminal en el lado derecho.

La proteina de fusion de la invencion puede comprender un Unico dominio (b) del péptido efector, que se fija al ex-
tremo C-terminal o N-terminal del dominio (a).

La proteina de fusion de la invencién también puede contener dos dominios (b) del péptido efector, en cuyo caso
uno de los dominios (b) esta fijado al extremo C-terminal de dominio (a) y el otro esta fijado al extremo N- terminal
del dominio (a).

Cuando la proteina de fusion de la invencién comprende dos dominios (b) del péptido efector, estos dominios pue-
den ser iguales o diferentes. En este caso, preferiblemente, los dominios (b) son diferentes.

En una realizacioén particular, el dominio (a) es un fragmento de la secuencia de hTRAIL, que comienza con un ami-
noacido desde el intervalo de hTRAIL114 a hTRAIL121, ambos incluidos, y termina en el aminoacido hTRAIL281, u
otros fragmentos funcionales de la secuencia de hTRAIL publicada en GenBank con el numero de orden P50591.

En particular, el dominio (a) se puede seleccionar entre el grupo que consiste en secuencias que se corresponden a
hTRAIL114-281 (SEQ. No. 27), hTRAIL119-281 (SEQ. No. 28) y hTRAIL121-281 (SEQ. No. 29), hTRAIL116-281 y
hTRAIL120-281.

En otra realizacion, el dominio (a) puede ser la secuencia hTRAIL95-281.

El péptido efector proapoptético del dominio (b), que ejerce su actividad apoptética a través de la ruta intrinseca de
la apoptosis (de forma intracelular), puede inducir apoptosis directamente mediante la activacion de componentes de
la cascada de sefializaciéon de la ruta mitocondrial de la apoptosis, 0 mediante induccion directa de la apoptosis mi-
tocondrial en las células .

En una realizacion de la proteina de fusiéon de la invencion, el péptido efector es un péptido que actlda a través de la
ruta intrinseca de la apoptosis, seleccionado a partir del grupo que consiste en SEQ. No. 30, SEQ. No. 31, SEQ. No.
32, SEQ. No. 33, SEQ. No. 34, SEQ. No. 35, SEQ. No. 36, SEQ. No. 37, SEQ. No. 38, SEQ. No. 39, SEQ. No. 40,
SEQ. No. 41, SEQ. No. 42, SEQ. No. 43, SEQ. No. 44, SEQ. No. 45, SEQ. No. 46 y SEQ. No. 47, o SEQ. No. 151,
SEQ. No. 152, SEQ. No. 153, SEQ. No. 154, SEQ. No. 155, SEQ. No. 156, SEQ. No. 157, SEQ. No. 158, SEQ. No.
159, SEQ. No. 160, SEQ. No. 161, SEQ. No. 162, SEQ. No. 163, SEQ. No. 164, SEQ. No. 165 y SEQ. No. 166.

El péptido efector de SEQ. No. 30 del grupo anterior, es el péptido obtenido a partir del dominio BH3 de la proteina
Bax que inhibe los factores antiapoptotéticos, y especificamente el péptido de 16 aminoacidos presentado por:

KKLSECLKRI GDELDS (SEQ. No. 30).

Se cree que los péptidos basados en secuencias de los dominios BH3 de la proteina Bax son capaces de unirse efi-
cazmente a las proteinas antiapoptéticas Bcl-2 y Bcl-XL. La actividad antiapoptética de la proteina Bcl-2 y Bcl-XL se
basa en su interaccion con dominios BH3 presentes en factores responsables de la iniciacion de la apoptosis (Bax,
Bak, Bad). La unién del dominio BH3 da como resultado evitar la interaccion de las proteinas Bcl-2 y Bcl-XL con sus
ligandos naturales y la inhibicion de su actividad, y contribuye de este modo al inicio del desarrollo de la apoptosis.

El péptido efector de SEQ. No. 31 del grupo anterior es el péptido de 15 aminoacidos que comprende el dominio
BH3 de la proteina Bid, presentado por:

RNIARHLAQV GDSMD (SEQ. No. 31).
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La proteina Bid pertenece a una familia de Bcl-2 y es responsable, entre otros, de la activacion del factor proapopté-
tico Bax. Se cree que el péptido de 16 aminoacidos que comprende el dominio BH3 de la proteina Bid incorporado
dentro la proteina de fusion de la invencion, inducira la apoptosis de forma eficaz.

El péptido efector de SEQ. No. 32 del grupo anterior es un homaologo del péptido de la ribonucleasa A (ARNasa A),
presentado por:

KETA AKFERQHMDS STSAASSSNY CNQMMKSRNL TKDRCKPVNT FVHESLADVQ
AVCSQKNVAC KNGQTNCYQS YSTMSITDCR ETGSSKYPNC AYKTTQANKH
IIVACEGNPY VPVHFDASV (SEQ. No. 32).

Las ribonucleasas son proteinas pequefas con propiedades antineoplasicas potenciales, que después de la unién a
membranas celulares cargadas negativamente, entran en la célula a través de endocitosis, y luego pasan al citosol,
en donde actdan como una enzima para provocar la degradacion de ARN. Partiendo de una concentraciéon de 10
nM, detienen el ciclo celular y causan apoptosis.

El péptido efector de SEQ. No. 33, del grupo descrito anteriormente es la molécula de citocromo C presentada por:

GDVEK GKKIFIMKCS QCHTVEKGGK HKTGPNLHGL FGRKTGQAPG YSYTAANKNK

GIWGEDTLM EYLENPKKYl PGTKMIFVG! KKKEERADLI AYLKKATNE (SEQ. No.
33).

La liberacion del citocromo C desde la mitocondria al citoplasma es una de las principales sefiales que inducen la
apoptosis a través de la ruta denominada mitocondrial. La proteina forma parte del complejo apoptosoma, que activa
la caspasa 9.

El péptido efector de SEQ. No. 34, del grupo descrito anteriormente es granzima B, presentado por:

IIGGHVAKPH SRPYMAYLLMI WDQKSLKRCG GFLIRDDFVL TAAHCWGSSINVTLGAHNIK
EQEPTQQFIP VKRAIPHPAY NPKNFSNDIM LLQLERKAKR

TRAVQPLRLP SNKAQVKPGQ TCSVAGWGQT APLGKHSHTL QEVKMTVQED
RKCESDLRHY YDSTIELCVG DPEIKKTSFK GDSGGPLVCN KVAQGIVSYG
RNNGMPPRAC TKVSSFVHWI KKTMKRY (SEQ. No. 34).

Las granzimas, también denominadas fragmentinas en la bibliografia, son proteasas de serina tipicas de la granula-
ridad celular de los linfocitos Tc y las células NK. En humanos, se han identificado actualmente 5 granzimas diferen-
tes: A, B, H, K (triptasa) y M (metioninasa). Unos estudios han confirmado que estas enzimas son los elementos de
la reaccion citotdxica ejercida por los linfocitos contra las células diana. Se ha mostrado que estas enzimas activan la
perforina - una proteina que genera poros en las membranas celulares y de ese modo es mediadora en la respuesta
citotoxica. Ademas, se cree que estas enzimas estan implicadas directamente en la induccién de la apoptosis en las
células diana. La granzima B activa procaspasas seleccionadas en sus formas activas (por ejemplo, la caspasa 3), y
también libera a través de la proteolisis, la forma activa de la proteina Bid (una proteina que pertenece a la familia de
proteinas Bcl-2), que inicia la ruta intracelular de la apoptosis mediante incorporacion en las membranas mitocon-
driales y generacion de poros en las membranas, seguida por la liberacion de factores inductores de la apoptosis (d-
tocromo C, caspasa 9, Apaf). Mediante la unidn a las histonas, la granzima B también puede participar en la relaja-
cion de la estructura de la cromatina, lo que provoca su relajacion y aumenta el acceso de las endonucleasas al
ADN.

El péptido efector de SEQ. No. 35 del grupo anterior es el fragmento de la proteina Nur77 presentado por:
FSRSLHSLL (SEQ. No. 35).

El receptor nuclear Nur77 es un inductor muy potente de la apoptosis. Uno de los mecanismos de su accion es la
capacidad para unirse a la proteina Bcl-2, un factor antiapoptético importante. Esta interaccion provoca cambios con-
formacionales en la estructura de Bcl2, que se convierte en un inductor de la apoptosis. El fragmento presentado
anteriormente es una region de 9 aminoacidos procedente de la secuencia de Nur77, identificado como responsable
de la union y la conversion de Bcl-2 y la induccion de la apoptosis en las células. (Kolluri et al, Cancer Cell 14: 285-
298, 2008).
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El péptido efector de SEQ. No. 36 del grupo anterior es un péptido de 15 aminoacidos que comprende el dominio
BH3 de la proteina Bak, presentado por

GQVGRQLAII GDDIN (SEQ. No. 36).

Se cree que este péptido corto incorporado en la proteina de fusion de la invencién inducira eficazmente la sefal
apoptotica.

El péptido efector de SEQ. No. 37 del grupo anterior es el dominio BH3 de la proteina PUMA/BBC3, presentado por
EEQWAREIGA QLRRMADDLN AQYE (SEQ. No. 37).

PUMA/BBC3 (modulador de la apoptosis hiperregulado con p53/componente 3 que se une a Bcl-2), es un miembro
de una familia de proteinas Bcl-2 (subfamilia solo BH3). Es un mediador de la apoptosis de la manera dependiente e
independiente sobre p53. Las interacciones directas de PUMA/BBC3 con todas las proteinas conocidas Bcl-2 prosu-
pervivencia, causan su inactivacion, disfuncién mitocondrial y, por lo tanto, la activacion de las caspasas y la muerte
celular. PUMA también afecta indirectamente al restablecimiento de la actividad proapoptética de moléculas tales
como Bak y Bax. El dominio BH3 es responsable de la union de PUMA con proteinas prosupervivencia.

El péptido efector de SEQ. No. 38 del grupo anterior es una proteina PUMA/BBC3, presentada por
ARAR QEGSSPEPVE GLARDGPRPF PLGRLVPSAV SCGLCEPGLA AAPAAPTLLP

AAYLCAPTAP PAVTAALGGS RWPGGPRSRP RGPRPDGPQP SLSLAEQHLE
SPVPSAPGAL AGGPTQAAPG VRGEEEQWAR EIGAQLRRMA DDINAQYERR
RQEEQQRHRP SPWRVLYNLI MGLLPLPRGH RAPEMEPN (SEQ. No. 38).

Se cree que tanto la proteina PUMA/BBC3 como su dominio BH3, cuando se incorporan en la proteina de fusion de
la invencion, induciran eficazmente las sefales de la apoptosis.

El péptido efector de SEQ. No. 39 del grupo anterior es un fragmento de 8 aminoacidos de la proteina SMAC/Diablo,
presentado por

AVPIAQKP (SEQ. No. 39).

SMAC/Diablo (segundo activador obtenido a partir de mitocondrias, de caspasa/proteina de union directa a IAP con
bajo pl) es un activador de las caspasas liberado desde las mitocondrias. Su motivo N-terminal se une competitiva-
mente a las proteinas IAP, evitando que sus dominios BIR 2 y BIR 3 se inactiven con caspasas. Se cree que este
péptido corto cuando se incorpora en la proteina de fusion de la invencion, inducira eficazmente la sefial apoptotica.

El péptido efector de SEQ. No. 40 del grupo anterior es el péptido buforina Ilb presentado por
RAGLQFPVGR LLRRLLRRLL (SEQ. No. 40).

Buforina IIb es un péptido obtenido a partir de la histona H2A, que es capaz de penetrar de forma independiente a
través de la membrana celular y tiene propiedades antibacterianas (Park et al, Biochem Biophys. Res. Commun.,
244: 253-257, 1998). Estudios sobre su utilidad como agente anticancerigeno mostraron que es capaz de unirse se-
lectivamente a numerosas células cancerigenas, penetrar en las células y acumularse en el nucleo, induciendo la
apoptosis a través de la ruta mitocondrial (Lee et al, Cancer Letters, 271: 47-55, 2008).

El péptido efector de SEQ. No. 41 del grupo anterior es el péptido onconasa presentado por

QDWLT FQKKHITNTR DVDCDNIMST NLFHCKDKNT FIYSRPEPVK AICKGIIASK

NVLTTSEFYL SDCNVTSRPC KYKLKKSTNK FCVTCENQAP VHFVGVGSC (SEQ. No.
41).

La onconasa o P-30 es la proteina obtenida originalmente a partir de lisados de ovocitos de la rana Rana pipiens. Es
una proteina de cadena sencilla con una masa de 12 kDa, homologa estructuralmente a la ARNasa A. Estudios so-
bre esta proteina mostraron que tiene una actividad citotdxica notable contra las células tumorales (Y Wu, SM Mi-
kulski, W Ardelt, SM Rybak y RJ Youle, The Journal of Biological Chemistry 268, 10686-10693). La investigacion so-
bre el mecanismo de accion de la onconasa mostré que durante el proceso de internalizacion, entra en la célula en
donde lleva a cabo el proceso de degradacion del ARNr ribosémico 28S y 18S, lo que conduce a la inhibicidn de la
sintesis de proteinas y a la muerte celular.
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El péptido efector de SEQ. No. 42 del grupo anterior es el fragmento N-terminal de 20 aminoacidos de la proteina
p14ARF, que es el inhibidor de la proteina Mdm2 prosupervivencia, presentado por

VRRFLVTLRI RRACGPPRYV (SEQ. No. 42).

p14ARF es la proteina que regula la actividad de la proteina Mdm2, que se une al supresor tumoral p53 y es res-
ponsable de su degradacion y que por tanto hace posible la supervivencia de células transformadas. La proteina
p14ARF a través de la unién a Mdm2, impide su interaccion con p53. Se ha informado de que un péptido corto obte-
nido a partir de p14ARF es suficiente para bloquear la interaccion entre Mdm2 y p53 y evitar la degradacion de este
ultimo (Midgley et al, Oncogene 19: 2312-2323, 2000).

El péptido efector de SEQ. No. 43 del grupo anterior es el péptido de 11 aminoacidos que se une a Mdm2, presenta-
do por

PRFMDTWEGL N (SEQ. No. 43).

El péptido anterior muestra homologia de secuencia con la secuencia de p53 y una eficacia significativa para inhibir
las interacciones entre MDM2-p53 (Bottger et al, Oncogene 13:2141-2147, 1996), evitando de ese modo la degrada-
cion de p53.

El péptido efector de SEQ. No. 44 del grupo anterior es el fragmento de 17 aminoacidos del péptido lunasina, pre-
sentado por

CEKHIMEKIQ GRGDDDD (SEQ. No. 44).

La lunasina es un péptido de 43 aminoacidos obtenido a partir de la soja (Glycine max) con un potencial anticanceri-
geno comprobado. El mecanismo de accion general de esta molécula consiste en la inhibicion de la acetilacion de
histonas. Se conoce que las moléculas que poseen actividad desacetilasa actuan también como cosupresoras del
proceso de transcripcion (Leong et al, Cancer Lett, 18: 42-48, 2007).

El péptido efector de SEQ. No. 45 del grupo anterior es el dominio BH3 de la proteina Bik, presentado por
LALRLAC IGDEMDVS (SEQ. No. 45).

La proteina Bik interacciona con factores celulares y viricos que inician las sefales de supervivencia (por ejemplo,
Bcl-2), estimulando asi la apoptosis. Al igual que muchas otras proteinas proapoptoéticas, contiene un dominio BH3
necesario para la interaccion con Bcl-2. Un péptido obtenido a partir de esta proteina que comprende el dominio BH3
puede iniciar la apoptosis mediante la activacion de otras proteinas proapoptoticas o mediante la inhibicion de pro-
teinas antiapoptéticas (Del Gaizo Moore, V, et al, Blond, 111: 2300-2309, 2008).

El péptido efector de SEQ. No. 46 del grupo anterior es el péptido sintético - un inhibidor de proteasoma, presentado
por

AGAGGGAGG AGAGGGAGGA G (SEQ. No. 46).

Este péptido consiste en una serie de repeticiones de residuos Gly y Ala, y es un inhibidor del proteasoma capaz de
potenciar la apoptosis inducida por TRAIL, mediante la induccion de la hiperexpresion del receptor DR5 de TRAIL.

El péptido efector de SEQ. No. 47 del grupo anterior es el dominio del fragmento C-terminal del proteasoma S5a
presentado por

MTISQQEFG RTGLPDLSSM TEEEQIAYAM QMSLQGAEFG QAESADIDAS SAMDTSEPAK

EEDDYDVMQD PEFLQSVLEN LPGVDPNNEA IRNAMGSLAS QATKDGKKDK KEEDK
(SEQ. No. 47).

Este dominio procedente del fragmento de proteasoma S5a contiene motivos UIMS que participan directamente en
la unioén de la ubicuitina y por lo tanto tienen capacidad de inducir la apoptosis.

El péptido efector de SEQ. No. 151 del grupo anterior es el péptido obtenido a partir de azurina.

La azurina, una proteina redox que contiene cobre, liberada por la bacteria patégena Pseudomonas aeruginosa, es
muy citotoxica para muchas lineas celulares de cancer. Entra en el citosol y se desplaza hasta el nucleo. Su activi-
dad depende estrictamente de la presencia de la forma activa de p53 en las células cancerigenas. Se ha mostrado
que la azurina se une a p53 e incrementa el nivel de p53 y Bax después de la traduccion. Esta accion aparentemen-
te antagonista con respecto a la interaccion funcional entre Mdm2-p53, sugiere que la union de azurina a p53 podria
interferir con la asociacion entre Mdm2-p53 y por lo tanto evitar la degradacion de p53. Después de la union, se des-
encadena la liberacion de citocromo ¢ mitocondrial en el citosol. Este proceso activa la cascada de las caspasas (in-
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cluyendo la caspasa-9 y la caspasa-7), iniciando de este modo el proceso de la apoptosis (Punj V, et al Oncogene.
25 de marzo de 2004; 23(13):2367-78, Funari G et al. J Mol Recognit. 2010 Jul Ago; 23(4):343-51). Un analisis deta-
llado de la actividad de los péptidos obtenidos a partir de la secuencia de azurina mostré la region de 28 aminoaci-
dos, responsable de la penetracion eficaz en la célula y del desencadenamiento de la apoptosis (Yamada et al, Cell
Microbiol, 7:1418-1431, 2005).

El péptido efector de SEQ. No. 152 del grupo anterior es el péptido de azurina de longitud completa.

El péptido efector de SEQ. No. 153 del grupo anterior es el péptido disefiado a partir de la proteina aPP y el dominio
BH3 de la proteina Bax.

Se han descrito quimeras de la proteina aPP y la proteina Bak proapoptética redisefiada en el documento
EP1309680, como muy potentes y ligandos especificos para Bcl-2 y Bcl-X humana. (Véase también Chin JW,
Schepartz A. Design and evolution of a miniature Bcl-2 binding protein Angew Chem Int Ed Engl. 2001 Oct 15;
40(20):3806-3809).

El péptido efector de SEQ. No. 154 del grupo anterior es otro péptido disefiado a partir de la proteina aPP y el domi-
nio BH3 de la proteina Bax.

El péptido efector de SEQ. No. 155 del grupo descrito anteriormente es el péptido obtenido a partir de Reticulon
RTN1-C.

La proteina RTN1-C es una proteina de membrana localizada en el RE y que se expresa en el sistema nervioso, y
su funcion bioldgica no esta completamente aclarada. La region C-terminal de RTN1-C, correspondiente al fragmen-
to procedente de los residuos 186 a 208, es capaz de unirse a acidos nucleicos e interaccionar con enzimas desace-
tilasas de histonas (HDAC) disminuyendo su actividad.

El péptido efector de SEQ. No. 156 del grupo anterior es reticuléon 3 humano de longitud completa (isoforma a). Los
reticulones (RTNs) forman un grupo de proteinas integrales de membrana que no tienen homologia con ningun otro
dominio conocido relacionado con la apoptosis. La isoforma a del reticulén 3 se hiperexpresa en lineas celulares tu-
morales, volviéndolas sensibles a la apoptosis mediada por TRAIL.

El péptido efector de SEQ. No. 157 del grupo anterior es la caspasa-3 modificada, activa de forma constitutiva (de
cadena sencilla) (Srinivasula SM, Ahmad M, MacFarlane M, Luo Z, Huang Z, Fernandes-Alnemri T, Alnemri ES.
Generation of constitutively active recombinant caspases-3 and -6 by rearrangement of their subunits. J Biol Chem.
1998 Abr 24; 273(17):10107-11).

El péptido efector de SEQ. No. 158 del grupo anterior es el dominio SAC de la proteina Par-4 (proteina de respuesta
a la apoptosis de la préstata par-4).

Par-4 es una proteina supresora de tumores con funcién proapoptética. La accién proapoptética especifica del
cancer de Par-4 reside en su dominio SAC situado en el centro. La funcién de la molécula se logra por dos medios
distintos: la activacion de los componentes moleculares de la maquinaria de muerte celular (traslocacion de Fas y
FasL a la membrana plasmatica) y la inhibicion del factor de prosupervivencia (ruta de NF-kB). (Zhao Y, Rangnekar
VM. Apoptosis and tumor resistance conferred by Par-4. Cancer Biol Ther. 2008 Dic; 7(12):1867-74. Epub 2008 Dic
8. Revision).

El péptido efector de SEQ. No. 159 del grupo anterior es la proteina Noxa. Noxa codifica un miembro solo de homo-
logia con Bcl-2 3 (BH3) de la familia Bcl-2 de proteinas; este miembro contiene la region BH3 pero no otros dominios
BH. Noxa es un mediador de la apoptosis dependiente de p53 y se localiza de forma dependiente del motivo BH3 en
la mitocondria e interacciona con miembros de la familia Bcl-2 antiapoptéticos, dando como resultado la activacion
de la caspasa-9.

El péptido efector de SEQ. No. 160, del grupo descrito anteriormente, es el fragmento de proteina Noxa de 10 AA
(KLLNLISKLF), necesario para la ubicacion mitocondrial (dominio que se dirige a la mitocondria-MTD o péptido que
destruye células-CKP). Se ha descrito en el documento W02006/001582 y en Young-Woo Seo et al. en The Journal
of Biological Chemistry vol. 278, n° 48, edicion del 28 de noviembre, pags. 48292-48299, 2003.

El péptido efector de SEQ. No. 161 del grupo anterior es el péptido hibrido corto Antp-TPR descrito en el documento
W02010055929. Antp-TPR es un péptido hibrido disefiado por ingenieria genética que se dirige a Hsp90, que tiene
actividad citotdxica selectiva frente a células cancerigenas debido a la inhibicion de la interaccion de Hsp90 con el
dominio TPR2A de Hop.

El péptido efector de SEQ. No. 162, del grupo descrito anteriormente es el péptido inhibidor del dominio SH2 de la
proteina Stat3.

El dominio SH2 de las proteinas Stat es responsable de la serie de eventos que conducen a favorecer el crecimiento
y la diferenciacion celular a través de la sefializacion normal de Stat, como respuesta a factores de crecimiento y ci-
tocinas.
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El péptido efector de SEQ. No. 163 del grupo anterior es el péptido GQVGRQLAIIGDDINR obtenido a partir del do-
minio BH3 de la proteina Bak (familia Bcl-2) (Castelli M, Reiners JJ, Kessel D. A mechanism for the proapoptotic ac-
tivity of ursodeoxycholic acid: effects on Bcl-2 conformation. Cell Death Differ. 2004 Ago; 11(8):906-14). La proteina
Bak es un miembro proapoptético de la familia Bcl-2 que esta implicada en la iniciacion de la apoptosis.

El péptido efector de SEQ. No. 164 del grupo anterior es el péptido KNLWAAQRYGRELRRMSDEFEGSFKGL obte-
nido a partir del dominio BH3 de la proteina Bad (familia Bcl-2) (Wang JL, Zhang ZJ, Choksi S, Shan S, Lu Z, Croce
CM, Alnemri ES, Korngold R, Huang Z. Cell permeable Bcl-2 binding peptides: a chemical approach to apoptosis in-
duction in tumor cells. Cancer Res. 2000 Mar 15; 60(6):1498-502).

El péptido efector de SEQ. No. 165 del grupo anterior es el péptido ATAP procedente de la proteina Bfl1.

ATAP (péptido anfipatico que se ancla en la cola) (residuos 147-175 de Bfl1, una proteina bifuncional de la familia
Bcl2), se dirige especificamente a las mitocondrias e induce la apoptosis dependiente de caspasas que no requiere
Bax o Bak.

El péptido efector de SEQ. No. 166 del grupo anterior es otro péptido ATAP procedente de la proteina Bfl1. La pro-
teina ATAP se fusiona con el dominio MTS de HCCS1 (Ko JK, Choi KH, Pan Z, Lin P, Weisleder N, Kim CW, Ma J.
The tail-anchoring domain of Bfl1 and HCCS1 targets mitochondrial membrane permeability to induce apoptosis. J
Cell Sci. 2007 Ago 15; 120(Pt 16):2912-23. Epub 2007 Jul 31).

Como se ha descrito anteriormente en este documento, la primera variante del péptido efector proapoptético del do-
minio (b) puede ser un péptido que ejerce su actividad apoptotica a través de la ruta intrinseca de la apoptosis (intra-
celularmente), que induce apoptosis directamente mediante la activacion de los componentes de la cascada de se-
falizacion de la ruta mitocondrial de la apoptosis o por induccion directa de la apoptosis mitocondrial en las células.

En una realizacion de la primera variante, un grupo de péptidos efectores proapoptéticos del dominio (b) que ejerce
su actividad a través de la ruta intrinseca, pueden ser péptidos que inhiben y/o modulan los factores de prosupervi-
vencia o antiapoptéticos intracelulares, tales como las proteinas antiapoptéticas Bcl-2 y Bcl-XL, después de la unién
de los mismos.

Péptidos efectores a modo de ejemplo del grupo anterior, son péptidos representados por SEQ. No. 30, presente en
las proteinas de fusion del Ejemplo 1, SEQ. No. 37 presente en las proteinas de fusion de los Ejemplos 11 y 47,
SEQ. No. 45 incorporada en la proteina de fusion del Ejemplo 21, SEQ. No. 158 presente en las proteinas de fusion
de los Ejemplos 42 y 43, y SEQ. No. 159 incorporada en la proteina de fusion del Ejemplo 44.

En otra realizacion de esta primera variante, un grupo de péptidos efectores proapoptéticos del dominio (b) que ejer-
cen su actividad a través de la ruta intrinseca, pueden ser péptidos que ejercen directamente un efecto destructor
dentro de la célula para detener el ciclo celular.

Dicho efecto destructor directo dentro de la célula en una ruta intrinseca mitocondrial se puede iniciar con el péptido
efector en diferentes niveles de la cascada de caspasas, lo que conduce a la muerte celular.

Ejemplos de dicho efecto destructor directo del péptido efector en una ruta intrinseca mitocondrial son la degrada-
cion de acidos nucleicos, especialmente de ARN o ADN celular completo y la induccion de nucleasas de degrada-
cion. Tal efecto puede ser ejercido, por ejemplo, por ribonucleasas, tales como ribonucleasas de la superfamilia de la
ARNasa A pancreatica, que incluye ARNasa pancreatica humana, angiogenina humana (ribonucleasa 5, hAng), neu-
rotoxina derivada de eosindfilos humanos (EDN) y ribonucleasa bovina, asi como sus homélogos y variantes. Ejem-
plos de homologos de ARNasas son onconasa, ribonucleasas aisladas a partir de Rana catesbiana y Rana japonica.

Péptidos efectores a modo de ejemplo del grupo anterior que actian mediante la degradacion de acidos nucleicos
son péptidos representados por SEQ. No. 32, presente en las proteinas de fusién de los Ejemplos 3, 4 y 27, SEQ.
No. 41, presente en las proteinas de fusién de los Ejemplos 16, 17 y 46, y SEQ. No. 157, presente en la proteina de
fusion del Ejemplo 41.

Otro ejemplo de dicho efecto destructor directo del péptido efector en una ruta intrinseca mitocondrial es la activa-
cion de caspasas. Un efecto de este tipo puede ser ejercido, por ejemplo, por el citocromo ¢ (SEQ. No. 33), presente
en las proteinas de fusion de los Ejemplos 5 y 6, granzima B (SEQ. No. 34), presente en las proteinas de fusion de
los Ejemplos 7 y 8 o un péptido obtenido a partir de la proteina Smac/DIABLO (SEQ. No. 39), presente en las protei-
nas de fusion de los Ejemplos 14, 21, 33, 34 y 35.

Otro ejemplo de dicho efecto destructor directo del péptido efector en una ruta intrinseca mitocondrial es la inhibicion
del proteasoma, debido a la influencia de la estabilizacion de proteinas proapoptéticas sobre el restablecimiento de
las funciones de p53.

Péptidos efectores a modo de ejemplo del grupo anterior que actian mediante la inhibicion del proteasoma, son
péptidos representados por SEQ. No. 46 incorporada en la proteina de fusion del Ejemplo 22, y SEQ. No. 47 incor-
porada en la proteina de fusion del Ejemplo 23.
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Otro ejemplo de dicho efecto destructor directo del péptido efector en una ruta intrinseca mitocondrial es la modula-
cion de proteinas histonas debido a la mejora de la influencia de la expresion de proteinas proapoptoticas sobre el
restablecimiento de las funciones de p53.

Péptidos efectores a modo de ejemplo del grupo anterior que actian mediante la modulacién de proteinas histonas,
son buforina llb representada por SEQ. No. 40 incorporada en la proteina de fusion del Ejemplo 15 y lunasina repre-
sentada por SEQ. No. 44 incorporada en la proteina de fusion del Ejemplo 20.

Otro ejemplo de dicho efecto destructor directo del péptido efector en una ruta intrinseca mitocondrial es el restable-
cimiento de las funciones de p-53, como con la inhibicién de su degradacion. La prevencion de la degradacion de p-
53 se puede lograr mediante la inhibicién del regulador negativo de p-53, tal como doble minuto murino 2 (MDM2)
para interrumpir su regulacion negativa. Esto se puede conseguir a través de péptidos que se unen a MDM2, que
compiten con MDM2 para unirse a p-53, tales como azurina, una proteina redox que contiene cobre, un regulador
del ciclo celular p14ARF o SuperTIP (proteina de inserto de tiorredoxina, péptido que se une a mdm-2 dentro del bu-
cle del sitio activo de la proteina tiorredoxina bacteriana) o sus fragmentos.

Péptidos efectores a modo de ejemplo del grupo anterior que actian mediante el restablecimiento de funciones de p-
53 son péptidos representados por SEQ. No. 42 incorporada en la proteina de fusion del Ejemplo 18, SEQ. No. 43
incorporada en la proteina de fusién del Ejemplo 19, SEQ. No. 151 presente en las proteinas de fusion de los Ejem-
plos 29, 30 y 31, y SEQ. No. 152 incorporada en la proteina de fusién del Ejemplo 32.

Otro ejemplo de dicho efecto destructor directo del péptido efector en una ruta intrinseca mitocondrial es tener in-
fluencia, es decir, la activacién, la inhibicion o la modulacién de la familia de proteinas Bcl-2, tales como las protei-
nas Bax, Bak, Bok, Bid, Bim, Bad, Bmf, Hrk, Noxa, Puma, Bik, BNIP3 y Spike, mas particularmente de la familia de
proteinas solo BH3, incluyendo Bid, Bim, Bad, Bmf, Hrk, Noxa, Puma, Bik, BNIP3 y Spike. En particular, los fragmen-
tos de los dominios BH3 de los miembros de la familia Bcl-2, seran péptidos efectores ventajosos. Otro grupo de
péptidos efectores son fragmentos de la familia de receptores nucleares RXR (receptor retinoide X), tales como por
ejemplo, el receptor nuclear Nur77.

Péptidos efectores a modo de ejemplo del grupo anterior que actdan influyendo en las proteinas de la familia Bcl-2,
son péptidos representados por SEQ. No. 30 incorporada en la proteina de fusiéon del Ejemplo 1, SEQ. No. 31 pre-
sente en las proteinas de fusion de los Ejemplos 2, 4 y 8, SEQ. No. 32 incorporada en la proteina de fusion del
Ejemplo 3, SEQ. No. 35 incorporada en la proteina de fusion del Ejemplo 9, SEQ. No. 36 incorporada en la proteina
de fusién del Ejemplo 10, SEQ. No. 37 presente en las proteinas de fusion de los Ejemplos 11 y 47, SEQ. No. 38
presente en las proteinas de fusion de los Ejemplos 12 y 13, SEQ. No. 159 incorporada en la proteina de fusion del
Ejemplo 44, SEQ. No. 160 incorporada en la proteina de fusion del Ejemplo 45, SEQ. No. 163 incorporada en la pro-
teina de fusion del Ejemplo 51, SEQ. No. 164 presente en las proteinas de fusion de los Ejemplos 52 y 53, SEQ. No.
165 incorporada en la proteina de fusion del Ejemplo 54 y SEQ. No. 166 incorporada en la proteina de fusion del
Ejemplo 55.

Otro ejemplo de dicho efecto destructor directo del péptido efector en una ruta intrinseca mitocondrial es provocar la
sefal apoptética inducida por TRAIL, uniéndose a receptores de TRAIL, en particular mediante la activacion de cas-
pasas.

Otro ejemplo de dicho efecto destructor directo del péptido efector en una ruta intrinseca mitocondrial, es favorecer
la formacién del apoptosoma.

Péptidos efectores a modo de ejemplo del grupo anterior que actidan promoviendo la formacion del apoptosoma, son
péptidos representados por SEQ. No. 30 incorporada en la proteina de fusién del Ejemplo 1, SEQ. No. 31 incorpora-
da en la proteina de fusion del Ejemplo 2, SEQ. No. 33 presente en las proteinas de fusion de los Ejemplos 5 y 6,
SEQ. No. 35 incorporada en la proteina de fusion del Ejemplo 9, SEQ. No. 36 incorporada en la proteina de fusion
del Ejemplo 10, SEQ. No. 37 incorporada en la proteina de fusion del Ejemplo 47, SEQ. No. 39 presente en las pro-
teinas de fusion de los Ejemplos 33, 34 y 35, SEQ. No. 40 incorporada en la proteina de fusion del Ejemplo 14, SEQ.
No. 45 incorporada en la proteina de fusién del Ejemplo 21, SEQ. No. 153 presente en las proteinas de fusion de los
Ejemplos 36 y 37, SEQ. No. 154 incorporada en la proteina de fusion del Ejemplo 38, SEQ. No. 157 incorporada en
la proteina de fusion del Ejemplo 41, SEQ. No. 158 presente en las proteinas de fusion de los Ejemplos 42 y 43,
SEQ. No. 159 incorporada en la proteina de fusion del Ejemplo 44, SEQ. No. 160 incorporada en la proteina de fu-
sion del Ejemplo 45, SEQ. No. 163 incorporada en la proteina de fusion del Ejemplo 51 y SEQ. No. 164 presente en
las proteinas de fusion de los Ejemplos 52 y 53.

Otro ejemplo de dicho efecto destructor directo del péptido efector en una ruta intrinseca mitocondrial es favorecer la
permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa (MOMP), debido a ello, las proteinas liberadas por la mito-
condria pueden actuar sobre el nivel de activaciéon de las caspasas.

Péptidos efectores a modo de ejemplo del grupo anterior que actuan favoreciendo la permeabilizacion MOMP, son
péptidos representados por SEQ. No. 30 incorporada en la proteina de fusién del Ejemplo 1, SEQ. No. 31 presente
en las proteinas de fusion de los Ejemplos 2 y 48, SEQ. No. 33 presente en las proteinas de fusion de los Ejemplos
5y 6, SEQ. No. 39 presente en las proteinas de fusion de los Ejemplos 14, 33, 34 y 35, SEQ. No. 40 incorporada en
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la proteina de fusién del Ejemplo 15, SEQ. No. 41 incorporada en la proteina de fusion del Ejemplo 46 y SEQ. No.
45 incorporada en la proteina de fusion del Ejemplo 21.

Como se ha descrito anteriormente en este documento, la segunda variante del péptido efector proapoptético del
dominio (b) de la invencion es el grupo de péptidos efectores proapoptéticos que actia a través de la ruta extrinseca
(extracelularmente), los cuales requieren para su efecto la unién a receptores presentes en la superficie de la célula
cancerigena.

Los siguientes ligandos de TNF (TNF - factor de necrosis tumoral) o analogos de TNF en forma de péptidos que act-
Uan extracelularmente, se utilizaron como péptidos efectores comparativos:

. el decapéptido VANPQAEGQL (SEQ. No. 48);
. el hexapéptido LANGVE (SEQ. No. 49) o
. el septapéptido CPSEGLC (SEQ. No. 50).

El decapéptido representado por SEQ. No. 48 ha sido descrito como analogo/agonista de TNF en el documento JP
60226816.

El hexapéptido representada por SEQ. No. 49 se obtiene a partir de TNF y se ha descrito en el documento DE
3.841.768.

El septapéptido representado por SEQ. No. 50 es el péptido de 5 aminoacidos, que forma parte de la citocina TNF
obtenida a partir de la superficie de interaccion de esta citocina con sus receptores celulares: TNFR55 y TNFR75,
que esta flanqueada en el extremo C-terminal y N-terminal por dos residuos de cisteina. Los residuos de cisteina es-
tabilizan la ciclacion del péptido mediante la formacion de un puente de sulfuro entre los aminoacidos. El objetivo de
la ciclacion es la estabilizacion del péptido y mejorar su actividad.

Después de la union a los receptores de TRAIL presentes en la superficie de las células cancerigenas, la proteina
de fusion ejercera un efecto doble. El dominio (a), que es un fragmento funcional de TRAIL, ejercera su actividad
agonista conocida - es decir, la unién a receptores de muerte en la superficie celular y la activacion de la ruta extrin-
seca de la apoptosis. Después de la internalizacion mediante endocitosis de la proteina de fusién que comprende el
péptido proapoptotico que actua intracelularmente, el dominio (b) sera capaz de ejercer potencialmente su accién de
forma intracelular, paralela a la actividad del dominio TRAIL. De esta manera, la actividad anticancerigena de TRAIL
puede ser potenciada por la activacion de otros elementos y mecanismos de la apoptosis.

La proteina de fusidon comparativa que incorpora el péptido proapoptético que actia extracelularmente, debe iniciar
potencialmente de forma adicional la ruta de la apoptosis, mediante la unién a y la activacion de receptores proa-
poptéticos distintos de los receptores de TRAIL.

En una de las realizaciones de la invencion, los dominios (a) y (b) de la proteina de fusién se pueden unir directa-
mente entre si.

En ofra realizacion, el dominio (a) y el dominio (b) estan unidos por un dominio (c) que comprende la secuencia de
un sitio de escisién reconocido por proteasas presentes en el entorno de la célula, especialmente en el entorno de
las células tumorales.

Un sitio de escisién para proteasas se puede seleccionar a partir de:

- una secuencia reconocida por la metaloproteasa MMP, en secuencias particulares PLGLAG (SEQ. No. 51),
PLGIAGE (SEQ. No. 171) o PLGLAGQ (SEQ. No. 173),

- una secuencia reconocida por la urocinasa uPA, en particular la secuencia RWR (SEQ. No. 52), y

- una secuencia reconocida por furina, en particular, la secuencia RKKR (SEQ. No. 53), o la secuencia RKKRVKR
(SEQ. No. 172),

y sus combinaciones.

En particular, el sitio de escision para proteasas es una combinacion de la secuencia reconocida por la metalopro-
teasa MMP y una secuencia reconocida por la urocinasa uPA, situadas cerca una de la otra en cualquier orden.

En una realizacioén, el dominio (c) es una combinacion de MMP/uPA SEQ. No. 51/SEQ. No. 52, que es la secuencia
PLGLAGRVVR, o una combinaciéon de uPA/MMP SEQ. No. 52/SEQ. No. 51, que es la secuencia RVVRPLGLAG.

Las proteasas metaloproteasa MMP, urocinasa y/o furina se hiperexpresan en el entorno del tumor. La presencia de

la secuencia reconocida por la proteasa permite la escision del dominio (a) del dominio (b) después de la internaliza-
cion de la estructura artificial, es decir, la liberacién del dominio funcional (b) y, por lo tanto, su activacion.
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La presencia del sitio de escisidon para proteasas, que permite la liberacién rapida del péptido efector, aumenta las
posibilidades de transportar el péptido hasta el lugar de su accion, antes de que se produzca la degradacion aleato-
ria de la proteina de fusién mediante proteasas presentes en la célula.

Ademas, al dominio (b) del péptido efector de la proteina de fusién de la invencién, se puede fijar un dominio de
transporte (d), seleccionado a partir del grupo que consiste en:

(d1) una secuencia que se dirige al reticulo endoplasmatico,

(d2) una secuencia de poliarginina que transporta a través de la membrana celular, compuesta por 6, 7, 8 0 9
residuos de Arg,

(d3) un dominio de traslocacion de Pseudomonas aeruginosa (SEQ. No. 54),
(d4) un dominio de transporte a través de la membrana,
(d5) un dominio de localizacion nuclear y
(d6) un dominio que se dirige a la mitocondria,
y sus combinaciones.

La combinacion de los dominios (d1), (d2) y (d3) puede comprender, en particular, la combinacion (d1)/(d2), (d1)/(d3)
o (d1)/(d2)/(d3).

La combinacién de los dominios (d1), (d2), (d3), (d4) y (d5) puede comprender, en particular, también la combinacion
(d1)/(d2), (d1)/(d3), (d1)/(d4), (d1)/(d5) y (d1)/(d2)/(d3), (d3)/(d5), (d2)/(d5), (d1)/(d3)/(d5), (d2)/(d3)/(d6).

Ademas, la combinacion de los dominios (d1), (d2), (d3), (d4) y (d5) puede incluir dominios situados uno junto a otro
y conectados a un extremo del dominio (b) y/o dominios enlazados a diferentes extremos del dominio (b).

Se debe entender que en el caso en el que la proteina de fusidn tiene tanto el dominio de transporte (d) fijado al do-
minio (b), como el dominio (c) del sitio de escisién entre los dominios (a) y (b), entonces el dominio (c) esta situado
de tal manera que después de la escision de la estructura artificial, el dominio de transporte (d) permanece fijado al
dominio (b). En otras de palabras, si la proteina de fusiéon contiene tanto el dominio de transporte (d) como el domi-
nio del sitio de escision (c), entonces el dominio (d) se encuentra entre el dominio (b) y el dominio (c), o se encuentra
en el extremo del dominio (b) opuesto al lugar de fijacion del dominio (d). La invencién no comprende una variante
tal en la que el dominio (d) se encuentra entre el dominio (c) y un dominio (a), que es el caso cuando después de la
escision de la estructura artificial, el dominio de transporte permanece fijado al dominio TRAIL.

La secuencia de transporte puede estar fijada al extremo N-terminal o al extremo C-terminal del dominio (b). En al-
gunas realizaciones, la secuencia de transporte puede ser también la parte terminal de la estructura artificial comple-
ta, tal como la parte C-terminal o la parte N-terminal, dependiendo de la manera de fijacion de los dominios (a) y (b).

El dominio de traslocacion de Pseudomonas aeruginosa es capaz de traslocarse a través de la membrana lisosémi-
ca dentro del citoplasma y se puede utilizar para introducir el péptido efector en los compartimentos de células tumo-
rales. La secuencia del dominio de traslocacion de Pseudomonas aeruginosa es bien conocida y esta representada
por:

PEGGSLA ALTAHQACHL PLETFTRHRQ PRGWEQLEQC GYPVQRLVAL YLAARLSWNQ
VDQVIANALA SPGSGGDLGE AIRESPEQAR LALTLAAAES ERFVRQGTGN
DEAGAANGPA D (SEQ. No. 54)

La secuencia (d1) que se dirige al reticulo endoplasmatico puede ser cualquier secuencia sefial que se dirige al reti-
culo endoplasmico, conocida en la técnica, tal como por ejemplo, pero no limitada a, KDEL, HDEL, RDEL, DDEL,
ADEL, SDEL, KEDL. La secuencia (d1) se selecciona preferiblemente a partir de las secuencias KDEL (SEQ. No.
55) y KDEL (SEQ. No. 56).

Preferiblemente, la secuencia de direccionamiento (d1) se encuentra en el extremo C-terminal de la proteina de fu-
sion de la invencion y forma parte del extremo C-terminal de la misma.

El dominio de transporte a través de la membrana (d4) puede ser cualquier secuencia sefial que transporta a través
de la membrana plasmatica, conocida en la técnica, tal como por ejemplo y sin limitarse a, KPRRPY o K PRRPYR.

La secuencia de localizacion nuclear (d5) puede ser cualquier secuencia sefal que se dirige dentro del nucleo, co-
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nocida en la técnica, tal como por ejemplo y no limitada a, EEEAAGRKRKKRT (SEQ. No. 168), FFFAAGRKRKKRT,
NNNAAGRKRKKRT, YYYAAGRKRKKRT, AAKKK o0 GR KRKKRT.

El dominio de direccionamiento mitocondrial (d6) puede ser cualquier secuencia sefial que se dirige a la mitocondria,
conocida en la técnica, tal como por ejemplo y sin limitarse a, RVSFCRPGWSAMARSRLTATSVSQVQENGFVK
(SEQ. No. 166), un fragmento de MLATRVFSLVGKRAISTSVCVR de la subunidad IV de la citocromo oxidasa
humana (hCOXIVI), o el péptido lider de la transcarbamilasa de ornitina.

Aparte de los principales elementos funcionales de la proteina de fusion, los dominios de transporte y los dominios
de sitios de escision, las proteinas de fusién de la invencion pueden contener un dominio (e), es decir, un motivo de
policisteina que facilita la estabilizacién del trimero, como, por ejemplo, y no limitado a, la secuencia CAACAAAC
(SEQ No. 177) o CAAECAAAC (SEQ. No. 178).

Ademas, el dominio de policisteina (e) puede estar conectado con un extremo del dominio (b) y/o enlazado a diferen-
tes extremos del dominio (b).

Se debe entender que en el caso en el que la proteina de fusion tiene tanto el dominio de policisteina (e) fijado al
dominio (b) como el dominio (c) del sitio de escisién entre los dominios (a) y (b), entonces el dominio (c) esta situado
de tal manera que después de la escision de la estructura artificial, el dominio de policisteina (e) permanece fijado al
dominio (a). En otras de palabras, si la proteina de fusion contiene el dominio de policisteina (e) y el dominio del sitio
de escision (c), entonces el dominio (e) se encuentra entre el dominio (a) y el dominio (c), o se coloca en el extremo
del dominio (a), opuesto al lugar de fijaciéon del dominio (d). La invencidon no comprende una variante tal en la que el
dominio (e) se encuentra entre el dominio (c) y el dominio (b), que es el caso en el que después de la escision de la
estructura artificial, el dominio de policisteina permaneceria fijado al dominio del péptido efector.

Ademas de los principales elementos funcionales de la proteina de fusion, los dominios de transporte y el o los do-
minios del sitio de escision, las proteinas de fusion de la invencién pueden contener una secuencia/secuencias neu-
tras de un enlazador estérico flexible (espaciador) que comprende residuos de alanina, glicina, glutamina, cisteina,
histidina y serina. Tales enlazadores/espaciadores son bien conocidos y se han descrito en la bibliografia. Su incor-
poracion en la secuencia de la proteina de fusion es para proporcionar el plegamiento correcto de las proteinas pro-
ducidas por el proceso de su hiperexpresion en las células hospedadoras.

En particular, el enlazador estérico flexible se puede seleccionar entre el grupo que consiste en GGSG (SEQ. No.
57), GGGS (SEQ. No. 58), GGGGS (SEQ. No. 59), GGSGG (SEQ. No. 60), GGGSGG (SEQ. No. 61), GGGSGGG
(SEQ. No. 62), GGGSGGGS (SEQ. No. 63), GGGSGGGGS (SEQ. No. 64), ASGG (SEQ. No. 65), GGGSASGG
(SEQ. No. 66) SGCGS (SEQ. No. 169), GGGGSGGGG (SEQ. No. 180), GGSHG (SEQ. No. 182), SGGCGGS (SEQ.
No. 183) y AACAA (SEQ. No. 184).

En una de las realizaciones, entre el dominio (a) y el dominio (b) se encuentra adicionalmente

(f) un dominio de la secuencia adecuada para fijar una molécula de PEG (enlazador PEG) a la proteina de fu-
sién de la invencion.

Un enlazador de este tipo puede ser una secuencia conocida AlaSerGlyCysGlyProGlu (ASGCGPE con la nomencla-
tura de una sola letra), indicada en la Lista de Secuencias adjunta como SEQ. No. 170. El enlazador PEG también
se puede seleccionar entre AlaAlaCysAlaAla (AACAA), SerGlyGlyCysGlyGlySer (SGGCGGS) y (SGCGS), indicados
en la Lista de Secuencias adjunta, respectivamente, como SEQ. No. 178, SEQ. No. 177 y SEQ. No. 179.

En otra realizacion, los dominios (a) (b) (c) (d) (e) y (f) se pueden separar adicionalmente hasta por tres residuos de
aminoacidos, formados por residuos de aminoacidos, seleccionados en particular a partir del grupo que consiste en
glicina y glutamina.

Ademas, en algunas realizaciones, la proteina de fusion puede contener como una parte C-terminal de la estructura
artificial completa, un fragmento no funcional de hTRAIL, tal como la secuencia hTRAIL95-121, precedida por la se-
cuencia que permite su escision de la estructura artificial, de manera ventajosa el sitio de escision para proteasas,
preferiblemente la secuencia reconocida por trombina. La incorporacion de un pequefio fragmento no funcional de
hTRAIL de este tipo confiere mayor hidrofilidad a la estructura artificial completa, mejorando asi la solubilidad de la
proteina durante el proceso de expresion. Después de las etapas de purificacion, hTRAIL95-121 se escindira con
trombina. En tal caso, hTRAIL95-121 no estara presente en la proteina de fusién utilizada para la preparacién de la
composicion farmacéutica.

Se puede utilizar cualquier secuencia reconocida por la trombina, conocida en la técnica, en particular, LVPRGS de
secuencia (SEQ. No. 174).

Tal secuencia hTRAIL95-121 adicional es especialmente ventajosa en el caso de péptidos efectores lipdfilos, y
cuando el dominio (a) comienza con el aminoacido 114 y superiores en la secuencia completa de TRAIL.

Realizaciones particulares de la proteina de fusién de la invencién son proteinas de fusién que comprenden un
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péptido proapoptético que actia de forma intracelular, seleccionado entre el grupo que consiste en las proteinas re-
presentadas por:

SEQ. No. 1, SEQ. No. 2, SEQ. No. 3, SEQ. No. 4, SEQ. No. 5, SEQ. No. 6, SEQ. No. 7, SEQ. No. 8, SEQ.
No. 9, SEQ. No. 10, SEQ. No. 11, SEQ. No. 12, SEQ. No. 13, SEQ. No. 14, SEQ. No. 15, SEQ. No. 16, SEQ.
No. 17, SEQ. No. 18, SEQ. No. 19, SEQ. No. 20, SEQ. No. 21, SEQ. No. 22, SEQ. No. 23, SEQ. No. 93,
SEQ. No. 94, SEQ. No. 95, SEQ. No. 96, SEQ. No. 97, SEQ. No. 98, SEQ. No. 99, SEQ. No. 100, SEQ. No.
101, SEQ. No. 102, SEQ. No. 103, SEQ. No. 104, SEQ. No. 105, SEQ. No. 106, SEQ. No. 107, SEQ. No.
108, SEQ. No. 109, SEQ. No. 110, SEQ. No. 111, SEQ. No. 112, SEQ. No. 113, SEQ. No. 114, SEQ. No.
115, SEQ. No. 116, SEQ. No. 117, SEQ. No. 118, SEQ. No. 119, SEQ. No. 120 y SEQ. No. 121.

Otras realizaciones especificas de la proteina de fusién de la invencion son proteinas de fusiéon que comprenden un
péptido proapoptético que actua extracelularmente, seleccionado entre el grupo que consiste en proteinas represen-
tadas por SEQ. No. 24, SEQ. No. 25y SEQ. No. 26.

Una descripcion detallada de la estructura de proteinas de fusién representativas mencionadas anteriormente, se
muestra en las Figuras 1 a5y 9 a 13, y en los Ejemplos presentados en el presente documento a continuacion.

De acuerdo con la presente invencion, por proteina de fusién se entiende una sola molécula proteica que contiene
dos o mas proteinas o fragmentos de las mismas, unidos covalentemente a través de un enlace peptidico dentro de
sus respectivas cadenas peptidicas, sin enlazadores quimicos adicionales.

La proteina de fusion también se puede describir alternativamente como una estructura artificial proteica o una pro-
teina quimérica. Segun la presente invencion, las expresiones "estructura artificial" o "proteina quimérica", si se em-
plean, deben entenderse como una referencia a la proteina de fusion tal y como se ha definido anteriormente.

Para una persona experta en la técnica sera evidente que la proteina de fusién definida de este modo se puede sin-
tetizar por métodos conocidos de sintesis quimica de péptidos y proteinas.

La proteina de fusion se puede sintetizar por métodos de sintesis quimica de péptidos, especialmente utilizando las
técnicas de sintesis de péptidos en fase sdlida, utilizando resinas adecuadas como vehiculos. Tales métodos son
convencionales y conocidos en la técnica, y se describen, entre otros, en monografias, tales como, por ejemplo, Bo-
danszky y Bodanszky, The Practice of Peptide Synthesis, 1984, Springer-Verlag, Nueva York, Stewart et al., Solid
Phase Peptide Synthesis, 22 edicion, 1984, Pierce Chemical Company.

La proteina de fusion se puede sintetizar por los métodos de sintesis quimica de péptidos como una proteina conti-
nua. Alternativamente, los fragmentos individuales (dominios) de proteina se pueden sintetizar por separado y luego
combinarlos entre si en un péptido continuo, a través de un enlace peptidico, mediante condensacién del extremo
amino terminal de un fragmento peptidico procedente del extremo carboxilo del segundo péptido. Tales técnicas son
convencionales y bien conocidas.

Para la verificacion de la estructura del péptido resultante, se pueden utilizar métodos conocidos para el analisis de
la composiciéon de aminoacidos de los péptidos, tales como la técnica de espectrometria de masas de alta resolucion
para determinar el peso molecular del péptido. Para confirmar la secuencia peptidica, también se pueden utilizar se-
cuenciadores de proteinas que degradan secuencialmente el péptido e identifican la secuencia de aminoacidos.

Sin embargo, preferiblemente, la proteina de fusion de la invenciéon es una proteina recombinante, generada por
métodos de expresion génica de una secuencia de polinucledtidos que codifica la proteina de fusién en células hos-
pedadoras.

También se describe la secuencia de polinucleétidos, en particular la secuencia de ADN que codifica una proteina
de fusion tal como se ha definido anteriormente.

Preferiblemente, la secuencia de polinucledtidos, en particular ADN, de acuerdo con la invencién, que codifica la pro-
teina de fusién tal como se ha definido anteriormente, es una secuencia perfeccionada para la expresion en E. coli.

También se describe un vector de expresion que contiene la secuencia de polinucleétidos, en particular la secuencia
de ADN de la invencion, tal como se ha definido anteriormente.

También se describe una célula hospedadora que comprende un vector de expresién como se ha definido anterior-
mente.

Una célula hospedadora preferida para la expresion de proteinas de fusion de la invencién es una célula de E. coli.

Los métodos para generar proteinas recombinantes, que incluyen proteinas de fusion, son bien conocidos. Resu-
miendo, esta técnica consiste en la generacion de una molécula de polinucleétidos, por ejemplo, una molécula de
ADN que codifica la secuencia de aminoacidos de la proteina diana y que dirige la expresion de la proteina diana en
el hospedador. A continuacion, la proteina diana que codifica la molécula de polinucleétidos se incorpora en un vec-
tor de expresion apropiado, lo que asegura una expresion eficaz del polipéptido. A continuacion se introduce el vec-
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tor de expresion recombinante en células hospedadoras para la transfeccion/transformacion, y como resultado se
produce una célula hospedadora transformada. Seguidamente se realiza un cultivo de las células transformadas pa-
ra hiperexpresar la proteina diana, la purificacion de las proteinas obtenidas y, opcionalmente, el corte por escision
de las secuencias marcadoras usadas para la expresion o la purificacion de la proteina.

Se describen técnicas adecuadas de expresion y purificacion, por ejemplo, en la monografia de Goeddel, Gene Ex-
pression Technology, Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990) y A. Staron et al., Ad-
vances Mikrobiol., 2008, 47, 2, 1983-1995.

Como vectores de expresion para la introduccion y la replicacion de secuencias de ADN en células hospedadoras se
pueden utilizar césmidos, plasmidos o virus modificados. Normalmente los plasmidos se utilizan como vectores de
expresion. Los plasmidos adecuados son bien conocidos y estan disponibles comercialmente.

El vector de expresion comprende una molécula de polinucleétido que codifica la proteina de fusion de la invencion y
las secuencias reguladoras necesarias para la transcripcion y la traduccion de la secuencia codificadora incorporada
en una célula hospedadora adecuada. La seleccidon de secuencias reguladoras depende del tipo de células hospe-
dadoras y una persona experta en la técnica lo puede llevar a cabo facilmente. Ejemplos de tales secuencias regu-
ladoras son promotor y potenciador transcripcional o secuencia que se une a la polimerasa de ARN, secuencia que
se une al ribosoma que contiene la sefial de iniciacién de la transcripcién insertada antes de la secuencia codificado-
ra, y secuencia de terminacion de la transcripcion insertada después de la secuencia codificadora. Por otra parte,
dependiendo de la célula hospedadora y del vector utilizado, se pueden introducir otras secuencias en el vector de
expresion, tal como el origen de replicacion, sitios de restriccion de ADN adicionales, potenciadores y secuencias
que permiten la induccion de la transcripcion.

El vector de expresion también comprendera una secuencia génica marcadora que confiere un fenotipo definido a la
célula transformada y permite una seleccion especifica de las células transformadas. Ademas, el vector también
puede contener una segunda secuencia marcadora que permite distinguir las células transformadas con un plasmido
recombinante que contiene una secuencia codificadora insertada de la proteina diana, a partir de las que se ha to-
mado el plasmido sin inserto. Con mayor frecuencia, se utilizan marcadores tipicos de resistencia a antibiéticos, sin
embargo, se puede usar cualquier otro gen indicador conocido en el campo, cuya presencia en una célula (in vivo)
se puede determinar facilmente utilizando técnicas de autorradiografia, espectrofotometria o bioluminiscencia y qui-
mioluminiscencia. Por ejemplo, dependiendo de la célula hospedadora, se pueden utilizar genes indicadores tales
como B-galactosidasa, B-glucuronidasa, luciferasa, cloranfenicol acetiltransferasa o proteina fluorescente verde.

Ademas, el vector de expresion puede contener una secuencia sefal que transporta proteinas al compartimento ce-
lular apropiado, por ejemplo, el periplasma, en donde se facilita el plegamiento. Asimismo, puede estar presente una
secuencia que codifica un marcador/etiqueta, tal como un marcador His fijado al extremo N-terminal o GST fijada al
extremo C-terminal, lo que facilita la posterior purificacién de la proteina producida usando el principio de afinidad, a
través de una cromatografia de afinidad en una columna de niquel. Pueden estar presentes secuencias adicionales
que protegen a la proteina frente a la degradacién proteolitica en las células hospedadoras, asi como secuencias
que incrementan también su solubilidad.

Un elemento auxiliar fijado a la secuencia de la proteina diana puede bloquear su actividad, o ser perjudicial por otra
razoén, tal como, por ejemplo, debido a la toxicidad. Tal elemento debe ser eliminado, lo que se puede llevar a cabo
mediante escisidon enzimatica o quimica.

En particular, un marcador His de seis histidinas u otros marcadores de este tipo, fijados para permitir la purificacion
de la proteina por cromatografia de afinidad, se deben eliminar debido a su efecto descrito sobre la toxicidad hepati-
ca de la proteina TRAIL soluble.

Se pueden utilizar sistemas de expresion heterélogos basados en diversas células hospedadoras conocidas, inclu-
yendo células procariotas: bacterianas, tales como Escherichia coli o Bacillus subtilis, levaduras tales como Saccha-
romyces cerevisiae o Pichia pastoris y lineas de células eucariotas (de insectos, mamiferos, plantas).

Preferiblemente, debido a la facilidad del cultivo y la manipulacion genética, y a la gran cantidad de producto obteni-
do, se utiliza el sistema de expresion de E. coli. Por consiguiente, la secuencia de polinucleétidos que contiene la
secuencia diana que codifica la proteina de fusién de la invencién se perfeccionara para la expresion en E. coli, es
decir, contendra codones en la secuencia codificadora que sean 6ptimos para la expresién en E. coli, seleccionados
a partir de posibles variantes de la secuencia, conocidas en el estado de la técnica. Ademas, el vector de expresion
contendra los elementos descritos anteriormente, adecuados para E. coli, fijados a la secuencia codificadora.

Por consiguiente, en una realizacion preferida se selecciona una secuencia de polinucledtidos que comprende una
secuencia que codifica una proteina de fusién de la invencién, perfeccionada para la expresién en E. coli a partir del
grupo de secuencias de polinucledtidos que consiste en:

SEQ. No. 67, SEQ. No. 68, SEQ. No. 69, SEQ. No. 70, SEQ. No. 71, SEQ. No. 72, SEQ. No. 73, SEQ. No.
74, SEQ. No. 75, SEQ. No. 76, SEQ. No. 77, SEQ. No. 78, SEQ. No. 79, SEQ. No. 80, SEQ. No. 81, SEQ.
No. 82, SEQ. No. 83, SEQ. No. 84, SEQ. No. 85, SEQ. No. 86, SEQ. No. 87, SEQ. No. 88, SEQ. No. 89,
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SEQ. No. 90, SEQ. No. 91, SEQ. No. 92, SEQ. No. 122, SEQ. No. 123, SEQ. No. 124, SEQ. No. 125, SEQ.
No. 126, SEQ. No. 127, SEQ. No. 128, SEQ. No. 129, SEQ. No. 130, SEQ. No. 131, SEQ. No. 132, SEQ. No.
133, SEQ. No. 134, SEQ. No. 135, SEQ. No. 136, SEQ. No. 137, SEQ. No. 138, SEQ. No. 139, SEQ. No.
140, SEQ. No. 141, SEQ. No. 142, SEQ. No. 143, SEQ. No. 144, SEQ. No. 145, SEQ. No. 146, SEQ. No.
147, SEQ. No. 148, SEQ. No. 149 y SEQ. No. 150;

que codifican una proteina de fusion que tiene una secuencia de aminoacidos que se corresponde a secuencias de
aminoacidos seleccionadas a partir del grupo que consiste en secuencias de aminoacidos, respectivamente:

SEQ. No. 1, SEQ. No. 2, SEQ. No. 3, SEQ. No. 4, SEQ. No. 5, SEQ. No. 6, SEQ. No. 7, SEQ. No. 8, SEQ.
No. 9, SEQ. No. 10, SEQ. No. 11, SEQ. No. 12, SEQ. No. 13, SEQ. No. 14, SEQ. No. 15, SEQ. No. 16, SEQ.
No. 17, SEQ. No. 18, SEQ. No. 19, SEQ. No. 20, SEQ. No. 21, SEQ. No. 22, SEQ. No. 23, SEQ. No. 24,
SEQ. No. 25, SEQ. No. 26, SEQ No. 93, SEQ. No. 94, SEQ. No. 95, SEQ. No. 96, SEQ. No. 97, SEQ. No. 98,
SEQ. No. 99, SEQ. No. 100, SEQ. No. 101, SEQ. No. 102, SEQ. No. 103, SEQ. No. 104, SEQ. No. 105,
SEQ. No. 106, SEQ. No. 107, SEQ. No. 108, SEQ. No. 109, SEQ. No. 110, SEQ. No. 111, SEQ. No. 112,
SEQ. No. 113, SEQ. No. 114, SEQ. No. 115, SEQ. No. 116, SEQ. No. 117 y SEQ. No. 118, SEQ. No. 119,
SEQ. No. 120 y SEQ. No. 121.

En una realizacion preferida, se proporciona un vector de expresién adecuado para la transformacién de E. coli, que
comprende la secuencia de polinucleétidos seleccionada a partir del grupo de secuencias de polinucledtidos SEQ.
No. 67 a SEQ. No. 92 y SEQ. No. 122 a SEQ. No. 150 indicadas anteriormente, asi como células de E. coli trans-
formadas con un vector de expresion de este tipo.

La transformacion, es decir, la introduccién de una secuencia de ADN en células hospedadoras bacterianas, en par-
ticular E. coli, se realiza generalmente en células competentes, preparadas para aceptar el ADN, por ejemplo, me-
diante tratamiento con iones de calcio a baja temperatura (4°C), y después someter a choque térmico (a 37-42°C) o
por electroporacion. Tales técnicas son bien conocidas y estan determinadas generalmente por el fabricante del sis-
tema de expresion.

El procedimiento de hiperexpresion de proteinas de fusion de la invencién en un sistema de expresion de E. coli se
describira mas adelante.

La invencién también proporciona una composicién farmacéutica que contiene la proteina de fusién de la invencion
tal como se ha definido anteriormente, como un ingrediente activo y un vehiculo adecuado, diluyente y componentes
auxiliares convencionales farmacéuticamente aceptables.

La composicion farmacéutica contendra una cantidad eficaz de la proteina de fusion de la invencién y componentes
auxiliares farmacéuticamente aceptables disueltos o dispersados en un vehiculo o diluyente, y preferiblemente es-
tara en forma de una composicién farmacéutica formulada en forma de dosificacién unitaria o una formulacién que
contiene una pluralidad de dosis.

Las formas farmacéuticas y los métodos de su formulacién, asi como otros componentes, vehiculos y diluyentes son
conocidos por el experto en la materia y se describen en la bibliografia. Por ejemplo, se describen en la monografia
de Remington Pharmaceutical Sciences, ed. 20, 2000, Mack Publishing Company, Easton, EE.UU.

Los términos "vehiculo, diluyente e ingrediente auxiliar farmacéuticamente aceptables" comprenden cualquier disol-
vente, medio de dispersion, agente tensioactivo, antioxidante, estabilizante, conservante (por ejemplo, agentes anti-
bacterianos, agentes antifingicos), agente isotonico, conocido en la técnica. La composicion farmacéutica de la in-
vencion puede contener diversos tipos de vehiculos, diluyentes y excipientes, dependiendo de la ruta de administra-
cion elegida y la forma de dosificacion deseada, tal como formas liquidas, sélidas y aerosoles para la administracion
oral, parenteral, por inhalacion, tépica, y de si esa forma seleccionada debe estar esterilizada para la ruta de admi-
nistracion, como mediante inyeccion.

La ruta de administracion preferida de la composicion farmacéutica de acuerdo con la invencion es la parenteral, in-
cluyendo las rutas por inyeccion, tales como intravenosa, intramuscular, subcutanea, intraperitoneal, intratumoral o
mediante infusiones intravenosas Unicas o continuas.

En una realizacion, la composicion farmacéutica de la invencion se puede administrar mediante inyeccion directa-
mente en el tumor. En otra realizacién, la composicién farmacéutica de la invenciéon se puede administrar por ruta in-
travenosa. En aun otra realizacion, la composicion farmacéutica de la invencion se puede administrar por ruta sub-
cutanea o intraperitoneal.

Una composicion farmacéutica para administracion parenteral puede ser una solucién o dispersién en un medio
acuoso o no farmacéuticamente aceptable, tamponado a un pH apropiado e isoosmético con los fluidos corporales,
si es necesario, y también puede contener antioxidantes, tampones, agentes bacteriostaticos y sustancias solubles,
que hacen que la composicidon sea compatible con los tejidos o la sangre del receptor. Otros componentes, que se
pueden incluir en la composicion son, por ejemplo, agua, alcoholes tales como etanol, polioles tales como glicerol,
propilenglicol, polietilenglicol liquido, lipidos tales como ftriglicéridos, aceites vegetales, liposomas. La fluidez ade-
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cuada y el tamafio de las particulas de la sustancia se pueden proporcionar mediante sustancias de recubrimiento,
tales como lecitina, y tensioactivos, tales como polisorbatos de hidroxipropilcelulosa, y similares. Agentes isoténicos
adecuados para las composiciones parenterales liquidas son, por ejemplo, aztcares tales como glucosa, y cloruro
de sodio, y combinaciones de los mismos.

Alternativamente, la composicion farmacéutica para administrar mediante inyeccion o infusion puede estar en forma
de polvo, tal como polvo liofilizado, para reconstituir inmediatamente antes del uso en un vehiculo adecuado tal co-
mo, por ejemplo, agua esterilizada exenta de pirégenos.

La composiciéon farmacéutica de la invencion para administracion parenteral también puede estar en forma de admi-
nistracion nasal, incluyendo soluciones, pulverizaciones o aerosoles. Preferiblemente, la forma para administracion
intranasal sera una solucion acuosa y sera isotonica o estara tamponada o conservara un pH de aproximadamente
5,5 a aproximadamente 6,5, a fin de tener un caracter similar al de las secreciones nasales. Ademas, contendra
conservantes o estabilizantes, tales como en las preparaciones intranasales bien conocidas.

La composicion puede contener diversos antioxidantes que retrasan la oxidacién de uno o varios componentes.
Ademas, con el fin de evitar la accion de microorganismos, la composicion puede contener diversos agentes antibac-
terianos y antifingicos, incluyendo, por ejemplo, y no limitados a, parabenos, clorobutanol, timerosal, acido sorbico y
sustancias conocidas similares de este tipo.

En general, la composicion farmacéutica de la invencion puede incluir, por ejemplo, al menos aproximadamente
0,01% en peso de ingrediente activo. Mas particularmente, la composicién puede contener el ingrediente activo en
una cantidad de 1% a 75% en peso de la unidad de composicion, o por ejemplo de 25% a 60% en peso, pero no es-
tar limitada a los valores indicados.

La cantidad real de la dosis de la composicién de acuerdo con la presente invencion que se administra a pacientes,
incluyendo el hombre, se determinara segun factores fisicos y fisioldgicos, tales como el peso corporal, la gravedad
del trastorno, el tipo de enfermedad a tratar, intervenciones terapéuticas anteriores o concomitantes, el paciente y la
via de administracion. Una dosis unitaria adecuada, la dosis total y la concentracion de ingrediente activo en la com-
posicion seran determinadas por el médico encargado.

La composicion se puede administrar, por ejemplo, con una dosis de aproximadamente 1 microgramo/kg de peso
corporal hasta aproximadamente 1000 mg/kg de peso corporal del paciente, por ejemplo, en el intervalo de 5 mg/kg
de peso corporal a 100 mg/kg de peso corporal o en el intervalo de 5 mg/kg de peso corporal a 500 mg/kg de peso
corporal.

La proteina de fusion y las composiciones que la contienen son anticancerigenas o antitumorales y se pueden utili-
zar para el tratamiento de enfermedades cancerigenas.

La invencion también proporciona la proteina de fusion tal como se ha definido anteriormente para uso en un método
para tratar enfermedades cancerigenas en mamiferos, incluyendo seres humanos.

La proteina de fusion de la invencion se puede utilizar para el tratamiento de neoplasias hematolégicas, tales como
leucemia, granulomatosis, mieloma y otras neoplasias hematoldgicas. La proteina de fusion también se puede utili-
zar para el tratamiento de tumores solidos, como cancer de mama, cancer de pulmon, incluyendo el cancer de
pulmén de células no pequefias, cancer de colon, cancer de pancreas, cancer de ovario, cancer de vejiga, cancer de
prostata, cancer de rifién, cancer de cerebro y similares.

La via de administracion apropiada de la proteina de fusion en el tratamiento del cancer sera, en particular, una via
parenteral, que consiste en la administracion de la proteina de fusion de la invencién en forma de inyecciones o infu-
siones, con la composicion y la forma apropiada para esta via de administracion.

La invencion se describira con mas detalle en los siguientes procedimientos generales y ejemplos de proteinas de
fusion especificas.

Procedimiento general para la hiperexpresion de la proteina de fusion

Preparacion del plasmido

La secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion diana se utilizé como molde para generar una secuencia de
ADN que la codifica, que comprendia codones optimizados para la expresion en Escherichia coli. Tal procedimiento
permite aumentar la eficacia de una etapa adicional de la sintesis de proteinas diana en Escherichia coli. A conti-
nuacion, la secuencia de nucleétidos resultante se sintetizé de forma automatica. Ademas, los sitios de escision de
las enzimas de restriccion Ndel (en el extremo 5’ de la cadena conductora) y Xhol (en el extremo 3’ de la cadena
conductora) se afiadieron al gen resultante que codificaba la proteina diana. Estos fueron utilizados para clonar el
gen en el vector pET28a (Novagen). También se pueden utilizar para la clonacion del gen que codifica la proteina en
otros vectores. La proteina diana expresada a partir de esta estructura artificial estaba equipada en el extremo N-
terminal con un marcador de polihistidina (seis histidinas), precedido por un sitio reconocido por la trombina, que
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posteriormente sirvié para su purificacion a través de cromatografia de afinidad. La precision de la estructura artificial
resultante se confirmé en primer lugar mediante analisis de restriccion de plasmidos aislados, utilizando las enzimas
Ndel y Xhol, seguido por una secuenciacion automatica del marco de lectura completo de la proteina diana. Los ce-
badores utilizados para la secuenciacién eran complementarios a las secuencias del promotor T7 (5-
TAATACGACTCACTATAGG-3') y el terminador T7 (5-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3’) presentes en el vector.

El plasmido resultante se utilizé para la hiperexpresién de la proteina de fusiéon diana en una cepa comercial de E.
coli, que se transformé segun las recomendaciones del fabricante. Las colonias obtenidas en el medio de seleccion
(agar LB, 50 pg/ml de kanamicina, 1% de glucosa) se utilizaron para la preparacion de un cultivo de una noche en
medio liquido LB, complementado con kanamicina (50 pg/ml) y 1% de glucosa. Después de aproximadamente 15 h
de crecimiento en una incubadora con agitacion, se utilizaron los cultivos para inocular el cultivo apropiado.

Hiperexpresién y purificacion de proteinas de fusién - procedimiento general A

Se inoculé medio LB con kanamicina (30 pg/ml) y sulfato de zinc 100 yM con un cultivo durante una noche. El cultivo
se incubd a 37°C hasta que la densidad o6ptica (DO) a 600 nm alcanz6 0,60-0,80. Entonces se afiadio IPTG a la
concentracion final en el intervalo de 0,25-1 mM. Después de la incubacion (3,5 - 20 h) con agitacion a 25°C, el culti-
vo se centrifugd durante 25 min a 6000 g.

Los sedimentos bacterianos se resuspendieron en un tampén que contenia KH,PO4 50 mM, NaCl 0,5 M, imidazol 10
mM, pH 7,4. La suspension se someti6 a ultrasonidos sobre hielo durante 8 minutos (40% de amplitud, impulso de
15 segundos, intervalo de 10 s). El extracto resultante se clarifico por centrifugacion durante 40 minutos a 20.000 g,
4°C. Una resina de Ni-Sefarosa (GE Healthcare) se tratd previamente mediante equilibrado con tampdn, que se hab-
ia utilizado para la preparacion del extracto de células bacterianas. Después, la resina se incubé durante una noche
a 4°C con el material sobrenadante obtenido después de centrifugar el extracto. A continuacion, se cargé en la co-
lumna de cromatografia y se lavé con 15 a 50 volumenes de tampon KH2PO4 50 mM, NaCl 0,5 M, imidazol 20 mM,
pH 7,4. La proteina obtenida se eluy6 de la columna usando un gradiente de imidazol en tampon KH2PO450 mM con
NaCl 0,5 M, pH 7,4. Las fracciones obtenidas se analizaron por SDS-PAGE. Las fracciones adecuadas se combina-
ron y se dializaron durante una noche a 4°C frente a tampén Tris 50 mM, pH 7,2, NaCl 150 mM, L-arginina 500 mM,
ZnS04 0,1 mM, 0,01% de Tween 20, y al mismo tiempo Histag se escindié con trombina (1:50). Después de la esci-
sion, la trombina se separé de la proteina de fusion diana usando una resina de benzamidina Sepharose®. La pureza
del producto se analizé mediante electroforesis en SDS-PAGE (Maniatis et al, Molecular Cloning. Cold Spring Har-
bor, NY, 1982).

Hiperexpresién y purificacion de proteinas de fusién - procedimiento general B

Se inoculé medio LB con kanamicina (30 pug/ml) y sulfato de zinc 100 yM con un cultivo durante una noche. Los cul-
tivos se incubaron a 37°C hasta que la densidad éptica (DO) a 600 nm alcanzé 0,60-0,80. Entonces se afiadié IPTG
hasta tener una concentracion final en el intervalo de 0,5 -1 mM. Después de incubar durante 20 h con agitaciéon a
25°C, el cultivo se centrifugd durante 25 min a 6000 g.

Las células bacterianas después de la hiperexpresion se rompieron en una prensa francesa en un tampén que con-
tenia KH2.PO4 50 mM, NaCl 0,5 M, imidazol 10 mM, beta-mercaptoetanol 5 mM, PMSF 0,5 mM (fluoruro de fenilme-
tilsulfonilo), pH 7,8. El extracto resultante se clarific6 mediante centrifugacion durante 50 minutos a 8.000 g. La resi-
na de Ni-Sefarosa se incub6é durante una noche con el material sobrenadante obtenido. Después, la resina con pro-
teina unida se cargd en la columna de cromatografia. Para extraer por lavado las fracciones que contenian proteinas
no unidas, la columna se lavé con 15 a 50 volumenes de tampén KH,PO4 50 mM, NaCl 0,5 M, imidazol 10 mM, beta-
mercaptoetanol 5 mM, PMSF 0,5 mM (fluoruro de fenilmetilsulfonilo), pH 7,8. A continuacion, para extraer por lavado
la mayoria de las proteinas unidas especificamente con el lecho, la columna se lavé con un tampdn que contenia
KH2PO. 50 mM, NaCl 0,5 M, imidazol 500 mM, 10% de glicerol, PMSF 0,5 mM, pH 7,5. Las fracciones obtenidas se
analizaron mediante SDS-PAGE (Maniatis et al, Molecular Cloning. Cold Spring Harbor, NY, 1982). Las fracciones
que contenian la proteina diana se combinaron y se escindieron con trombina (1 U por 4 mg de proteina, 8 h a 16°C)
para eliminar el marcador de polihistidina. A continuacion, las fracciones se dializaron frente a tampoén de formula-
cion (L-arginina 500 mM, Tris 50 mM, ZnSO4 2,5 mM, pH 7,4).

Caracterizacién de las proteinas de fusién empleando electroforesis en 2-D

Con el fin de caracterizar adicionalmente las proteinas obtenidas y seleccionar unas condiciones cromatograficas
precisas, se determinaron los puntos isoeléctricos de las proteinas. Para este fin, se utilizé el método de electrofore-
sis bidimensional (2-D), en dos etapas de acuerdo con el siguiente programa.

Etapa 1. Enfoque isoeléctrico de proteinas en un gradiente de pH y condiciones de desnaturalizacion.

Preparaciones de proteinas a concentraciones de 1 - 2 mg/ml se precipitaron mezclando en una proporcion de 1:1
con una solucion de precipitacion que contenia 10% de acido tricloroacético y 0,07% de beta-mercaptoetanol en
acetona. La mezcla se incubd durante 30 min a -20°C y después se centrifugd durante 25 min a 15.000 g y 4°C. Se
elimind el material sobrenadante y el sedimento se lavd dos veces con acetona fria con 0,07% de beta-
mercaptoetanol. A continuacion, los residuos de acetona se evaporaron hasta no tener ningun olor detectable. El se-
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dimento de proteina se suspendio en 250 ml de tampdn de rehidratacion, urea 8 M, 1% de CHAPS, DTT 15 mM,
0,5% de anfolito (GE Healthcare) con un perfil de pH de 3-11 o 6-11, dependiendo de la tira usada posteriormente.
La solucion proteica se colocd en una camara de ceramica para el enfoque isoeléctrico, seguido por DryStrip de 13
cm (GE Healthcare) con un perfil de pH apropiado (3-11 o 6-11). El conjunto se cubrié con una capa de aceite mine-
ral. Las camaras se colocaron en el aparato Ettan IPGphor Ill, en donde se llevé a cabo el enfoque isoeléctrico
segun el siguiente programa asignado a las dimensiones de la tira y el perfil de pH:

Deshidratacion durante 16 h a 20°C.

Enfoque en el campo eléctrico con un gradiente de pH fijo

Tiempo Tension

1h 500 V

1h gradiente 500 - 1000 V
2h 30 min gradiente 1000 - 8000 V
30 min 8000 V

Después, la tira que contenia las proteinas enfocadas se lavé durante 1 min en agua desionizada, se tifid con Coo-
massie Brilliant y luego se descoloro y se archivé como una imagen para marcar la ubicacion de las proteinas. La tira
descolorada se equilibré 2 x 15 min con un tampon con la siguiente composicion: Tris-HCl 50 mM pH 8,8, urea 6 M,
1% de DTT, 2% de SDS, 30% de glicerol.

Etapa 2. Separacion en una segunda direccion mediante SDS-PAGE.

La tira se coloco sobre el gel de poliacrilamida al 12,5% que contenia un solo pocillo por tamafio estandar y luego se
realizd la separacion en un aparato para SDS-PAGE, a una tension de 200 V durante 3 horas. El gel se tifié con
Coomassie Birilliant, luego se archivo con la escala aplicada. Las proteinas se identificaron mediante la determina-
cion de su peso basandose en un patrén del tamaiio, y su IPI se leyo para la escala de 6-11, basandose en las cur-
vas proporcionadas por el fabricante (GE Healthcare) (proporcion entre pH y % de longitud de la tira desde el extre-
mo marcado como anodo) o una escala de 3-11, basandose en la curva determinada experimentalmente por medio
de un kit de calibracion del enfoque isoeléctrico (GE Healthcare).

Los ejemplos representativos de las proteinas de fusion de la invencién se describen a continuacion.
Ejemplo 1. La proteina de fusion de SEQ. No. 1

La proteina de SEQ. No. 1 es una proteina de fusién que tiene una longitud de 194 aminoacidos y una masa de 22,7
kDa, en la que el péptido de 16 aminoacidos obtenido a partir del dominio BH3 de la proteina Bax (SEQ. No. 30), se
fija como péptido efector en el extremo N-terminal de la secuencia TRAIL121-128. En el extremo C-terminal de la
secuencia de 16 aminoacidos del péptido efector se fija la secuencia de poliarginina con 7 residuos de Arg/R. La se-
cuencia de poliarginina ayuda en la penetracion de la membrana celular y el transporte de la proteina de fusion en la
célula. Entre la secuencia de poliarginina y el dominio TRAIL se incorporan de forma secuencial una junto a otra, se-
cuencias reconocidas por la urocinasa uPA (SEQ. No. 52) y la metaloproteasa MMP (SEQ. No. 51), debido a lo cual,
después de la internalizacion de la proteina de fusion, el péptido efector se escinde en el entorno del tumor.

La estructura de la proteina de fusién se presenta esquematicamente en la Fig. 1 y su secuencia de aminoacidos y
la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresion en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 1y SEQ. No. 67, como se muestra a continuacion.

Secuencia de aminoécidos: SEQ. No. 1
1 KKLSECLKRI GDELDSRRRR RRRRVVRPLG LAGRVAAHIT GTRGRSNTLS
51 SPNSKNEKAL GRKINSWESS RSGHSFLSNL HLRNGELVIH EKGFYYIYSQ

101 TYFRFQEEIK ENTKNDKQMV QYIYKYTSYP DPILLMKSAR NSCWSKDAEY
151 GLYSIYQGGI FELKENDRIF VSVTNEHLID MDHEASFFGA FLVG

Secuencia de ADN: SEQ. No. 67

20



10

15

20

ES 2 531288 T3

1 GCCCACCAGA AATGCACCAA AAAAGCTGGC TTCATGATCC ATATCAATCA
GATGTTCATT GGTCACGCTC ACAAAAATGC GATCATTTTC TTTCAGTTCA

101 AAAATGCCAC CCTGATAAAT GCTATACAGG CCATATTCTG CATCTTTGCT
CCAACAGCTA TTACGTGCGC TTTTCATCAG CAGAATCGGA TCCGGATAGC

201 TGGTATATTT ATAAATGTAC TGCACCATTT GTTTATCATT TTTGGTATTT
TCTTTAATTT CTTCCTGAAA GCGAAAATAG GTCTGGCTAT AAATATAATA

301 AAAGCCTTTT TCATGAATCA CCAGTTCACC ATTACGCAGA TGCAGATTGC
TCAGAAAGCT ATGACCGCTA CGGCTGCTTT CCCAGCTATT AATTTTGCGA

401 CCCAGGGCTT TTTCATTTTT GCTATTCGGG CTGCTCAGGG TATTGCTACG
ACCACGGGTG CCGGTAATAT GTGCTGCAAC ACGACCTGCC AGACCCAGCG

501 GACGAACAAC ACGACGACGG CGACGACGAC GACGGCTATC CAGTTCATCA
CCAATACGTT TCAGGCATTC GCTCAGTTTTTT

La secuencia de aminoacidos de la estructura descrita anteriormente se utiliz6 comomolde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Un plasmido que contenia la secuencia que codificaba el ADN se generd y la hiperexpresion
de la proteina de fusién se llevé a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente.
La hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando las cepas de E. coliBL21 (DE3) y
Tuner (DE3) pLysS, ambas de Novagen. La proteina se separd mediante electroforesis de acuerdo con el procedi-
miento general descrito anteriormente.

Ejemplo 2. La proteina de fusion de SEQ. No. 2

La proteina de fusion de SEQ. No. 2 es una proteina que tiene una longitud de 193 aminoacidos y una masa de 22,5
kDa, en la que en la que el péptido de 16 aminoacidos obtenido a partir de la proteina Bid (SEQ. No. 31) se fija como
péptido efector en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL121-281. Ademas, en el extremo C-terminal de la
proteina efectora se fija una secuencia de poliarginina con 7 residuos de Arg. La secuencia de poliarginina ayuda en
la penetracion de la membrana celular y el transporte de la proteina de fusion en la célula. Entre la secuencia de po-
liarginina y la secuencia de TRAIL, se incorporan secuencias reconocidas por la metaloproteasa MMP (SEQ. No. 51)
y urocinasa uPA (SEQ. No. 52) secuencialmente una junta a otra, debido a lo cual, después de la internalizacion de
la proteina de fusion, el péptido efector se escinde en el entorno del tumor.

La estructura de la proteina de fusidon se muestra esquematicamente en la Fig. 1 y su secuencia de aminoacidos y la
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresion en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 2 y SEQ. No. 68, como se muestra a continuacion.

Secuencia de aminoécidos: SEQ. No. 2

1 RNIARHLAQV GDSMDRRRRR RRRVVRPLGL AGRVAAHITG TRGRSNTLSS
51 PNSKNEKALG RKINSWESSR SGHSFLSNLH LRNGELVIHE KGFYYIYSQT
101 YFRFQEEIKE NTKNDKQMVQ YIYKYTSYPD PILLMKSARN SCWSKDAEYG
151 LYSIYQGGIF ELKENDRIFV SVTNEHLIDM DHEASFFGAF LVG

Secuencia de ADN: SEQ. No. 68
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1 CGTAATATTG CACGTCATCT GGCACAGGTT GGTGATAGCA TGGACCGTCG
TCGTCGTCGC CGTCGTCGTG TTGTTCGTCC GCTGGGTCTG GCAGGTCGTG

101 TTGCAGCACA TATTACCGGC ACCCGTGGTC GTAGCAATAC CCTGAGCAGC
CCGAATAGCA AAAATGAAAA AGCCCTGGGT CGCAAAATTA ATAGCTGGGA

201 AAGCAGCCGT AGCGGTCATA GCTTTCTGAG CAATCTGCAT CTGCGTAATG
GTGAACTGGT GATTCATGAA AAAGGCTTTT ATTATATTTA TAGCCAGACC

301 TATTTTCGCT TTCAGGAAGA AATTAAAGAA AATACCAAAA ATGATAAACA
AATGGTGCAG TACATTTATA AATATACCAG CTATCCGGAT CCGATTCTGC

401 TGATGAAAAG CGCACGTAAT AGCTGTTGGA GCAAAGATGC AGAATATGGC
CTGTATAGCA TTTATCAGGG TGGCATTTTT GAACTGAAAG AAAATGATCG

501 CATTTTTGTG AGCGTGACCA ATGAACATCT GATTGATATG GATCATGAAG
CCAGCTTTTT TGGTGCATTT CTGGTGGGC

La secuencia de aminoacidos presentada anteriormente se utiliz6 como molde para generar su secuencia de ADN
codificante presentada anteriormente. Un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN se genero y la hi-
perexpresion de la proteina de fusion se llevo a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli
BL21 (DE3) de Novagen. La proteina se separ6 mediante electroforesis de acuerdo con el procedimiento general
descrito anteriormente.

Ejemplo 3. La proteina de fusion de SEQ. No. 3

La proteina de fusion de SEQ. No. 3 es una proteina que tiene una longitud de 303 aminoacidos y una masa de 34,2
kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL121-281, el homodlogo de la ribonucleasa ARNasa
A (SEQ. No. 32) se fija como péptido efector. Entre la secuencia de poliarginina y la secuencia de TRAIL, secuencias
reconocidas por la metaloproteasa MMP (SEQ. No. 51) y la urocinasa uPA (SEQ. No. 52), se incorporan secuen-
cialmente una junto a otra, debido a lo cual, después de la internalizacién de la proteina de fusion, el péptido efector
se escinde en el entorno del tumor.

La proteina también contiene, entre la secuencia del dominio TRAIL y la secuencia de los sitios de escision, un enla-
zador flexible de glicina-serina GGSG (SEQ. No. 57). Ademas, en el extremo C-terminal del péptido efector, la pro-
teina contiene la secuencia KEDL (SEQ. No. 56) que se dirige al reticulo endoplasmatico, siendo también una parte
C-terminal de la estructura artificial completa.

La estructura de la proteina de fusion se muestra esquematicamente en la Fig. 1 y su secuencia de aminoacidos y la
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresion en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 3 y SEQ. No. 69, como se muestra a continuacion.

Secuencia de aminoécidos: SEQ. No. 3

1 RVAAHITGTR GRSNTLSSPN SKNEKALGRK INSWESSRSG HSFLSNLHLR

51 NGELVIHEKG FYYIYSQTYF RFQEEIKENT KNDKQMVQYI YKYTSYPDPI

101  LLMKSARNSC WSKDAEYGLY SIYQGGIFEL KENDRIFVSV TNEHLIDMDH

151  EASFFGAFLV GGGSGPLGLA GRVVRKETAA AKFERQHMDS STSAASSSNY
201 CNQMMKSRNL TKDRCKPVNT FVHESLADVQ AVCSQKNVAC KNGQTNCYQS
251  YSTMSITDCR ETGSSKYPNC AYKTTQANKH IIVACEGNPY VPVHFDASVK
301 EDL

Secuencia de ADN: SEQ. No. 69
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1 CGTGTTGCAG CACATATTAC CGGCACCCGT GGTCGTAGCA ATACCCTGAG
CAGCCCGAAT AGCAAAAATG AAAAAGCCCT GGGTCGCAAA ATTAATAGCT
101 GGGAAAGCAG CCGTAGCGGT CATAGCTTTC TGAGCAATCT GCATCTGCGT
AATGGTGAAC TGGTGATTCA TGAAAAAGGC TTTTATTATA TTTATAGCCA
201 GACCTATTTT CGCTTTCAGG AAGAAATTAA AGAAAATACC AAAAATGACA
AACAAATGGT GCAGTATATC TACAAATACA CCAGCTATCC GGATCCGATT
301 CTGCTGATGA AAAGCGCACG TAATAGCTGT TGGAGCAAAG ATGCAGAATA
TGGCCTGTAT AGCATTTATC AGGGTGGCAT TTTTGAACTG AAAGAAAATG
401 ATCGCATTTT TGTGAGCGTG ACCAATGAAC ATCTGATTGA TATGGATCAT
GAAGCCAGCT TTTTTGGTGC ATTTCTGGTT GGTGGTGGTA GCGGTCCGCT
501 GGGTCTGGCA GGTCGTGTTG TTCGTAAAGA AACCGCAGCA GCCAAATTTG
AACGTCAGCA CATGGATAGC AGCACCAGCG CAGCAAGCAG CAGCAATTAT
601 TGCAATCAGA TGATGAAAAG CCGCAATCTG ACCAAAGATC GTTGTAAACC
GGTGAATACC TTTGTTCATG AAAGCCTGGC AGATGTTCAG GCAGTTTGCA
701 GCCAGAAAAA TGTGGCCTGT AAAAATGGTC AGACCAATTG CTATCAGAGC
TATAGCACCA TGAGCATTAC CGATTGTCGT GAAACCGGTA GCAGCAAATA
801 TCCGAATTGC GCCTATAAAA CCACCCAGGC CAATAAACAT ATTATTGTGG
CCTGTGAAGG CAATCCGTAT GTTCCGGTTC ATTTTGATGC CAGCGTGAAA
901 GAAGATCTG

La secuencia de aminoacidos presentada anteriormente se utilizd como molde para generar su secuencia de ADN
codificante presentada anteriormente. Un plasmido que contenia la secuencia que codifica el ADN se generd y la hi-
perexpresion de la proteina de fusion se llevo a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general B, usando la cepa de E. coli BL21
(DE3) de Novagen. La proteina se separé mediante electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito
anteriormente.

Ejemplo 4. La proteina de fusion de SEQ. No. 4

La proteina de SEQ. No. 4 es una proteina de fusion que tiene una longitud de 293 aminoacidos y una masa de 33,2
kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL 121-281, el homdlogo de la ribonucleasa ARNasa
A (SEQ. No. 32) se fija como péptido efector. Entre el péptido efector y la secuencia de TRAIL hay un enlazador
flexible de glicina-serina GGGSGGGS (SEQ. No. 63).

La estructura de la proteina de fusion se muestra esquematicamente en la Fig. 1 y su secuencia de aminoacidos y la
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresion en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 4 y SEQ. No. 70, como se muestra a continuacion.

Secuencia de aminoacidos: SEQ. No. 4

1 RVAAHITGTR GRSNTLSSPN SKNEKALGRK INSWESSRSG HSFLSNLHLR

51  NGELVIHEKG FYYIYSQTYF RFQEEIKENT KNDKQMVQY! YKYTSYPDPI
101 LLMKSARNSC WSKDAEYGLY SIYQGGIFEL KENDRIFVSY TNEHLIDMDH
151 EASFFGAFLY GGGGSGGGSK ETAAAKFERQ HMDSSTSAAS SSNYCNQMMK
201 SRNLTKDRCK PVNTFVHESL ADVQAVCSQK NVACKNGQTN CYQSYSTMSI
251 TDCRETGSSK YPNCAYKTTQ ANKHIIVACE GNPYVPVHFD ASV

Secuencia de ADN: SEQ. No. 70
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1 CGTGTTGCAG CACATATTAC CGGCACCCGT GGTCGTAGCA ATACCCTGAG
CAGCCCGAAT AGCAAAAATG AAAAAGCACT GGGTCGCAAA ATTAATAGCT
101 GGGAAAGCAG CCGTAGCGGT CATAGCTTTC TGAGCAATCT GCATCTGCGT
AATGGTGAAC TGGTGATTCA TGAAAAAGGC TTTTATTATA TTTATAGCCA
201 GACCTATTTT CGCTTTCAAG AAGAAATTAA AGAAAATACC AAAAATGATA
AGCAGATGGT GCAGTATATC TATAAATATA CCAGCTATCC GGATCCGATT
301 CTGCTGATGA AAAGCGCACG TAATAGCTGT TGGAGCAAAG ATGCAGAATA
TGGTCTGTAT AGCATTTATC AGGGTGGCAT TTTTGAACTG AAAGAAAATG
401 ATCGCATTTT TGTGAGCGTG ACCAATGAAC ATCTGATTGA TATGGATCAT
GAAGCCAGCT TTTTTGGTGC ATTTCTGGTT GGTGGTGGTG GTAGCGGTGG
501 TGGTAGTAAA GAAACCGCAG CAGCAAAATT TGAACGTCAG CACATGGATA
GCAGCACCAG CGCAGCAAGC AGCAGCAATT ATTGTAATCA GATGATGAAA
601 AGCCGCAATC TGACCAAAGA TCGTTGTAAA CCGGTGAATA CCTTTGTTCA
TGAAAGCCTG GCAGATGTTC AGGCAGTTTG TAGCCAGAAA AATGTTGCCT
701 GTAAAAATGG TCAGACCAAT TGCTATCAGA GCTATAGCAC CATGAGCATT
ACCGATTGTC GTGAAACCGG TAGCAGCAAA TATCCGAATT GTGCATATAA
801 AACCACCCAG GCCAATAAAC ATATTATTGT TGCCTGTGAA GGCAATCCGT
ATGTTCCGGT TCATTTTGAT GCAAGCGTT

La secuencia de aminoacidos presentada anteriormente se utiliz6 como molde para generar su secuencia de ADN
codificante presentada anteriormente. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresion de la proteina de fusion se llevo a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general B, usando las cepas de E. coli
BL21 DE3pLysSRIL de Stratagene y Tuner (DE3) de Novagen. La proteina se separo por electroforesis de acuerdo
con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 5. La proteina de fusién de SEQ. No. 5

La proteina de SEQ. No. 5 es una proteina de fusion que tiene una longitud de 283 aminoacidos y una masa de 31
kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL121-281, la secuencia del citocromo C (SEQ. No.
33) se fija como péptido efector. Entre la secuencia del dominio TRAIL y la secuencia de la proteina efectora, las se-
cuencias reconocidas por la metaloproteasa MMP (SEQ. No. 51) y la urocinasa uPA (SEQ. No. 52) se incorporan
secuencialmente una junto a otra, debido a lo cual, después de la internalizacién de la proteina de fusion, el péptido
efector se escinde en el entorno del tumor. La proteina también contiene, entre la secuencia del dominio TRAIL y la
secuencia de los sitios de escision, un enlazador flexible de glicina-serina GGSG (SEQ. No. 57). Ademas, en el ex-
tremo C-terminal del péptido efector, la proteina contiene la secuencia KEDL (SEQ. No. 56) que se dirige al reticulo
endoplasmico, que es una parte C-terminal de la estructura artificial completa.

La estructura de la proteina de fusion se muestra esquematicamente en la Fig. 1 y su secuencia de aminoacidos y la
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresion en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 5y SEQ. No. 71, como se muestra a continuacion.

Secuencia de aminoacidos: SEQ. No. 5

1 RVAAHITGTR GRSNTLSSPN SKNEKALGRK INSWESSRSG HSFLSNLHLR
51  NGELVIHEKG FYYIYSQTYF RFQEEIKENT KNDKQMVQY! YKYTSYPDPI
101 LLMKSARNSC WSKDAEYGLY SIYQGGIFEL KENDRIFVSY TNEHLIDMDH
151 EASFFGAFLV GGGSGPLGLA GRVVRGDVEK GKKIFIMKCS QCHTVEKGGK
201 HKTGPNLHGL FGRKTGQAPG YSYTAANKNK GIIWGEDTLM EYLENPKKY]
251 PGTKMIFVGI KKKEERADLI AYLKKATNEK EDL

Secuencia de ADN: SEQ. No. 71
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1 CAGATCTTCT TITTCATTGG TGGCTTTTTT CAGATAGGCA ATCAGATCTG
CGCGTTCTTC TTTTTTTTTA ATGCCCACAA AAATCATTTT CGTACCCGGA

101 ATATATTTTT TCGGATTTTC CAGATATTCC ATCAGGGTAT CTTCACCCCA
AATAATGCCT TTGTTTTTAT TGGCTGCGGT ATAGCTATAA CCCGGTGCCT

201 GACCGGTTTT ACGACCAAAC AGACCATGCA GATTCGGACC GGTTTTATGT
TTGCCACCTT TTTCAACGGT ATGACACTGG CTGCATTTCA TAATAAAAAT

301 TTTTTTGCCT TTTTCCACAT CACCACGAAC AACACGACCT GCCAGACCCA
GCGGACCGCT ACCACCACCA ACCAGAAATG CACCAAAAAA GCTGGCTTCA

401 TGATCCATAT CAATCAGATG TTCATTGGTC ACGCTCACAA AAATGCGATC
ATTTTCTTTC AGTTCAAAAA TGCCACCCTG ATAAATGCTA TACAGGCCAT

501 ATTCTGCATC TTTGCTCCAA -CAGCTATTAC GTGCGCTTTT CATCAGCAGA
ATCGGATCCG GATAGCTGGT ATATTTATAA ATGTACTGCA CCATTTGTTT

601 ATCGTTTTITG GTATTTTCTT TAATTTCTTC CTGAAAGCGA AAATAGGTCT
GGCTATAAAT ATAATAAAAG CCTTTTTCAT GAATCACCAG TTCACCATTA

701 CGCAGATGCA GATTGCTCAG AAAGCTATGA CCGCTACGGC TGCTTTCCCA
GCTATTAATT TTGCGACCCA GGGCTTTTTC ATTTTTGCTA TTCGGGCTGC

801 TCAGGGTATT GCTACGACCA CGGGTGCCGG TAATATGTGC TGCAACACGC AT

La secuencia de aminoacidos presentada anteriormente se utiliz6 como molde para generar su secuencia de ADN
codificante presentada anteriormente. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresion de la proteina de fusion se llevo a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, usando la cepa de E. coli Tu-
ner (DE3) de Novagen. La proteina se separ6 por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito
anteriormente.

Ejemplo 6. La proteina de fusién de SEQ. No. 6

La proteina de SEQ. No. 6 es una proteina de fusiéon que tiene una longitud de 407 aminoacidos y una masa de 45,2
kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL121-281, la secuencia del citocromo C (SEQ. No.
33) se fija como péptido efector. Entre la secuencia del dominio TRAIL y el péptido efector esta la secuencia recono-
cida por furina (SEQ. No. 53) y el dominio de traslocacion de Pseudomonas aeruginosa (SEQ. No. 54). La proteina
también contiene enlazadores flexibles: entre la secuencia de TRAIL y la secuencia del sitio de escision reconocido
por furina, esta el enlazador flexible de glicina-serina GGGS (SEQ. No. 58), entre la secuencia del sitio de escision
reconocido por furina y el dominio de traslocacion de Pseudomonas aeruginosa, el enlazador flexible de glicina-
serina ASGG (SEQ. No. 65), y entre la secuencia del dominio de traslocacion y la secuencia del citocromo C, el en-
lazador flexible de glicina-serina GGGSGGG (SEQ. No. 62). Ademas, en el extremo C-terminal del dominio del
péptido efector, la proteina contiene una secuencia KEDL (SEQ. No. 56) que se dirige al reticulo endoplasmico, que
es una parte C-terminal de la estructura artificial completa.

La estructura de la proteina de fusién se muestra esquematicamente en la Fig. 2 y su secuencia de aminoacidos y la
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresion en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 6 y SEQ. No. 72, como se muestra a continuacion.

Secuencia de aminoacidos: SEQ. No. 6
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1 RVAAHITGTR GRSNTLSSPN SKNEKALGRK INSWESSRSG HSFLSNLHLR
51 NGELVIHEKG FYYIYSQTYF RFQEEIKENT KNDKQMVQYI YKYTSYPDPI
101 LLMKSARNSC WSKDAEYGLY SIYQGGIFEL KENDRIFVSY TNEHLIDMDH

151  EASFFGAFLV GGGGSRKKRA SGGPEGGSLA ALTAHQACHL PLETFTRHRQ

201 PRGWEQLEQC GYPVQRLVAL YLAARLSWNQ VDQVIANALA SPGSGGDLGE
251  AIRESPEQAR LALTLAAAES ERFVRQGTGN DEAGAANGPA DGGGSGGGMG

301  DVEKGKKIFI MKCSQCHTVE KGGKHKTGPN LHGLFGRKTG QAPGYSYTAA

351 NKNKGHWGE DTIMEYLENP KKYIPGTKMI FVGIKKKEER ADLIAYLKKA
401 TNEKDEL
Secuencia de ADN: SEQ. No. 72

1 CGTGTTGCAG CACATATTAC CGGCACCCGT GGTCGTAGCA ATACCCTGAG
CAGCCCGAAT AGCAAAAATG AAAAAGCACT GGGTCGCAAA ATTAATAGCT

101 GGGAAAGCAG CCGTAGCGGT CATAGCTTTC TGAGCAATCT GCATCTGCGT
AATGGTGAAC TGGTGATTCA TGAAAAAGGC TTTTATTATA TTTATAGCCA

201 GACCTATTTT CGCTTTCAAG AAGAAATTAA AGAAAATACC AAAAATGACA
AACAAATGGT GCAGTATATC TATAAATATA CCAGCTATCC GGATCCGATT

301 CTGCTGATGA AAAGCGCACG TAATAGCTGT TGGAGCAAAG ATGCAGAATA
TGGTCTGTAT AGCATTTATC AGGGTGGCAT TTTTGAACTG AAAGAAAATG

401 ATCGCATTTT TGTGAGCGTG ACCAATGAAC ATCTGATTGA TATGGATCAT
GAAGCCAGCT TTTTTGGTGC ATTTCTGGTT GGTGGTGGTG GTAGCCGTAA

501 AAAACGTGCA AGCGGTGGTC CGGAAGGTGG TAGCCTGGCA GCACTGACCG
CACATCAGGC ATGTCATCTG CCGCTGGAAA CCTTTACCCG TCATCGTCAG

601 CCTCGTGGTT GGGAACAGCT GGAACAGTGT GGTTATCCGG TTCAGCGTCT
GGTTGCACTG TATCTGGCAG CACGTCTGAG CTGGAATCAG GTTGATCAGG

701 TTATTGCAAA TGCACTGGCA AGTCCGGGTA GCGGTGGTGA TCTGGGTGAA
GCAATTCGTG AAAGTCCGGA ACAGGCACGT CTGGCACTGA CCCTGGCAGC

La secuencia de aminoacidos presentada anteriormente se utiliz6 como molde para generar su secuencia de ADN
codificante presentada anteriormente. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresion de la proteina de fusion se llevé a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, usando la cepa de E. coli Tu-
ner (DE3) de Novagen. La proteina se separ6 por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito
anteriormente.

Ejemplo 7. La proteina de fusién de SEQ. No. 7

La proteina de SEQ. No. 7 es una fusién que tiene una longitud de 409 aminoacidos y una masa de 46,1 kDa, en la
que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL114-281, la secuencia de granzima B (SEQ. No. 34) se fija
como péptido efector. Entre la secuencia del dominio TRAIL y la secuencia del péptido efector granzima B, esta la
secuencia del sitio de escision de furina (SEQ. No. 53), flanqueada adicionalmente por los enlazadores flexibles de
glicina-serina GGGGS (SEQ. No. 59).

La estructura de la proteina de fusién se muestra esquematicamente en la Fig. 2 y su secuencia de aminoacidos y la
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresion en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 7 y SEQ. No. 73, como se muestra a continuacion.

Secuencia de aminoacidos: SEQ. No. 7
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IIGGHVAKPH SRPYMAYLMI WDQKSLKRCG GFLIRDDFVL TAAHCWGSSI
NVTLGAHNIK EQEPTQQFIP VKRAIPHPAY NPKNFSNDIM LLQLERKAKR
TRAVQPLRLP SNKAQVKPGQ TCSVAGWGQT APLGKHSHTL QEVKMTVQED
RKCESDLRHY YDSTIELCVG DPEIKKTSFK GDSGGPLVCN KVAQGIVSYG
RNNGMPPRAC TKVSSFVYHWI KKTMKRYGGG GSRKKRGGGG SVRERGPQRV
AAHITGTRGR SNTLSSPNSK NEKALGRKIN SWESSRSGHS FLSNLHLRNG
ELVIHEKGFY YIYSQTYFRF QEEIKENTKN DKQMVQY!IYK YTSYPDPILL

MKSARNSCWS KDAEYGLYSI YQGGIFELKE NDRIFVSVTN EHLIDMDHEA
SFFGAFLVG

Secuencia de ADN: SEQ. No. 73

1

101

20

30

401

501

601

701

801

901

CGTGTTGCAG CACATATTAC CGGCACCCGT GGTCGTAGCA ATACCCTGAG
CAGCCCGAAT AGCAAAAATG AAAAAGCCCT GGGTCGTAAA ATTAATAGCT
GGGAAAGCAG CCGTAGCGGT CATAGCTTTC TGAGCAATCT GCATCTGCGT
AATGGCGAAC TGGTGATTCA TGAAAAAGGC TTTTATTATA TTTATAGCCA
GACCTATTTT CGCTTTCAGG AAGAAATTAA AGAAAATACC AAAAATGATA
AACAAATGGT GCAGTATATC TATAAATATA CCAGCTATCC GGATCCGATT
CTGCTGATGA AAAGCGCACG TAATAGCTGT TGGAGCAAAG ATGCCGAATA
TGGTCTGTAT AGCATTTATC AGGGTGGCAT TTTTGAACTG AAAGAAAATG
ATCGCATTTT TGTGAGCGTG ACCAATGAAC ATCTGATTGA TATGGATCAT
GAAGCCAGCT TTTTTGGTGC ATTTCTGGTT GGTGGTGGTG GTAGCCGTAA
AAAACGTGGT GGTGGCGGTT CTATTATTGG TGGTCATGTT GCAAAACCGC
ATAGCCGTCC GTATATGGCA TATCTGATGA TTTGGGATCA GAAAAGCCTG
AAACGTTGTG GTGGCTTTCT GATTCGTGAT GATTTTGTTC TGACCGCAGC
ACATTGTTGG GGTAGCAGCA TTAATGTTAC CCTGGGTGCC CATAATATTA
AAGAACAGGA ACCGACCCAG CAGTTTATTC CGGTTAAACG TGCAATTCCG
CATCCGGCAT ATAATCCGAA AAATTTTAGC AATGATATCA TGCTGCTGCA
GCTGGAACGT AAAGCAAAAC GTACCCGTGC AGTTCAGCCG CTGCGTCTGC
CGAGCAATAA AGCACAGGTT AAACCGGGTC AGACCTGTAG CGTTGCAGGT
TGGGGTCAGA CCGCACCGCT GGGTAAACAT TCTCATACCC TGCAAGAGGT
TAAAATGACC GTCCAAGAGG ATCGTAAATG CGAAAGCGAT CTGCGCCATT

1001 ATTATGATAG CACCATTGAA CTGTGTGTGG GCGATCCGGA AATCAAAAAA

1101

ACCAGCTTTA AAGGTGATAG CGGTGGTCCG CTGGTTTGTA ATAAAGTTGC
CCAGGGTATT GTTAGCTATG GTCGTAATAA TGGTATGCCG CCGCGTGCAT
GTACCAAAGT TAGCAGCTTT GTGCATTGGA TTAAAAAAAC GATGAAACGC

1201 TATAAAGATG AACTG

La secuencia de aminoacidos presentada anteriormente se utiliz6 como molde para generar su secuencia de ADN
codificante presentada anteriormente. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresion de la proteina de fusion se llevo a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, usando la cepa de E. coli Tu-
ner (DE3) de Novagen. La proteina se separ6 por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito

anteriormente.
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Ejemplo 8. La proteina de fusién de SEQ. No. 8

La proteina de SEQ. No. 8 es una proteina de fusién que tiene una longitud de 405 aminoacidos y una masa de 45,7
kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL 121-281, la secuencia de granzima B (SEQ. No.
34) se fija como péptido efector. Entre la secuencia de TRAIL y la secuencia del péptido efector, esta la secuencia
del sitio de escision de furina (SEQ. No. 53), separada adicionalmente de las secuencias de granzima B y TRAIL con
enlazadores flexibles de dlicina-serina GGGS (SEQ. No. 58) y GGGGS (SEQ. No. 59), respectivamente. Ademas, en
el extremo C-terminal del péptido efector, la proteina contiene la secuencia KDEL que se dirige al reticulo endoplas-
mico, que es la parte C-terminal de la estructura artificial completa.

La estructura de la proteina de fusién se muestra esquematicamente en la Fig. 2 y su secuencia de aminoacidos y la
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresion en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 8 y SEQ. No. 74, como se muestra a continuacion.

Secuencia de aminoacidos: SEQ. No. 8

[ RVAAHITGTR GRSNTLSSPN SKNEKALGRK INSWESSRSG HSFLSNLHLR

51 NGELVIHEKG FYYIYSQTYF RFQEEIKENT KNDKQMVQYI YKYTSYPDPI

101 LLMKSARNSC WSKDAEYGLY SIYQGGIFEL KENDRIFVSY TNEHLIDMDH

151 EASFFGAFLY GGGGSRKKRG GGGSIIGGHV AKPHSRPYMA YLMIWDQKSL

201 KRCGGFLIRD DFVLTAAHCW GSSINVTLGA HNIKEQEPTQ QFIPVKRAIP

251 HPAYNPKNFS NDIMLLQLER KAKRTRAVQP LRLPSNKAQV KPGQTCSVAG

301 WGQTAPLGKH SHTLQEVKMT VQEDRKCESD LRHYYDSTIE LCVGDPEIKK

351 TSFKGDSGGP LVCNKVAQGI VSYGRNNGMP PRACTKVSSF VHWIKKTMKR

401 YKDEL

Secuencia de ADN: SEQ. No. 74

1 CGTGTTGCAG CACATATTAC CGGCACCCGT GGTCGTAGCA ATACCCTGAG
CAGCCCGAAT AGCAAAAATG AAAAAGCACT GGGTCGCAAA ATTAATAGCT

101 GGGAAAGCAG CCGTAGCGGT CATAGCTTTC TGAGCAATCT GCATCTGCGT
AATGGTGAAC TGGTGATTCA TGAAAAAGGC TTTTATTATA TTTATAGCCA
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201 GACCTATTTT CGCTTTCAAG AAGAAATTAA AGAAAACACC AAAAATGATA
AACAAATGGT GCAGTATATT TACAAATATA CCAGCTATCC GGATCCGATT
301 CTGCTGATGA AAAGCGCACG TAATAGCTGT TGGAGCAAAG ATGCAGAATA
TGGTCTGTAT AGCATTTATC AGGGTGGCAT TTTTGAACTG AAAGAAAATG
401 ATCGCATTTT TGTGAGCGTG ACCAATGAAC ATCTGATTGA TATGGATCAT
GAAGCCAGCT TTTTTGGTGC ATTTCTGGTT GGTGGTGGTG GTAGCCGTAA
501 AAAACGTGGT GGTGGCGGTA GTATTATTGG TGGTCATGTT GCAAAACCGC
ATAGCCGTCC GTATATGGCA TATCTGATGA TTTGGGATCA GAAAAGCCTG
601 AAACGTTGTG GTGGTTTTCT GATTCGTGAT GATTTTGTTC TGACCGCAGC
ACATTGTTGG GGTAGCAGCA TTAATGTTAC CCTGGGTGCC CATAATATTA
701 AAGAACAAGA ACCGACCCAG CAGTTTATTC CGGTTAAACG TGCAATTCCG
CATCCGGCAT ATAATCCGAA AAATTTTAGC AATGATATTA TGCTGCTGCA
801 GCTGGAACGC AAAGCAAAAC GTACCCGTGC AGTTCAGCCG CTGCGTCTGC
CGAGCAATAA AGCACAGGTT AAACCGGGTC AGACCTGTAG CGTTGCAGGT
901 TGGGGTCAGA CCGCACCGCT GGGTAAACAT TCACATACCC TGCAAGAGGT
GAAAATGACC GTTCAAGAGG ATCGTAAATG CGAAAGCGAT CTGCGCCATT
1001 ATTATGATAG CACCATTGAA CTGTGTGTTG GTGATCCGGA AATTAAAAAA
ACCAGCTTTA AAGGCGATAG CGGTGGTCCG CTGGTTTGTA ATAAAGTTGC
1101 ACAGGGTATT GTGAGCTATG GTCGTAATAA TGGTATGCCT CCGCGTGCAT
GTACCAAAGT TAGCAGCTTT GTGCATTGGA TTAAAAAAAC GATGAAACGC
1201 TATAAAGATG AACTG

La secuencia de aminoacidos presentada anteriormente se utiliz6 como molde para generar su secuencia de ADN
codificante presentada anteriormente. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresion de la proteina de fusion se llevo a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli
Tuner (DE3) pLysS de Novagen. La proteina se separ6 por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general
descrito anteriormente.

Ejemplo 9. La proteina de fusién de SEQ. No. 9

La proteina de SEQ. No. 9 es una proteina de fusién que tiene una longitud de 187 aminoacidos y una masa de 21,9
kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL121-281, se fija el péptido de 9 aminoacidos obte-
nido a partir de la proteina Nur77 (SEQ. No. 35) como péptido efector, en donde la secuencia de poliarginina que
consiste en siete residuos de Arg se fija adicionalmente en el extremo C-terminal del péptido efector. Entre el péptido
efector y la secuencia de TRAIL hay una secuencia de sitios de escision para la metaloproteasa MMP (SEQ. No. 51)
y la urocinasa uPA (SEQ. No. 52).

La estructura de la proteina de fusidon se muestra esquematicamente en la Fig. 2 y su secuencia de aminoacidos y la
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresion en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 9 y SEQ. No. 75, como se muestra a continuacion.

Secuencia de aminoacidos: SEQ. No. 9

1 FSRSLHSLLR RRRRRRRVVR PLGLAGRVAA HITGTRGRSN TLSSPNSKNE
51  KALGRKINSW ESSRSGHSFL SNLHLRNGEL VIHEKGFYY| YSQTYFRFQE
101 EIKENTKNDK QMVQYIYKYT SYPDPILLMK SARNSCWSKD AEYGLYSIYQ

151 GGIFELKEND RIFVSVTNEH LIDMDHEASF FGAFLVG
Secuencia de ADN: SEQ. No. 75
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1 TTTAGCCGTA GCCTGCATAG CCTGCTGCGT CGTCGTCGTC GCCGTCGTCG
TGTTGTTCGT CCGCTGGGTC TGGCAGGTCG TGTTGCAGCA CATATTACCG

101 GCACCCGTGG TCGTAGCAAT ACCCTGAGCA GCCCGAATAG CAAAAATGAA
AAAGCCCTGG GTCGCAAAAT TAATAGCTGG GAAAGCAGCC GTAGCGGTCA

201 TAGCTTTCTG AGCAATCTGC ATCTGCGTAA TGGTGAACTG GTGATTCATG
AAAAAGGCTT TTATTATATT TATAGCCAGA CCTATTTTCG CTTTCAGGAA

301 GAAATTAAAG AAAATACCAA AAATGATAAA CAAATGGTGC AGTACATTTA
TAAATATACC AGCTATCCOG ATCCGATTCT GCTGATGAAA AGCGCACGTA

401 ATAGCTGTTG GAGCAAAGAT GCAGAATATG GCCTGTATAG CATTTATCAG
GGTGGCATTT TTGAACTGAA AGAAAATGAT CGCATTTTTG TGAGCGTGAC

501 CAATGAACAT CTGATTGATA TGGATCATGA AGCCAGCTTT TTITGGTGCAT
TTCTGGTGGG C

La secuencia de aminoacidos presentada anteriormente se utiliz6 como molde para generar su secuencia de ADN
codificante presentada anteriormente. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresion de la proteina de fusion se llevé a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-

5 teriormente. La hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, usando la cepa de E. coli Ro-
setta (DE3) de Novagen. La proteina se separo por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito
anteriormente.

Ejemplo 10. La proteina de fusiéon de SEQ. No. 10

La proteina de SEQ. No. 10 es una proteina de fusiéon que tiene una longitud de 193 aminoacidos y una masa de

10 22,4 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL121-281, el péptido de 16 aminoacidos que
contiene el dominio BH3 de la proteina Bak (SEQ. No. 36) se fija como péptido efector, en donde la secuencia de
poliarginina que penetra en la membrana, que consiste en siete residuos de Arg, esta fijada adicionalmente al ex-
tremo C-terminal del péptido efector. Entre la secuencia del péptido efector y la secuencia de TRAIL, hay secuencias
de los sitios de escision para la metaloproteasa MMP (SEQ. No. 51) y la urocinasa uPA (SEQ. No. 52).

15 La estructura de la proteina de fusién se muestra esquematicamente en la Fig. 2 y su secuencia de aminoacidos y la
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresion en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 10 y SEQ. No. 76, como se muestra a continuacion.

Secuencia de aminoacidos: SEQ. No. 10
1 GQVGRQLAIl GDDINRRRRR RRRVVRPLGL AGRVAAHITG TRGRSNTLSS
51  PNSKNEKALG RKINSWESSR SGHSFLSNLH LRNGELVIHE KGFYYIYSQT

101 YFRFQEEIKE NTKNDKQMVQ YIYKYTSYPD PILLMKSARN SCWSKDAEYG
151 LYSIYQGGIF ELKENDRIFV SVITNEHLIDM DHEASFFGAF LVG

20 Secuencia de ADN: SEQ. No. 76
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1 GGTCAGGTTG GTCGTCAGCT GGCAATTATT GGTGATGATA TTAACCGTCG
TCGTCGTCGC CGTCGTCGTG TTGTTCGTCC GCTGGGTCTG GCAGGTCGTG

101 TTGCAGCACA TATTACCGGC ACCCGTGGTC GTAGCAATAC CCTGAGCAGC
CCGAATAGCA AAAATGAAAA AGCCCTGGGT CGCAAAATTA ATAGCTGGGA

201 AAGCAGCCGT AGCGGTCATA GCTTTCTGAG CAATCTGCAT CTGCGTAATG
GTGAACTGGT GATTCATGAA AAAGGCTTTT ATTATATTTA TAGCCAGACC

301 TATTTTCGCT TTCAGGAAGA AATTAAAGAA AATACCAAAA ATGATAAACA
AATGGTGCAG TACATTTATA AATATACCAG CTATCCGGAT CCGATTCTGC

401 TGATGAAAAG CGCACGTAAT AGCTGTTGGA GCAAAGATGC AGAATATGGC
CTGTATAGCA TTTATCAGGG TGGCATTTTT GAACTGAAAG AAAATGATCG

501 CATTTTTGTG AGCGTGACCA ATGAACATCT GATTGATATG GATCATGAAG
CCAGCTTTTT TGGTGCATTT CTGGTGGGC

La secuencia de aminoacidos presentada anteriormente se utiliz6 como molde para generar su secuencia de ADN
codificante presentada anteriormente. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresion de la proteina de fusion se llevo a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando las cepas de E. coli
BL21 (DE3) y Tuner (DE3) pLysS de Novagen. La proteina se separd por electroforesis de acuerdo con el procedi-
miento general descrito anteriormente

Ejemplo 11. La proteina de fusiéon de SEQ. No. 11

La proteina de SEQ. No. 11 es una proteina de fusidon que tiene una longitud de 204 aminoacidos y una masa de
24,3 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL121-281, el dominio BH3 de la molécula PU-
MA/BBC3 (SEQ. No. 37) esta fijado como péptido efector, en donde la secuencia de poliarginina que comprende 9
residuos de Arg esta fijada ademas en el extremo C-terminal del péptido efector. Entre la secuencia del péptido efec-
tor y la secuencia de TRAIL, la estructura artificial contiene también secuencias de sitios de escision reconocidos por
las proteasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP (SEQ. No. 51).

La estructura de la proteina de fusién se muestra esquematicamente en la Fig. 3 y su secuencia de aminoacidos y la
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresion en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 11 y SEQ. No. 77, como se muestra a continuacion.

Secuencia de aminoacidos: SEQ. No. 11

1 EEQWAREIGA QLRRMADDLN AQYERRRRRR RRRRVVRPLG LAGRVAAHIT

51 GTRGRSNTLS SPNSKNEKAL GRKINSWESS RSGHSFLSNL HLRNGELVIH

101 EKGFYYIYSQ TYFRFQEEIK ENTKNDKQMV QYIYKYTSYP DPILLMKSAR

151 NSCWSKDAEY GLYSIYQGG| FELKENDRIF VSVTNEHLID MDHEASFFGA

201 FLVG

Secuencia de ADN: SEQ. No. 77

1 GAAGAACAGT GGGCACGTGA AATTGGTGCA CAGCTGCGTC GTATGGCAGA
TGATCTGAAT GCACAGTATG AACGTCGTCG TCGTCGCCGT CGGLCGTCGTC

101 GTGTTGTTCG TCCGCTGGGT CTGGCAGGTC GTGTTGCAGC ACATATTACC
GGCACCCGTG GTCGTAGCAA TACCCTGAGC AGCCCGAATA GCAAAAATGA
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201 AAAAGCACTG GGTCGCAAAA TCAATAGCTG GGAAAGCAGC CGTAGCGGTC
ATAGCTTTCT GAGCAATCTG CATCTGCGTA ATGGTGAACT GGTGATTCAT

301 GAAAAAGGCT TTTATTATAT TTATAGCCAG ACCTATTTTC GCTTTCAAGA
AGAGATTAAA GAAAATACCA AAAATGATAA ACAAATGGTG CAGTATATTT

401 ACAAATACAC CAGCTATCCG GACCCGATTC TGCTGATGAA AAGCGCACGT
AATAGCTGTT GGAGCAAAGA TGCAGAATAT GGTCTGTATA GCATTTATCA

501 GOOTGGCATC TTTGAGCTGA AAGAAAATGA TCGCATCTTT GTTAGCGTGA
CCAACGAACA TCTGATCGAT ATGGATCATG AAGCCAGCTT TTTTGGTGCA

La secuencia de aminoacidos presentada anteriormente se utiliz6 como molde para generar su secuencia de ADN
codificante presentada anteriormente. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresion de la proteina de fusion se llevé a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando las cepas de E. coli
BL21 (DE3) y Tuner (DE3) pLysS de Novagen. La proteina se separd por electroforesis de acuerdo con el procedi-
miento general descrito anteriormente

Ejemplo 12. La proteina de fusiéon de SEQ. No. 12

La proteina de SEQ. No. 12 es una proteina de fusién que tiene una longitud de 372 aminoacidos y una masa de 41
kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL121-281, la proteina PUMA (SEQ. No. 38) se fija
como péptido efector. Entre la secuencia de TRAIL y la secuencia del péptido efector hay una secuencia de sitios de
escision reconocidos por la metaloproteasa MMP (SEQ. No. 51) y la urocinasa uPA (SEQ. No. 52) que, ademas,
esta separada de la secuencia de TRAIL por el enlazador flexible de glicina-serina GGSGG (SEQ. No. 60). Ademas,
en el extremo C-terminal, el péptido efector comprende la secuencia de KEDL (SEQ. No. 56) que se dirige al reticulo
endoplasmatico y forma una parte C-terminal de la estructura artificial completa.

La estructura de la proteina de fusién se muestra esquematicamente en la Fig. 3 y su secuencia de aminoacidos y la
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresion en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 12 y SEQ. No. 78, como se muestra a continuacion.

Secuencia de aminoacidos: SEQ. No. 12

1 RVAAHITGTR GRSNTLSSPN SKNEKALGRK INSWESSRSG HSFLSNLHLR

51 NGELVIHEKG FYYIYSQTYF RFQEEIKENT KNDKCGMVQYI YKYTSYPDPI

101 LLMKSARNSC WSKDAEYGLY SIYQGGIFEL KENDRIFVSV TNEHLIDMDH
151 EASFFGAFLY GGGSGGPLGL AGRVVRARAR QEGSSPEPVE GLARDGPRPF
201 PLGRLVPSAV SCGLCEPGLA AAPAAPTLLP AAYLCAPTAP PAVTAALGGS
251 RWPGGPRSRP RGPRPDGPQP SLSLAEQHLE SPVPSAPGAL AGGPTQAAPG
301 VRGEEEQWAR EIGAQLRRMA DDLNAQYERR RQEEQQRHRP SPWRVLYNLI
351 MGLLPLPRGH RAPEMEPNKE DL

Secuencia de ADN: SEQ. No. 78
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1 CGTGTTGCAG CACATATTAC CGGCACCCGT GGTCGTAGCA ATACCCTGAG
CAGCCCGAAT AGCAAAAATG AAAAAGCACT GGGTCGCAAA ATCAATAGCT
101 GGGAAAGCAG CCGTAGCGGT CATAGCTTTC TGAGCAATCT GCATCTGCGT
AATGGTGAAC TGGTGATTCA TGAAAAAGGC TTTTATTATA TTTATAGCCA
201 GACCTATTTT CGCTTTCAAG AAGAGATTAA AGAAAATACC AAAAATGATA
AACAAATGGT GCAGTACATT TACAAATATA CCAGCTATCC GGACCCGATT
301 CTGCTGATGA AAAGCGCACG TAATAGCTGT TGGAGCAAAG ATGCAGAATA
TGGTCTGTAT AGCATTTATC AGGGTGGCAT CTTTGAGCTG AAAGAAAATG
401 ATCGCATCTT TGTTAGCGTG ACCAACGAAC ATCTGATCGA TATGGATCAT
GAAGCCAGCT TTTTTGGTGC ATTTCTGGTT GGTGGTGGTA GCGGTGGTCC
501 GCTGGGTCTG GCAGGTCGTG TTGTTCGTGC CCGTGCGCGT CAAGAAGGTA
GCAGTCCGGA ACCGGTTGAA GGTCTGGCAC GTGATGGTCC GCGTCCGTTT
601 CCGCTGGGTC GTCTGGTTCC GAGCGCAGTT AGCTGTGGTC TGTGTGAACC
GGGTCTGGCA GCCGCACCGG CAGCACCGAC ACTGCTGCLT GCAGCATATC
701 TGTGTGCACC GACCGCACCG CCTGCAGTTA CCGCAGCACT GGGTGGTAGC
CGTTGGCCTG GTGGTCCGCG TAGTCGTCCG CGTGGTCCTC GTCCGGATGG
801 TCCGCAGCCG AGCCTGAGCC TGGCAGAACA GCATCTGGAA AGTCCGGTGC
CGAGCGCACC GGGTGCACTG GCAGGCGGTC CTACACAGGC AGCACCGGGT
901 GTTCGTGGTG AAGAGGAACA GTGGGCACGT GAAATTGGTG CACAGCTGCG
TCGTATGGCA GATGATCTGA ATGCACAGTA TGAACGTCGT CGTCAAGAAG
1001 AACAGCAGCG TCATCGTCCG AGCCCGTGGC GTGTTCTGTA TAATCTGATT
ATGGGTCTGC TGCCGCTGCC TCGTGGTCAT CGTGCACCGG AAATGGAACC
1101 GAATAAAGAA GATCTG

La secuencia de aminoacidos presentada anteriormente se utiliz6 como molde para generar su secuencia de ADN
codificante presentada anteriormente. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresion de la proteina de fusion se llevé a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general B, usando las cepas de E. coli
B.21 (DE3) de Novagen y BL21DE3pLysSRIL de Stratagene. La proteina se separ6 por electroforesis de acuerdo
con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 13. La proteina de fusiéon de SEQ. No. 13

La proteina de SEQ. No. 13 es una proteina de fusidon que tiene una longitud de 493 aminoacidos y una masa de
53,4 kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL121-281, la proteina PUMA (SEQ. No. 38) se
fija como péptido efector. Ademas, entre la secuencia de TRAIL y la secuencia de la proteina PUMA, hay una se-
cuencia del dominio de traslocacion de Pseudomonas aeruginosa (SEQ No. 54), que se separa adicionalmente de la
secuencia de TRAIL por secuencias consecutivas de: enlazador flexible de glicina-serina GGGGS (SEQ. No. 59), si-
tio de escisién de furina (SEQ. No. 53) y enlazador flexible de alanina-glicina-serina ASGG (SEQ. No. 65), y de la
proteina PUMA por el enlazador flexible de glicina-serina GGSGG (SEQ. No. 60). Ademas, en el extremo C-terminal
del péptido efector, la proteina de fusion contiene la secuencia de KEDL (SEQ. No. 56) que se dirige al reticulo en-
doplasmico, que es la parte C-terminal de la estructura artificial completa.

La estructura de la proteina de fusién se muestra esquematicamente en la Fig. 3 y su secuencia de aminoacidos y la
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresion en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 13 y SEQ. No. 79, como se muestra a continuacion.

Secuencia de aminoacidos: SEQ. No. 13
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RVAAHITGTR GRSNTLSSPN SKNEKALGRK INSWESSRSG HSFLSNLHLR
NGELVIHEKG FYYIYSQTYF RFQEEIKENT KNDKQMVQYI YKYTSYPDPI
LLMKSARNSC WSKDAEYGLY SIYQGGIFEL KENDRIFVSV TNEHLIDMDH
EASFFGAFLY GGGGSRKKRA SGGPEGGSLA ALTAHQACHL PLETFTRHRQ
PRGWEQLEQC GYPVQRLVAL YLAARLSWNQ VDQVIANALA SPGSGGDLGE
AIRESPEQAR LALTLAAAES ERFVRQGTGN DEAGAANGPA DGGSGGGARA
RQEGSSPEPV EGLARDGPRP FPLGRLVPSA VSCGLCEPGL AAAPAAPTLL
PAAYLCAPTA PPAVTAALGG SRWPGGPRSR PRGPRPDGPQ PSLSLAEQHL
ESPVPSAPGA LAGGPTQAAP GVRGEEEQWA REIGAQLRRM ADDLNAQYER

RRQEEQQRHR PSPWRVLYNL IMGLLPLPRG HRAPEMEPNK DEL

Secuencia de ADN: SEQ. No. 79
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1 CGTGTTGCAG CACATATTAC CGGCACCCGT GGTCGTAGCA ATACCCTGAG
CAGCCCGAAT AGCAAAAATG AAAAAGCACT GGGTCGCAAA ATTAATAGCT
101 GGGAAAGCAG CCGTAGCGGT CATAGCTTTC TGAGCAATCT GCATCTGCGT
AATGGTGAAC TGGTGATTCA TGAAAAAGGC TTTTATTATA TTTATAGCCA
201 GACCTATTTT CGCTTTCAAG AAGAAATTAA AGAAAATACC AAAAATGATA
AGCAGATGGT GCAGTATATC TATAAATATA CCAGCTATCC GGATCCGATT
301 CTGCTGATGA AAAGCGCACG TAATAGCTGT TGGAGCAAAG ATGCAGAATA
TGGTCTGTAT AGCATTTATC AGGGTGGCAT TTTTGAACTG AAAGAAAATG
401 ATCGCATTTT TGTGAGCGTG ACCAATGAAC ATCTGATTGA TATGGATCAT
GAAGCCAGCT TTTTTGGTGC ATTTCTGGTT GGTGGTGGTG GTAGCCGTAA
501 AAAACGTGCA AGCGGTGGTC CGGAAGGTGG TAGCCTGGCA GCACTGACCG
CACATCAGGC ATGTCATCTG CCGCTGGAAA CCTTTACCCG TCATCGTCAG
601 CCTCGTGGTT GGGAACAGCT GGAACAGTGT GGTTATCCGG TTCAGCGTCT
GGTTGCACTG TATCTGGCAG CACGTCTGAG CTGGAATCAG GTTGATCAGG
701 TTATTGCAAA TGCACTGGCA AGTCCGGGTA GCGGTGGTGA TCTGGGTGAA
GCAATTCGTG AAAGTCCGGA ACAGGCACGT CTGGCACTGA CCCTGGCAGC
801 AGCAGAAAGC GAACGTTTTG TTCGTCAGGG CACCGGTAAT GATGAAGCCG
GTGCAGCAAA TGGTCCGGCA GATGGTGGTA GTGGTGGTGG TGCACGTGCT
901 CGTCAAGAAG GTAGCAGTCC GGAACCGGTT GAAGGTCTGG CACGTGACGG
TCCGCGTCCG TTTCCGCTGG GTCGTCTGGT TCCGAGCGCA GTTAGCTGTG
1001 GTCTGTGTGA ACCGGGTCTG GCAGCCGCAC CGGCAGCACC GACACTGCTG
CCTGCAGCAT ATCTGTGTGC ACCGACCGCA CCGCCTGCAG TTACCGCAGC
1101 ACTGGGTGGT AGTCGTTGGC CTGGTGGTCC GCGTAGTCGT CCGCGTGGTC
CGCGTCCGGA TGGTCCGCAG CCGAGTCTGA GCCTGGCAGA ACAGCATCTG
1201 GAAAGTCCTG TGCCGAGCGC ACCGGGTGCA CTGGCAGGCG GTCCGACACA
GGCAGCACCT GGTGTTCGTG GTGAAGAAGA ACAGTGGGCA CGCGAAATTG
1301 GTGCACAGCT GCGTCGTATG GCAGATGATC TGAATGCACA GTATGAACGT
CGTCGTCAAG AAGAACAGCA GCGTCATCGT CCGAGCCCGT GGCGTGTTCT
1401 GTATAATCTG ATTATGGGTC TGCTGCCGCT GCCTCGTGGT CATCGTGCAC
CGGAAATGGA ACCGAATAAA GATGAACTG

La secuencia de aminoacidos presentada anteriormente se utiliz6 como molde para generar su secuencia de ADN
codificante presentada anteriormente. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresion de la proteina de fusion se llevé a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general B, usando las cepas de E. coli
BL21 (DE3) de Novagen y BL21DE3pLysSRIL de Stratagene. La proteina se separ6 por electroforesis de acuerdo
con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 14. La proteina de fusiéon de SEQ. No. 14

La proteina de SEQ. No. 14 es una proteina de fusiéon que tiene una longitud de 186 aminoacidos y una masa de
21,5 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL121-281, el fragmento de 8 aminoacidos de
la proteina SMAC/Diablo (SEQ. No. 39) se fija como péptido efector, en donde la secuencia de poliarginina que con-
siste en siete residuos de Arg esta unida adicionalmente al extremo C-terminal del péptido efector. Ademas, entre la
secuencia de poliarginina y la secuencia de TRAIL, la proteina contiene secuencias de sitios de escision reconocidos
por las proteasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP (SEQ. No. 51).
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La estructura de la proteina de fusién se muestra esquematicamente en la Fig. 3 y su secuencia de aminoacidos y la
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresion en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 14 y SEQ. No. 80 como se muestra a continuacion.

Secuencia de aminoacidos: SEQ. No. 14

1 AVPIAQKPRR RRRRRRVVRP LGLAGRVAAH ITGTRGRSNT LSSPNSKNEK
51 ALGRKINSWE SSRSGHSFLS NLHLRNGELVY IHEKGFYYIY SQTYFRFQEE
101 IKENTKNDKQ MVQYIYKYTS YPDPILLMKS ARNSCWSKDA EYGLYSIYQG
151 GIFELKENDR IFVSVTNEHL IDMDHEASFF GAFLVG

Secuencia de ADN: SEQ. No. 80

1 GCAGTTCCGA TTGCACAGAA ACCGCGTCGT CGTCGTCGCC GTCGTCGTGT
TGTTCGTCCG CTGGGTCTGG CAGGTCGTGT TGCAGCACAT ATTACCGGCA

101 CCCGTGGTCG TAGCAATACC CTGAGCAGCC CGAATAGCAA AAATGAAAAA
GCCCTGGGTC GCAAAATCAA TAGCTGGGAA AGCAGCCGTA GCGGTCATAG

201 CTTTCTGAGC AATCTGCATC TGCGTAATGG TGAACTGGTG ATTCATGAAA
AAGGCTTTTA CTATATCTAT AGCCAGACCT ACTTCCGCTT TCAGGAAGAA

301 ATTAAAGAAA ATACCAAAAA TGATAAACAA ATGGTGCAGT ATATCTATAA
ATATACCAGC TATCCGGATC CGATTCTGCT GATGAAAAGC GCACGTAATA

401 GCTGTTGGAG CAAAGATGCA GAATATGGCC TGTATAGCAT TTATCAGGGT
GGCATTTTTG AACTGAAAGA AAATGATCGC ATTTTTGTGA GCGTGACCAA

501 TGAACATCTG ATTGATATGG ATCATGAAGC CAGCTTTTTT GGTGCATTIC
TGGTGGGT

La secuencia de aminoacidos presentada anteriormente se utiliz6 como molde para generar su secuencia de ADN
codificante presentada anteriormente. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresion de la proteina de fusion se llevo a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general B, usando las cepas de E. coli
BL21 (DE3) o Tuner (DE3) de Novagen. La proteina se separd por electroforesis de acuerdo con el procedimiento
general descrito anteriormente.

Ejemplo 15. La proteina de fusiéon de SEQ. No. 15

La proteina de SEQ. No. 15 es una proteina de fusidon que tiene una longitud de 191 aminoacidos y una masa de
22,2 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL 121-281, la buforina lIb (SEQ. No. 40) se fija
como péptido efector. Ademas, entre el péptido efector y la secuencia de TRAIL, la proteina contiene secuencias de
sitios de escisidn reconocidos por las proteasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP (SEQ. No. 51).

La estructura de la proteina de fusién se muestra esquematicamente en la Fig. 3 y su secuencia de aminoacidos y la
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresion en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 15y SEQ. No. 81, como se muestra a continuacion.

Secuencia de aminoacidos: SEQ. No. 15

1 RAGLQFPVGR LLRRLLRRLL RVWRPLGLAG RVAAHITGTR GRSNTLSSPN
51 SKNEKALGRK INSWESSRSG HSFLSNLHLR NGELVIHEKG FYYIYSQTYF
101 RFQEEIKENT KNDKQMVQYI YKYTSYPDPI LLMKSARNSC WSKDAEYGLY
151 SIYQGGIFEL KENDRIFVSYV TNEHLIDMDH EASFFGAFLY G

Secuencia de ADN: SEQ. No. 81

36



10

15

ES 2 531288 T3

1 CGTGCAGGTC TGCAGTTTCC GGTTGGACGT CTGTTACGTC GCCTGCTGCG
TCGTCTGCTG CGCGTTGTTC GTCCGCTGGG TCTGGCAGGT CGTGTTGCAG
101 CACATATTAC CGGCACCCGT GGTCGTAGCA ATACCCTGAG CAGCCCGAAT
AGCAAAAATG AAAAAGCACT GGGTCGCAAA ATCAATAGCT GGGAAAGCAG
201 CCGTAGCGGT CATAGCTTTC TGAGCAATCT GCATCTGCGT AATGGTGAAC
TGGTGATTCA TGAAAAAGGC TTTTATTATA TTTATAGCCA GACCTATTTT
301 CGCTTTCAAG AAGAGATTAA AGAAAATACC AAAAATGATA AACAAATGGT
GCAGTACATT TACAAATATA CCAGCTATCC GGACCCGATT CTGCTGATGA
401 AAAGCGCACG TAATAGCTGT TGGAGCAAAG ATGCAGAATA TGGTCTGTAT
AGCATTTATC AGGGTGGCAT CTTTGAGCTG AAAGAAAATG ATCGCATCTT
501 TGTTAGCGTG ACCAACGAAC ATCTGATCGA TATGGATCAT GAAGCCAGCT
TTTTTGGTGC ATTTCTGGTG GGTCTGGTTC CGCGTGGTAG CGGTAGCAGC
601 CATCATCATC ATCACCATAG CAGCGGT

La secuencia de aminoacidos presentada anteriormente se utiliz6 como molde para generar su secuencia de ADN
codificante presentada anteriormente. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresion de la proteina de fusion se llevé a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, usando la cepa de E. coli Tu-
ner (DE3) de Novagen. La proteina se separ6 por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito
anteriormente.

Ejemplo 16. La proteina de fusiéon de SEQ. No. 16

La proteina de SEQ. No. 16 es una proteina de fusidon que tiene una longitud de 279 aminoacidos y una masa de
31,7 kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL 121-281, la proteina onconasa (SEQ. No.
41) se fija como péptido efector. Entre la secuencia de TRAIL y la secuencia del péptido efector hay una secuencia
de sitios de escision reconocidos por las proteasas MMP (SEQ. No. 51) y uPA (SEQ. No. 52), separados adicional-
mente de la secuencia de TRAIL por el enlazador flexible de glicina-serina GGGS (SEQ. No. 58).

La estructura de la proteina de fusién se muestra esquematicamente en la Fig. 4 y su secuencia de aminoacidos y la
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresion en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 16 y SEQ. No. 82, como se muestra a continuacion.

Secuencia de aminoacidos: SEQ. No. 16

1 RVAAHITGTR GRSNTLSSPN SKNEKALGRK INSWESSRSG HSFLSNLHLR
51 NGELVIHEKG FYYIYSQTYF RFQEEIKENT KNDKQMVQYI1 YKYTSYPDPI
101 LLMKSARNSC WSKDAEYGLY SIYQGGIFEL KENDRIFVSY TNEHLIDMDH
151 EASFFGAFLV GGGSGPLGLA GRVVRQDWLT FQKKHITNTR DVDCDNIMST
201 NLFHCKDKNT FIYSRPEPVK AICKGIIASK NVLTTSEFYL SDCNVTSRPC

251 KYKLKKSTNK FCVTCENQAP VHFVGVGSC

Secuencia de ADN: SEQ. No. 82
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1 CGTGTTGCAG CACATATTAC CGGCACCCGT GGTCGTAGCA ATACCCTGAG
CAGCCCGAAT AGCAAAAATG AAAAAGCACT GGGTCGCAAA ATTAATAGCT

101 GGGAAAGCAG CCGTAGCGGT CATAGCTTTC TGAGCAATCT GCATCTGCGT
AATGGTGAAC TGGTGATTCA TGAAAAAGGC TTTTATTATA TTTATAGCCA

201 GACCTATTTT CGCTTTCAAG AAGAAATTAA AGAAAATACC AAAAATGATA
AGCAGATGGT GCAGTATATC TATAAATATA CCAGCTATCC GGATCCGATT

301 CTGCTGATGA AAAGCGCACG TAATAGCTGT TGGAGCAAAG ATGCAGAATA
TGGTCTGTAT AGCATTTATC AGGGTGGCAT TTTTGAACTG AAAGAAAATG

401 ATCGCATTTT TGTGAGCGTG ACCAATGAAC ATCTGATTGA TATGGATCAT
GAAGCCAGCT TTTTTGGTGC ATTTCTGGTT GGTGGTGGTA GCGGTCCGCT

501 GGGTCTGGCA GGTCGTGTTG TTCGTCAGGA TTGGCTGACC TTTCAGAAAA
AACATATTAC CAATACCCGT GATGTGGATT GCGATAATAT TATGAGCACC

601 AACCTGTTTC ATTGCAAAGA TAAAAATACC TTTATTTATA GCCGTCCGGA
ACCGGTTAAA GCAATTTGTA AAGGTATTAT TGCCAGCAAA AATGTGCTGA

701 CCACGAGCGA ATTCTATCTG AGCGATTGTA ATGTTACCAG CCGTCCGTGT
AAATATAAAC TGAAAAAAAG CACCAATAAA TTTTGCGTGA CCTGCGAAAA

801 TCAGGCACCG GTTCATTTTG TTGGTGTTGG TAGCTGT

La secuencia de aminoacidos presentada anteriormente se utiliz6 como molde para generar su secuencia de ADN
codificante presentada anteriormente. Se generé un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresion de la proteina de fusion se llevo a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, usando la cepa de E. coli Tu-
ner (DE3) de Novagen. La proteina se separ6 por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito
anteriormente.

Ejemplo 17. La proteina de fusiéon de SEQ. No. 17

La proteina de SEQ. No. 17 es una proteina de fusién que tiene una longitud de 274 aminoacidos y una masa de 31
kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL 121-281, la proteina onconasa (SEQ. No. 41) se
fija como péptido efector, en donde la secuencia del péptido efector se separa adicionalmente de la secuencia de
TRAIL por el enlazador flexible de glicina-serina, GGGGSGGGGS (SEQ. No. 64).

La estructura de la proteina de fusién se muestra esquematicamente en la Fig. 4 y su secuencia de aminoacidos y la
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresion en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 17 y SEQ. No. 83, como se muestra a continuacion.

Secuencia de aminoacidos: SEQ. No. 17

1 RVAAHITGTR GRSNTLSSPN SKNEKALGRK INSWESSRSG HSFLSNLHLR

51  NGELVIHEKG FYYIYSQTYF RFQEEIKENT KNDKQMVQY!1 YKYTSYPDPI

101 LLMKSARNSC WSKDAEYGLY SIYQGGIFEL KENDRIFVSY TNEHLIDMDH
151 EASFFGAFLV GGGGSGGGGS QDWLTFQKKH ITNTRDVDCD NIMSTNLFHC
201 KDKNTFIYSR PEPVKAICKG HASKNVLTT SEFYLSDCNV TSRPCKYKLK

251 KSTNKFCVTC ENQAPVHFVG VGSC

Secuencia de ADN: SEQ. No. 83
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1 CGTGTTGCAG CACATATTAC CGGCACCCGT GGTCGTAGCA ATACCCTGAG
CAGCCCGAAT AGCAAAAATG AAAAAGCACT GGGTCGCAAA ATTAATAGCT
101 GGGAAAGCAG CCGTAGCGGT CATAGCTTTC TGAGCAATCT GCATCTGCGT
AATGGTGAAC TGGTGATTCA TGAAAAAGGC TTTTATTATA TTTATAGCCA
201 GACCTATTTT CGCTTTCAAG AAGAAATTAA AGAAAATACC AAAAATGATA
AGCAGATGGT GCAGTATATC TATAAATATA CCAGCTATCC GGATCCGATT
301 CTGCTGATGA AAAGCGCACG TAATAGCTGT TGGAGCAAAG ATGCAGAATA
TGGTCTGTAT AGCATTTATC AGGGTGGCAT TTTTGAACTG AAAGAAAATG
401 ATCGCATTTT TGTGAGCGTG ACCAATGAAC ATCTGATTGA TATGGATCAT
GAAGCCAGCT TTTTTGGTGC ATTTCTGGTT GGTGGTGGTG GTAGCGGTGG
501 TGGTGGCAGC CAGGATTGGC TGACCTTTCA GAAAAAACAT ATTACCAATA
CCCGTGATGT GGATTGCGAT AATATTATGA GCACCAACCT GTTTCATTGC
601 AAAGATAAAA ATACCTTTAT TTATAGCCGT CCGGAACCGG TTAAAGCAAT
TTGTAAAGGT ATTATTGCCA GCAAAAATGT GCTGACCACG AGCGAATTCT
701 ATCTGAGCGA TTGTAATGTT ACCAGCCGTC CGTGTAAATA TAAACTGAAA
AAAAGCACCA ATAAATTTTG CGTGACCTGC GAAAATCAGG CACCGGTTCA
801 TTTTGTTGGT GTTGGTAGCT GT

La secuencia de aminoacidos presentada anteriormente se utiliz6 como molde para generar su secuencia de ADN
codificante presentada anteriormente. Se generé un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresion de la proteina de fusion se llevo a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, usando la cepa de E. coli Tu-
ner (DE3) de Novagen. La proteina se separ6 por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito
anteriormente.

Ejemplo 18. La proteina de fusiéon de SEQ. No. 18

La proteina de SEQ. No. 18 es una proteina de fusidon que tiene una longitud de 197 aminoacidos y una masa de
23,2 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL 121-281, un péptido de 20 aminoacidos que
contiene el dominio N-terminal de la proteina p14ARF (SEQ. No. 42) se fija como péptido efector, en donde la se-
cuencia de poliarginina que consiste en seis residuos de Arg se fija adicionalmente al extremo C-terminal del péptido
efector. Ademas, entre la secuencia de poliarginina y la secuencia de TRAIL hay una secuencia de sitios de escision
de las proteasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP (SEQ. No. 51).

La estructura de la proteina de fusién se muestra esquematicamente en la Fig. 4 y su secuencia de aminoacidos y la
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresion en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 18 y SEQ. No. 84, como se muestra a continuacion.

Secuencia de aminoacidos: SEQ. No. 18

1 VRRFLYTLRI RRACGPPRVR RRRRRRRVVR PLGLAGRVAA HITGTRGRSN

51 TLSSPNSKNE KALGRKINSW ESSRSGHSFL SNLHLRNGEL VIHEKGFYYI

101 YSQTYFRFQE EIKENTKNDK QMVQYIYKYT SYPDPILLMK SARNSCWSKD

151 AEYGLYSIYQ GGIFELKEND RIFVSVTNEH LIDMDHEASF FGAFLVG

Secuencia de ADN: SEQ. No. 84

1 GTTCGTCGTT TTCTGGTTAC CCTGCGTATT CGTCGTGCAT GTGGTCCTCC
GCGTGTGCGT CGTCGTCGTC GCCGTCGTCG TGTTGTTCGT CCTCTGGGTC
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101 TGGCAGGTCG CGTTGCAGCA CATATTACCG GCACCCGTGG TCGTAGCAAT
ACCCTGAGCA GCCCGAATAG CAAAAATGAA AAAGCCCTGG GTCGCAAAAT

201 TAATAGCTGG GAAAGCAGCC GTAGCGGTCA TAGCTTTCTG AGCAATCTGC
ATCTGCGTAA TGGTGAACTG GTGATTCATG AAAAAGGCTT TTATTATATT

301 TATAGCCAGA CCTATTTTCG CTTTCAGGAA GAAATTAAAG AAAATACCAA
AAATGATAAA CAAATGGTGC AGTATATCTA TAAATATACC AGCTATCCGG

401 ATCCGATTCT GCTGATGAAA AGCGCACGTA ATAGCTGTTG GAGCAAAGAT
GCAGAATATG GCCTGTATAG CATTTATCAG GGTGGCATTT TTGAACTGAA

501 AGAAAATGAT CGCATTTTTG TGAGCGTGAC CAATGAACAT CTGATTGATA
TGGATCATGA AGCCAGCTTT TTTGGTGCAT TTCTGGTTGG T

La secuencia de aminoacidos presentada anteriormente se utiliz6 como molde para generar su secuencia de ADN
codificante presentada anteriormente. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresion de la proteina de fusion se llevé a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, usando la cepa de E. coli Tu-
ner (DE3) de Novagen. La proteina se separ6 por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito
anteriormente.

Ejemplo 19. La proteina de fusiéon de SEQ. No. 19

La proteina de SEQ. No. 19 es una proteina de fusidon que tiene una longitud de 189 aminoacidos y una masa de
22,3 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL 121-281, el péptido de 11 aminoacidos que
se une a Mdm2 (SEQ No. 43) se fija como péptido efector, en donde la secuencia de poliarginina que consiste en
siete residuos de Arg se fija ademas al extremo C-terminal del péptido efector. Ademas, entre la secuencia de po-
liarginina y la secuencia de TRAIL hay secuencias de sitios de escision reconocidos por las proteasas uPA (SEQ.
No. 52) y MMP (SEQ. No. 51).

La estructura de la proteina de fusidon se muestra esquematicamente en la Fig. 4 y su secuencia de aminoacidos y la
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresion en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 19 y SEQ. No. 85, como se muestra a continuacion.

Secuencia de aminoacidos: SEQ. No. 19

1 PRFMDTWEGL NRRRRRRRRYV VRPLGLAGRV AAHITGTRGR SNTLSSPNSK
51  NEKALGRKIN SWESSRSGHS FLSNLHLRNG ELVIHEKGFY YIYSQTYFRF

101 QEEIKENTKN DKQMVQYIYK YTSYPDPILL MKSARNSCWS KDAEYGLYSI
151 YQGGIFELKE NDRIFVSVTN EHLIDMDHEA SFFGAFLVG
Secuencia de ADN: SEQ. No. 85
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1 CCTCGTTTTA TGGATACCTG GGAAGGTCTG AATCGCCGTC GGCGTCGTCG
GCGTCGTGTT GTTCGTCCGC TGGOTCTGGC AGGTCGTGTT GCAGCACATA

101 TTACCGGCAC CCGTGGTCGT AGCAATACCC TGAGCAGCCC GAATAGCAAA
AATGAAAAAG CACTGGGTCG CAAAATTAAT AGCTGGGAAA GCAGCCGTAG

201 CGGTCATAGC TTTCTGAGCA ATCTGCATCT GCGTAATGGT GAACTGGTGA
TTCATGAAAA AGGCTTTTAT TATATTTATA GCCAGACCTA TTTTCGCTTT

301 CAGGAAGAAA TTAAAGAAAA TACCAAAAAT GATAAACAAA TGGTGCAGTA
CATTTACAAA TATACCAGCT ATCCGGATCC GATTCTGCTG ATGAAAAGCG

401 CACGTAATAG CTGTTGGAGC AAAGATGCAG AATATGGTCT GTATAGCATT
TATCAGGGTG GCATTTTTGA ACTGAAAGAA AATGATCGCA TTTTTGTGAG

501 CGTGACCAAT GAACATCTGA TTGATATGGA TCATGAAGCC AGCTTTTTTG
GTGCATTTCT GGTTGGT

La secuencia de aminoacidos presentada anteriormente se utiliz6 como molde para generar su secuencia de ADN
codificante presentada anteriormente. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresion de la proteina de fusion se llevo a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general B, usando las cepas de E. coli
BL21 (DE3) o Tuner (DE3) de Novagen. La proteina se separd por electroforesis de acuerdo con el procedimiento
general descrito anteriormente.

Ejemplo 20. La proteina de fusiéon de SEQ. No. 20

La proteina de SEQ. No. 20 es una proteina de fusidon que tiene una longitud de 195 aminoacidos y una masa de
22,9 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia TRAIL121-281, el péptido obtenido a partir de lunasina
(SEQ. No. 44) se fija como péptido efector. Entre el péptido efector y la secuencia de TRAIL hay, en el orden dado,
la secuencia de poliarginina que consiste en siete residuos de Arg y secuencias de sitios de escision para las pro-
teasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP (SEQ. No. 51).

La estructura de la proteina de fusion se muestra esquematicamente en la Fig. 4 y su secuencia de aminoacidos y la
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresion en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 20 y SEQ. No. 86, como se muestra a continuacion.

Secuencia de aminoacidos: SEQ. No. 20

1 CEKHIMEKIQ GRGDDDDRRR RRRRRVVRPL GLAGRVAAHI TGTRGRSNTL
51  SSPNSKNEKA LGRKINSWES SRSGHSFLSN LHLRNGELVI HEKGFYYIYS
101 QTYFRFQEEI KENTKNDKQM VQYIYKYTSY PDPILLMKSA RNSCWSKDAE
151 YGLYSIYQGG IFELKENDRI FVSVTNEHLI DMDHEASFFG AFLVG
Secuencia de ADN: SEQ. No. 86
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1 TGTGAAAAAC ATATTATGGA AAAAATTCAG GGTCGCGGTG ATGATGATGA
TCGCCGTCGG CGTCGTCGGC GTCGTGTTGT TCGTCCGLTG GGTCTGGCAG

101 GTCGTGTTGC AGCACATATT ACCGGCACCC GTGGTCGTAG CAATACCCTG
AGCAGCCCGA ATAGCAAAAA TGAAAAAGCA CTGGGTCGCA AAATTAATAG

201 CTGGGAAAGC AGCCGTAGCG GTCATAGCTT TCTGAGCAAT CTGCATCTGC
GTAATGGTGA ACTGGTGATT CATGAAAAAG GCTTTTATTA TATTTATAGC

301 CAGACCTATT TTCGCTTTCA GGAAGAAATT AAAGAAAATA CCAAAAATGA
TAAACAAATG GTGCAGTACA TTTACAAATA TACCAGCTAT CCGGATCCGA

401 TTCTGCTGAT GAAAAGCGCA CGTAATAGCT GTTGGAGCAA AGATGCAGAA
TATGGTCTGT ATAGCATTTA TCAGGGTGGC ATTTTTGAAC TGAAAGAAAA

501 TGATCGCATT TTTGTGAGCG TGACCAATGA ACATCTGATT GATATGGATC
ATGAAGCCAG CTTTTTTGGT GCATTTCTGG TTGGT

La secuencia de aminoacidos presentada anteriormente se utiliz6 como molde para generar su secuencia de ADN
codificante presentada anteriormente. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresion de la proteina de fusion se llevo a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general B, usando las cepas de E. coli
BL21 (DE3) o Tuner (DE3) de Novagen. La proteina se separd por electroforesis de acuerdo con el procedimiento
general descrito anteriormente.

Ejemplo 21. La proteina de fusiéon de SEQ. No. 21

La proteina de SEQ. No. 21 es una proteina de fusidon que tiene una longitud de 218 aminoacidos y una masa de
25,5 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL 121-281, se fija como péptido efector un
fragmento de la proteina de 8 aminoacidos Smac/Diablo (SEQ No. 39) con una secuencia de poliarginina fijada a su
extremo C-terminal, que consiste en siete residuos de Arg. Ademas, en el extremo C-terminal de la secuencia de
TRAIL121-281 se fija como segundo péptido efector el péptido que contiene el dominio BH3 de la proteina Bik (SEQ.
No. 45), estando fijado el segundo péptido efector en su extremo N-terminal, a una secuencia de poliarginina que
consiste en siete residuos de Arg. Entre la secuencia de TRAIL y ambos péptidos efectores con secuencias de po-
liarginina fijadas, hay secuencias de sitios de escision reconocidos por la metaloproteasa MMP (SEQ. No. 51) y la
urocinasa uPA (SEQ. No. 52).

La estructura de la proteina de fusién se muestra esquematicamente en la Fig. 4 y su secuencia de aminoacidos y la
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresion en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 21 y SEQ. No. 87, como se muestra a continuacion.

Secuencia de aminoacidos: SEQ. No. 21
1 AVPIAQKPRR RRRRRRVVRP LGLAGRVAAH ITGTRGRSNT LSSPNSKNEK
51  ALGRKINSWE SSRSGHSFLS NLHLRNGELY IHEKGFYYIY SQTYFRFQEE

101 IKENTKNDKQ MVQYIYKYTS YPDPILLMKS ARNSCWSKDA EYGLYSIYQG
151 GIFELKENDR IFVSVTNEHL IDMDHEASFF GAFLVGPLGL AGRVVRRRRR

201 RRRLALRLAC IGDEMDVS
Secuencia de ADN: SEQ. No. 87
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1 GCAGTTCCGA TTGCACAGAA ACCGCGTCGT CGTCGTCGCC GTCGTCGTGT
TGTTCGTCCT CTGGGTCTGG CAGGTCGCGT TGCAGCACAT ATTACCGGCA
101 CCCGTGGTCG TAGCAATACC CTGAGCAGCC CGAATAGCAA AAATGAAAAA
GCCCTGGGTC GCAAAATTAA TAGCTGGGAA AGCAGCCGTA GCGGTCATAG
201 CTTTCTGAGC AATCTGCATC TGCGTAATGG TGAACTGGTG ATTCATGAAA
AAGGCTTTTA TTATATTTAT AGCCAGACCT ATTTTCGCTT TCAGGAAGAA
301 ATTAAAGAAA ATACCAAAAA TGATAAACAA ATGGTGCAGT ATATCTATAA
ATATACCAGC TATCCGGATC CGATTCTGCT GATGAAAAGC GCACGTAATA
401 GCTGTTGGAG CAAAGATGCA GAATATGGCC TGTATAGCAT TTATCAGGGT
GGCATTTTTG AACTGAAAGA AAATGATCGC ATTTTTGTGA GCGTGACCAA
501 TGAACATCTG ATTGATATGG ATCATGAAGC CAGCTTTTTT GGTGCATTTC
TGGTTGGTCC GCTGGGCCTG GCTGGCCGTG TGGTTCGCCG GCGLCCGTCGC
601 CGTCGCCGCC TGGCACTGCG TCTGGCATGT ATTGGTGATG AAATGGATGT

GAGC

La secuencia de aminoacidos presentada anteriormente se utiliz6 como molde para generar su secuencia de ADN
codificante presentada anteriormente. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresion de la proteina de fusion se llevé a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, usando la cepa de E. coli Ro-
setta (DE3) de Novagen. La proteina se separ6 por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito
anteriormente.

Ejemplo 22. La proteina de fusiéon de SEQ. No. 22

La proteina de SEQ. No. 22 es una proteina de fusidon que tiene una longitud de 199 aminoacidos y una masa de
22,3 kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL 121-281, se fija como péptido efector la se-
cuencia peptidica sintética que consiste en repeticiones de Gly, Ala (SEQ. No. 46), que tiene también fijado a su ex-
tremo C-terminal la secuencia de poliarginina que consiste en ocho residuos de Arg, en donde esta Ultima forma
también la parte C-terminal de la estructura artificial completa. Ademas, entre el péptido efector y la secuencia de
TRAIL hay una secuencia de sitios de escision reconocida por la metaloproteasa MMP (SEQ. No. 51) y la urocinasa
uPA (SEQ. No. 52).

La estructura de la proteina de fusién se muestra esquematicamente en la Fig. 4 y su secuencia de aminoacidos y la
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresion en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 22 y SEQ. No. 88, como se muestra a continuacion.

Secuencia de aminoacidos: SEQ. No. 22

1 RVAAHITGTR GRSNTLSSPN SKNEKALGRK INSWESSRSG HSFLSNLHLR

51 NGELVIHEKG FYYIYSQTYF RFQEEIKENT KNDKQMVQYI1 YKYTSYPDPI

101 LLMKSARNSC WSKDAEYGLY SIYQGGIFEL KENDRIFVSY TNEHLIDMDH

151 EASFFGAFLV GRVVRPLGLA GAGAGGGAGG AGAGGGAGGA GRRRRRRRR

Secuencia de ADN: SEQ. No. 88

1 CGTGTTGCAG CACATATTAC CGGCACCCGT GGTCGTAGCA ATACCCTGAG
CAGCCCGAAT AGCAAAAATG AAAAAGCACT GGGTCGCAAA ATTAATAGCT

43



10

15

20

ES 2 531288 T3

101 GGGAAAGCAG CCGTAGCGGT CATAGCTTTC TGAGCAATCT GCATCTGCGT
AATGGTGAAC TGGTGATTCA TGAAAAAGGC TTTTATTATA TTTATAGCCA

201 GACCTATTTT CGCTTTCAAG AAGAAATTAA AGAAAACACC AAAAATGATA
AACAAATGGT GCAGTATATT TACAAATATA CCAGCTATCC GGATCCGATT

301 CTGCTGATGA AAAGCGCACG TAATAGCTGT TGGAGCAAAG ATGCAGAATA
TGGTCTGTAT AGCATTTATC AGGGTGGCAT TTTTGAACTG AAAGAAAATG

401 ATCGCATTTT TGTGAGCGTG ACCAATGAAC ATCTGATTGA TATGGATCAT
GAAGCCAGCT TTTTTGGTGC ATTTCTGGTT GGTGGTGGTG GTAGCGGTGG

501 TGGTCGTGTT GTTCGTCCGC TGGGTCTGGC TGGTGCCGGT GCCGGTGGTG
GTGCAGGCGG TGCTGGTGCG GGTGGCGGAG CCGGTGGTGL AGGTCGTCGT

601 CGTCGCCGTC GTCGGCGT

La secuencia de aminoacidos presentada anteriormente se utiliz6 como molde para generar su secuencia de ADN
codificante presentada anteriormente. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresion de la proteina de fusion se llevé a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general B, usando las cepas de E. coli
BL21 (DE3) o Tuner (DE3) de Novagen. La proteina se separd por electroforesis de acuerdo con el procedimiento
general descrito anteriormente.

Ejemplo 23. La proteina de fusiéon de SEQ. No. 23

La proteina de SEQ. No. 23 es una proteina de fusidon que tiene una longitud de 289 aminoacidos y una masa de
32,6 kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL121-281, el dominio C-terminal del compo-
nente S5a del proteasoma que contiene motivos UIMs (SEQ. No. 46), se fija como péptido efector. Ademas, entre el
péptido efector y la secuencia de TRAIL esta la secuencia del sitio de escision de furina (SEQ. No. 53), separada
adicionalmente de la secuencia de TRAIL por un enlazador flexible de glicina-serina GGGSGG (SEQ. No. 61), y en
el extremo C-terminal del péptido efector se encuentra la secuencia KEDL que se dirige al reticulo endoplasmatico
(SEQ. No. 56), siendo esta ultima la parte C-terminal de la estructura artificial completa.

La estructura de la proteina de fusién se muestra esquematicamente en la Fig. 5 y su secuencia de aminoacidos y la
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresion en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 23 y SEQ. No. 89, como se muestra a continuacion.

Secuencia de aminoacidos: SEQ. No. 23

1 RVAAHITGTR GRSNTLSSPN SKNEKALGRK INSWESSRSG HSFLSNLHLR
51 NGELVIHEKG FYYIYSQTYF RFQEEIKENT KNDKQMVQY! YKYTSYPDPI
101 LLMKSARNSC WSKDAEYGLY SIYQGGIFEL KENDRIFVSY TNEHLIDMDH
151 EASFFGAFLY GGGGSGGRKK RMTISQQEFG RTGLPDLSSM TEEEQIAYAM
201 QMSLQGAEFG QAESADIDAS SAMDTSEPAK EEDDYDVMQD PEFLQSVLEN
251 LPGVDPNNEA IRNAMGSLAS QATKDGKKDK KEEDKKEDL

Secuencia de ADN: SEQ. No. 89
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1 CGTGTTGCAG CACATATTAC CGGCACCCGT GGTCGTAGCA ATACCCTGAG
CAGCCCGAAT AGCAAAAATG AAAAAGCACT GGGTCGCAAA ATTAATAGCT
101 GGGAAAGCAG CCGTAGCGGT CATAGCTTTC TGAGCAATCT GCATCTGCGT
AATGGTGAAC TGGTGATTCA TGAAAAAGGC TTTTATTATA TTTATAGCCA
201 GACCTATTTT CGCTTTCAAG AAGAAATTAA AGAAAACACC AAAAATGATA
AACAAATGGT GCAGTATATT TACAAATATA CCAGCTATCC GGATCCGATT
301 CTGCTGATGA AAAGCGCACG TAATAGCTGT TGGAGCAAAG ATGCAGAATA
TGGTCTGTAT AGCATTTATC AGGGTGGCAT TTTTGAACTG AAAGAAAATG
401 ATCGCATTTT TGTGAGCGTG ACCAATGAAC ATCTGATTGA TATGGATCAT
GAAGCCAGCT TTTTTGGTGC ATTTCTGGTT GGTGGTGGTG GTAGCGGTGG
501 TCGTAAAAAA CGTATGACCA TTAGCCAGCA AGAATTTGGT CGTACCGGTC
TGCCGGATCT GAGCAGCATG ACCGAAGAAG AACAAATTGC CTACGCAATG
601 CAGATGAGCC TGCAGGGTGC AGAATTTGGT CAGGCAGAAA GCGCAGATAT
TGATGCAAGC AGCGCAATGG ATACCAGCGA ACCGGCAAAA GAAGAAGACG
701 ATTACGACGT TATGCAGGAT CCGGAATTTC TGCAGAGCGT TCTGGAAAAT
CTGCCGGGTG TTGATCCGAA TAATGAAGCA ATTCGTAATG CAATGGGTAG
801 CCTGGCAAGC CAAGCAACCA AAGATGGCAA AAAAGATAAA AAAGAGGAAG
ACAAAAAAGA AGATCTG

La secuencia de aminoacidos presentada anteriormente se utiliz6 como molde para generar su secuencia de ADN
codificante presentada anteriormente. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresion de la proteina de fusion se llevo a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general B, usando las cepas de E. coli
BL21 (DE3) o Tuner (DE3) de Novagen. La proteina se separd por electroforesis de acuerdo con el procedimiento
general descrito anteriormente.

Ejemplo 24. La proteina de fusion de SEQ. No. 24 (comparativo)

La proteina de SEQ. No. 24 es una proteina de fusién que tiene una longitud de 183 aminoacidos y una masa de 21
kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL119-281, el decapéptido obtenido a partir del li-
gando de TNF (SEQ. No. 48) se fija como péptido efector. Ademas, entre el la secuencia del péptido efector y la se-
cuencia de TRAIL hay secuencias de sitios de escision reconocidas por las proteasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP
(SEQ. No. 51).

La estructura de la proteina de fusién se muestra esquematicamente en la Fig. 5 y su secuencia de aminoacidos y la
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresion en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 24 y SEQ. No. 90, como se muestra a continuacion.

Secuencia de aminoacidos: SEQ. No. 24

1 VANPQAEGQL RVVRPLGLAG PQRVAAHITG TRGRSNTLSS PNSKNEKALG
51  RKINSWESSR SGHSFLSNLH LRNGELVIHE KGFYYIYSQT YFRFQEEIKE
101 NTKNDKQMVQ YIYKYTSYPD PILLMKSARN SCWSKDAEYG LYSIYQGGIF
151 ELKENDRIFYV SVTNEHLIDM DHEASFFGAF LVG

Secuencia de ADN: SEQ. No. 90
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1 GTTGCAAATC CGCAGGCAGA AGGTCAGCTG CGCGTTGTTC GTCCGCTGGG
TCTGGCAGGT CCGCAGCGTG TTGCAGCACA TATTACCGGC ACCCGTGGTC
101 GTAGCAATAC CCTGAGCAGC CCGAATAGCA AAAATGAAAA AGCCCTGGGT
CGTAAAATTA ATAGCTGGGA AAGCAGCCGT AGCGGTCATA GCTTTCTGAG
201 CAATCTGCAT CTGCGTAATG GCGAACTGGT GATTCATGAA AAAGGCTTTT
ATTATATTTA TAGCCAGACC TATTTTCGCT TTCAGGAAGA AATTAAAGAA
301 AATACCAAAA ATGATAAACA AATGGTGCAG TATATCTATA AATATACCAG
CTATCCGGAT CCGATTCTGC TGATGAAAAG CGCACGTAAT AGCTGTTGGA
401 GCAAAGATGC CGAATATGGT CTGTATAGCA TTTATCAGGG TGGCATTTTT
GAACTGAAAG AAAATGATCG CATTTTTGTG AGCGTGACCA ATGAACATCT
501 GATTGATATG GATCATGAAG CCAGCTTTTT TGGTGCATTT CTGGTTGGT

La secuencia de aminoacidos presentada anteriormente se utiliz6 como molde para generar su secuencia de ADN
codificante presentada anteriormente. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresion de la proteina de fusion se llevo a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, usando la cepa de E. coli BL21
(DE3) de Novagen. La proteina se separo por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito ante-
riormente.

Ejemplo 25. La proteina de fusion de SEQ. No. 25 (comparativo)

La proteina de SEQ. No. 25 es una proteina de fusidon que tiene una longitud de 179 aminoacidos y una masa de
20,7 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL 119-281, el péptido de 6 aminoacidos obte-
nido a partir de TNF (SEQ. No. 49) se fija como péptido efector. Ademas, entre la secuencia del péptido efector y la
secuencia de TRAIL hay secuencias de sitios de escision reconocidos por las proteasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP
(SEQ. No. 51).

La estructura de la proteina de fusion se muestra esquematicamente en la Fig. 5 y su secuencia de aminoacidos y la
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresion en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 25 y SEQ. No. 91, como se muestra a continuacion.

Secuencia de aminoacidos: SEQ. No. 25

1 LANGVERVVR PLGLAGPQRV AAHITGTRGR SNTLSSPNSK NEKALGRKIN

51  SWESSRSGHS FLSNLHLRNG ELVIHEKGFY YIYSQTYFRF QECIKENTKN

101 DKQMVQYIYK YTSYPDPILL MKSARNSCWS KDAEYGLYSI YQGGIFELKE

151 NDRIFVSVTN EHLIDMDHEA SFFGAFLVG

Secuencia de ADN: SEQ. No. 91

1 CTGGCAAATG GTGTTGAACG TGTTGTTCGT CCGCTGGGTC TGGCAGGTCC
GCAGCGTGTT GCAGCACATA TTACCGGCAC CCGTGGTCGT AGCAATACCC

101 TGAGCAGCCC GAATAGCAAA AATGAAAAAG CCCTGGGTCG TAAAATTAAT
AGCTGGGAAA GCAGCCGTAG CGGTCATAGC TTTCTGAGCA ATCTGCATCT

201 GCGTAATGGC GAACTGGTGA TTCATGAAAA AGGCTTTTAT TATATTTATA
GCCAGACCTA TTTTCGCTTT CAGGAAGAAA TTAAAGAAAA TACCAAAAAT

301 GATAAACAAA TGGTGCAGTA TATCTATAAA TATACCAGCT ATCCGGATCC
GATTCTGCTG ATGAAAAGCG CACGTAATAG CTGTTGGAGC AAAGATGCCG

401 AATATGGTCT GTATAGCATT TATCAGGGTG GCATTTTTGA ACTGAAAGAA
AATGATCGCA TTTTTGTGAG CGTGACCAAT GAACATCTGA TTGATATGGA

501 TCATGAAGCC AGCTTTTTTG GTGCATTTCT GGTTGGT
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La secuencia de aminoacidos presentada anteriormente se utiliz6 como molde para generar su secuencia de ADN
codificante presentada anteriormente. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresion de la proteina de fusion se llevo a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, usando la cepa de E. coli Tu-
ner (DE3) de Novagen. La proteina se separ6 por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito
anteriormente.

Ejemplo 26. La proteina de fusién de SEQ. No. 26 (comparativo)

La proteina de SEQ. No. 26 es una proteina de fusidon que tiene una longitud de 180 aminoacidos y una masa de
20,8 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL119-281, se fija como péptido efector el
fragmento de 5 aminoacidos de la citocina TNF (SEQ. No. 50) con un residuo de Cys adicional tanto en su extremo
C-terminal como N-terminal. Ademas, entre la secuencia del péptido efector y la secuencia de TRAIL hay secuencias
de sitios de escisién reconocidos por las proteasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP (SEQ. No. 51).

La estructura de la proteina de fusién se muestra esquematicamente en la Fig. 5 y su secuencia de aminoacidos y la
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresion en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 26 y SEQ. No. 92, como se muestra a continuacion.

Secuencia de aminoacidos: SEQ. No. 26

1 CPSEGLCRVV RPLGLAGPQR VAAHITGTRG RSNTLSSPNS KNEKALGRKI
51  NSWESSRSGH SFLSNLHLRN GELVIHEKGF YYIYSQTYFR FQEEIKENTK
101 NDKQMVQYIY KYTSYPDPIL LMKSARNSCW SKDAEYGLYS IYQGGIFELK
151 ENDRIFVSVT NEHLIDMDHE ASFFGAFLVG

Secuencia de ADN: SEQ. No. 92

1 TGTCCGAGCG AAGGTCTGTG TCGTGTTGTT CGTCCGLTGG GTCTGGCAGG
TCCGCAGCGT GTTGCAGCAC ATATTACCGG CACCCGTGGT CGTAGCAATA

101 CCCTGAGCAG CCCGAATAGC AAAAATGAAA AAGCCCTGGG TCGTAAAATT
AATAGCTGGG AAAGCAGCCG TAGCGGTCAT AGCTTTCTGA GCAATCTGCA

201 TCTGCGTAAT GGCGAACTGG TGATTCATGA AAAAGGCTTT TATTATATTT
ATAGCCAGAC CTATTTTCGC TTTCAGGAAG AAATTAAAGA AAATACCAAA

301 AATGATAAAC AAATGGTGCA GTATATCTAT AAATATACCA GCTATCCGGA
TCCGATTCTG CTGATGAAAA GCGCACGTAA TAGCTGTTGG AGCAAAGATG

401 CCGAATATGG TCTGTATAGC ATTTATCAGG GTGGCATTTT TGAACTGAAA
GAAAATGATC GCATTTTTGT GAGCGTGACC AATGAACATC TGATTGATAT

501 GGATCATGAA GCCAGCTTTT TTGGTGCATT TCTGGTTGGT

La secuencia de aminoacidos presentada anteriormente se utiliz6 como molde para generar su secuencia de ADN
codificante presentada anteriormente. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN y la hi-
perexpresion de la proteina de fusion se llevo a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos an-
teriormente. La hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, usando la cepa de E. coli Tu-
ner (DE3) de Novagen. La proteina se separ6 por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito
anteriormente.

Ejemplo 27. La proteina de fusiéon de SEQ. No. 93

La proteina de SEQ. No. 93 es una proteina de fusidon que tiene una longitud de 459 aminoacidos y una masa de
50,4 kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL95-281, se fija como péptido efector la AR-
Nasa humana de longitud completa (SEQ. No. 32) flanqueada en su extremo C-terminal por la secuencia que se di-
rige al reticulo endoplasmico (KDEL) y en su extremo N-terminal por el enlazador flexible de glicina-serina (SEQ. No.
175). Ademas, para estabilizar su estructura trimérica, en la secuencia de TRAIL se ha fijado en su extremo N-
terminal el enlazador de policisteina (SEQ. No. 179) flanqueado en su extremo N-terminal por un residuo de glicina.
Ademas, entre la secuencia de TRAIL y la secuencia del péptido efector, se encuentran en un orden dado el enlaza-
dor flexible de glicina-serina (SEQ. No. 59), el enlazador para la pegilacion (SEQ. No. 170), la secuencia de un sitio
de escision reconocido por furina (SEQ. No. 53), el enlazador flexible de glicina-serina (SEQ. No. 65) y el dominio de
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traslocacion modificado de Pseudomonas aeruginosa (delecion de la hélice F) (SEQ. No. 176).

La estructura de la proteina de fusién se muestra esquematicamente en la Fig. 6 y su secuencia de aminoacidos y la
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresion en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 93 y SEQ. No. 122.

La secuencia de aminoacidos de la estructura descrita anteriormente se utilizé6 como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN vy la hiperexpresion de
la proteina de fusion se llevé a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La
hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de
Novagen. La proteina se separo por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 28. La proteina de fusiéon de SEQ. No. 94

La proteina de SEQ. No. 94 es una proteina de fusidon que tiene una longitud de 213 aminoacidos y una masa de
24,7 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL95-281, el péptido obtenido a partir de Nur77
(SEQ. No. 35) se fija como péptido efector. En la secuencia del péptido efector se ha fijado en su extremo N-terminal
el dominio de transporte de poliarginina que consiste en 7 residuos de Arg. Entre la secuencia del péptido efector y
la secuencia de TRAIL hay una secuencia de sitios de escisién reconocida por las proteasas MMP (SEQ. No. 51) y
uPA (SEQ. No. 52).

La estructura de la proteina de fusion se muestra esquematicamente en la Fig. 6 y su secuencia de aminoacidos y la
secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresion en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 93 y SEQ. No. 122.

La secuencia de aminoacidos de la estructura descrita anteriormente se utilizd6 como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN vy la hiperexpresion de
la proteina de fusion se llevé a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La
hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de
Novagen. La proteina se separd por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 29. La proteina de fusion de SEQ. No. 95

La proteina de SEQ. No. 95 es una proteina de fusidon que tiene una longitud de 204 aminoacidos y una masa de
23,1 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL116-281, el péptido obtenido a partir de azu-
rina (SEQ. No. 151) se fija como péptido efector. Entre la secuencia del péptido efector y la secuencia de TRAIL se
encuentra la secuencia de los sitios de escision reconocida por las proteasas MMP (SEQ. No. 51) y uPA (SEQ. No.
52).

La estructura de la proteina de fusion se muestra esquematicamente en la Figura 6 y su secuencia de aminoacidos y
la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresién en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 95 y SEQ. No. 124.

La secuencia de aminoacidos de la estructura descrita anteriormente se utilizé6 como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN vy la hiperexpresion de
la proteina de fusion se llevé a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La
hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de
Novagen. La proteina se separo por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 30. La proteina de fusiéon de SEQ. No. 96

La proteina de SEQ. No. 96 es una proteina de fusidon que tiene una longitud de 205 aminoacidos y una masa de
23,3 kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL120-281, el péptido obtenido a partir de azu-
rina (SEQ. No. 151) se fija como péptido efector. Ademas, entre la secuencia de TRAIL y la secuencia del péptido
efector hay una secuencia de un sitio de escision reconocido por la proteasa furina (SEQ. No. 172), separada adi-
cionalmente de la secuencia de TRAIL por el enlazador flexible de glicina-serina GGGS (SEQ. No. 58). El extremo
C-terminal del péptido efector esta flanqueado por la secuencia de KEDL que se dirige al reticulo endoplasmatico
(SEQ. No. 56), que forma la parte C-terminal de la estructura artificial completa.

La estructura de la proteina de fusidon se muestra esquematicamente en la Figura 6 y su secuencia de aminoacidos y
la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresién en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 96 y SEQ. No. 125.

La secuencia de aminoacidos de la estructura descrita anteriormente se utilizé6 como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se genero un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN y la hiperexpresion de
la proteina de fusion se llevé a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La
hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de
Novagen. La proteina se separdé por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.
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Ejemplo 31. La proteina de fusiéon de SEQ. No. 97

La proteina de SEQ. No. 97 es una proteina de fusidon que tiene una longitud de 207 aminoacidos y una masa de
23,1 kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL120-281, el péptido obtenido a partir de azu-
rina (SEQ. No. 151) se fija como péptido efector. Ademas, entre la secuencia de TRAIL y la secuencia del péptido
efector se encuentra la secuencia de los sitios de escision reconocidos por las proteasas MMP (SEQ. No. 51) y uPA
(SEQ. No. 52), separada adicionalmente de la secuencia de TRAIL por el enlazador flexible de glicina-serina
GGGSGGG (SEQ. No. 62).

La estructura de la proteina de fusidon se muestra esquematicamente en la Figura 6 y su secuencia de aminoacidos y
la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresién en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 97 y SEQ. No. 126.

La secuencia de aminoacidos de la estructura descrita anteriormente se utilizé6 como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN y la hiperexpresion de
la proteina de fusion se llevé a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La
hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de
Novagen. La proteina se separdé por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 32. La proteina de fusiéon de SEQ. No. 98

La proteina de SEQ. No. 98 es una proteina de fusidon que tiene una longitud de 327 aminoacidos y una masa de
36,2 kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL120-281, el péptido de longitud completa de
azurina (SEQ. No. 152) se fija como péptido efector. Ademas, entre la secuencia de TRAIL y la secuencia del pépti-
do efector se encuentra la secuencia de los sitios de escision reconocidos por las proteasas MMP (SEQ. No. 51) y
uPA (SEQ. No. 52), separada adicionalmente de la secuencia de TRAIL por el enlazador flexible de glicina-serina
GGGSGGG (SEQ. No. 62).

La estructura de la proteina de fusidon se muestra esquematicamente en la Figura 7 y su secuencia de aminoacidos y
la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresién en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 98 y SEQ. No. 127.

La secuencia de aminoacidos de la estructura descrita anteriormente se utilizé6 como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN vy la hiperexpresion de
la proteina de fusion se llevd a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La
hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de
Novagen. La proteina se separd por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 33. La proteina de fusiéon de SEQ. No. 99

La proteina de SEQ. No. 99 es una proteina de fusidon que tiene una longitud de 199 aminoacidos y una masa de
22,9 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL114-281, el péptido octamero obtenido a par-
tir de Smac/DIABLO (SEQ. No. 39) se fija como péptido efector. En la secuencia del péptido efector se ha fijado en
su extremo C-terminal el dominio de transporte de poliarginina que consiste en 7 residuos de Arg. Ademas, entre la
secuencia de TRAIL y la secuencia del péptido efector se encuentra la secuencia de los sitios de escision reconoci-
dos por las proteasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP (SEQ. No. 51).

La estructura de la proteina de fusidon se muestra esquematicamente en la Figura 7 y su secuencia de aminoacidos y
la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresién en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 99 y SEQ. No. 128.

La secuencia de aminoacidos de la estructura descrita anteriormente se utilizé6 como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN vy la hiperexpresion de
la proteina de fusion se llevd a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La
hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de
Novagen. La proteina se separd por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 34. La proteina de fusiéon de SEQ. No. 100

La proteina de SEQ. No. 100 es una proteina de fusidon que tiene una longitud de 221 aminoacidos y una masa de
25,2 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL95-281, el péptido octamero obtenido a partir
de Smac/DIABLO (SEQ. No. 39) se fija como péptido efector. En la secuencia de TRAIL se ha fijado en su extremo
N-terminal el enlazador de policisteina (SEQ. No. 177) para estabilizar su estructura trimérica. En la secuencia del
péptido efector se ha fijado en su extremo C-terminal el dominio de transporte de poliarginina que consiste en 7 resi-
duos de Arg. Ademas, entre la secuencia del péptido efector y la secuencia de TRAIL se encuentra la secuencia de
los sitios de escision reconocidos por las proteasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP (SEQ. No. 51).

La estructura de la proteina de fusidon se muestra esquematicamente en la Figura 7 y su secuencia de aminoacidos y
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la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresién en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 100 y SEQ. No. 129.

La secuencia de aminoacidos de la estructura descrita anteriormente se utilizd6 como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN vy la hiperexpresion de
la proteina de fusion se llevé a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La
hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de
Novagen. La proteina se separdé por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 35. La proteina de fusiéon de SEQ. No. 101

La proteina de SEQ. No. 101 es una proteina de fusidon que tiene una longitud de 212 aminoacidos y una masa de
24,5 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL95-281, el péptido octamero obtenido a partir
de Smac/DIABLO (SEQ. No. 39) se fija como péptido efector. En la secuencia del péptido efector se ha fijado en su
extremo C-terminal el dominio de transporte de poliarginina que consiste en 7 residuos de Arg. Ademas, entre la se-
cuencia de TRAIL y la secuencia del péptido efector se encuentra la secuencia de los sitios de escision reconocidos
por las proteasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP (SEQ. No. 51).

La estructura de la proteina de fusidon se muestra esquematicamente en la Figura 7 y su secuencia de aminoacidos y
la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresién en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 101 y SEQ. No. 130.

La secuencia de aminoacidos de la estructura descrita anteriormente se utilizé6 como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN y la hiperexpresion de
la proteina de fusion se llevé a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La
hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de
Novagen. La proteina se separdé por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 36. La proteina de fusiéon de SEQ. No. 102

La proteina de SEQ. No. 102 es una proteina de fusidon que tiene una longitud de 212 aminoacidos y una masa de
24,5 kDa, en la que en el N-terminal de la secuencia de TRAIL121-281, el péptido disefiado a partir de la proteina
aPP y el dominio BH3 de la proteina Bax (SEQ. No. 153), se fija como péptido efector. En la secuencia del péptido
efector se ha fijado en su extremo C-terminal el dominio de transporte de poliarginina que consiste en 6 residuos de
Arg. Ademas, entre la secuencia de TRAIL y la secuencia del péptido efector se encuentran las secuencias de los si-
tios de escision reconocidos por las proteasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP (SEQ. No. 51).

La estructura de la proteina de fusidon se muestra esquematicamente en la Figura 7 y su secuencia de aminoacidos y
la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresién en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 102 y SEQ. No. 131.

La secuencia de aminoacidos de la estructura descrita anteriormente se utilizd6 como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se gener6 un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN vy la hiperexpresion de
la proteina de fusion se llevé a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La
hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de
Novagen. La proteina se separdé por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 37. La proteina de fusiéon de SEQ. No. 103

La proteina de SEQ. No. 103 es una proteina de fusidon que tiene una longitud de 247 aminoacidos y una masa de
28,1 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL95-281, el péptido disefiado a partir de la pro-
teina aPP y el dominio BH3 de la proteina Bax (SEQ. No. 153) se fija como péptido efector. En la secuencia del
péptido efector se ha fijado en su extremo C-terminal el dominio de transporte de poliarginina que consiste en 6 resi-
duos de Arg. En la secuencia de TRAIL se ha fijado en su extremo N-terminal el enlazador de policisteina (SEQ. No.
177) para estabilizar su estructura trimérica. Ademas, entre la secuencia del péptido efector y la secuencia de
TRAIL, se encuentra la secuencia de los sitios de escision reconocidos por las proteasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP
(SEQ. No. 51).

La estructura de la proteina de fusidon se muestra esquematicamente en la Figura 8 y su secuencia de aminoacidos y
la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresién en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 103 y SEQ. No. 132.

La secuencia de aminoacidos de la estructura descrita anteriormente se utilizd6 como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN vy la hiperexpresion de
la proteina de fusion se llevé a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La
hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de
Novagen. La proteina se separd por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.
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Ejemplo 38. La proteina de fusion de SEQ. No. 104

La proteina de SEQ. No. 104 es una proteina de fusidon que tiene una longitud de 212 aminoacidos y una masa de
24,4 kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL114-281, el péptido disefiado a partir de la
proteina aPP y el dominio BH3 de la proteina Bax (SEQ. No. 153) se fija como péptido efector. Ademas, entre la se-
cuencia de TRAIL y la secuencia del péptido efector se encuentra la secuencia de los sitios de escision reconocidos
por las proteasas MMP (SEQ. No. 51) y uPA (SEQ. No. 52).

La estructura de la proteina de fusidon se muestra esquematicamente en la Figura 8 y su secuencia de aminoacidos y
la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresién en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 104 y SEQ. No. 133.

La secuencia de aminoacidos de la estructura descrita anteriormente se utilizé6 como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN vy la hiperexpresion de
la proteina de fusion se llevé a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La
hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de
Novagen. La proteina se separdé por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 39. La proteina de fusion de SEQ. No. 105

La proteina de SEQ. No. 105 es una proteina de fusidon que tiene una longitud de 221 aminoacidos y una masa de
24,8 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL120-281, el péptido obtenido a partir de Reti-
culéon RTN1-C (SEQ. No. 155) se fija como péptido efector. En la secuencia del péptido efector se ha fijado en su ex-
tremo C-terminal la secuencia de localizacion nuclear (SEQ. No. 168). Ademas, para estabilizar su estructura triméri-
ca, en la secuencia de TRAIL se ha fijado en su extremo N-terminal el enlazador de policisteina (SEQ. No. 179) flan-
queado por dos y tres residuos de glicina, respectivamente en su extremo N y C-terminal. Ademas, entre la secuen-
cia del péptido efector y la secuencia de TRAIL se encuentra la secuencia de los sitios de escision reconocidos por
las proteasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP (SEQ. No. 51).

La estructura de la proteina de fusidon se muestra esquematicamente en la Figura 8 y su secuencia de aminoacidos y
la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresién en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 105 y SEQ. No. 134.

La secuencia de aminoacidos de la estructura descrita anteriormente se utilizd6 como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN y la hiperexpresion de
la proteina de fusion se llevé a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La
hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de
Novagen. La proteina se separdé por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 40. La proteina de fusiéon de SEQ. No. 106

La proteina de SEQ. No. 106 es una proteina de fusidon que tiene una longitud de 435 aminoacidos y una masa de
48 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL119-281, el péptido obtenido a partir de Reti-
culéon RTN1-C (SEQ. 1 No 56) se fija como péptido efector. En la secuencia del péptido efector se ha fijado en su ex-
tremo C-terminal el dominio de transporte de poliarginina que consiste en 8 residuos de Arg. Ademas, para estabili-
zar su estructura trimérica, en la secuencia de TRAIL se ha fijado en su extremo N-terminal el enlazador de policis-
teina (SEQ. No. 178). Ademas, entre la secuencia del péptido efector y la secuencia de TRAIL se encuentra la se-
cuencia de los sitios de escision reconocidos por las proteasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP (SEQ. No. 51), estando
flanqueada esta secuencia de los sitios de escision por una secuencia enlazadora GGSGG (SEQ. No. 60), respecti-
vamente en los extremos N y C-terminales.

La estructura de la proteina de fusidon se muestra esquematicamente en la Figura 8 y su secuencia de aminoacidos y
la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresién en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 106 y SEQ. No. 135.

La secuencia de aminoacidos de la estructura descrita anteriormente se utilizé6 como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN y la hiperexpresion de
la proteina de fusion se llevé a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La
hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de
Novagen. La proteina se separd por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 41. La proteina de fusiéon de SEQ. No. 107

La proteina de SEQ. No. 107 es una proteina de fusidon que tiene una longitud de 580 aminoacidos y una masa de
65 kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL121-281, una caspasa-3 constitutivamente ac-
tiva (de cadena sencilla) (SEQ. No. 157) se fija como péptido efector. Ademas, entre la secuencia de TRAIL y la se-
cuencia del péptido efector se encuentra el dominio de transporte obtenido a partir de Pseudomonas (SEQ. No.
176). El dominio de transporte y la secuencia del péptido efector estan conectados a través del enlazador flexible
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GGGSGGG (SEQ. No. 62). ElI dominio de transporte se separa de la secuencia de TRAIL por la secuencia del sitio
de escision reconocido por furina (SEQ. No. 53), estando flanqueada esta secuencia del sitio de escisién, en sus ex-
tremos N y C-terminales, por dos secuencias de enlazadores GGGGS (SEQ. No. 59) y ASGG (SEQ. No. 65), res-
pectivamente.

La estructura de la proteina de fusidon se muestra esquematicamente en la Figura 8 y su secuencia de aminoacidos y
la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresién en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 107 y SEQ. No. 136.

La secuencia de aminoacidos de la estructura descrita anteriormente se utilizé6 como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN vy la hiperexpresion de
la proteina de fusion se llevé a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La
hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de
Novagen. La proteina se separd por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 42. La proteina de fusion de SEQ. No. 108

La proteina de SEQ. No. 108 es una proteina de fusidon que tiene una longitud de 247 aminoacidos y una masa de
28,5 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL119-281, el dominio SAC de Par-4 (SEQ. No.
158) se fija como péptido efector. En la secuencia del péptido efector se ha fijado en su extremo C-terminal el domi-
nio de transporte de poliarginina que consiste en 7 residuos de Arg. Adicionalmente, en la secuencia de TRAIL se ha
fijado en su extremo N-terminal el enlazador flexible de glicina-serina GGSGG (SEQ. No. 60). Ademas, entre la se-
cuencia de TRAIL y la secuencia del péptido efector se encuentra la secuencia de los sitios de escision reconocidos
por las proteasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP (SEQ. No. 173).

La estructura de la proteina de fusidon se muestra esquematicamente en la Figura 9 y su secuencia de aminoacidos y
la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresién en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 108 y SEQ. No. 137.

La secuencia de aminoacidos de la estructura descrita anteriormente se utilizé6 como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN vy la hiperexpresion de
la proteina de fusion se llevé a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La
hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de
Novagen. La proteina se separd por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 43. La proteina de fusiéon de SEQ. No. 109

La proteina de SEQ. No. 109 es una proteina de fusidon que tiene una longitud de 247 aminoacidos y una masa de
28,5 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL119-281, el dominio SAC de Par-4 (SEQ. No.
158) se fija como péptido efector. En la secuencia del péptido efector se ha fijado en su extremo C-terminal, el domi-
nio de transporte de poliarginina que consiste en 7 residuos de Arg, y en su extremo N-terminal la secuencia NLS
(sefial de localizacion nuclear) procedente del factor de transcripcion Oct6 (SEQ. No. 168). En la secuencia de
TRAIL se ha fijado en su extremo N-terminal el enlazador flexible de glicina-serina GGSGG (SEQ. No. 60). Ademas,
entre la secuencia del péptido efector y la secuencia de TRAIL se encuentra la secuencia de los sitios de escision
reconocidos por las proteasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP (SEQ. No. 173).

La estructura de la proteina de fusidon se muestra esquematicamente en la Figura 9 y su secuencia de aminoacidos y
la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresién en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 109 y SEQ. No. 138.

La secuencia de aminoacidos de la estructura descrita anteriormente se utilizé6 como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN vy la hiperexpresion de
la proteina de fusion se llevd a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La
hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de
Novagen. La proteina se separdé por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 44. La proteina de fusiéon de SEQ. No. 110

La proteina de SEQ. No. 110 es una proteina de fusidon que tiene una longitud de 270 aminoacidos y una masa de
30,8 kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL95-281, la proteina Noxa (SEQ. No. 159) se
fija como péptido efector. En la secuencia del péptido efector se ha fijado en su extremo N-terminal el dominio de
transporte de poliarginina que consiste en 7 residuos de Arg. Ademas, para estabilizar su estructura trimérica, en la
secuencia de TRAIL se ha fijado en su extremo C-terminal el enlazador de policisteina (SEQ. No. 177), separado de
la secuencia de TRAIL por el enlazador flexible de glicina-serina GGSG (SEQ. No. 57). Ademas, entre la secuencia
de TRAIL y la secuencia del péptido efector se encuentra la secuencia de los sitios de escision reconocidos por las
proteasas MMP (SEQ. No. 51) y uPA (SEQ. No. 52).

La estructura de la proteina de fusiéon se muestra esquematicamente en la Figura 9 y su secuencia de aminoacidos y
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la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresién en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 110 y SEQ. No. 139.

La secuencia de aminoacidos de la estructura descrita anteriormente se utilizd6 como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN vy la hiperexpresion de
la proteina de fusion se llevd a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La
hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de
Novagen. La proteina se separdé por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 45. La proteina de fusiéon de SEQ. No. 111

La proteina de SEQ. No. 111 es una proteina de fusidon que tiene una longitud de 207 aminoacidos y una masa de
23,7 kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL114-281, el péptido MTD/CKP obtenido a
partir de la proteina Noxa (SEQ. No. 160) se fija como péptido efector. En la secuencia del péptido efector se ha fija-
do en su extremo N-terminal el dominio de transporte de poliarginina que consiste en 7 residuos de Arg. Para estabi-
lizar su estructura trimérica, en la secuencia de TRAIL se ha fijado en su extremo C-terminal el enlazador de policis-
teina (SEQ. No. 177), en donde este enlazador se separa de la secuencia de TRAIL por el enlazador flexible de gli-
cina-serina GGSG (SEQ. No. 57). Ademas, entre la secuencia de TRAIL y la secuencia del péptido efector se en-
cuentra la secuencia de los sitios de escision reconocidos por las proteasas MMP (SEQ. No. 51) y uPA (SEQ. No.
52).

La estructura de la proteina de fusidon se muestra esquematicamente en la Figura 9 y su secuencia de aminoacidos y
la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresién en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 111 y SEQ. No. 140.

La secuencia de aminoacidos de la estructura descrita anteriormente se utilizé6 como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN vy la hiperexpresion de
la proteina de fusion se llevd a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La
hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de
Novagen. La proteina se separd por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 46. La proteina de fusion de SEQ. No. 112

La proteina de SEQ. No. 112 es una proteina de fusiéon que tiene una longitud de 311 aminoacidos y una masa de
35 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL95-281, el péptido onconasa (SEQ. No. 41) se
fija como péptido efector. Ademas, entre la secuencia del péptido efector y la secuencia de TRAIL se encuentra la
secuencia de los sitios de escision reconocidos por las proteasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP (SEQ. No. 51), separa-
da adicionalmente de la secuencia de TRAIL por dos enlazadores flexibles de glicina-serina GGGGS (SEQ. No. 59).

La estructura de la proteina de fusidon se muestra esquematicamente en la Figura 9 y su secuencia de aminoacidos y
la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresién en E. coli son, respectiva-
mente, SEQ. No. 112 y SEQ. No. 141.

La secuencia de aminoacidos de la estructura descrita anteriormente se utilizd6 como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN vy la hiperexpresion de
la proteina de fusion se llevé a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La
hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de
Novagen. La proteina se separd por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 47. La proteina de fusiéon de SEQ. No. 113

La proteina de SEQ. No. 113 es una proteina de fusiéon que tiene una longitud de 230 aminoacidos y una masa de
27 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL95-281, el dominio BH3 de la proteina PUMA
(SEQ. No. 37) se fija como péptido efector. En la secuencia del péptido efector se ha fijado en su extremo C-terminal
el dominio de transporte de poliarginina que consiste en 9 residuos de Arg. Ademas, entre la secuencia de TRAIL y
la secuencia del péptido efector se encuentra la secuencia de los sitios de escisidon reconocidos por las proteasas
uPA (SEQ. No. 52) y MMP (SEQ. No. 51).

La estructura de la proteina de fusidon se muestra esquematicamente en la Figura 10 y su secuencia de aminoacidos
y la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresion en E. coli son, respecti-
vamente, SEQ. No. 113 y SEQ. No. 142.

La secuencia de aminoacidos de la estructura descrita anteriormente se utilizd6 como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN y la hiperexpresion de
la proteina de fusion se llevé a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La
hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de
Novagen. La proteina se separdé por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.
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Ejemplo 48. La proteina de fusiéon de SEQ. No. 114

La proteina de SEQ. No. 114 es una proteina de fusidn que tiene una longitud de 225 aminoacidos y una masa de
25,7 kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL95-281, el péptido corto obtenido a partir de
la proteina Bid (SEQ. No. 31) se fija como péptido efector. En la secuencia del péptido efector se ha fijado en su ex-
tremo C-terminal el dominio de transporte KPRRPY (SEQ. No. 167). Para estabilizar su estructura trimérica, en la
secuencia de TRAIL se ha fijado en su extremo C-terminal el enlazador de policisteina (SEQ. No. 177). Ademas, en-
tre la secuencia de TRAIL y la secuencia del péptido efector se encuentra la secuencia de los sitios de escision re-
conocidos por las proteasas MMP (SEQ. No. 51) y uPA (SEQ. No. 52).

La estructura de la proteina de fusidon se muestra esquematicamente en la Figura 10 y su secuencia de aminoacidos
y la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresion en E. coli son, respecti-
vamente, SEQ. No. 114 y SEQ. No. 143.

La secuencia de aminoacidos de la estructura descrita anteriormente se utilizé6 como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN vy la hiperexpresion de
la proteina de fusion se llevé a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La
hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de
Novagen. La proteina se separd por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 49. La proteina de fusiéon de SEQ. No. 115

La proteina de SEQ. No. 115 es una proteina de fusidon que tiene una longitud de 234 aminoacidos y una masa de
26,7 kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL95-281, el péptido hibrido corto Antp-TPR
(SEQ. No. 161) se fija como un péptido efector. Ademas, entre la secuencia de TRAIL y la secuencia del péptido
efector se encuentra la secuencia de los sitios de escision reconocidos por las proteasas MMP (SEQ. No. 51) y uPA
(SEQ. No. 52), separada adicionalmente de la secuencia de TRAIL por un enlazador de policisteina (SEQ. No. 177)
para estabilizar su estructura trimérica, seguido por dos residuos de glicina.

La estructura de la proteina de fusidon se muestra esquematicamente en la Figura 10 y su secuencia de aminoacidos
y la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresion en E. coli son, respecti-
vamente, SEQ. No. 115y SEQ. No. 144.

La secuencia de aminoacidos de la estructura descrita anteriormente se utilizd6 como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN vy la hiperexpresion de
la proteina de fusion se llevé a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La
hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de
Novagen. La proteina se separd por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 50. La proteina de fusiéon de SEQ. No. 116

La proteina de SEQ. No. 116 es una proteina de fusidon que tiene una longitud de 216 aminoacidos y una masa de
24,3 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL120-281, el péptido inhibidor del dominio SH2
de la proteina Stat3 (SEQ. No. 162) se fija como péptido efector. Ademas, para estabilizar su estructura trimérica, en
el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL se fija el enlazador de policisteina (SEQ. No. 179), estando flan-
queado el enlazador en sus extremos N y C-terminal, por tres residuos de glicina y un motivo GSG, respectivamente.
Ademas, entre la secuencia del péptido efector y la secuencia de TRAIL se encuentra la secuencia de los sitios de
escision reconocidos por las proteasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP (SEQ. No. 51).

La estructura de la proteina de fusidon se muestra esquematicamente en la Figura 10 y su secuencia de aminoacidos
y la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresion en E. coli son, respecti-
vamente, SEQ. No. 116 y SEQ. No. 145.

La secuencia de aminoacidos de la estructura descrita anteriormente se utilizd6 como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN y la hiperexpresion de
la proteina de fusion se llevé a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La
hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de
Novagen. La proteina se separdé por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 51. La proteina de fusiéon de SEQ. No. 117

La proteina de SEQ. No. 117 es una proteina de fusidon que tiene una longitud de 194 aminoacidos y una masa de
22,8 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL121-281, el péptido obtenido a partir del do-
minio BH3 de la proteina Bak (SEQ. No. 163) se fija como péptido efector. En la secuencia del péptido efector se ha
fijado en su extremo C-terminal el dominio de transporte de poliarginina que consiste en 7 residuos de Arg. Ademas,
entre la secuencia del péptido efector y la secuencia de TRAIL se encuentra la secuencia de los sitios de escision
reconocidos por las proteasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP (SEQ. No. 51).
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La estructura de la proteina de fusidon se muestra esquematicamente en la Figura 10 y su secuencia de aminoacidos
y la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresion en E. coli son, respecti-
vamente, SEQ. No. 117 y SEQ. No. 146.

La secuencia de aminoacidos de la estructura descrita anteriormente se utilizé6 como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se gener6 un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN vy la hiperexpresion de
la proteina de fusion se llevé a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La
hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de
Novagen. La proteina se separdé por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 52. La proteina de fusiéon de SEQ. No. 118

La proteina de SEQ. No. 118 es una proteina de fusidon que tiene una longitud de 257 aminoacidos y una masa de
30 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL121-281, el péptido obtenido a partir del domi-
nio BH3 de la proteina Bad (SEQ. No. 164) se fija como péptido efector. En la secuencia del péptido efector se ha fi-
jado en su extremo C-terminal el dominio de transporte de poliarginina que consiste en 8 residuos de Arg. Entre la
secuencia del péptido efector y la secuencia de TRAIL se encuentra la secuencia de los sitios de escisién reconoci-
dos por las proteasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP (SEQ. No. 51). En el extremo C-terminal de la secuencia de
TRAIL121-281 se encuentra el enlazador flexible GGSHG (SEQ. No. 182), seguido por la secuencia del sitio de es-
cisién reconocido por la proteasa trombina (SEQ. No. 174) y, como parte C-terminal de la estructura artificial comple-
ta, la secuencia de TRAIL95-121.

La estructura de la proteina de fusidon se muestra esquematicamente en la Figura 11 y su secuencia de aminoacidos
y la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresion en E. coli son, respecti-
vamente, SEQ. No. 118 y SEQ. No. 147.

La secuencia de aminoacidos de la estructura descrita anteriormente se utilizé6 como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN y la hiperexpresion de
la proteina de fusion se llevé a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La
hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de
Novagen. La proteina se separdé por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 53. La proteina de fusiéon de SEQ. No. 119

La proteina de SEQ. No. 119 es una proteina de fusidon que tiene una longitud de 236 aminoacidos y una masa de
27, 5 kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL95-281, el péptido obtenido a partir del do-
minio BH3 de la proteina Bad (SEQ. No. 164) se fija como péptido efector. En la secuencia del péptido efector se ha
fijado en su extremo N-terminal el dominio de transporte de poliarginina que consiste en 7 residuos de Arg. Ademas,
entre la secuencia de TRAIL y la secuencia del péptido efector se encuentra la secuencia de los sitios de escision
reconocidos por las proteasas MMP (SEQ. No. 51) y uPA (SEQ. No. 52), estando el extremo C-terminal de la se-
cuencia de TRAIL95-281 separado adicionalmente de la secuencia de los sitios de escisién por el enlazador que
consiste en residuos GGS.

La estructura de la proteina de fusidon se muestra esquematicamente en la Figura 11 y su secuencia de aminoacidos
y la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresion en E. coli son, respecti-
vamente, SEQ. No. 119 y SEQ. No. 148.

La secuencia de aminoacidos de la estructura descrita anteriormente se utilizé6 como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN vy la hiperexpresion de
la proteina de fusion se llevé a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La
hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de
Novagen. La proteina se separdé por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 54. La proteina de fusiéon de SEQ. No. 120

La proteina de SEQ. No. 120 es una proteina de fusidon que tiene una longitud de 216 aminoacidos y una masa de
24,7 kDa, en la que en el extremo C-terminal de la secuencia de TRAIL121-281, el péptido ATAP procedente de la
proteina Bfl1 (SEQ. No. 165) se fija como péptido efector. En la secuencia del péptido efector se ha fijado en su ex-
tremo N-terminal el dominio de transporte membranal KPRRPYR (SEQ. No. 181). Ademas, entre la secuencia de
TRAIL y la secuencia del péptido efector se encuentra la secuencia de los sitios de escisién reconocidos por las pro-
teasas MMP (SEQ. No. 51) y uPA (SEQ. No. 52), separada adicionalmente de la secuencia de TRAIL por el enlaza-
dor flexible de glicina-serina GGGGSGGGG (SEQ. No. 180).

La estructura de la proteina de fusidon se muestra esquematicamente en la Figura 11 y su secuencia de aminoacidos
y la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresion en E. coli son, respecti-
vamente, SEQ. No. 120 y SEQ. No. 149.

La secuencia de aminoacidos de la estructura descrita anteriormente se utilizé6 como molde para generar su secuen-
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cia de ADN codificante. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN vy la hiperexpresion de
la proteina de fusion se llevé a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La
hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de
Novagen. La proteina se separdé por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Ejemplo 55. La proteina de fusion de SEQ. No. 121

La proteina de SEQ. No. 120 es una proteina de fusidon que tiene una longitud de 237 aminoacidos y una masa de
27 kDa, en la que en el extremo N-terminal de la secuencia de TRAIL121-281, el péptido ATAP procedente de la
proteina Bfl1 (SEQ. No. 165) se fija como péptido efector. En la secuencia del péptido efector se ha fijado en su ex-
tremo N-terminal la secuencia de direccionamiento mitocondrial (SEQ. No. 166). Ademas, entre la secuencia del
péptido efector y la secuencia de TRAIL se encuentra la secuencia de los sitios de escision reconocidos por las pro-
teasas uPA (SEQ. No. 52) y MMP (SEQ. No. 51), separada adicionalmente de la secuencia de TRAIL por el enlaza-
dor flexible de glicina-serina GGSGG (SEQ. No. 60).

La estructura de la proteina de fusidon se muestra esquematicamente en la Figura 11 y su secuencia de aminoacidos
y la secuencia que codifica el ADN que comprende codones optimizados para la expresion en E. coli son, respecti-
vamente, SEQ. No. 121 y SEQ. No. 150.

La secuencia de aminoacidos de la estructura descrita anteriormente se utilizé6 como molde para generar su secuen-
cia de ADN codificante. Se generd un plasmido que contenia la secuencia codificante de ADN vy la hiperexpresion de
la proteina de fusion se llevé a cabo de conformidad con los procedimientos generales descritos anteriormente. La
hiperexpresion se realizé de acuerdo con el procedimiento general A, utilizando la cepa de E. coli Tuner (DE3) de
Novagen. La proteina se separd por electroforesis de acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente.

Examen de la actividad antitumoral de las proteinas de fusién

El examen de la actividad antitumoral de las proteinas de fusion se llevé a cabo in vitro en un ensayo de citotoxici-
dad sobre lineas de células tumorales e in vivo en ratones. Para fines de comparacion, se utilizé la proteina
hTRAIL114-281 (de aqui en adelante también se denomina simplemente TRAIL).

1. Pruebas en las lineas celulares in vitro
Lineas celulares

Las células de cancer colorrectal humano Colo205 (ATCC n° CCL-222), cancer de pulmén de células pequefas
A549 (ATCC n° CCL-185), cancer de pancreas BxPC3 (ATCC n° CRL-1687), cancer de préstata DU145 (ATCC n°
HTB-81) y PC3 (ATCC n° CRL-1435) y cancer de pulmoén humano de células grandes NCI-H460-Luc2 (Caliper n°
124316) se conservaron en medio RPMI 1640 (Hyclone, Logan, UT, EE.UU.) complementado con 10% de suero de
ternera fetal. Las células de cancer de ovario humano OVCAR-3 (ATCC n® HTB-161) se conservaron en medio
RPMI 1640 (Hyclone, Logan, UT, EE.UU.) complementado con 20% de suero de ternera fetal y 0,01 mg/ml de insuli-
na. Las células de cancer de vejiga UM-UC-3 (ATCC n° CRL-1749), las células de cancer de pulméon SK-MES-1
(ATCC n° HTB-58), las células de cancer de mama MCF-7 (ATCC n° HTB-22), las células de cancer de tejido conec-
tivo HT1080 (ATCC n° CCL-121), las células de hepatoma HepG2 (ATCC n° HB-8065) se conservaron en medio de
cultivo MEM (Hyclone, Logan, UT, EE.UU.) complementado con 10% de suero de ternera fetal (Hyclone, Logan, UT,
EE.UU.). Las células tumorales de tejido conectivo HT1080 se conservaron también durante el experimento en el
medio condicionado, se recogieron a partir de 2 dias de cultivo normal de estas células. Las células de cancer colo-
rrectal humano HCT-116 (ATCC n° CCL-247) y HT-29 (HTB-38), cancer de ovario SK-OV-3 (ATCC n°® HTB-77),
cancer de utero MES-SA (ATCC n° CRL-1976) y su clon resistente a la doxorrubicina MES-SA/Dx5 (ATCC n° CRL-
1977) se conservaron en medio de McCoy (Hyclone, Logan, UT, EE.UU.) complementado con 10% de suero de ter-
nera fetal. Las células de cancer de vejiga SW780 (ATCC n° CRL-2169), las células de cancer de mama MDA-MB-
231 (ATCC n° HTB-26) y la linea celular de carcinoma de pancreas humano de tipo epitelial PANC-1, CLS (Cell Li-
nes Service n° 300228) se conservaron en DMEM (Hyclone, Logan, UT, EE.UU.) complementado con 10% de suero
de ternera fetal. Las células HUVEC procedentes de la vena umbilical (ATCC n° CRL-1730) se conservaron en me-
dio M199 (Hyclone, Logan, UT, EE.UU.) complementado con 20% de suero de ternera fetal, factores de crecimiento,
0,02 mg/ml de ECGS (Sigma), 0,1 mg/ml de heparina (Sigma), estas células se cultivaron en un medio recubierto
con 0,1% de gelatina. Las células de mama MCF10A (ATCC n° CRL-10317) se conservaron en DMEM: F12 (1:1)
(Sigma, EE.UU.) complementado con suero de caballo al 5%, 0,5 mg/ml de hidrocortisona, 10 pug/ml de insulina, 20
ng/ml de factor de crecimiento EGF (todos de Sigma, EE.UU.). Todos los medios se complementaron adicionalmente
con L-glutamina 2 mM vy antibiéticos (100 U/ml de penicilina y 100 mg/ml de estreptomicina (Hyclone, Logan, UT,
EE.UU.)). Las células se conservaron a 37°C en 5% de COy/aire en el caso de los medios de crecimiento RPMI,
MEM, McCoy y DMEM: F12, y en 10% de COa/aire en el caso de DMEM. Las células se controlaron de forma rutina-
ria para estudiar la presencia de Mycoplasma mediante la técnica de PCR, utilizando el kit de deteccion con PCR de
Mycoplasma Venor®GeM (Minerva Biolabs, Berlin, Alemania).

Ensayo de la citotoxicidad MTT

El ensayo de MTT es un ensayo colorimétrico utilizado para medir la proliferacion celular, la viabilidad y la citotoxici-
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dad. Consiste en la descomposiciéon de una sal de tetrazolio amarilla MTT (bromuro de 4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difeniltetrazolio) en el colorante formazan de color purpura insoluble en agua, mediante la enzima succinato-
tetrazolio reductasa presente en las mitocondrias. La reduccién de MTT se produce solo en las células vivas. El ana-
lisis de los datos consiste en determinar la concentracion Clsy de la proteina (en ng/ml), a la que se produce una re-
duccion del 50% del nimero de células en la poblacion tratada, en comparacion con las células de control. Los resul-
tados se analizaron utilizando GraphPad Prism 5.0.

La prueba se realizé de acuerdo con las descripciones de la bibliografia (Celis, JE, (1998). Cell Biology, a Laboratory
Handbook, segunda edicién, Academic Press, San Diego; Yang, Y., Koh, LW, Tsai, JH., (2004); Involvement of viral
and chemical factors with oral cancer in Taiwan, Jpn J Clin Oncol, 34 (4), 176-183).

El medio de cultivo celular se diluyo hasta una densidad definida (10* - 10° células por 100 l). A continuacion, 100
pl de suspension celular diluida apropiadamente se aplicé a una placa de 96 pocillos por triplicado. Las células pre-
paradas de este modo se incubaron durante 24 h a 37°C en 5% o 10% de CO,, dependiendo del medio utilizado, a
continuacion, a las células (en 100 pl de medio) se afiadieron adicionalmente 100 ul del medio que contenia diversas
concentraciones de proteinas sometidas a ensayo. Las células se incubaron con las proteinas sometidas a ensayo
durante las siguientes 72 horas, que es equivalente a 3-4 veces de una division celular, después de lo cual el medio
con la proteina del ensayo se afiadié a 20 ml de solucién de trabajo de MTT [5 mg/ml] y se incubd durante 3 horas a
37°C en 5% de CO,. Después se retird el medio con una solucion de MTT, y los cristales de formazan se disolvieron
afadiendo 100 ul de DMSO. Después de mezclar, se midié la absorbancia a 570 nm (filtro de referencia a 690 nm).

Los resultados de los ensayos de citotoxicidad in vitro se resumen en las Tablas 1, 1a, 1b y en la Tabla 2 como valo-
res de Clso (ng/ml), que se corresponden a una concentracion de proteina con la que se observa un efecto citotoxico
de las proteinas de fusién del 50%, con respecto a las células control incubadas solo con disolvente. Cada experi-
mento representa el valor promedio de al menos dos experimentos independientes realizados por triplicado. Como
criterio de falta de actividad de las preparaciones de proteinas, se adopté el limite de Clso de 2000 ng/ml. Las protei-
nas de fusién con un valor de Clsp superior a 2000 se consideraron inactivas.

Las células para este ensayo se seleccionaron de modo que incluyeran las lineas de células tumorales resistentes
de forma natural a la proteina TRAIL (el criterio de resistencia natural a TRAIL: Clso para la proteina TRAIL> 2000),
lineas de células tumorales sensibles a la proteina TRAIL y la linea resistente a la doxorrubicina MES-SA/DX5 como
una linea cancerigena resistente a medicamentos anticancerigenos convencionales.

La linea celular HUVEC indiferenciada se utilizé6 como linea celular sana de control para evaluar el impacto/toxicidad
de las proteinas de fusion sobre células no cancerigenas.

Los resultados obtenidos confirman la posibilidad de superar la resistencia de las lineas celulares a TRAIL mediante
la administracion de ciertas proteinas de fusidon de la invencién a las células resistentes de forma natural a TRAIL.
Cuando se administraban proteinas de fusion de la invencion en las células sensibles a TRAIL, en algunos casos se
observé una potenciacion clara y fuerte de la potencia de la accién de TRAIL, que se manifestaba en una reduccion
de los valores de Clsp de la proteina de fusidn, en comparacion con la Clsp para TRAIL sola. Ademas, se obtuvo la
actividad citotdxica de la proteina de fusién de la invencion sobre células resistentes a un medicamento anticanceri-
geno clasico, doxorrubicina, siendo en algunos casos mas fuerte que la actividad de TRAIL.

Los valores de Clsp superiores a 2000 obtenidos para las lineas celulares no cancerigenas, muestran la ausencia de
efectos téxicos asociados con el uso de proteinas de la invencién en células sanas, lo que indica una toxicidad
sistémica baja potencial de la proteina.

Tabla 1. Actividad citotdxica de las proteinas de fusion de la invencion y proteinas comparativas

Incubacién continua de preparaciones con células durante 72 h (prueba MTT, ng/ml)
Proteina MES-SA | MES-SA/Dx5 HCT116 SK-MES-1 A549 MCF10A
Clsp | tDE | Clso | #DE | Clsg | +tDE | Clso | tDE | Clso |tDE| Clso | *DE
TRAIL 114-281 >2000 32,2 | 240 | 173 | 31,3 | 12,2 | 2,33 |>2000 >2000
Ej. 1 6,98 | 1,01 | 7,05 | 0,63 | 39,2 |11,00| 2,79 | 0,70 |>2000 386 | 52,5
Ej. 2 3,19 | 0,41 | 2,62 | 1,61 | 351 [23,70| 6,43 | 1,22 |>2000 >2000
Ej. 5 646 |166,9| 378 | 94,3 | 757 |446,3| 1114 {108,2| 719 |91,7| 912 | 2,4
Ej. 9 >2000 1720 | 312,7|>2000 791,9| 95,8 |>2000 >2000
Ej. 14 8,99 | 8,73 | 0,53 |0,265| 7,73 | 5,45 | 0,45 | 0,091 | >2000 >2000
Ej. 18 312 |110,6| 326 | 56,1 | 937 |144,6| 184 | 30,5 |>2000 >2000
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Incubacién continua de preparaciones con células durante 72 h (prueba MTT, ng/ml)
Proteina MES-SA | MES-SA/Dx5 HCT116 SK-MES-1 A549 MCF10A
Clsp | tDE | Clso | #DE | Clsg | +tDE | Clso | tDE | Clso |tDE| Clso | #DE
Ej. 19 249 | 212 | 199 | 1,98 | 239 | 2,31 | 87,6 | 32,4 | 87,2 |45,8| 83,1 |19,33
Ej. 20 259 | 60,0 | 172 | 20,9 | 223 [110,4]| 123 | 256 | 296 | 3,4 | 282 | 39,9
Ej. 24 (no de la invencion) | >2000 1760 | 367,7| 85,6 | 19,96 36,8 | 7,44 |>2000 >2000
Ej. 25 (no de la invencion) | >2000 157 | 40,0 | 991 |119,0|117,4| 4,24 |>2000 >2000
Ej. 26 (no de la invencion) | >2000 >2000 1895 | 70,0 | 245 | 19,2 |>2000 >2000

Tabla 1a. Actividad citotdxica de las proteinas de fusién de la invencion

Incubacién continua de preparaciones con células durante 72 h (prueba MTT, ng/ml)

Proteina A549 HCT116 MCF10A MES-SA MES-SA/Dx5| SK-MES-1
Clsg +DE Clsg +DE Clsg +DE Clsg +DE Clgg +DE | Clsg +DE

TRAIL 95-281 | 10000 7558 10000 10000 29,15 112,66 33,60
Ej. 16 2632,50(219,91|132,65| 37,69 |1890,00(894,03| 65,63 | 4,41 | 32,24 | 7,86 |20,31|2632,50
Ej. 23 10000 223,55|105,29| 10000 1280,00|304,06|292,50| 86,97 (82,46 1,48
Ej. 42 31,70 | 11,74 | 15,32 | 12,85 | 53,33 | 12,40 | 5,18 2,20 | 0,40 | 0,10 2,53 | 2,15
Ej. 36 142,05 | 32,46 | 5,66 | 2,26 | 79,16 | 3,33 |2392,50 2,12 | 0,58 | 0,10 | 3,95
Ej.3 3,10 9,43 4573 57,14 10,67 6,83
Ej. 35 889,55 (276,41 14,10 1273,50 57,14 1,18 1 0,82 | 3,93 | 0,32
Ej. 51 TRP15 | 307,95 | 72,05 | 1,29 | 1,41 4,97 1,50 0,64 0,34 | 0,08 | 0,11 0,62

Tabla 1b. Actividad citotdxica de las proteinas de fusién de la invencion

Incubacioén continua de preparaciones con células durante 72 h (prueba MTT, ng/ml)

Proteina HT29 H460 PLC/PRF/5 HepG2 PANC1

Clsg +DE Clsg +DE Clgg +DE Clgg +DE Clgg +DE
TRAIL 95-281 10000 9000 10000 10000 10000
Ej. 3 108 2,852 3,10
Ej. 35 3289,50 900,15
Ej. 51 9,66 10,49 22,91

2. Andlisis de la actividad citotéxica de las preparaciones de proteinas seleccionadas frente a un grupo ampliado de

lineas de células tumorales

La Tabla 2 presenta los resultados de la actividad citotdxica in vitro de proteinas de fusién seleccionadas de la in-
vencion, frente a un grupo ampliado de células tumorales procedentes de diferentes érganos, que se corresponden a
una amplia variedad de los canceres mas comunes. Los valores de Clso obtenidos confirman una actividad citotdxica
elevada de las proteinas de fusion y por lo tanto su utilidad potencial en el tratamiento del cancer.

Tabla 2. Analisis de la actividad citotdxica de preparaciones de proteinas seleccionadas frente a un amplio grupo de
lineas celulares tumorales

Incubacién continua de preparaciones con células durante 72 h (prueba MTT, ng/ml)
Linea celular TRAIL 114-281 Ej. 1 Ej. 2 Ej. 14
Clso +DE Clso +DE Clso +DE Clso +DE
UM-UC-3 39,05 5,70 0,44 0,44 0,55 0,21 1,72 0,97
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Incubacién continua de preparaciones con células durante 72 h (prueba MTT, ng/ml)

Linea celular TRAIL 114-281 Ej. 1 Ej. 2 Ej. 14

Clso +DE Clso +DE Clso +DE Clso +DE
HCT116 109,1 24,45 39,20 11 11,13 0,69 3,03 0,42
Colo205 7,32 1,46 2,26 0,30 1,06 0,06 0,47 0,09
SW780 25,53 5,10 3,86 1,39 0,99 0,15 0,18 0,03
A549 >2000 >2000 >2000 485,3 55,51
MDA-MB-231 81,18 3,78 11,66 2,06 23,80 7,89 2,81
MES-SA/ Dx5 495,6 209,19 7,20 0,84 17,58 4,7 0,68 0,12
MES-SA >2000 6,99 1,01 3,40 1,80 0,49
OVCAR-3 4479 4,60 1,72 0,84 1,25 0,48 1,61 0,42
SK-MES-1 10,52 5,49 3,29 0,70 5,44 0,36 0,44 0,13
BxPC-3 13,20 1,56 3,89 1,74 1,24 0,54 1,55 0,48
DU145 >2000 10,76 1,63 137,8 120,3 5,89 2,3
HUVEC >2000 >2000 >2000 >2000

3. La eficacia antitumoral de las proteinas de fusion in vivo en xenoinjertos

La actividad antitumoral de las preparaciones de proteinas se sometié a ensayo en un modelo en ratén de cancer de
colon humano Colo205, de cancer de pulmén humano de células grandes NCI-H460-Luc2, de cancer de pulmdn
humano A549 y de cancer pancreatico humano PANC-1.

Células

Las células Colo205 (ATCC n° CCL-222) se conservaron en medio RPMI 1640 (Hyclone, Logan, UT, EE.UU.) mez-
cladas en una proporcién de 1:1 con Opti-MEM ((Invitrogen, Cat. 22600-134) complementado con 10% de suero de
ternera fetal y glutamina 2 mM. El dia en el que se realiz6 el injerto en los ratones, las células se separaron del so-
porte mediante lavado de las células con tripsina (Invitrogen), después las células se centrifugaron a 1300 rpm, 4°C,
8 min, se suspendleron en tampon HBSS (medio de Hanks), se contaron y se diluyeron hasta tener una concentra-
cion de 28,57x10° células/ml. Despues se afadio a las células Matrigel (BD Biosciences, Cat. 354 248) hasta tener
una concentracion final de 25x10° células/ml.

Las células H460-Luc2 se conservaron en medio RPMI 1640 (Hyclone, Logan, UT, EE.UU.) complementado con
10% de suero de ternera fetal y glutamina 2 mM. El dia en el que se realizd el injerto en los ratones, las células se
separaron del soporte mediante lavado de las células con tripsina (Invitrogen), después las células se centrifugaron
a 1300 rpm, 4°C, 8 min, se suspendleron en tampén HBSS (medio de Hanks), se contaron y se diluyeron hasta tener
una concentracion de 50x10° células/ml.

Las células A549 se conservaron en medio RPMI 1640 (Hyclone, Logan, UT, EE.UU.) complementado con 10% de
suero de ternera fetal y glutamina 2 mM. El dia en el que se realizé el injerto en los ratones, las células se separaron
del soporte mediante lavado de las células con tripsina (Invitrogen), después las células se centrifugaron a 1300
rpm, 4°C, 8 min, se suspendieron en tampén HBSS (medio de Hanks).

Las células de cancer de pancreas humano PANC-1 se conservaron en medio DMEM (Hyclone, Logan, UT, EE.UU.)
complementado con 10% de suero de ternera fetal y glutamina 2 mM. El dia en el que se realiz6 el injerto en los ra-
tones, las células se separaron del soporte mediante lavado de las células con tripsina (Invitrogen), después las
células se centrifugaron a 1300 rpm, 4°C, 8 min, se suspendieron en tampoén HBSS (medio de Hanks).

Ratones

El examen de la actividad antitumoral de las proteinas de la invencién se llevé a cabo en ratones NOD SCID de 7-9
semanas de edad, obtenidos a partir de Harlan UK Ltd., Shaws Farm, Bicester, Reino Unido. En el caso de las célu-
las A549, NCI-H460-Luc2 y PANC-1, el examen de la act|V|dad antitumoral de las proteinas de la invencion se llevo
a cabo en ratones Crl:SHO- Prkdcsc'dHr de 4-5 semanas de edad, obtenidos a partir de Charles River Alemania. Los
ratones se mantuvieron en condiciones especificas, exentas de agentes patégenos, con acceso libre a comida y
agua desmineralizada (ad libitum). Todos los experimentos con animales se realizaron de acuerdo con las directivas:
"Interdisciplinary Principles and Guidelines for the Use of Animals in Research, Marketing and Education" publicadas
por la Academia de Ciencias de Nueva York, Comité Especial encargado de Investigacién en Animales y fueron
aprobados por el Comité de Etica Local IV sobre Experimentaciéon Animal en Varsovia (n° 71/2009).
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El curso y la evaluacién del experimento

El dia O se injertd en los ratones por ruta subcutanea (sc) en el lado derecho, 5x10° células Colo205 suspendidas en
0,15 ml de tampo6n HBSS y 0,05 ml de Matrigel, por medio de una jeringa con una aguja de 0,5 x 25 mm (Bogmark).
Cuando los tumores alcanzaron el tamario de ~ 90-140 mm?® (dia 11) los ratones se distribuyeron al azar hasta ob-
tener el tamafio promedio de los tumores en el grupo de ~ 115 mm? y fueron asignados a grupos de tratamiento. A
los grupos de tratamiento se administraron las preparaciones de proteinas de fusion de la invencion y TRAIL114-281
como comparacion. Las preparaciones se administraron por ruta intraperitoneal (ip) diariamente durante dlez dias
(qdx10), los dias 11-20. Cuando un grupo terapéutico alcanzaba el tamafio promedio de tumor de ~ 2000 mm?®, los
ratones fueron sacrificados mediante lesion de la médula espinal. El grupo control recibié TRAIL114-281.

En el caso de H460, el dia 0 se injertd a los ratones por ruta subcutanea (sc) en el lado derecho, 5x10° de células
NCI-H460-Luc2 suspendidas en 0,1 ml de tampén HBSS, por medio de una jeringa con una aguja de 0,5 x25 mm
(Bogmark). Cuando los tumores alcanzaron el tamafio de ~ 100-120 mm? (dia 11), los ratones se distribuyeron al
azar y se asignaron a grupos de tratamiento. A los grupos de tratamiento se administraron las preparaciones de pro-
teinas de fusion de la invencion y TRAIL114-281 como comparacion. Las preparaciones se administraron por ruta in-
travenosa (iv) 6 veces al dia, cada dos dias. El dia 29 del experimento, los ratones fueron sacrificados mediante le-
sion de la médula espinal. El grupo control recibié TRAIL114-281.

En el caso de A549, el dia 0 se injert6 a los ratones por ruta subcutanea (sc) en el lado derecho, 7x10° células A549,
suspendidas en 0,1 ml de la mezcla de tamp6n HBSS: Martigel en una relacion de 3:1, por medio de una jeringa con
una aguja de 0,5 x25 mm (Bogmark). Cuando los tumores alcanzaron el tamafio de ~ 100-120 mm? (dia 17), los ra-
tones se distribuyeron al azar y se asignaron a grupos de tratamiento. A los grupos de tratamiento se administraron
las preparaciones de proteinas de fusion de la invencion y TRAIL114-281 como comparacion. Las preparaciones se
administraron por ruta intravenosa (iv) 6 veces una vez al dia, cada dos dias. El dia 34 del experimento, los ratones
fueron sacrificados mediante una lesion de la médula espinal. El grupo control recibié TRAIL114-281.

En el caso de PANC-1, el dia 0 se injerto a los ratones por ruta subcutanea (sc) en el lado derecho, 7x10° células
PANC-1 suspendidas en 0,1 ml de la mezcla de tampon HBSS: Martigel en una relacion de 3:1, por medlo de una je-
ringa con una aguja de 0,5 x25 mm (Bogmark). Cuando los tumores alcanzaron el tamafio de ~ 95 mm? (dia 27), los
ratones se distribuyeron al azar y se asignaron a grupos de tratamiento. A los grupos de tratamiento se administra-
ron las preparaciones de proteinas de fusion de la invencion y TRAIL114-281 como comparacion. Las preparaciones
se administraron por ruta intravenosa (iv) 6 veces, una vez al dia, cada dos dias. El dia 43 del experimento, los rato-
nes fueron sacrificados mediante una lesion de la médula espinal. El grupo control recibiéo TRAIL114-281.

El tamafio del tumor se midié utilizando un calibrador electrénico, el volumen del tumor se calculé utilizando la formu-
la: (a® x b)/2, en donde a = diagonal mas corta del tumor (mm) y b = diagonal mas larga del tumor (mm). La inhibicién
del crecimiento tumoral se calculd utilizando la férmula:

TGl [%] (inhibicion del crecimiento tumoral) = (WT/WC) x 100 - 100%

en donde WT se refiere al volumen tumoral promedio en el grupo de tratamiento, WC se refiere al volumen tumoral
promedio en el grupo de control.

Los resultados experimentales se presentan como un valor medio + desviacion estandar (DE). Todos los célculos y
las graficas se prepararon utilizando el programa GraphPad Prism 5.0.

Los resultados experimentales se muestran en la Fig. 12 y 13 como un diagrama de los cambios de volumen del tu-
mor en ratones SCID/NOD con cancer de colon Colo205, tratados con proteinas de fusion de la invencion y compa-
rativamente con TRAIL114-281. Los resultados de los experimentos presentados en las graficas en las Figuras 12 'y
13 muestran que la administracién de las proteinas de fusion de la invencion del Ejemplo 1 y el Ejemplo 14, causé la
inhibicion del crecimiento del tumor Colo205, con una TGI respectivamente del 39% y 32% con respecto al control, el
dia 29 del experimento. Para TRAIL114-281 utilizada como preparacion de referencia, se obtuvo un ligero efecto in-
hibidor sobre el crecimiento de las células tumorales, en relacién con el control, con una TGl del 9%. Por tanto, las
proteinas de fusion de la invencion ejercen un efecto mucho mas fuerte que en comparacion con TRAIL.

Las proteinas de fusion sometidas a ensayo no causaron efectos secundarios significativos, manifestados por una
disminucion del peso corporal de los ratones (es decir, menos del 10% del peso corporal inicial). Esto muestra una
baja toxicidad sistémica de la proteina.

Los resultados experimentales presentados en las Fig. 14 y 15 muestran un diagrama de los cambios del volumen
del tumor en ratones Crl:SHO-PrkdcscidHrhr con cancer de pulmén humano de células grandes causado por NCI-
H460, tratado con proteinas de fusiéon de la invencion y comparativamente con TRAIL114-281. Se puede observar
que mediante la administracion de las proteinas de fusion de la invencién del Ejemplo 14 y el Ejemplo 2, se obtuvo
una inhibicion del crecimiento del tumor NCI-H460, con una TGI respectivamente del 82% y 81% con respecto al
control el dia 29 del experimento. Para TRAIL114-281 utilizada como preparacion de referencia, se obtuvo un ligero
efecto inhibidor sobre el crecimiento de las células tumorales en relacién con el control, con una TGl del 75%. Por lo
tanto, las proteinas de fusion de la invencion ejercen un efecto mucho mas fuerte contra estas células cancerigenas
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que en comparacion con TRAIL.

Las proteinas de fusion sometidas a ensayo no causaron efectos secundarios significativos, manifestados por una
disminucion en el peso corporal de los ratones (es decir, menos del 10% del peso corporal inicial). Esto muestra una
baja toxicidad sistémica de la proteina.

Los resultados experimentales presentados en las Fig. 16 y 17 muestran un diagrama de los cambios del volumen
del tumor en ratones Crl:SHO-Prkdc®™**Hr™ con cancer de pulmoén humano causado por A549, tratado con proteinas
de fusion de la invencién y comparativamente con TRAIL114-281. Se puede observar que mediante la administra-
cion de las proteinas de fusidn de la invencion del Ejemplo 14 y del Ejemplo 2, se obtuvo una inhibiciéon del creci-
miento del tumor A549, con una TGI respectivamente del 48% y 45,5% con respecto al control, el dia 29 del experi-
mento. Para TRAIL114-281, utilizada como preparacion de referencia, se obtuvo un ligero efecto inhibidor sobre el
crecimiento de las células tumorales en relacion con el control, con una TGl del 20,7%. Por lo tanto, las proteinas de

fusién de la invencion ejercen un efecto mucho mas fuerte que en comparacion con TRAIL.

Los resultados experimentales presentados en las Fig. 18 y 19 muestran un diagrama de los cambios del volumen
tumoral en ratones Crl:SHO-PrkdcscidHrhr con carcinoma pancreatico humano causado por PANC-1, células de tipo
epitelial, tratado con proteinas de fusion de la invencidon y comparativamente con TRAIL114-281. Se puede observar
que mediante la administracion de las proteinas de fusion de la invencién del Ejemplo 14 y el Ejemplo 2, se obtuvo
una inhibicion del crecimiento del tumor PANC-1, con una TGl respectivamente del 41,5% y del 49,8%, con respecto
al control el dia 43 del experimento. Para TRAIL114-281 utilizada como preparacion de referencia, se obtuvo un lige-
ro efecto inhibidor sobre el crecimiento de las células tumorales, en relacion con el control, con una TGl del 32%. Por
lo tanto, las proteinas de fusion de la invencion ejercen un efecto mucho mas fuerte que en comparacion con TRAIL.

Las proteinas de fusion sometidas a ensayo no causaron efectos secundarios significativos manifestados por una
disminucion del peso corporal de los ratones (es decir, menos del 10% del peso corporal inicial). Esto muestra una
baja toxicidad sistémica de la proteina.

Dicroismo circular - determinacién de estructuras secundarias contenidas en las preparaciones de proteinas de fu-
sién de la invencién

La calidad de la estructura de las preparaciones de proteinas de fusién, en términos de su estructura, se determind
mediante analisis de las estructuras secundarias utilizando dicroismo circular (DC). El método de DC utiliza la activi-
dad 6ptica de las estructuras de las proteinas, que se manifiesta en la rotacion del plano de polarizacién de la luz y
la aparicién de polarizacion eliptica. El espectro DC de las proteinas en ultravioleta lejano (UV) proporciona datos
precisos sobre la conformacion de la cadena polipeptidica principal.

Muestras de la proteina preparadas en los Ej. 1, Ej. 2, Ej. 14, Ej. 24, Ej. 51 y Ej. 42 después de que se formularan en
un tampdn que consistia en Tris-HCI 50 mM pH 8,0, NaCl 100 mM, 10% de glicerol, ZnCl, 0,1 mM, sacarosa 80 mM,
DTT 5 mM, se dializaron en bolsas de dialisis (Sigma-Aldrich) con un valor de corte de 12 kDa. La dialisis se realizd
mientras que se agitaba, frente a un exceso de 100 veces (v/v) de tampdn, en comparacion con las preparaciones
de proteina, durante varias horas a 4°C. Después de completar la dilisis, cada preparacion se centrifugd (25.000
rpm, 10 min, 4°C) y se recogio el material sobrenadante adecuado. La concentraciéon de proteina en las muestras
obtenidas de este modo se determiné por el método de Bradford.

La medicion del dicroismo circular en proteinas en el intervalo de concentracion de 0,1-2,7 mg/ml se realizé con un
espectropolarimetro Jasco J-710, en una cubeta de cuarzo con una via optica de 0,2 mm o 1 mm. La mediciéon se
realizé bajo un flujo de nitrégeno de 7 I/min, lo que permitié realizar la medicion en el intervalo de longitud de onda
de 195-250 nm.

Parametros de la medicién: resolucion espectral de - 1 nm; media anchura del haz de luz 1 nm; sensibilidad 20
mdeg, el tiempo promedio para una longitud de onda - 8 s, velocidad de exploracién 10 nm/min.

Los resultados se presentaron como el promedio de tres mediciones. Los espectros de dicroismo circular de protei-
nas de acuerdo con los Ej. 1, Ej. 2, Ej. 14, Ej. 24, Ej. 51 y Ej. 42 se presentan en la Fig. 20.

Los espectros obtenidos se analizaron numéricamente en el intervalo de 193-250 nm, utilizando un paquete CDPro.
Los puntos en los que la tensién en el fotomultiplicador superaba los 700 V, fueron omitidos, debido a la muy baja re-
lacién entre sefial y ruido en este intervalo de longitud de onda. Los datos obtenidos sirvieron para el calculo de de-
terminadas estructuras secundarias contenidas en las proteinas analizadas con el uso del paquete de programas
CDPro (Tabla 4).

Tabla 4. Contenido en estructuras secundarias en las proteinas analizadas

Proteina NRMDE (Exp-Cal)|hélice a (%) |lamina 3 (%) | Desplazamiento (%) | Trastorno (%)
Ej. 24 0,720 4,1% 46,7% 26,4% 22,8%
Ej. 42 0,100 18,4% 28,7% 22,0% 30,8%
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Proteina NRMDE (Exp-Cal)|hélice a (%) |lamina 3 (%) | Desplazamiento (%) | Trastorno (%)
Ej. 1 0,105 20,3% 27,4% 22,9% 29,3%
Ej. 2 0,035 14,8% 32,2% 21,3% 31,6%
Ej. 51 0,302 4,5% 38,6% 22,5% 34,4%
Ej. 14 0,220 3,5% 39,0% 21,1% 36,3%
hrTRAIL* 1,94% 50,97% 7,74% 39,35%
hrTRAIL114-281 0,389 4,9% 33,7% 23,1% 38,3%
* valor obtenido basandose en la estructura cristalina 1 D4V

Los controles (rhTRAIL114-281) muestran un espectro DC caracteristico para las proteinas con estructuras predo-
minantemente de tipo lamina 8 (elipticidad minima claramente delineada con una longitud de onda de 220 nm). Esto
confirma el céalculo de los componentes de la estructura secundaria, lo que sugiere un numero marginal de elemen-
tos de hélice a. El resultado obtenido es también coherente con los datos procedentes de la estructura cristalina de
la proteina TRAIL, en donde los elementos beta constituyen mas de la mitad de su composicion. En el caso de pro-
teinas hibridas del Ej. 1 y Ej. 42, los espectros de dicroismo se caracterizan por dos minimos en las longitudes de
onda 208 y 220 nm, lo que es caracteristico de proteinas con estructura secundaria mixta de tipo alfa/beta. Esto se
debe probablemente a la fijacion de un dominio (por ejemplo, BH3 de Bax) a TRAIL, que forma las estructuras alfa
helicoidales, de modo que la naturaleza mixta de las estructuras secundarias en las proteinas quiméricas analizadas
puede confirmar su presencia (para el Ej. 42 es menos claro debido a la mala calidad del espectro).

Para las preparaciones del Ej. 2, Ej. 51, Ej. 14 y Ej. 24, asi como para la proteina TRAIL, se encontré un contenido
significativo en estructuras de tipo beta. Esto se debe probablemente al hecho de que los péptidos cortos fijados tie-
nen inicialmente la estructura beta o no estan estructurados y, por lo tanto, no afectan significativamente a su com-
posicion. En el caso de la proteina del Ej. 2, también se observé un ligero aumento en el contenido de estructuras al-
fa. De manera similar a la proteina del Ej. 1, esto puede ser debido a la presencia de un dominio BH3, que crea for-
mas similares o debido al intervalo estrecho de longitudes de onda (una cantidad elevada de ruido en el UV lejano,
excluye las lecturas). La falta de un intervalo claramente delineado de 180-200 nm en la regién analizada del espec-
tro, puede causar un exceso de contenido en estructuras de a-hélice.
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Ser

360

Phe

His

Val

Gly

Glu

Ser

265

Ser

Leu

Tyr

Lys

Pro

345

Lys

Glu

Leu

Gly

Thr

250

Ser

Trp

Arg

Ser

Asn

330

Asp

Asp

Leu

Ile

Pro

Glu

Asn

Gln

315

Asp

Pro

Ala

Lys

Asp
395

Asn

Ser

Gly

300

Thr

Lys

Ile

Glu

Glu

380

Met

Arg Gly Arg

10

255

Ser Lys Asn
270

Ser Arg Ser
285

Glu Leu Val

Tyr Phe Arg

Gln Met Val
338

Leu Leu Met
350

Tyr Gly Leu
365

Asn Asp Arg

Asp His Glu

Ser Asn Thr
15

Lys Ala Leu Gly Arg Lys Ile

25

Gly His Ser Phe Leu

40

72

30

Ser Asn Leu
45

Glu

Gly

Ile

Phe

320

Gln

Lys

Tyxr

Ile

Ala
400

Leu

Asn

His



Leu

Tyr

65

Lys

Pro

Lys

Glu

Leu

145

Gly

Gly

Met

Asn

225

Gln

Lys

Lys

Gln

Ala

Arg

30

Ser

Asn

Asp

Asp

Leu

130

Ile

Gly

Gly

Ile

Asp

210

Val

Phe

Asn

Arg

Val

290

Pro

Asn

Gln

Asp

Pro

Ala

115

Lys

Asp

Gly

His

Trp

195

Asp

Thr

Ile

Phe

Thr

275

Lys

Leu

Gly

Thr

Lys

Tle

100

Glu

Glu

Met

Gly

Val

180

Asp

Phe

Leu

Pro

Ser

260

Arg

Pro

Gly

Glu

Tyr

Gln

85

Leu

Tyr

Asn

Asp

Ser

165

Ala

Gln

val

Gly

Val

245

Asn

Ala

Gly

Lys

Leu

Phe

70

Met

Leu

Gly

Asp

His

150

Arg

Lys

Lys

Leu

Ala

230

Lys

Asp

Val

Gln

His

val

55

Arg

Val

Met

Leu

Arg

135

Glu

Lys

Pro

Ser

Thr

215

Hig

Arg

Ile

Gln

Thr

295

Ser

ES 2 531288 T3

Ile

Phe

Gln

Lys

Tyr

120

Ile

Ala

Lys

His

Leu

200

Ala

Asn

Ala

Met

Pro

280

Cys

His

His

Gln

Tyr

Ser

105

Ser

Phe

Ser

Arg

Ser

185

Lys

Ala

Ile

Ile

Leu

265

Leu

Ser

Thr

Glu

Glu

Ile

Ala

Ile

vVal

Phe

Gly

170

Arg

Arg

His

Lys

Pro

250

Leu

Arg

Val

Leu

Lys

Glu

75

Tyr

Arg

Tyr

Ser

Phe

155

Gly

Pro

Cys

Cys

Glu

235

His

Gln

Leu

Ala

Gln

73

Gly

60

Ile

Lys

Asn

Gln

Val

140

Gly

Gly

Tyr

Gly

Trp

220

Gln

Pro

Leu

Pro

Gly

300

Glu

Phe

Lys

Tyr

Ser

Gly

125

Thr

Ala

Gly

Met

Gly

205

Gly

Glu

Ala

Glu

Ser

285

Trp

val

Ty
Glu
Thr
Cys
110
Gly
Asn
Phe
Ser
Ala
130
Phe
Ser
Pro
Tyr
Arg
270
Asn

Gly

Lys

Tyr

Asn

Ser

Trp

Ile

Glu

Leu

Ile

175

Tyxr

Leu

Ser

Thr

Asn

255

Lys

Lys

Gln

Met

Ile

Thr

80

Tyr

Ser

Phe

His

val

160

Ile

Leu

Ile

Ile

Gln

240

Pro

Ala

Ala

Thr

Thr



305

val

Ser

Phe

Gly

Thr

385

Tyr

Gln

Thr

Lys

Ile

370

Lys

Lys

<210>9

<211> 187

Glu

Ile

Gly

355

val

val

Asp

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

<400> 9

Phe

1

Arg

Thr

Asn

Ser

val

Ser

Val

Gly

Glu

50

Gly

Ile

Phe

Arg

val

Thr

35

Lys

His

His

Gln

Asp

Glu

340

Asp

Ser

Ser

Glu

Ser

Arg

Arg

Ala

Ser

Glu

Glu
100

Arg

325

Leu

Ser

Tyr

Ser

Leu
405

Leu

Pro

Gly

Leu

Phe

Lys

85

Glu

310

Lys

Cys

Gly

Gly

Phe
390

His

Leu

Gly

Leu

70

Gly

Ile

ES 2 531288 T3

Cys

val

Gly

Arg

375

Val

Ser

Gly

Ser

Arg

55

Ser

Phe

Lys

Glu

Gly

Pro

360

Asn

His

Leu

Leu

Asn

40

Lys

Asn

Tyxr

Glu

Ser

Asp

345

Leu

Asn

Trp

Leu

Ala

Thr

Ile

Leu

Tyr

Asn
105

Asp

330

Pro

val

Gly

Ile

Arg

10

Gly

Leu

Asn

His

Ile

90

Thr

74

315

Leu Arg His Tyr

Glu Ile Lys Lys
350

Cys Asn Lys Val
365

Met Pro Pro Arg
380

Lys Lys Thr Met
395

Arg Arg Arg Arg

Arg Val Ala Ala
30

Ser Ser Pro Asn
45

Ser Trp Glu Ser

Leu Arg Asn Gly
75

Tyr Ser Gln Thr

Lys Asn Asp Lys
110

Tyr

335

Thr

Ala

Ala

Lys

Arg
15

His
Ser
Ser
Glu
Tyr
95

Gln

320

Asp

Ser

Gln

Cys

Arg
400

Arg

Ile

Lys

Arg

Leu

80

Phe

Met
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Val

Met

Leu
145

Glu

Gln

Lys

130

Tyr

Ile

Ala

<210> 10

<211>193

Tyr

115

Ser

Ser

Phe

Ser

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

<400> 10

Gly

1

Arg

Arg

Ser

Ser

65

Leu

Tyr

Lys

Pro

Gln

Arg

Val

Ser
50

Trp

Arg

Ser

Asn

Asp
130

Val

Arg

Ala

35

Pro

Glu

Asn

Gln

Asp

115

Pro

Ile

Ala

Ile

val

Phe
180

Gly

Arg

20

Ala

Asn

Ser

Gly

Thr

100

Lys

Ile

Tyr

Arg

Tyr

Sex

165

Phe

Arg

Arg

His

Ser

Ser

Glu

Tyr

Gln

Leu

Lys

Asn

Gln

150

val

Gly

Gln

Arg

Ile

Lys

Arg

70

Leu

Phe

Met

Leu

ES 2 531288 T3

TIyr

Ser

135

Gly

Thr

Ala

Leu

Arg

Thr

Asn

55

Ser

Val

Arg

val

Met
138

Thr

120

Cys

Gly

Asn

Phe

Ala

Val

Gly

40

Glu

Gly

Ile

Phe

Gln

120

Lys

Ser

Trp

Ile

Glu

Leu
185

Ile

val

25

Thr

Lys

His

His

Gln

105

Tyr

Ser

Tyr

Ser

Phe

His

170

val

Ile

10

Arg

Arg

Ala

Ser

Glu

20

Glu

Ile

Ala

75

Pro

Lys

Glu

155

Leu

Gly

Gly

Pro

Gly

Leu

Phe

75

Lys

Glu

Tyr

Asp

Asp

140

Leu

Ile

Asp

Leu

Arg

Gly

Leu

Gly

Ile

Lys

Asn
140

Pro

125

Ala

Lys

Asp

Asp

Gly

Ser

Arg

Ser

Phe

Lys

Tyr

125

Ser

Ile

Glu

Glu

Met

Ile

Leu

3¢

Asn

Lys

Asn

Tyr

Glu

110

Thr

Cys

Leu

Tyr

Asn

Asp
175

Asn

15

Ala

Thr

Ile

Leu

Tyr

95

Asn

Sex

Trp

Leu

Gly

AsSp

160

His

Arg

Gly

Leu

Asn

His

80

Ile

Thr

Tyx

Ser
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Lys Asp Ala Glu Tyr
145

Glu Leu Lys Glu Asn
165

Leu Ile Asp Met Asp
180

Gly

<210> 11

<211> 204

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

<400> 11
Glu Glu Gln Trp Ala
1 S

Asp Asp Leu Asn Ala
20

Arg Arg Val Val Arg
35

Ile Thr Gly Thr Arg
50

Lys Asn Glu Lys Ala
65

Arg Ser Gly His Ser
85

Leu Val Ile His Glu
100

Phe Arg Phe Gln Glu
115

Met Val Gln Tyr Ile
130

Leu Met Lys Ser Ala
145

Gly
150

Asp

His

Arg

Gln

Pro

Gly

Leu

70

Phe

Lys

Glu

Tyr

hrg
150

ES 2 531288 T3

Leu

Arg

Glu

Glu

Tyr

Leu

Arg

55

Gly

Leu

Gly

Ile

Lys

135

Asn

Tyr

Ile

Ala

Ile

Glu

Gly

40

Ser

Arg

Ser

Phe

Lys

120

Tyr

Ser

Ser

Phe

Ser
185

Gly

Arg

25

Leu

Asn

Lys

Asn

Tyr

105

Glu

Thr

Cys

Ile

Val

170

Phe

Ala

10

Arg

Ala

Thr

Ile

Leu

20

Tyr

Asn

Ser

Trp

76

Tyr Gln Gly

155

Ser Val Thr

Phe Gly Ala

Gln

Arg

Gly

Leu

Asn

75

His

Ile

Thr

Tyr

Ser
155

Leu

Ser

Leu

Tyr

Lys

Pro

140

Lys

Arg

Arg

val

45

Ser

Trp

Arg

Ser

Asn

125

Asp

Asp

Gly

Agsn

Fhe
190

Arg

Arg

Ala

Pro

Glu

Asn

Gln

110

Asp

Pro

Ala

Ile

Glu

175

Leu

Met

15

Arg

Ala

Asn

Ser

Gly

95

Thr

Lys

Ile

Glu

Phe
160

His

val

Ala

Arg

His

Ser

Ser

Glu

Tyr

Gln

Leu

Tyr
160
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Gly Leu Tyr Ser Ile
165

Asp Arg Ile Phe Val
180

His Glu Ala Ser Phe
195

<210> 12

<211> 372

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

<400> 12
Arg Val Ala Ala His
1 5

Ser Ser Pro Asn Ser
20

Ser Trp Glu Ser Ser
35

Leu Arg Asn Gly Glu
50

Tyr Ser Gln Thr Tyr
65

Lys Asn Asp Lys Gln
85

Pro Asp Pro Ile Leu
100

Lys Asp Ala Glu Tyr
115

Glu Leu Lys Glu Asn
130

Leu Ile Asp Met Asp
145

Gly Gly Gly Ser Gly

ES 2 531288 T3

Tyr Gln Gly

Ser Val Thr

Phe Gly Ala

Ile

Lys

Arg

Leu

Phe

70

Met

Leu

Gly

Asp

His

150

Gly

Thr

Asn

Ser

Val

55

Arg

Vval

Met

Leu

Arg

135

Glu

Pro

200

Gly

Glu

Gly

40

Ile

Phe

Gln

Lys

Tyr

120

Ile

Ala

Leu

Gly

Asn

185

Phe

Thr

Lys

25

His

His

Gln

Tyr

Ser

105

Ser

Phe

Ser

Gly

Ile
170

Glu

Leu

Arg

Ala

Ser

Glu

Glu

Ile

20

Ala

Ile

val

Phe

Len

77

Phe Glu Leu Lys Glu Asn

175

His Leu Ile Asp Met Asp

Val

Gly

Leu

Phe

Lys

Glu

75

Tyr

Arg

Tyr

Ser

Phe

155

Ala

Gly

Arg

Gly

Leu

Gly

60

Ile

Lys

Asn

Gln

val

140

Gly

Gly

Ser

Ser

45

Phe

Lys

Tyr

Ser

Gly

125

Thr

Ala

190

Asn

Lys

30

Asn

Tyr

Glu

Thr

Cys

110

Gly

Asn

Phe

Val

Thr

Ile

Len

Tyr

Asn

Ser

95

Trp

Ile

Glu

Leu

val

Leu

Asn

His

Ile

Thr

80

TYr

Ser

Phe

His

Val

160

Arg



Ala

Ala

Ala

Ala

225

Pro

Arg

Ser

Ala

Glu

305

Asp

Leu

Lys

Arg

Arg

Val

210

Pro

Ala

Ser

Leu

Leu

290

Glu

Asp

His

Leu

Glu
370

<210> 13

<211> 493

Ala

Asp

195

Ser

Thr

Val

Arg

Ala

275

Ala

Gln

Leu

Arg

Pro

355

Asp

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

Arg

180

Gly

Cys

Leu

Thr

Pro

260

Glu

Gly

Trp

Asn

Pro

340

Leu

Leu

165

Gln

Pro

Gly

Leu

Ala

245

Arg

Gln

Gly

Ala

Ala

325

Ser

Pro

Glu

Arg

Leu

Pro

230

Ala

Gly

His

Pro

Arg

310

Gln

Pro

Arg

ES 2 531288 T3

Gly

Pro

Cys

215

Ala

Leu

Pro

Leu

Thr

295

Glu

Tyr

Trp

Gly

Ser

Phe

200

Glu

Ala

Gly

Arg

Glu

280

Gln

Ile

Glu

Arg

His
360

Ser

185

Pro

Pro

Tyr

Gly

Pro

265

Ser

Ala

Gly

Arg

Val

345

Arg

170

Pro

Leu

Gly

Leu

Ser

2350

Asp

Pro

Ala

Ala

Arg

330

Leu

Ala

78

Glu

Gly

Leu

Cys

235

Arg

Gly

Val

Pro

Gln

315

Arg

Tyr

Pro

Pro

Arg

Ala

220

Ala

Trp

Pro

Pro

Gly

300

Leu

Gln

Asn

Glu

val

Leu

205

Ala

Pro

Pro

Gln

Ser

285

Val

Arg

Glu

Leu

Met
365

Glu

190

Val

Ala

Thr

Gly

Pro

270

Ala

Arg

Arg

Glu

Ile

350

Glu

175

Gly

Pro

Pro

Ala

Gly

255

Ser

Pro

Gly

Met

Gln

335

Met

Pro

Leu

Ser

Ala

Pro

240

Pro

Leun

Gly

Glu

Ala

320

Gln

Gly

Asn



<400> 13

Arg

1

Ser

Ser

Leu

Tyr

65

Lys

Pro

Lys

Glu

Leu

145

Gly

Gly

Glu

Gln

Arg

225

Ser

Glu

val

Ser

Trp

Arg

50

Ser

Asn

Asp

Asp

Leu

130

Ile

Gly

Ser

Thr

Cys

210

Leu

Pro

Gln

Ala

Bro

Glu

35

Asn

Gln

Asp

Pro

Ala

115

Lys

Asp

Gly

Leu

FPhe

195

Gly

Sar

Gly

Ala

Ala

Asn

20

Ser

Gly

Thr

Lys

Ile

100

Glu

Glu

Met

Gly

Ala

180

Thr

Tyr

Trp

Ser

Arg

Hisg

Ser

Ser

Glu

Tyr

Gln

85

Leu

Tyr

Asn

Asp

Ser

165

Ala

Arg

Pro

Asn

Gly

245

Leu

Ile

Lys

Arg

Leu

Fhe

70

Met

Leu

Gly

Asp

His

150

Arg

Leu

His

val

Gln

230

Gly

Ala

Thr

Asn

Ser

Val

58

Arg

val

Met

Leu

Arg

135

Glu

Lys

Thr

Arg

Gln

215

val

Asp

Leu

ES 2 531288 T3

Gly

Glu

Gly

40

Ile

Phe

Gln

Lys

Tyr

120

Ile

Ala

Lys

Ala

Gln

200

Arg

Asp

Leu

Thr

Thr

Lys

25

His

His

Gln

Tyr

Ser

105

Ser

Fhe

Ser

Arg

His

185

Pro

Leu

GLln

Gly

Leu

Arg

10

Ala

Ser

Glu

Glu

Ile

50

Ala

Ile

val

Phe

Ala

170

Gln

Arg

val

Val

Glu

250

Ala

Gly

Leu

Phe

Lys

Glu

75

Tyr

Rrg

Tyr

Ser

Phe

155

Ser

Ala

Gly

Ala

Ile

235

Ala

Ala

79

Arg

Gly

Leu

Gly

60

Ile

Lys

Asn

Gln

val

140

Gly

Gly

Cys

Trp

Leu

220

Ala

Ile

Ala

Ser

Arg

Ser

45

Phe

Lys

Tyr

Ser

Gly

125

Thr

Ala

Gly

His

Glu

205

Tyr

Asn

Arg

Glu

Asn

Lys

30

Asn

Tyr

Glu

Thr

Cys

110

Gly

Asn

Phe

Pro

Leu

190

Gln

Leu

Ala

Glu

Ser

Thr

15

Ile

Leu

Tyxr

Asn

Ser

95

Trp

Ile

Glu

Leu

Glu

175

Pro

Leu

Ala

Leu

Ser

255

Glu

Leu

Asn

His

Ile

Thr

Tyr

Ser

Fhe

His

vVal

160

Gly

Leu

Glu

Ala

Ala

240

Pro

Arg



ES 2 531288 T3

260 265

Phe val Arg Gln Gly Thr Gly Asn Asp Glu
275 280

Pro Ala Asp Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ala
290 295

Ser Ser Pro GLu Pro Val Glu Gly Leu Ala
308 310

Phe Pro Leu Gly Arg Leu Val Pro Ser Ala
325 330

Glu Pro Gly Leu Ala Ala Ala Pro Ala Ala
340 345

Ala Tyr Leu Cys Ala Pro Thr Ala Pro Pro
355 360

Gly Gly Ser Arg Trp Pro Gly Gly Pro Arg
370 375

Arg Pro Asp Gly Pro Gln Pro Ser Leu Ser
385 390

Glu Ser Pro Val Pro Ser Ala Pro Gly Ala
405 410

Gln Ala Ala Pro Gly Val Arg Gly Glu Glu
420 425

Ile Gly Ala Gln Leu Arg Arg Met Ala Asp
435 440

Glu Arg Arg Arg Gln Glu Glu Gln Gln Arg
450 455

Arg Val Leu Tyr Asn Leu Ile Met Gly Leu

465 470

His Arg Ala Pro Glu Met Glu Pro Asn Lys
485 490

<210> 14

<211> 186

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

80

Ala

Arg

Arg

315

Val

Pro

Ala

Ser

Leu

385

Leu

Glu

Asp

His

Leu

475

Asp

Gly

Ala

300

Asp

Ser

Thr

val

Arg

380

Ala

Ala

Gln

Leu

Arg

460

Pro

Glu

Ala

285

Arg

Gly

Cys

Leu

Thr

365

Pro

Glu

Gly

Trp

Asn

445

Pro

Leu

Leu

270

Ala

Gln

Pro

Gly

Leu

350

Ala

Arg

Gln

Gly

Ala

430

Ala

Ser

Pro

Asn

Glu

Arg

Len

335

Pro

Ala

Gly

Hisg

Pro

415

Arg

Gln

Pro

Arg

Gly

Gly

Pro

320

Cys

Ala

Leu

Pro

Leu

400

Thr

Glu

Tyr

Trp

Gly
480
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<400> 14

Ala

1

val

Gly

Glu

Gly

Ile

Phe

Gln

Lys

Tyr

145

Ile

Ala

val

val

Thr

Lys

50

His

His

Gln

Tyr

Ser

130

Ser

Phe

Ser

<210> 15

<211> 191

Pro

Arg

Arg

35

Ala

Ser

Glu

Glu

Ile

115

Ala

Ile

val

Phe

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

<400> 15
Arg Ala Gly Leu Gln

1

Ile

Pro

20

Gly

Leu

Phe

Lys

Glu

100

Tyr

Arg

Tyr

Ser

Phe
180

Ala

Leu

Arg

Gly

Leu

Gly

85

Ile

Lys

Asn

Gln

val

165

Gly

5

Gln

Gly

Ser

Arg

Ser

Phe

Lys

Tyr

Ser

Gly

150

Thr

Ala

ES 2 531288 T3

Lys

Leu

Asn

Lys

55

Asn

Tyr

Glu

Thr

Cys

135

Gly

Asn

Phe

Pro

Ala

Thr

40

Ile

Leu

Tyr

Asn

Ser
120

Trp

Ile

Glu

Leu

Arg

Gly

Leu

Asn

His

Ile

Thr

105

Tyr

Ser

Phe

His

val
185

Arg

10

Arg

Ser

Ser

Leu

Tyr

90

Lys

Pro

Lys

Glu

Leu

170

Gly

Arg

Val

Ser

Trp

Arg

75

Ser

Asn

Asp

Asp

Leu

155

Ile

Arg

Ala

Pro

Glu

Asn

Gln

Asp

Pro

Ala

140

Lys

Asp

Arg

Ala

Asn

45

Ser

Gly

Thr

Lys

Ile

125

Glu

Glu

Met

Arg

His

Ser

Ser

Glu

Tyr

Gln

110

Leu

Tyr

Asn

Asp

Arg

15

Ile

Lys

Arg

Leu

Phe

95

Met

Leu

Gly

Asp

His
175

Arg

Thr

Asn

Ser

Val

Arg

val

Met

Leu

Arg

160

Glu

Phe Pro Val Gly Arg Leu Leu Arg Arg Leu Leu

10

81

15
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Arg Arg Leu Leu Arg
20

Ala Ala Hisg Ile Thr

Pro Asn Ser Lys Asn
50

Glu Ser Ser Arg Ser
€5

Asn Gly Glu Leu Val
85

Gln Thr Tyr Phe Arg
100

Asp Lys Gln Met Val
115

Pro Ile Leu Leu Met
130

Ala Glu Tyr Gly Leu
145

Lys Glu Asn Asp Arg
165

Asp Met Asp His Glu
180

<210> 16

<211> 279

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

<400> 16
Arg Val Ala Ala His
1 5

Ser Ser Pro Asn Ser
20

Ser Trp Glu Ser Ser
35

Val

Gly

Glu

Gly

70

Ile

Phe

Gln

Lys

Tyr

150

Ile

Ala

ES 2 531288 T3

Val

Thr

Lys

55

His

His

Gln

Tyr

Ser

135

Ser

Phe

Ser

Arg

Arg

40

Ala

Ser

Glu

Glu

Ile

120

Ala

Ile

Val

Phe

Ile Thr Gly

Lys Asn Glu

Pro

25

Gly

Leu

Phe

Lys

Glu

105

Tyr

Arg

Tyr

Ser

Phe
185

Leu Gly Leu Ala Gly Arg Val
30

Arg Ser Asn Thr Leu Ser Ser
45

Gly Arg Lys Ile Asn Ser Trp
60

Leu Ser Asn Leuw His Leu Arg
75 80

Gly Phe Tyr Tyr Ile Tyr Ser
90 95

Ile Lys Glu Asn Thr Lys Asn
110

Lys Tyr Thr Ser Tyr Pro Asp
125

Asn Ser Cys Trp Ser Lys Asp
140

Gln Gly Gly Ile Phe Glu Leu
155 160

Val Thr Asn Glu His Leu Ile
170 175

Gly Ala Phe Leu Val Gly
190

Thr Arg Gly Arg Ser Asn Thr Leu

10 15

Lys Ala Leu Gly Arg Lys Ile Asn

25

30

Arg Ser Gly His Ser Phe Leu Ser Asn Leu His

40

45

82



Leu

Tyr

65

Lys

Pro

Lys

Glu

Leu

145

Gly

Asp

Asp

Asn

Gly

225

Ser

Ser

Phe

Arg

50

Ser

Asn

Asp

Asp

Leu

130

Ile

Gly

Trp

Cys

Thr

210

Ile

Asp

Thr

Val

<210> 17

<211> 274

Asn

Gln

Asp

Pro

Ala

115

Lys

Asp

Gly

Leu

Asp

195

Phe

Ile

Cys

Asn

Gly
275

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

Gly

Thr

Lys

Ile

100

Glu

Glu

Met

Ser

Thr

180

Asn

Ile

Ala

Asn

Lys

260

Val

Gl

Tyr

Gln

85

Leu

Tyr

Asn

Asp

Gly

165

Phe

Ile

Tyr

Ser

Vval

245

Phe

Gly

Leu

Phe

70

Met

Leu

Gly

Asp

His

150

Pro

Gln

Met

Ser

Lys

230

Thr

Cys

Ser

ES 2 531288 T3

vVal

55

Arg

val

Met

Leu

Arg

135

Glu

Leu

Lys

Ser

Arg

215

Asn

Ser

val

Cys

Ile

Phe

Gln

Lys

Tyr

120

Ile

Ala

Gly

Lys

Thr

200

Pro

Val

Arg

Thr

His

Gln

Tyr

Ser

105

Ser

Phe

Ser

Leu

His

185

Asn

Glu

Leu

Pro

Cys
265

Glu

Glu

Ile

90

Ala

Ile

val

Phe

Ala

170

Ile

Leu

Pro

Thr

Cys

250

Glu

83

Lys

Glu

15

Tyr

Arg

Tyr

Ser

Phe

155

Gly

Thr

Phe

val

Thr

235

Lys

Asn

Gly

€0

Ile

Lys

Asn

Gln

Val

140

Gly

Arg

Asn

His

Lys

220

Ser

Tyr

Gln

Phe

Lys

TYyr

Ser

Gly

128

Thr

Ala

val

Thr

Cys

205

Ala

Glu

Lys

Ala

Tyr

Glu

Thr

Cys

110

Gly

Asn

Phe

Val

Arg

180

Lys

Ile

Phe

Leu

Pro
270

Tyr

Asn

Ser
85

Trp

Ile

Glu

Leu

Arg

175

Asp

Asp

Cys

Tyx

Lys

255

Val

Ile

Thr

80O

Tyr

Ser

Phe

His

val

160

Gln

val

Lys

Lys

Leu

240

Lys

His



<400> 17

Arg

1

Ser

Ser

Leu

TYyr

65

Lys

Pro

Lys

Glu

Leu

145

Gly

Gln

Met

Ser

Lys
225

Thr

Cys

Ser

Vval

Ser

Trp

Arg

50

Ser

Asn

Asp

Asp

Leu

130

Ile

Gly

Lys

Ser

Arg

210

Asn

Ser

val

Cys

Ala

Pro

Glu

35

Asn

Gln

Asp

Pro

Ala

115

Lys

Asp

Gly

Lys

Thr

195

Pro

val

Arg

Thr

Ala

Asn

20

Ser

Gly

Thr

Lys

Ile

100

Glu

Glu

Met

Gly

His

180

Asn

Glu

Leu

Pro

Cys
260

His

Ser

Ser

Glu

Tyr

Gln

85

Leu

Tyr

Asn

Asp

Ser

165

Ile

Leu

Pro

Thr

Cys
245

Glu

Ile

Lys

Arg

Leu

Phe

Met

Leu

Gly

Asp

His

150

Gly

Thr

Phe

Val

Thr
230

Lys

Asn

ES 2 531288 T3

Thr

Asn

Ser

Val

55

Arg

val

Met

Leu

Arg

135

Glu

Gly

Asn

His

Lys

215

Ser

Tyr

Gln

Gly

Glu

Gly

40

Ile

Phe

Gln

Lys

Tyr

120

Ile

Ala

Gly

Thr

Cys

200

Ala

Glu

Thr

Lys

25

His

His

Gln

Tyr

Ser

105

Ser

Phe

Ser

Gly

Arg

185

Lys

Ile

Phe

Lys Leu

Ala Pro

265

Arg

10

Ala

Ser

Glu

Glu

Ile

90

Ala

Ile

val

Phe

Ser

170

Asp

Asp

Cys

Tyr

Lys
250

Val

84

Gly

Leu

Phe

Lys

Glu

75

Tyr

Arg

Tyr

Ser

Phe

155

Gln

val

Lys

Lys

Leu
235

Lys

His

Arg Ser Asn

Gly Arg Lys
30

Leu Ser Asn
45

Gly Phe Tyr
60

Ile Lys Glu

Lys Tyr Thr

Asn Ser Cys
‘ 110

Gln Gly Gly
125

Val Thr Asn
140

Gly ARla Phe

Asp Trp Leu

Asp Cys Asp
130

Asn Thr Phe
205

Gly Ile Tle
220

Ser Asp Cys

Ser Thr Asn

Phe Val Gly
270

Thr

15

Ile

Leu

Tyr

Asn

Ser
95

Trp

Ile

Glu

Leu

Thr

175

Asn

Ile

Ala

Asn

Leu

Asn

His

Ile

Thr

80

Tyr

Ser

Phe

His

val

160

Phe

Ile

Tyr

Ser

Val
240

Lys Phe

255

Val Gly



ES 2 531288 T3

<210> 18

<211>197

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

<400> 18
Val Arg Arg Phe Leu Val Thr Leu Arg Ile Arg Arg Ala Cys Gly Pro
1 5 10 15

Pro Arg Val Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Val Val Arg Pro Leu
20 25 30

Gly Leu Ala Gly Arg Val Ala Ala His Ile Thr Gly Thr Arg Gly Arg
35 40 45

Ser Asn Thr Leu Ser Ser Pro Asn Ser Lys Asn Glu Lys Ala Leu Gly
50 55 60

Axrg Lys Ile Asn Ser Trp Glu Ser Ser Arg Ser Gly His Ser Phe Leu
65 70 75 80

Ser Asn Leu His Leu Arg Asn Gly Glu Leu Val Ile His Glu Lys Gly
85 20 25

Phe Tyr Tyr Ile Tyr Ser Gln Thr Tyr Phe Arg Phe Gln Glu Glu Ile
100 105 110

Lys Glu Asn Thr Lys Asn Asp Lys Gln Met vVal Gln Tyr Ile Tyr Lys
115 120 125

Tyr Thr Ser Tyr Pro Asp Pro Ile Leu Leu Met Lys Ser Ala Arg Asn
130 135 140

Ser Cys Trp Ser Lys Asp Ala Gl‘u Tyr Gly Leu Tyr Ser Ile Tyr Gln
145 150 155 160

Gly Gly Ile Phe Glu Leu Lys Glu Asn Asp Arg Ile Phe Val Ser Val
165 170 175

Thr Asn Glu His Leu Ile Asp Met Asp His Glu Ala Ser Phe Phe Gly
180 185 150

Ala Phe Leu Val Gly
195

<210> 19

<211>189

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

85
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<400> 19

Pro

1

Arg

His

Ser

Ser

65

Glu

Tyr

Gln

Leu

Tyr

145

Asn

Asp

Arg

Arg

Ile

Lys

50

Arg

Leu

Phe

Met

Lenu

130

Gly

Asp

His

<210> 20

<211> 195

Phe
Arg
Thr
35

Asn
Ser
val
Arg
val
115
Met

Leu

Arg

Glu

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

Met

Val

Gly

Glu

Gly

Ile

Phe

100

Gln

Lys

Tyr

Ile

Ala
180

Asp

Val

Thr

Lys

His

His

Gln

Tyr

Ser

Ser

Phe
165

Ser

Thr

Arg

Arg

Ala

Ser

70

Glu

Glu

Ile

Ala

Ile

150

Val

Phe

ES 2 531288 T3

Trp

Pro

Gly

Leu

55

Phe

Lys

Glu

Iyr

Arg

135

Tyr

Ser

Phe

Glu

Leu

Arg

40

Gly

Leu

Gly

Ile

Lys

120

Asn

Gln

Val

Gly

Gly

Gly

25

Ser

Arg

Ser

FPhe

Lys

105

Tyr

Ser

Gly

Thr

Ala
185

Leu

10

Leu

Asn

Lys

Asn

Tyr

%0

Glu

Thr

Cys

Gly

Asn
170

Phe

86

Asn Arg

Ala Gly

Thr Leu

Ile Asn

Leu His

15

Tyr Ile

Asn Thr

Ser Tyr

Trp Ser

140

Ile Phe
155

Glu His

Leu Val

Arg

Arg

Ser

45

Ser

Leu

Tyr

Lys

Pro

125

Lys

Glu

Leu

Gly

Arg

val

30

Ser

Trp

Arg

Ser

Asn

110

Asp

Asp

Leu

Ile

Arg

Ala

Pro

Glu

Asn

Gln

95

Asp

Pro

Ala

Lys

Asp
175

Arg

Ala

Asn

Ser

Gly

Thr

Lys

Ile

Glu

Glu

160

Met



<400> 20

Cys

1

Asp

Ala

Thr

Ile

65

Leu

Tyr

Asn

Ser

Trp

145

Ile

Glu

Leu

Glu

Arg

Gly

Leu

50

Asn

His

Ile

Thr

Tyr

130

Ser

Phe

His

Val

<210> 21

<211> 218

Lys

Arg

Arg

Ser

Ser

Leu

Tyr

Lys

115

Pro

Lys

Glu

Leu

Gly
195

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

His

Arg

20

val

Ser

Trp

Arg

Ser

100

Asn

Asp

Asp

Leu

Tle
180

Ile

Arg

Ala

Pro

Glu

Asn

Gln

Asp

Pro

Ala

Lys

165

Asp

Met

Arg

Ala

Asn

Ser

70

Gly

Thr

Lys

Ile

Glu

150

Glu

Met

ES 2 531288 T3

Glu

Arg

His

Ser

55

Ser

Glu

Tyr

Gln

Leu

135

Tyr

Asn

Agp

Lys

Arg

Ile

40

Lys

Arg

Leu

Phe

Met

120

Leu

Gly

Asp

His

Ile

Arg

25

Thr

Asn

Ser

val

Arg

105

val

Met

Leu

Arg

Glu
185

Gln

10

Val

Gly

Glu

Gly

Ile

Phe

Gln

Lys

Tyr

Ile

170

Ala

87

Gly

Val

Thr

Lys

His

75

His

Gln

Iyr

Ser

Ser

155

Phe

ser

Arg

Arg

Arg

Ala

60

Ser

Glu

Glu

Ile

Ala

140

Ile

val

Phe

Gly

Pro

Gly

45

Leu

Phe

Lys

Glu

Tyr

125

Arg

Tyr

Ser

Phe

Asp

Leu

30

Arg

Gly

Len

Gly

Ile

110

Lys

Asn

Gln

Vval

Gly
190

Asp

15

Gly

Ser

Arg

Ser

Phe

95

Lys

Tyr

Ser

Gly

Thr

175

Ala

Asp

Leu

Asn

Lys

Asn

80

Tyr

Glu

Thr

Cys

Gly

160

Asn

Phe



<400> 21

Ala

1

val

Gly

Glu

Gly

65

Ile

Phe

Gln

Lys

Tyr

145

Ile

Ala

Ala

val

val

Thr

Lys

50

His

His

Gln

Tyr

Ser

130

Ser

Phe

Ser

Val

Cys
210

<210> 22

<211> 199

Pro

Arg

Arg

35

Ala

Ser

Glu

Glu

Ile

115

Ala

Ile

val

Phe

val

195

Ile

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

Ile

Pro

20

Gly

Leu

Phe

Lys

Glu

100

Tyr

Arg

Tyr

Ser

Phe

180

Arg

Gly

Ala

Leu

Arg

Gly

Leu

Gly

85

Ile

Lys

Asn

Gln

val

165

Gly

Arg

Asp

Gln

Gly

Ser

Arg

Ser

70

Phe

Lys

Tyr

Ser

Gly

150

Thr

Ala

Arg

Glu

ES 2 531288 T3

Lys

Leu

Asn

Lys

55

Asn

Tyr

Glu

Thr

Cys

135

Gly

Asn

Phe

Arg

Met
215

Pro

Ala

Thr

40

Ile

Leu

Tyr

Asn

Ser
120

Trp

Ile

Glu

Leu

Arg

200

Asp

Arg

Gly

25

Leu

Asn

His

Ile

Thr

105

Tyr

Ser

Phe

His

val

185

Arg

val

Arg

10

Arg

Ser

Ser

Leu

Tyr

90

Lys

Pro

Lys

Glu

Leu

170

Gly

Arg

Ser

88

Arg

Vval

Ser

Trp

5

Ser

Asn

Asp

Asp

Leu

155

Ile

Pro

Arg

Arg

Ala

Pro

Glu

60

Asn

Gln

Asp

Pro

Ala

140

Lys

Asp

Leu

Leu

Arg

Ala

Asn

Ser

Gly

Thr

Lys

Ile

125

Glu

Glu

Met

Gly

Ala
205

Arg

His

30

Ser

Ser

Glu

Tyr

Gln

110

Leu

Tyr

Asn

Asp

Leu

190

Leu

Arg

15

Ile

Lys

Arg

Leu

Phe

95

Met

Leu

Gly

Asp

His

175

Ala

Arg

Arg

Thr

Asn

Ser

Val

80

Arg

val

Met

Leu

Arg

160

Glu

Gly

Leu



<400> 22

Arg

1

Ser

Ser

Leu

Tyr

65

Lys

Pro

Lys

Glu

Leu

145

Gly

Gly

Arg

Val

Ser

Trp

Arg

50

Ser

Asn

Asp

Asp

Leu

130

Tle

Arg

Ala

Arg

<210> 23

<211> 289

Ala

Pro

Glu

Asn

Gln

Asp

Pro

Ala

115

Lys

Asp

val

Gly

Arg
195

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

Ala

Asn

20

Ser

Gly

Thr

Lys

Ile

100

Glu

Glu

Met

val

Gly

180

Arg

His

Ser

Ser

Glu

Tyr

Gln

Leu

Tyr

Asn

Asp

Arg

165

Ala

Arg

Ile

Lys

Arg

Leu

Phe

70

Met

Leu

Gly

Asp

His

150

Pro

Gly

Arg

ES 2 531288 T3

Thr

Asn

Ser

val

55

Arg

Val

Met

Leu

Arg

135

Glu

Leu

Ala

Arg

Gly

Glu

Gly

40

Ile

Phe

Gln

Lys

Tyr

120

Ile

Ala

Gly

Gly

Thr

Lys

25

His

His

Gln

Tyzx

Ser

105

Ser

Phe

Ser

Leu

Gly
185

Arg

10

Ala

Ser

Glu

Glu

Ile

Ala

Ile

val

Phe

Ala

170

Gly

89

Gly

Leu

Phe

Lys

Glu

Tyr

Arg

Tyr

Ser

Fhe

155

Gly

Ala

Arg

Gly

Leu

Gly

60

Ile

Lys

Asn

Gln

val

140

Gly

Ala

Gly

Ser

Arg

Ser

45

FPhe

Lys

Tyr

Ser

Gly

125

Thr

Ala

Gly

Gly

Asgn

Lys

30

Asn

Tyr

Glu

Thr

Cys

110

Gly

Asn

Phe

Ala

Ala
130

Thr

15

Ile

Leu

Tyr

Asn

Ser

Trp

Ile

Glu

Leu

Gly

175

Gly

Leu

Asn

His

Ile

Thr

80

Tyr

Ser

Phe

His

val

160

Gly

Arg



<400> 23

Arg
1

Ser

Ser

Leu

Tyr

65

Lys

Pro’

Lys

Glu

Leu

145

Gly

Gln

Glu

FPhe

val

Ser

Trp

Arg

50

Ser

AsSn

Asp

Asp

Leu

130

Ile

Gly

Glu

Glu

Gly
210

Ala

Pro

Glu

35

Asn

Gln

Asp

Pro

Ala

115

Lys

Asp

Gly

Phe

Gln

195

Gln

Ala

Asn

Ser

Gly

Thr

Lys

Ile

100

Glu

Glu

Met

Gly

Gly

180

Ile

Ala

His

Ser

Ser

Glu

Tyr

Gln

85

Leu

Tyr

Asn

Asp

Ser

165

Arg

Ala

Glu

Ile

Lys

Arg

Leu

Phe

70

Met

Leu

Gly

Asp

His

150

Gly

Thr

Tyr

Ser

ES 2 531288 T3

Thr

Asn

Ser

Vval

55

Arg

Val

Met

Leu

Arg

135

Glu

Gly

Gly

Ala

Ala
21%

Gly

Glu

Gly

49

Ile

Phe

Gln

Lys

Tyr

120

Ile

Ala

Arg

Leu

Met

200

Asp

Thr

Lys

25

His

His

Gln

Tyr

Ser

105

Ser

Phe

Ser

Lys

Fro

185

Gln

Ile

Arg

10

Ala

Ser

Glu

Glu

Ile

20

Ala

Ile

Val

Phe

Lys

170

Agp

Met

Asp

90

Gly

Leu

Phe

Lys

Glu

75

Tyr

Arg

Tyr

Ser

Phe

155

Arg

Leu

Ser

Ala

Arg

Gly

Leu

Gly

60

Ile

Lys

Asn

Gln

val

140

Gly

Met

Ser

Leu

Ser
220

Ser

Phe

Lys

Tyr

Ser

Gly

125

Thr

Ala

Thr

Ser

Gln

205

Ser

Asn

Lys

30

Asn

Tyr

Glu

Thr

Cys

110

Gly

Asn

Phe

Ile

Met

190

Gly

Ala

Thr

15

Ile

Leu

Tyr

Asn

Ser
95

Trp

Ile

Glu

Leu

Ser

175

Thr

Ala

Met

Leu

Asn

His

Ile

Thr

Tyr

Ser

Phe

His

val

160

Gln

Glu

Glu

Asp
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Thr Ser Glu Pro Ala
225

Pro Glu Phe Leu Gln
245

Asn Asn Glu 2la Tle
260

Thr Lys Asp Gly Lys
275

Leu

<210> 24

<211> 183

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> artificial

<400> 24

Val Ala Asn Pro Gln
1 5

Gly Leu Ala Gly Pro
20

Gly Arg Ser Asn Thr
35

Leu Gly Arg Lys Ile
50

Phe Leu Ser Asn Leu
65

Lys Gly Phe Tyr Tyr
85

Glu Ile Lys Glu Asn
100

Tyr Lys Tyr Thr Ser
115

Arg Asn Ser Cys Trp
130

Lys

230

Ser

Arg

Lys

Ala

Gln

Leu

Asn

His

70

Ile

Thr

Tyr

Ser

ES 2 531288 T3

Glu

Val

Asn

Asp

Glu

Arg

Ser

Ser

55

Leu

Tyr

Lys

Pro

Lys
135

Glu

Leu

Ala

Lys
280

Gly

Val

Ser
40

Trp

Arg

Ser

Asn

Asp

120

Asp

Asp

Glu

Met

265

Lys

Gln

Ala

25

Pro

Glu

Asn

Gln

Asp

105

Pro

Ala

Asp

Asn

250

Gly

Glu

Leu

10

Ala

Asn

Ser

Gly

Thr

Lys

Ile

Glu

91

Tyr

235

Leu

Ser

Glu

Arg

His

Ser

Ser

Glu

75

Tyr

Gln

Leu

Tyr

Asgp

Pro

Leu

Asp

val

Ile

Lys

Arg

60

Leu

Phe

Met

Leu

Gly
140

val

Gly

Ala

Lys
285

val

Thr

Asn

45

Ser

val

Azg

val

Met

125

Leu

Met

Vval

Ser

270

Lys

Arg

Gly

Glu

Gly

Ile

Phe

Gln

110

Lys

Tyr

Gln

Asp

255

G1n

Glu

Pro

15

Thr

Lys

His

Hisg

Gln

95

Tyx

Ser

Ser

Asp

240

Pro

Ala

Asp

Leu

Arg

Ala

Ser

Glu

Glu

Ile

Ala

Ile
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Tyr Gln Gly Gly Ile
145

Ser Val Thr Asn Glu
165

Phe Gly Ala Phe Leu
180

<210> 25

<211>179

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

<400> 25
Leu Ala Asn Gly Val
1 5

Pro Gln Arg Val Ala
20

Thr Leu Ser Ser Pro
35

Ile Asn Ser Trp Glu
50

Leu His Leu Arg Asn

Tyr Ile Tyr Ser Gln
85

Asn Thr Lys Asn Asp
100

Ser Tyr Pro Asp Pro
115

Trp Ser Lys Asp Ala
130

Ile Phe Glu Leu Lys
145

Glu His Leu Ile Asp
165

Leu Val Gly

<210> 26
<211> 180

Phe
150

His

val

Glu

Ala

Asn

Ser

Gly

70

Thr

Lys

Ile

Glu

Glu

150

Met

ES 2 531288 T3

Glu Leu Lys Glu Asn Asp Arg Ile Phe Val

155

160

Leu Ile Asp Met Asp His Glu Ala Ser Phe

Gly

Arg

His

Ser

Ser

55

Glu

Tyz

Gln

Leu

Tyr

135

Asn

Asp

val

Ile

Lys

40

Arg

Leu

Phe

Met

Leu

120

Gly

Asp

His

val

Thr

25

Asn

Ser

Val

Arg

Val

105

Met

Leu

Arg

Glu

170

Arg

Gly

Glu

Gly

Ile

Phe

90

Gln

Lys

TYyr

Ile

Ala
170

92

Pro

Thr

Lys

His

His

75

Gln

Tyr

Ser

Ser

Phe

155

Ser

Leu

Arg

Ala

Ser

60

Glu

Glu

Ile

Ala

Ile

140

val

Phe

Gly

Gly

Leu

45

Phe

Lys

Glu

Tyr

Arg

125

Tyr

Ser

Phe

Leu

Arg

30

Gly

Len

Gly

Ile

Lys

110

Asn

Gln

val

Gly

175

Ala

Ser

Arg

Ser

Phe

Lys

95

Tyr

Ser

Gly

Thr

Ala
175

Gly

Asn

Lys

Asn

Tyr

80

Glu

Thr

Cys

Gly

Asn

160

Phe
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

<400> 26

Cys

1

Gly

Asn

Lys

Asn

Tyr

Glu

Thr

Cys

Gly

145

Asn

Phe

Pro

Pro

Thr

Ile

50

Leu

Tyr

Asn

Ser

Trp

130

Ile

Glu

Leu

<210> 27

<211> 168

Ser

Gln

Leu

35

Asn

His

Ile

Thr

Tyr

115

Ser

Phe

His

val

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<300>
<308> P50591
<309> 1996-10-01
<313> (114)..(281)

Glu

Arg

20

Ser

Ser

Leu

Tyr

Lys

100

Pro

Lys

Glu

Leu

Gly
180

Gly

Val

Ser

Trp

Arg

Ser

Asn

Asp

Asp

Leu

Ile
165

Leu

Ala

Pro

Glu

Asn

Gln

Asp

Pro

Ala

Lys

150

Asp

ES 2 531288 T3

Cys

Ala

Asn

Ser

55

Gly

Thr

Lys

Ile

Glu

135

Glu

Met

Arg

His

Ser

40

Ser

Glu

Tyr

Gln

Leu

120

Tyr

Asn

Asp

val

Ile

25

Lys

Arg

Leu

Phe

Met

105

Leu

Gly

Asp

His

Val

10

Thr

Asgn

Ser

val

Arg

920

val

Met

Leu

Arg

Glu
170

93

Arg

Gly

Glu

Gly

Ile

75

Phe

Gln

Lys

Tyr

Ile

155

Ala

Pro

Thr

Lys

His

60

His

Gln

Tyr

Ser

Ser

140

Phe

Ser

Leu

Arg

Ala

45

Ser

Glu

Glu

Ile

Ala

125

Ile

Val

Phe

Gly

Gly

30

Leu

Phe

Lys

Glu

Tyr

110

Arg

Tyr

Ser

Phe

Leu

15

Arg

Gly

Leu

Gly

Ile

95

Lys

Asn

Gln

Val

Gly
175

Ala

Ser

Arg

Ser

Phe

Lys

Tyr

Ser

Gly

Thr
160

Ala
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<400> 27

val

1

Arg

Ala

Ser

Glu

€5

Glu

Ile

Ala

Ile

val

145

Phe

Arg

Gly

Leu

Phe

50

Lys

Glu

Tyr

Arg

Tyx

130

Serx

Phe

<210> 28

<211> 163

Glu

Arg

Gly

35

Leu

Gly

Ile

Lys

Asn

115

Gln

val

Gly

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<300>
<308> P50591
<309> 1996-10-01
<313> (119)..(281)

Arg

Ser

Arg

Ser

Phe

Lys

Tyr

100

Ser

Gly

Thr

Ala

Gly

Asn

Lys

Asn

Tyr

Glu

85

Thr

Cys

Gly

Asn

Phe
165

Pro

Thr

Ile

Leu

Tyr

70

Asn

Ser

Trp

Ile

Glu

150

Leu

ES 2 531288 T3

Gln

Leu

Asn

His

55

Ile

Thr

Tyr

Ser

Phe

135

His

val

Arg

Ser

Ser

40

Leu

Tyr

Lys

Pro

Lys

120

Glu

Leu

Gly

val

Ser

25

Trp

Arg

Ser

Asn

Asp

105

Asp

Leu

Ile

Ala

10

Pro

Glu

Agn

Gln

Asp

20

Pro

Ala

Lys

Asp

94

Ala

Asn

Ser

Gly

Thr

75

Lys

Ile

Glu

Glu

Met
155

His

Ser

Ser

Glu

Tyr

Gln

Leu

Tyr

Asn

140

Asp

Ile

Lys

Arg

45

Leu

Phe

Met

Leu

Gly

125

Asp

His

Thr

Asn

30

Ser

val

Arg

val

Met

110

Leu

Arg

Glu

Gly

15

Glu

Gly

Ile

Phe

Gln

95

Lys

Tyr

Ile

Ala

Thr

Lys

His

His

Gln

80

Tyr

Ser

Ser

Phe

Ser
160
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ES 2 531288 T3

<400> 28
Prc Gln Arg Val Ala Ala His Ile Thr Gly Thr Arg Gly Arg Ser Asn
1 5 10 15

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

Ile Asn Ser Trp Glu Ser Ser Arg Ser Gly His Ser Phe Leu Ser Asn
35 40 45

Leu His Leu Arg Asn Gly Glu Leu Val Ile His Glu Lys Gly Phe Tyr
50 55 60

Tyr Ile Tyr Ser Gln Thr Tyr Phe Arg Phe Gln Glu Glu Ile Lys Glu
65 70 75 80

Asn Thr Lys Asn Asp Lys Gln Met Val Gln Tyr Ile Tyr Lys Tyr Thr
85 90 95

Ser Tyr Pro Asp Pro Ile Leu Leu Met Lys Ser Ala Arg Asn Ser Cys
100 105 110

Trp Ser Lys Asp Ala Glu Tyr Gly Leu Tyr Ser Ile Tyr Gln Gly Gly
115 120 125

Ile Phe Glu Leu Lys Glu Asn Asp Arg Ile Phe Val Ser Val Thr Asn
130 135 140

Glu His Leu Ile Asp Met Asp His Glu Ala Ser Phe Phe Gly Ala Phe
145 150 155 160

Leu Val Gly

<210> 29

<211> 161

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<300>
<308> P50591

<309> 1996-10-01
<313> (121)..(281)

<400> 29
Arg Val Ala Ala His Ile Thr Gly Thr Arg Gly Arg Ser Asn Thr Leu
1 5 10 15

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

95
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15

20

ES 2 531288 T3

Ser Trp Glu Ser Ser Arg Ser Gly His Ser Phe Leu Ser Asn Leu
35 40 45

Leu Arg Asn Gly Glu Leu Val Ile His Glu Lys Gly Phe Tyr Tyr

Tyr Ser Gln Thr Tyr Phe Arg Phe Gln Glu Glu Ile Lys Glu Asn
€5 70 75

Lys Asn Asp Lys Gln Met Val Gln Tyr Ile Tyr Lys Tyr Thr Ser
85 20 95

Pro Asp Pro Ile Leu Leu Met Lys Ser Ala Arg Asn Ser Cys Trp
100 105 110

Lys Asp Ala Glu Tyr Gly Leu Tyr Ser Ile Tyr Gln Gly Gly Ile
115 120 125

Glu Leu Lys Glu Asn Asp Arg Ile Phe val Ser val Thr Asn Glu
130 135 140

Leu Ile Asp Met Asp His Glu Ala Ser Phe Phe Gly Ala Phe Leu
145 150 155

Gly

<210> 30

<211>16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<300>
<308> GenBank/ AAF71267.1
<309> 2000-05-21

<313> (57)..(72)

<400> 30
Lys Lys Leu Ser Glu Cys Leu Lys Arg Ile Gly Asp Glu Leu Asp
1 5 10 15

<210> 31

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<300>
<308> GenBank/ AAH22072.2
<309> 2005-07-21
<313> (141)..(155)

<400> 31

Arg Asn Ile Ala Arg His Leu Ala Gln Val Gly Asp Ser Met Asp
1 S 10 15
<210> 32

<211> 124

96

His

Ile

Thr

80

Tyr

Ser

Phe

His

val
160

Ser
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15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<300>

<308> GenBank/ AAA72757.1
<309> 1993-08-30
<313> (33)..(156)

<400> 32
Lys Glu Thr
1

Thr Ser Ala

Arg Asn Leu

Glu Ser Leu
50

Cys Lys Asn
65

Ile Thr Asp

Tyr Lys Thr

Asn Pro Tyr

115

<210> 33
<211> 104
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<300>

Ala
Ala
20

Thr
Ala
Gly
Cys
Thr

100

val

Ala

Ser

Lys

Asp

Gln

Arg

85

Gln

Pro

Ala

Ser

Asp

val

Thr

Glu

Ala

val

<308> GenBank/ AAH67222.1
<309> 2006-07-15

<313> (2)..(105)

<400> 33

ES 2 531288 T3

Lys

Ser

Arg

Gln

55

Asn

Thr

Asn

His

Phe

Asn

Cys

40

Ala

Cys

Gly

Lys

Phe
120

Glu

Tyr

25

Lys

Val

Tyr

Ser

Hisg

105

Asp

Arg

10

Cys

Pro

Cys

Gln

Ser

S0

Ile

Ala

Gln

Asn

vVal

Ser

Ser

Lys

Ile

Ser

His

Gln

Asn

Gln

Tyr

Tyr

val

val

Met

Met

Thr

45

Lys

Ser

Pro

Ala

Asp

Met

Phe

Asn

Thr

Asgn

Cys
110

Ser

15

Lys

Val

Val

Met

Cys

95

Glu

Ser

Ser

His

Ala

Ser

Ala

Gly

Gly Asp Val Glu Lys Gly Lys Lys Ile Phe Ile Met Lys Cys Ser Gln

1

5

190

15

Cys His Thr Val Glu Lys Gly Gly Lys His Lys Thr Gly Pro Asn Leu

97
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20

His Gly Leu Phe Gly Arg
35

Thr Ala Ala Asn Lys Asn
50

Met Glu Tyr Leu Glu Asn
65 70

Ile Phe Val Gly Ile Lys
85

Tyr Leu Lys Lys Ala Thr
100

<210> 34

<211> 227

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<300>

<308> GenBank/ CAA01810.1
<309> 1995-10-17

<313> (1)..(227)

<400> 34
Ile Ile Gly Gly His Val
1 5

Tyr Leu Met Ile Trp Asp
20

Leux Ile Arg Asp Asp Phe
35

Ser Ile Asn Val Thr Leu
50

Thr Gln Gln Fhe Ile Pro
65 70

Asn Pro Lys Asn Phe Ser

Lys Ala Lys Arg Thr Arg
100

Lys Ala Gln Val Lys Pro
118

ES 2 531288 T3

Lys

Lys

55

Pro

Lys

Asn

Ala

Gln

vVal

Gly

55

val

Asn

Ala

Gly

Thr

40

Gly

Lys

Lys

Glu

Lys

Lys

Leu

40

Ala

Lys

Asp

Val

Gln
120

25

30

Gly Gln Ala Pro Gly Tyr

45

Ile Ile Trp Gly Glu Asp

60

Lys Tyr Ile Pro Gly Thr

75

Glu Glu Arg Ala Asp Leu

Pro

Ser

25

Thr

His

Arg

Ile

Gln

105

Thr

90

His

10

Leu

Ala

Asn

Ala

Met

20

Pro

Cys

98

Ser

Lys

Ala

Ile

Ile

75

Leu

Leu

Ser

Arg

Arg

His

Lys

60

Pro

Leu

Arg

vVal

Pro

Cys

Cys

45

Glu

His

Gln

Leau

Ala
125

Tyr

Gly

Trp

Gln

Pro

Leu

Pro

110

Gly

Ser Tyr

Thr Leu

Lys

Ile
95

Met

15

Gly

Gly

Glu

Ala

Glu

25

Ser

Trp

Met
80

Ala

Ala

Phe

Ser

Pro

Tyr

80

Arg

Asn

Gly
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20

25

30

ES 2 531288 T3

Gln Thr Ala Pro Leu Gly Lys His Ser
130 135

Met Thr Val Gln Glu Asp Arg Lys Cys
145 150

Tyr Asp Ser Thr Ile Glu Leu Cys Val
165

Thr Ser Phe Lys Gly Asp Ser Gly Gly
180 185

Ala Gln Gly Ile Val Ser Tyr Gly Arg
195 200

Ala Cys Thr Lys Val Ser Ser Phe Val
210 215

Lys Arg Tyr
225

<210> 35

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<300>
<308> GenBank/ EAW58223.1
<309> 2006-12-18
<313> (561)..(569)

<400> 35
Phe Ser Arg Ser Leu His Ser Leu Leu
1 5

<210> 36

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<300>

<308> GenBank/ AAI10338.1
<309> 2009-03-18

<313> (72)..(86)

<400> 36

Gly Gln Vval Gly Arg Gln Leu Ala Ile Ile Gly Asp Asp Ile Asn

1 5

<210> 37

<211>24

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<300>
<308> GenBank/ AAB51243.2
<309> 2001-09-26
<313> (130)..(153)

His

Glu

Gly

170

Pro

Asn

His

10

99

Thr

Ser

155

Asp

Leu

Asn

Trp

Leu

140

Asp

Pro

val

Gly

Ile
220

Gln

Leu

Glu

Cys

Met

205

Lys

Glu

Ile

Asn

130

Pro

Lys

val

His

Lys

175

Lys

Pro

Thr

13

Lys

Tyr

160

Lys

val

Arg

Met
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<400> 37
Glu Glu Gln Trp Ala Arg Glu Ile Gly Ala Gln Leu Arg Arg Met Ala
1 5 10 15

Asp Asp Leu Asn Ala Gln Tyr Glu
20

<210> 38

<211>192

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<300>
<308> GenBank/ AAB51243.2
<309> 2001-09-26

<313> (2)..(193)

<400> 38
Ala Arg Ala Arg Gln Glu Gly Ser Ser Pro Glu Pro Val Glu Gly Leu
1 5 10 15

Ala Arg Asp Gly Pro Arg Pro Phe Pro Leu Gly Arg Leu Val Pro Ser
20 25 30

Ala Val Ser Cys Gly Leu Cys Glu Pro Gly Leu Ala Ala Ala Pro Ala

Ala Pro Thr Leu Leu Pro Ala Ala Tyr Leu Cys Ala Pro Thr Ala Pro
50 55 60

Pro Ala Val Thr Ala Ala leu Gly Gly Ser Arg Trp Pro Gly Gly Pro
65 70 75 80

Arg Ser Arg Pro Arg Gly Pro Arg Pro Asp Gly Pro Gln Pro Ser Leu

Ser Leu Ala Glu Gln His Leu Glu Ser Pro Val Pro Ser Ala Pro Gly
100 145 110

Ala Leu Ala Gly Gly Pro Thr Gln Ala Ala Pro Gly Val Arg Gly Glu
115 120 125

Glu Glu Gln Trp Ala Arg Glu Ile Gly Ala Gln lLeu Arg Arg Met Ala
130 135 140

Asp Asp Leu Asn Ala Gln Tyr Glu Arg Arg Arg Gln Glu Glu Gln Gln
145 150 155 160

Arg His Arg Pro Ser Pro Trp Arg Val Leu Tyr Asn Leu Ile Met Gly
165 170 175

Leu leu Pro Leu Pro Arg Gly His Arg Ala Pro Glu Met Glu Pro Asn
180 185 190

<210> 39

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

100
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<300>
<308> GenBank/ EAW98311.1
<309> 2006-12-18
<313> (132)..(138)

<400> 39

Bla val Pro Ile Ala Gln Lys Pro

1

<210> 40
<211> 20
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<300>
<308> GenBank/ BAG35060.1
<309> 2008-05-24

<313> (21)..(36)

<400> 40
Arg Ala Gly Leu Gln Phe Pro Val Gly Arg Leu Leu Arg Arg Leu Leu

1

Arg Arg Leu Leu

<210> 41

<211> 104

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<300>
<308> Swiss-Prot/ P22069.2
<309> 2010-03-02

<313> (1)..(104)

<400> 41

Gln
1

val

Lys

Lys

Leu

65

Lys

His

Asp

Asp

AsSn

Gly

50

Ser

Ser

Phe

Trp

Cys

Thr

35

Ile

Asp

Thr

val

20

Leu

Asp

20

Phe

Ile

Cys

Asn

Gly
100

5

5

Thr

Asn

Ile

Ala

Asn

Lys

85

val

Phe

Ile

Tyr

Ser

val

70

Phe

Gly

ES 2 531288 T3

Gln

Met

Ser

Lys

55

Thr

Cys

Ser

Lys

Ser

Arg

40

Asn

Ser

Val

Cys

Lys

Thr

25

Pro

val

Arg

Thr

10

His
10

Asn

Glu

Leu

Pro

Cys
20

101

Ile

Leu

Pro

Thr

Cys

75

Glu

Thr

Phe

val

Thr

60

Lys

Asn

Asn

His

Lys

45

Ser

Tyr

Gln

Thr

Cys

30

Ala

Glu

Lys

Ala

15

Arg
15

Lys

Ile

Phe

Leu

Pro

Asp

Asp

Cys

Tyr

Lys

80

val
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<210> 42

<211>19

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<300>
<308> GenBank/ AAH15960.3
<309> 2008-11-30

<313> (18)..(36)

<400> 42
Val Arg Arg Phe Leu Val Thr Leu Arg Ile Arg Arg Ala Cys Gly Pro
1 5 10 15

Pro Arg Val

<210> 43

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<300>

<301> Bottger
<303> Oncogene
<304> 13

<306> 2141-2147
<307> 1996

<400> 43
Pro Arg Phe Met Asp Thr Trp Glu Gly Leu Asn
1 5 10

<210> 44

<211> 17

<212> PRT

<213> Glycine max

<300>
<308> GenBank/ ACE36683.1
<309> 2008-07-10

<313> (43)..(59)

<400> 44
Cys Glu Lys His Ile Met Glu Lys Ile Gln Gly Arg Gly Asp Asp Asp
1 5 10 15

Asp

<210> 45

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<300>

<308> GenBank/ EAW98311.1
<309> 2006-12-18

<313> (132)..(138)

<400> 45
Leu Ala Leu Arg Leu Ala Cys Ile Gly Asp Glu Met Asp Val Ser
1 5 10 15

102
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<210> 46

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

<300>

<308> GenBank/ AAY41125.1
<309> 2006-01-06

<313> (148)..(167)

<400> 46

Ala Gly Ala Gly Gly Gly Ala Gly Gly Ala Gly Ala Gly Gly Gly Ala

1 5 10

Gly Gly Ala Gly
20

<210> 47

<211> 114

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<300>

<308> GenBank/ CAO72169.1
<309> 2009-01-13

<313> (79)..(191)

<400> 47
Met Thr Ile Ser Gln Gln Glu Phe Gly Arg
1 5 ‘ 10

Ser Ser Met Thr Glu Glu Glu Gln Ile Ala
20 25

Leu Gln Gly Ala Glu Phe Gly Gln Ala Glu
35 40

Ser Ser Ala Met Asp Thr Ser Glu Pro Ala
50 55

Asp Val Met Gln Asp Pro Glu Phe Leu Gln

65 70

Pro Gly Val Asp Pro Asn Asn Glu Ala Ile

85 90

Leu Ala Ser Gln Ala Thr Lys Asp Gly Lys
100 105

Asp Lys

<210> 48

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

103

Thr

Tyr

Ser

Lys

Ser

75

Arg

Lys

Gly

Ala

Ala

Glu

val

Asn

Asp

Leu

Met

Asp

45

Glu

Leu

Ala

Lys

Pro

Gln

30

Ile

Asp

Glu

Met

Lys
110

15

Asp
15

Met

Asp

Asn

Gly
95

Glu

Leu

Ser

Ala

Tyr

Leu

B0

Ser

Glu
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<300>

<308> GenBank/ AAO21132.1
<309> 2003-01-18

<313> (93)..(102)

<400> 48
Vval Ala Asn Pro Gln Ala Glu Gly Gln Leu
1 5 10

<210> 49

<211>6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<300>

<308> GenBank/ AAO21132.1
<309> 2003-01-18
<313>(113)..(118)

<400> 49
Leu Ala Asn Gly vVal Glu
1 5

<210> 50

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<300>

<308> GenBank/ AAO21132.1
<309> 2003-01-18

<313> (127)..(131)

<400> 50
Cys Pro Ser Glu Gly Leu Cys
1 5

<210> 51

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

<400> 51
Pro Leu Gly Leu Ala Gly
1 5

<210> 52

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

<400> 52
Arg Val val Arg
1

104
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<210> 53

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

<400> 53
Arg Lys Lys Arg
1

<210> 54
<211> 118
<212> PRT

ES 2 531288 T3

<213> Pseudomonas aeruginosa

<400> 54
Pro Glu Gly Gly Ser Leu
1 5

Leu Pro Leu Glu Thr Phe
20

Gln Leu Glu Gln Cys Gly
35

Leu Ala Ala Arg Leu Ser

Ala Leu Ala Ser Pro Gly
65 70

Glu Ser Pro Glu Gln Ala
85

Ser Glu Arg Phe Val Arg
100

Ala Asn Gly Pro Ala Asp
115

<210> 55

<211>4

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 55
Lys Asp Glu Leu
1

<210> 56

<211>4

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 56
Lys Glu Asp Leu
1

Ala

Thr

Tyr

Trp

55

Ser

Arg

Gln

Ala

Arg

Pro

40

Asn

Gly

Leu

Gly

Leu

His

25

Val

Gln

Gly

Ala

Thr
105

Thr

10

Arg

Gln

val

Agp

Leu

30

Gly

105

Ala

Gln

Arg

Asp

Leu

75

Thr

Asn

His

Pro

Leu

Gln

€0

Gly

Leu

Asp

Gln

Arg

VvVal

45

val

Glu

Ala

Glu

Ala

Gly

30

Ala

Ile

Ala

Ala

Ala
110

Cys

15

Leu

Ala

Ile

Ala

95

Gly

His

Glu

Tyx

Asn

Arg

Glu

Ala
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15

20

25

30

35

40

<210> 57

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

<400> 57
Gly Gly Ser Gly
1

<210> 58

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

<400> 58
Gly Gly Gly Ser
1

<210> 59

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

<400> 59
Gly Gly Gly Gly Ser
1 5

<210> 60

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

<400> 60
Gly Gly Ser Gly Gly
1 5

<210> 61

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

<400> 61

Gly Gly Gly Ser Gly Gly

1 3

ES 2 531288 T3
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<210> 62

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

<400> 62
Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly
1 5

<210> 63

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

<400> 63
Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser
1 5

<210> 64

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

<400> 64
Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5

<210> 65

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

<400> 65
Ala Ser Gly Gly
1

<210> 66
<211>8

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

<400> 66

Gly Gly Gly Ser Ala Ser Gly Gly
1 5

107



ES 2 531288 T3

<210> 67

<211> 582

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

<400>

;EglazZaga aatgcaccaa aaaagctgge tteatgatce atatcaatca gatgtteatt 60
ggtcacgete acaaaaatge gatcatttte tttcagttca aaaatgccac cctgataaat 120
gctatacagg ccatattctg catctttget ccaacageta ttacgtgege ttttcatceag 180
cagaatcgga tccoggatage tggtatattt ataaatgtac tgcaceattt gtttateatt 240
tttggtattt tctttaattt ctteoctgaaa gegaaaatag gtctggectat aaatataata 300
aaagcctttt tcatgaatca ccagttcace attacgcaga tgcagattge tcagaaaget 360
atgaccgcta cggctgcttt cccagetatt aattttgega cccagggett tttcattttt 429
gctattcggg ctgctcaggg tattgetacg accacgggtyg ceggtaatat gtgctgeaac 480
acgacctgcc agacccagcg gacgaadaacd acgacgacgg dgacgacgac gacggctatc 540
cagttcatca ccaatacgtt tcaggcatte getcagtttt tt 582
<210> 68

<211> 579

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

<400>

c“g(loaa?:ittg cacgtcatct ggcacaggtt ggtgatagea tggaccgteg tegtagtege 60
cgtegtegtg ttgttegtcee getgggtetg gcaggtegtg ttgecagcaca tattacegge 120
acccgtggtc gtagcaatac cctgagcage ccgaatageca aaaatgaaaa agecctgggt 180
cgcaaaatta atagetggga aagecagecgt ageggtcata getttetgag caatctgeat 240
ctgcgtaatg gtgaactggt gattcatgaa aaaggetttt attatattta tageccagacce 300
tattttcget ttcaggaaga aattaaagaa aataccaaaa atgataaaca aatggtgeag 360
tacatttata aatataccag ctatccggat ccgattctge tgatgaaaag cgcacgtaat 420
agctgttgga gcaaagatge agaatatgge ctgtatagca tttatcaggg tggeattttt 480
gaactgaaag aaaatgatcg catttttgtg agegtgacca atgaacatct gattgatatg 540
gatcatgaag ccagcttttt tggtgecattt ctggtggge 579
<210> 69

<211>909

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial
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<400> 69
cgtgttgeag

agcaaaaatg
catagctttc
ttttattata
aaaaatgaca
ctgctgatga
agcatttate
accaatgaac
ggtggtggta
gccaaatttg
tgcaatcaga
tttgttcatg
aaaaatggtc
gaaaccggta
attattgtgg

gaagatctg

<210>70
<211> 879
<212> ADN

cacatattac
aaaaagecct
tgagcaatct
tttatagcca
aacaaatggt
aaagcgeacy
agggtggcat
atctgattga
gcggteceget
aacgtcagca
tgatgaaaag
aaagecctgge
agaccaattg
gcagcaaata

cetgtgaagg

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

<400> 70
cgtgttgcag

agcaaaaatg
catagcttte
ttttattata
aaaaatgata
ctgetgatga
agcatttatec
accaatgaac

ggtggtggtyg

cacatggata

cacatattac
aaaaagcact
tgagcaatct
tttatagcca
agcagatggt
aaagcgcacg
agggtggcat
atctgattga
gtageggtgg

gcagcaccag

ES 2 531288 T3

cggcaccegt
gggtegcaaa
gecatetgegt
gacctatttt
gcagtatatc
taatagctgt
ttttgaactg
tatggatcat
gggtetggea
catggatagc
ccgcaatctg
agatgtteag
ctatcagagc
tccgaattge

caatccogtat

cggcacccegt
gggtcgcaaa
gcatctgegt
gacctatttt
gcagtatatc
taatagctgt
ttttgaactg
tatggatcat
tggtagtaaa

cgcagcaage

ggtcegtagea
attaatagot
aatggtgaac
cgettteagy
tacaaataca
tggagcaaag
aaagaaaatg
gaagccagot
ggtegtgttyg
agcaccagcg
accaaagatc
gcagtttgeca
tatagcacea
gcctataaaa

gttceggttc

ggtegtagea
attaatagct
aatggtgaac
cgctttecaag
tataaatata
tggagoaaag
aaagaaaatg
gaagccagct
gaaaccgcag

agcagcaatt

109

ataccctgag
gggaaagcaqg
tggtgattca
aagaaattaa
ccagetatee
atgcagaata
atcgeatttt
tttttggtge
ttcgtaaaga
cagcaagcag
gttgtaaacc
gccagaaaaa
tgagcattac
acacccaggc

attttgatgc

atacecctgag
gggaaagceag
tggtgattea
aagaaattaa
ccagctatce
atgcagaata
atcgcatttt
tttttggtge
cagcaaaatt

attgtaatca

cagcccgaat
cegtageggt
tgaaaaaggc
agaaaatacc
ggateocgatt
tggectgtat
tgtgagegty
atttctggtt
aaccgcagca
cagcaattat
ggtgaatacc
tgtggectat
cgattgtcegt
caataaacat

cagecgtgaaa

cagccegaat
cegtageggt
tgaaaaaggc
agaaaatacc
ggatccgatt
tggtctgtat
tgtgagegty
atttctggtt
tgaacgtcag

gatgatgaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

509

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
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15

agcecgceaate
gcagatgttc
tgctatcaga
tatccgaatt

ggcaatcegt

<210> 71
<211> 852
<212> ADN

tgaccaaaga
aggcagtttg
gctatagcac
gtgcatataa

atgttceggt

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

<400> 71
cagatcttct

ttttttttta
cagatattcc
atagctataa
ggttttatgt
ttttttgeet
accaccaceca
ttecattggte
ataaatgcta
catcagcaga
ategtttttg
ataataaaaqg
aaagctatga
atttttgcta

tgcaacacgce

<210> 72
<211> 800
<212> ADN

ttttcattgy
atgecccacaa
atcagggtat
cecggtgect
ttgececacctt
ttttccacat
accagaaatg
acgctcacaa
tacaggceat
atcggatccg
gtattttett
cctttttcat
ccgetacgge
ttegggetge

at

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

<400> 72

ES 2 531288 T3

tegttgtaaza
tagccagaaa
catgagcatt
aaccacccag

tcattttgat

tggetttttte
aaatcatttt
cttcacccea
gaccggtttt
tttcaacggt
caccacgaac
caccaaaaaa
aaatgcgate
attctgeate
gatagctggt
taatttcttce
gaatcaccag
tgetttecca

tcagggtatt

ceggtgaata
aatgttgeccet
accgattgtc
gccaataaac

gcaagegtt

cagataggca

cgtacccgga'

aataatgcct
acgaccaaac
atgacactgg
aacacgacct
gctggettea
attttettte
tttgetcecaa
atatttataa
ctgaaagcga
ttcaccatta
gctattaatt

gctacgacca

cetttgttea
gtaaaaatgg

gtgaaaccgg

atattattgt

atcagatctg
atatattttt
ttgtttttat
agaccatgca
ctgcatttca
gccagaccca
tgatccatat
agttcaaaaa
cagctattac
atgtactgca
aaataggtct
cgcagatgca
ttgcgaccca

cgggtgecgg

tgaaagcctg
tcagaccaat
tagcagcaaa

tgectgtgaa

cgcgttette
tecggatttte
tggcetgcggt
gattcggacc
taataaaaat
gcggaccgcet
caatcagatg
tgccaccctg
gtgcgetttt
ceatttgttt
ggctataaat
gattgctcag
gggettitte

taatatgtgc

cgtgttgcag cacatattac cggcacccgt ggtcgtagca ataccctgag cagcccgaat

agcaaaaatg aaaaagcact gggtcgcaaa attaatagct gggaaagecag ccogtageggt

110

660

720

780

840

879

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

852

60

120
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catagettte
ttttattata
aaaaatgaca
ctgetgatga
agcatttate
accaatgaac
ggtggtagtyg
gcactgaccg
cctegtggtt
tatctggeag
agtcegggta

ctggcactga

<210> 73
<211> 1215
<212> ADN

tgagcaatcet
tttatageca
aacaaatggt
aaagecgcacyg
agggtggecat
atctgattga
gtagccgtaa
cacatcaggc
gggaacagct
cacgtctgag
geggtggtga

ccctggcagce

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

<400> 73
cgtgttgcag

agcaaaaatg
catagettte
ttttattata
aaaaatgata
ctgctgatga
agcatttate
accaatgaac
ggtggtggty
gcaaaaccge
aaacgttgtg
ggtagcagea
cagtttattc
aatgatatca
ctgegtctge

tggggtecaga

cacatattac
aaaaagcecct
tgagcaatct
tttatagecca
aacaaatggt
aaagcgecacy
agggtggcat
atctgattga
gtagccgtaa
atagccgteco
gbtggetttet
ttaatgttac
cggttaaacg
tgctgctgca
cgagcaataa

ccgecaccgct

ES 2 531288 T3

geatctgegt
gacctatttt
gecagtatatc
taatagetgt
ttttgaactg
tatggatcat
aaaacgtgca
atgtecatctg
ggaacagtgt
ctggaatcag

tetgggtgaa

cggecaccegt
gggtcogtaaa
gcatctgegt
gacctatttt
geagtatatc
taatagetagt
ttttgaactyg
tatggatcat
aaaacgtggt
gtatatggca
gattcgtgat
cetgggtgece
tgcaattccyg
gcetggaacgt
agcacaggtt

gggtaaacat

aatggtgaac
cgetttcaag
tataaatata
tggagcaaag
aaagaaaatg
gaagccaget
ageggtggte
ccgctggaaa
ggttatcegg

gttgatcagg

gcaattegtg

ggtegtagea
attaataget
aatggegaac
cgettteagg
tataaatata
tggagcaaaqg
aaagaaaatg
gaagccaget
ggtggeggtt
tatctgatga
gattttgtte
cataatatta
catccggcat
aaagcaaaac

aaaccgggtc

tecteatacee

111

tggtgattca
aagaaattaa
ccagctatee
atgcagaata
atcgcatttt
tttttggtge
cggaaggtgy
cctttacceg
ttcagegtet
ttattgcaaa

aaagtccgga

ataccectgag
gggaaagcag
tggtgattca
aagaaattaa
ccagctatce
atgccgaata
atcgeatttt
tttttggtge
ctattattgg
tttgggatca
tgaccgcage
aagaacagga
ataatccgaa
gtacecegtge
agacctagtag

tgceaagaggt

tgaaaaaggce
agaaaatacc
ggatccgatt
tggtctgtat
tgtgagegtg
atttctggtt
tagectggea
tcatcgtcag
ggttgcactg
tgcactggca

acaggcacgt

cagcccgaat
ccgtageggt
tgaaaaaggc
agaaaatacc
ggatccgatt
tggtctgtat
tgtgagegty
atttctggtt
tggtcatgtt
gaaaagcctg
acattgttgg
accgacccag
aaattttage
agttcagccyg
cgttgeaggt

taaaatgacc

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

800

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

B40

900

960
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gtccaagagg
ctgtgtgtgg
ctggtttgta
ccgegtgeat

tataaagatg

<210> 74
<211> 1215
<212> ADN

atcgtaaatg
gcgateocogga
ataaagttge

gtaccaaagt

aactg

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

<400> 74
cgtgttgcag

agcaaaaatg
catagctttc
ttttattata
aaaaatgata
ctgetgatga
agcatttate
accaatgaac
gatggtagtyg
gcaaaaccge
aaacgttgtg
ggtagcagca
cagtttattc
aatgatatta
ctgegtcectge
tggggtcaga
gttcaagagy
ctgtgtgttyg
ctggtttgta
ccgegtgeat
tataaagatg
<210>75

<211> 561
<212> ADN

cacatattac
aaaaagcact
tgagcaatcet
tttatageca
aacaaatggt
aaagogcacg
agggtggcat
atctgattga
gtagcecgtaa
atagcegtee
gtggttttct
ttaatgttac
cggttaaacg
tgctgetgea
cgagcaataa
ccgeacceget
atcgtaaatg
gtgateccgga

ataaagttge

gtaccaaagt

aactg

<213> Secuencia artificial

ES 2 531288 T3

cgaaagcgat
aatcaaaaaa

ccagggtatt

tagcagcttt

cggcacccgt
gggtcegeaaa
gecatetgegt
gacctatttt
gcagtatatt
taatagectgt
ttttgaactg
tatggatcat
aaaacgtggt
gtatatggca
gattcgtgat
cetgggtgec
tgcaattceg
gctggaacge
agcacaggtt
gggtaaacat
cgaaagecgat
aattaaaaaa
acagggtatt

tagcagecttt

ctgegecatt
accagcttta
gttagctatg

gtgcattgga

ggtogtagea
attaataget
aatggtgaac
cgctttcaag
tacaaatata
tggagcaaag
aaagaaaatg
gaagccagct
ggtggeggta
tatctgatga
gattttgttc
cataatatta
catcecggeat
aaagcaaaac
aaaccgggte
tcacatacce
ctgcgeeatt
accagcttta
gtgagctatg

gtgcattgga

112

attatgatag
aaggtgatag

gtcgtaataa

ttaaaaaaac

ataccctgag
gggaaagcag
tggtgattca
aagaaattaa
ccagctatce
atgcagaata
atcgcatttt
tttttggtge
gtattattgg
tttgggatcea
tgaccgcage
aagaacaaga
ataatccgaa
gtaccegtyge
agacctgtag
tgcaagaggt
attatgatag
aaggcgatag
gtcgtaataa

ttaaaaaaac

caccattgaa
cggtggtecg
tggtatgeeg

gatgaaacgc

cagcccgaat
ccgtagceggt
tgaaaaaggc
agaaaacacce
ggatccegatt
tggtctgtat
tgtgagegtg
atttctggtt
tggtcatgtt
gaaaagccty
acattgttgg
accgacccag
aaattttage
agttcageceg
cgttgeaggt
gaaaatgacc
cagcattgaa
cggtggtceg
tggtatgect

gatgaaacgce

1020

1080

1140

1200

1215

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

9200

960

1020

1080

1140

1200

1215
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<220>
<223> artificial

<400>

;ﬂingigta gectgeatag cetgetgegt egtegtaegte geagtegteg tgttgttegt 60
cegetgggte tggcaggteg tgttgeagea catattaceg geaccegtgg tégtagcaat 120
accctgagea geccgaatag caaaaatgaa aaagecctgg gtcgcaaaat taatagetgg 180
gaaagcagec gtagcggtca tagetttetg agecaatctge atctgegtaa tggtgaactg 240
gtgattcatg aaaaaggctt ttattatatt tatagccaga cctatttteg ctttcaggaa 300
gaaattaaag aaaataccaa aaatgataaa caaatggtgc agtacattta taaatatacc 360
agctatccgg atccgattct getgatgaaa agcgcacgta atagetgttg gagcaaagat 420
gcagaatatg gcctgtatag catttatcag ggtggcattt ttgaactgaa agaaaatgat 480
cgcatttttyg tgagegtgac caatgaacat ctgattgata tggatcatga agccagettt 540
tttggtgecat ttctggtggg c 561
<210>76

<211> 579

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

<400>

g4gotoca<732ttg gtegteaget ggeaattatt ggtgatgata ttaaccgteg tegtegtege 60
cgtegtcgtg ttgttegtee getgggtetg geaggtegtg ttgcagecaca tattaccgge 120
accegtggtc gtagcaatac cctgagcage ccgaatagea aaaatgaaaa agecctgggt 180
cgcaaaatta atagctggga aagcagecogt agoggtcata getttetgag caatctgeat 240
ctgegtaatg gtgaactggt gattcatgaa aaaggetttt attatattta tagccagacce 300
tatttteget tteaggaaga aattaaagaa aataccaaaa atgataaaca aatggtgcag 360
tacatttata aatataccag ctatccggat ccgattctge tgatgaaaag cgcacgtaat 420
agctgttgga gcaaagatgc agaatatggc ctgtatagca tttatcaggg tggecattitt 480
gaactgaaag aaaatgatceg catttttgtg agecgtgacca atgaacatct gattgatatg 540
gatcatgaag ccagcttttt tggtgecattt ctggtgggce 579
<210> 77

<211> 666

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

113



10

<400> 77
gaagaacagt

gcacagtatg
ctggcaggte
agcccgaata
cgtageggte
gaaaaaggct
gaaaatacca
gaceccgattce
ggtctgtata
gttagcgtga
tttetggtgg

agcggt

<210> 78
<211> 1116
<212> ADN

gggcacgtga
aacgtcgteg
gtgttgcage
gcaaaaatga
atagectttct
tttattatat
aaaatgataa
tgctgatgaa
gcatttatca

ccaacgaaca

gtctggttece

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

<400> 78
cgtgttgeag

agcaaaaatg
catagctttc
ttttattata
aaaaatgata
ctgctgatga
agcatttate
accaacgaac
ggtggtggta
caagaaggta
ccgetgggte
gcegeaccegg
cctgcagtta

cgtggtcctc

cacatattac
aaaaagcact
tgagcaatct
tttatagecca
aacaaatggt
aaagcgcacg
agggtggeat
atctgatcga
gcggtggtec
gcagtccgga
gtctggttce
cagcaccgad
ccgcagcact

gtccggatgg

ES 2 531288 T3

aattggtgca
tcgtegecgt
acatattacc
aaaagcactg
gagcaatctg
ttatagccag
acaaatggtg
aagcgcacgt
gggtggcatc
tctgatcgat

gcgtggtage

cggceaccegt
gggtcgcaaa
gcatctgegt
gacctatttt
gcagtacatt
taatagctgt
ctttgagetg
tatggatcat
gctgggtctg
accggttgaa
gagcgcagtt
actgetgect

gggtggtage

tcegeagecyg

cagctgegtce
cggcgtegte
ggcacccgtg
ggtcgcaaaa
catctgecgta
acctatttte
cagtatattt
aatagctgtt
tttgagectga
atggatcatg

ggtagcagce

ggtcgtagca
atcaatagect
aatggtgaac
cgctttcaag
tacaaatata
tggagcaaag
aaagaaaatqg
gaagecaget
gcaggtegtyg
ggtetggecac
agctgtggte
gcagcatate
cgttggectyg

agcctgagec

114

gtatggcaga
gtgttgttcg
gtcgtagcaa
tcaatagctg
atggtgaact
gctttcaaga
acaaatacac
ggagcaaaga
aagaaaatga
aagccagctt

atcatcatca

ataccctgag
gggaaagcag
tggtgatteca
aagagattaa
ccagctatcc
atgcagaata
atcgecatett
tttttggtge
ttgttegtge
gtgatggtcce
tgtgtgaace
tgtgtgcacc
gtggtccgeg

tggcagaaca

tgatcetgaat
tecgetgggt
taccetgage
ggaaagcagc
ggtgattcat
agagattaaa
cagctatecg
tgcagaatat
tcgcatattt
ttttggtgca

tcaccatagc

cagecccgaat
cegtageggt
tgaaaaaggc
agaaaatacc
ggacccgatt
tggtctgtat
tgttagcgtg
atttctggtt
ccgtgegegt
gegteegttt
gggtctggca
gaccgeaceqg
tagtcgtceeyg

gcatctggaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

666

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840
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agteceggtge
gttcgtggtg
gatgatctga
agccegtgge

cgtgcacegg

<210>79
<211> 1479
<212> ADN

cgagcgeace
aagaggaaca
atgcacagta
gtgttctgta

aaatggaacc

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

<400> 79
cgtgttgcag

agcaaaaatg
catagcttte
ttttattata
aaaaatgata
ctgctgatga
agcatttatc
accaatgaac
ggtggtagtg
gcactgaccg
cctegtggtt
tatctggeag
agtcagggta
ctggeactga
gatgaagecyg
cgtcaagaag
tttcegeotgg
gcagccgcac
ccgectgeag
ccgegtggte
gaaagtcctg
ggtgttcgtg
gcagatgatc
ccgagcecgt

categtgeac

cacatattac
aaaaagcact
tgagcaatct
tttatagcceca
agcagatggt
aaagcgcacg
agggtggcat
atctgattga
gtageocegtaa
cacatcaggce
gggaacagct
cacgtctgag
gceggtggtga
cactggeage
gtgcagcaaa
gtagecagtee
gtegtetggt
cggcagcace
ttaccgeage
cgagtcegga
tgccgagege
gtgaagaaga
tgaatgcaca
ggcegtgttct

cggaaatgga

ES 2 531288 T3

gggtgcactg
gtgggcacgt
tgaacgtegt
taatctgatt

gaataaagaa

cggcaccegt
gggtcgcaaa
gcatctgecgt
gacctatttt
gcagtatatc
taatagctgt
ttttgaactg
tatggatcat
aaaacgtgca
atgtcatctyg
ggaacagtgt
ctggaatcag
tetgggtgaa
agcagaaage
tggtecggea
ggaacoggtt
tccgagcegea
gacactgctg
actgggtggt
tggtcegeag
acogggtgca
acagtgggca
gtatgaacgt
gtataatctg

accegaataaa

gecaggcggtc
gaaattggtg
cgtcaagaag
atgggtctge

gatctg

ggtcgtagca
attaatagct
aatggtgaac
cgctttcaag
tataaatata
tggagcaaag
aaagaaaatg
gaagccagcet
agceggtggte
ccgetggaaa
ggttatcegg
gttgatcagg
gcaattegtg
gaacgttttg
gatggtggta
gaaggtctgy
gttagctgtg
cétgcagcat
agtcgttgge
ccgagtetga
ctggeaggaeg
cgcgaaattg
cgtegtcaag
attatgggtc

gatgaactqg

115

ctacacaggc
cacagctgcg
aacagcagcg

tgecgetgec

atacecctgag
gggaaagcag
tggtgattca
aagaaattaa
ceagcetatec
atgceagaata
atcgcatttt
tttttggtge
cggaaggtgg
cctttaccey
ttcagegtcet
ttattgcaaa
aaagtcogga
ttegtcaggyg
gtggtagtgg
cacgtgacgg
gtctgtgtga
atctgtgtge
ctggtggtce
gcoctggeaga
gtccgacaca
gtgcacaget

aagaacagca

tgctgecygoet

agcaccgggt
tcgtatggca

tcategteccg

tegtggteoat

cagcccgaat
cegtageggt
tgaaaaaggc
agaaaatacc
ggatcegatt
tggtctgtat
tgtgagcgtg
atttctggtt
tagcctggea
tcatcgtcag
ggttgcactg
tgcactggca
acaggcacgt
caccggtaat
tgecacgtgct
tecegegtceeg
accgggtctg
accgaccgca
gegtagtegt
acagecatctg
ggcagcacct
goegtegtatg
gcgtecategt

gcctegtggt

200

960

1020

1080

1116

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1479



10

15

20

<210> 80
<211> 558
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

<400> 80
gcagttcocga

ctgggtctagg
ctgagcagcee
agcagccgta
attcatgaaa
attaaagaaa
tatcecggatc
gaatatggcc
atttttgtga

ggtgecattte

<210> 81
<211> 627
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

<400> 81
cgtgeaggte

egegttgtte
ggtcgtagea
atcaatagcet
aatggtgaac
cgettteaag
tacaaatata
tggagcaaag
aaagaaaatqg

gaagccagcet

catcatcate

<210> 82
<211> 837
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ttgcacagaa
caggtcgtgt
cgaatagcaa
gcggtcatag
aaggctttta
ataccaaaaa
cgattctget
tgtatagcat

gegtgaccaa

tgcagtttece
gtcegetggg
ataccctgag
gggaaagcag
tggtgattca
aagagattaa
ccagctatce
atgcagaata
atcgcatctt

tttttggtgc

atcaccatag

ES 2 531288 T3

accgegtegt
tgcagcacat
aaatgaaaaa
ctttetgage
ctatatctat
tgataaacaa
gatgaaaagc
ttatcagggt

tgaacatctg

ggttggacgt
tetggeaggt
cageccgaat
ccgtageggt
tgaaaaaggc
agaaaatace
ggacccgatt
tggtctgtat
tgttagegty

atttetggtyg

cagegat

egtcegtegece
attaccggea
gcectgggte
aatctgecate
agccagacct
atggtgecagt
gcacgtaata
ggcatttttg

attgatatgg

ctgttacgte
cgtgttgeag
agcaaaaatg
catagettte
ttttattata
aaaaatgata
ctgctgatga
agcatttatc
accaacgaac

ggtctggtte

116

gtcgtegtgt
cccgtggteg
gcaaaatcaa
tgcgtaatgg
acttcecgett
atatctataa
gctgttggag
aactgaaaga

atcatgaage

gecctgetgeg
cacatattac
aaaaagcact
tgagcaatct
tttatagecea
aacaaatggt
aaagcgcacg
agggtggcat
atctgatcga

egegtggtag

tgttcgtceyg
tagcaatacc
tagetgggaa
tgaactggtyg
tcaggaagaa
atataccage
caaagatgca
aaatgatcge

cagctttttt

tegtetgetg
cggcacccgt
gggtcgcaaa
gcatctgegt
gacctatttt
gcagtacatt
taatagctgt
ctttgagetg
tatggatcat

cggtagecage

60
120
180
240
300
360
420
480
540

558

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600

627
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<220>
<223> artificial

<400> 82
cgtgttgcag

agcaaaaatg
catagettte
ttttattata
aaaaatgata
ctgctgatga
agcatttatc
accaatgaac
ggtggtggta
tttcagaaaa
aacctgtttc
gcaatttgta
agcgattgta
ttttgcgtga
<210> 83

<211> 822
<212> ADN

cacatattac
aaaaagcact

tgagcaatct

tttatagecca

agcagatggt

aaagcgcacg

agggtggecat

atctgattga

gceggtecget

aacatattac

attgcaaaga

aaggtattat

atgttaccag

cctgcgaaaa

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

<400> 83
cgtgttgeag

agcaaaaatg
catagettte
ttttattata
aaaaatgata
ctgetgatga
agcatttatc
accaatgaac
ggtggtggtyg
attaccaata
aaagataaaa
attattgeca
accagocegte

gaaaatcagg

cacatattac
aaaaagcact
tgagcaatet
tttatagcca
agcagatggt
aaagegeacqg
agggtggcat
atctgattga
gtageggtgg
ccogtgatgt
atacctttat
gcaaaaatgt
cgtgtaaata

caccggttca

ES 2 531288 T3

caggeacacgt

gggtcgeaaa

gcatctgegt

gacctatttt

gcagtatatc
taatagctgt
ttttgaactg
tatggatcat
gggtctggca
caataccogt
taaaaatacc
tgocageaaa
ccgtecgtgt

tcaggcaccg

cggcaccegt
gggtcgcaaa
geatotgegt
gacctatttt
gcagtatate
taatagctgt
ttttgaactg
tatggatcat
tggtggcage
ggattgcgat
ttatagecegt
getgaccacy
taaactgaaa

ttttgttggt

ggtcgtagea
attaataget
aatggtgaac
cgettteaag
tataaatata
tggagcaaag
aaagaaaatg
gaagccagct
ggtcgtgttg
gatgtggatt
tttatttata
aatgtgectga
aaatataaac

gttcattttg

ggtcgtagca
attaatagect
aatggtgaac
cgcettteaag
tataaatata
tggagcaaag
aaagaaaatg
gaagccaget
caggattgge
aatattatga
ccggaaccgyg
agcgaattet

adaagcacca

gttggtagct

117

ataccctgag
gggaaagcag
tggtgattca
aagaaattaa
ccagctatece
atgcagaata
atcgcatttt
tttttggtge
ttegteagga
gcegataatat
gecgtcegga
ccacgagcga
tgaaaaaaag

ttggtgttogg

ataccctgag
gggaaagcag
tggtgattca
aagaaattaa
cecagctateco
atgcagaata
atcgecatttt
tttttggtge
tgaccttteca
gcaccaacct
ttaaagcaat
atctgagcga
ataaattttyg

gt

cagcccgaat
ccgtageggt
tgaaaaaggc
agaaaatacc
ggatccgatt
tggtetgtat
tgtgagegtg
atttctggtt
ttggctgace
tatgagcacc
accggttaaa
attctatcetg
caccaataaa

tagectgt

cagcccgaat
cegtageoggt
tgaaaaaggc
agaaaatacc
ggatccgatt
tggtctgtat
tgfgachtg
atttctggtt
gaaaaaacat
gtttcattge
ttgtaaaggt
ttgtaatgtt

cgtgacctge

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

837

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

822



10

15

20

<210> 84
<211> 591
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> artificial

<400> 84
gttegtegtt

cgtegtegte
catattaccy
aaagceoctgy
agcaatctge
tatagccaga
caaatggtge
agcgcacgta
ggtggcattt

ctgattgata

<210> 85
<211> 567
<212> ADN
<213> Secuen

<220>
<223> artificial

<400> 85
cctogtttta

gttcgteege
agcaataccc
agctgggaaa
gaactggtga
caggaagaaa
tataccagcet
aaagatgcag
aatgatcgca

agcttttttg

<210> 86
<211> 585
<212> ADN

ttctggttac
geegbegteg
gcaccegtygg
gtegcaaaat
atctgegtaa
cctatttteg
agtatatcta
atagetgttg
ttgaactgaa

tggatcatga

cia artificial

tggatacctyg
tgggtctgge
tgagcagccc
gcageccgtag
ttcatgaaaa
ttaaagaaaa
atceggatcce
aatatggtct
tttttgtgag

gtgecatttet

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

ES 2 531288 T3

cctgecgtatt
tgttgttegt
tcgtageaat
taatagetgyg
tggtgaactg
ctttcaggaa
taaatatace
gagcaaagat
agaaaatgat

agccagettt

ggaaggtctyg
aggtcgtgtt
gaatagcaaa
cggtcatage
aggcttttat
taccaaaaat
gattctgetg
gtatagcatt

cgtgaccaat

ggttggt

cgtcgtgeat
cectetgggte
accetgagea
gaaagcagcc
gtgattcatg
gaaattaaag
agctatcegg
gcagaatatg
cgcatttttg

tttggtgcat

aatcegeegte
gcagcacata
aatgaaaaag
tttctgagea
tatatttata
gataaacaaa
atgaaaageyg

tatcagggtg

gaacatctga

118

gtggtectee
tggcaggteg
gcocccgaatag
gtagcggtca
aaaaaggctt
aaaataccaa
atccgattcet
gectgtatag
tgagcgtgac

ttectggttgg

ggcgtegteg
ttaccggcac
cactgggteg
atctgecatct
gecagaccta
tggtgcagta
cacgtaatag
gcatttttga

ttgatatgga

gegtgtgegt
cgttgcageca
caaaaatgaa
tagctttctg
ttattatatt
aaatgataaa
gctgatgaaa
catttatcag
caatgaacat

t

gegtegtgtt
ccgtggtegt
caaaattaat
gogtaatggt
tttteogettt
catttacaaa
ctgttggagec
actgaaagaa

tcatgaagcc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

591

60

120

180

240

300

360

420

480

540

567



ES 2 531288 T3

<

éggg;igaac atattatgga aaaaattcag ggtcgeggtg atgatgatga tcegccgtegg 60
cgtegteogge gtegtgttgt tegteegetyg ggtectggeag gtogtgttge agcacatatt 129
accggcacee gtggtcgtag caataccctg agcagcccga atagcaaaaa tgaaaaagea 180
ctgggtcgea aaattaatag ctgggaaage agecegtageg gtcatagett tetgageaat 240
ctgeatctge gtaatggtga actggtgatt catgaaaaag gettttatta tatttatage 300
cagacctatt ttecgetttea ggaagaaatt aaagaaaata ccaaaaatga taaacaaatg 360
gtgcagtaca tttacaaata taccagectat ccggatccga ttcoctgctgat gaaaagegea 420
cgtaatagcet gttggagcaa agatgcagaa tatggtctgt atagecattta tcagggtgge 480
atttttgaac tgaaagaaaa tgatcgcatt tttgtgagcg tgaccaatga acatctgatt 540
gatatggatc atgaagccag cttttttggt gcatttetgg ttggt 585
<210> 87

<211> 654

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

<400>

;coaogti?:cga ttgcacagaa accgegtegt cgtegtegee gtegtegtgt tgttogtect 60
ctgggteotgg caggtegegt tgoagcacat attaceggea ccegtggteg tageaatacce 120
ctgagcagcc cgaatagcaa aaatgaaaaa gccctgggtce gcaaaattaa tagetgggaa 180
agcagcegta geggtcatag ctttctgage aatctgecate tgegtaatgg tgaactggtg 240
attcatgaaa aaggctttta ttatatttat agccagacct attttegett tcaggaagaa 300
attaaagaaa ataccaaaaa tgataaacaa atggtgcagt atatctataa atataccage 360
tatccggatc cgattctget gatgaaaagce gcacgtaata gectgttggag caaagatgea 420
gaatatggcc tgtatagcat ttatcagggt ggcatttttg aactgaaaga aaatgatcgc 480
atttttgtga gcgtgaccaa tgaacatctg attgatatgg atcatgaagc cagetttttt 540
ggtgcattte tggttggtce gctgggcctg geotggococgtg tggttecgecg gegocgtege 600
cgtecgecgee tggocactgeg tcoctggeatgt attggtgatg aaatggatgt gage 654
<210> 88

<211>618

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

119



10

15

<400> 88
cgtgttgeag

agcaaaaatg
catagettte
ttttattata
aaaaatgata
ctgctgatga
agcatttatc
accaatgaac
ggtggtggtg
gccggtggtg

cgtegeegtce

<210> 89
<211> 867
<212> ADN

cacatattac
aaaaagcact
tgagcaatct
tttatagceca
aacaaatggt
aaagcgcacg
agggtggcat
atctgattga
gtagcggtgyg
gtgcaggcgyg

gtcggegt

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

<400> 89
cgtgttgeag

agcaaaaatg
catagcttte
ttttattata
aaaaatgata
ctgctgatga
agcatttatc
accaatgaac
ggtggtggtg
cgtaccggtc
cagatgagee
agcgcaatgg
cecggaattte
attegtaatg

aaagaggaag

<210> 90
<211> 549
<212> ADN

cacatattac
aaaaagcact
tgagcaatct
tttatagcca
aacaaatggt
aaagcgcacg
agggtggcat
atctgattga
gtageggtgy
tgeceggatcet
tgeagggtge
ataccagecga
tgecagagegt
caatgggtag

acaaaaaaga

<213> Secuencia artificial

ES 2 531288 T3

cggcaccegt
gggtcgcaaa
gcatctgegt
gacetatttt
gcagtatatt
taatagetgt
ttttgaacty
tatggatcat
tggtegtgtt

tgctggtgeg

cggcacccgt
gggtcgcaaa
gcatctgegt
gacctatttt
gcagtatatt
taatagetgt
ttttgaactg
tatggatcat
tcgtaaaaaa
gagcagcatg
agaatttgat
accggeoaaaa
tctggaaaat
cctggcaage

agatctg

ggtcgtageca
attaatagect
aatggtgaac
cgettteaag
tacaaatata
tggagcaaag
aaagaaaatg
gaagccagct
gttegtecge

ggtggcggag

ggtcgtagea
attaataget
aatggtgaac
cgetttoaag
tacaaatata
tggagcaaag
aaagaaaatg
gaagecaget
cgtatgacca
accgaagaag
caggcagaaa
gaagaagacg
ctgcegggtg

caagcaacca

120

ataccctgag
gggaaagcag
tggtgattca
aagaaattaa
ccagetatee
atgcagaata
atcgecatttt
tttttggtge
tgggtctgge

ccggtggtge

ataccectgag
gggaaagcag
tggtgattea
aagaaattaa
ccagctateco
atgcagaata
atcgeatttt
tttttggtge
ttagccagca
aacaaattge
gcgecagatat
attacgacgt
ttgatccgaa

aagatggcaa

cageccgaat
cegtageggt
tgaaaaaggc
agaaaacace
ggatccgatt
tggtctgtat
tgtgagegtg
atttctggtt
tggtgccggt

aggtcgtegt

cagcccgaat
cegtageggt
tgaaaaagge
agaaaacacc
ggatecegatt
tggtctgtat
tgtgagcotyg
atttctggtt
agaatttggt
ctacgcaatg
tgatgcaagc
tatgcaggat
taatgaagca

aaaagataaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

618

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

867
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15

20

<220>
<223> artificial

<400> 90
gttgcaaatc

cegeagegty
ccgaatagceca
agcggtcata
aaaggctttt
aataccaaaa
cegattotge
ctgtatagca
agcgtgacca

ctggttggt

<210> 91
<211> 537
<212> ADN

cgcaggcaga
ttgcagecaca
aaaatgaaaa
gctttctgag
attatattta
atgataaaca
tgatgaaaag
tttatcaggg

atgaacatct

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

<400> 91
ctggcaaatg

gcagcacata
aatgaaaaaqg
tttetgagea
tatatttata
gataaacaaa
atgaaaagcg
tatcagggtg

gaacatctga

<210> 92
<211> 540
<212> ADN

gtgttgaacg
ttaccggcac
ccctgggteg
atctgcecatct
gccagaccta
tggtgcagta
cacgtaatag
gcatttttga

ttgatatgga

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> artificial

ES 2 531288 T3

aggtcagetyg
tattaccgge
agccctgggt
caatctgcat
tagecagace
aatggtgcag
cgcacgtaat
tggcattttt

gattgatatg

tgttgttegt
ccgtggtegt
taaaattaat
gcgtaatgge
ttttegettt
tatctataaa
ctgttggage
actgaaagaa

tcatgaagcec

cgegttgtee
accegtggtce
cgtaaaatta
ctgegtaatg
tatttteget
tatatcetata
agctgttgga
gaactgaaag

gatcatgaaqg

ccgctygggte
agcaatacce
agctgggaaa
gaactggtga
caggaagaaa
tataccagect
aaagatgeceg
aatgatcgcea

agettttttg

121

gteocgotggg
gtagcaatac
atagctggga
gcgaactggt
ttcaggaaga
aatataccag
gcaaagatgce
aaaatgatog

ccagekbtttt

tggeaggtee
tgageageee
gcagecegtag
ttcatgaaaa
ttaaagaaaa
atceggatce
aatatggtct
tttttgtgag

gtgcatttet

tetggecaggt
cctgageage
aagcagccgt
gattcatgaa
aattaaagaa
ctatccggat
cgaatatggt
catttttgtg

tggtgcattt

gcagcgtgtt
gaatagcaaa
cggtcatage
aggcttttat
taccaaaaat
gattctgetg
gtatagcatt

cgtgaccaat

ggttggt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

549

60

120

180

240

300

360

420

480

537
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<400> 92
tgtccgageg

gttgecagcac
aaaaatgaaa
agctttcotga
tattatattt
aatgataaac
ctgatgaaaa
atttatcagyg

aatgaacatc

<210> 93
<211> 459
<212> PRT

aaggtctgtg
atattaccgg
aagccctggg
gcaatctgeca
atagccagac
aaatggtgca
gcegeacgtaa
gtggeatttt

tgattgatat

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> proteina de fusion

<400> 93

ES 2 531288 T3

tcgtgttgtt
caccegtggt
tcgtaaaatt
tctgcgtaat
ctattttcge
gtatatetat
tagetgttgg
tgaactgaaa

ggatcatgaa

Gly Cys Ala Ala Ala Cys Ala Ala
1

Thr Val Gln Glu Lys Gln Gln Asn

20

Gly Pro Gln Arg Val Ala Ala His

35

40

Asn Thr Leu Ser Ser Pro Asn Ser

50

55

Lys Ile Asn Ser Trp Glu Ser Ser

€5

70

Asn Leu His Leu Arg Asn Gly Glu

cgteegetgy
cgtagcaata
aatagctggag
ggcgaactgg
tttcaggaag
aaatatacca
agcaaagatg
gaaaatgatc

gccagctttt

Cys Thr Ser
10

Ile Ser Pro
25

Ile Thr Gly

Lys Asn Glu

Arg Ser Gly

75

Leu Val Ile

122

gtctggcagg
ccctgageag
aaagcagecg
tgattcatga
aaattaaaga
gctateegga
ccgaatatgg
gcatttttgt

ttggtgcatt

tcocgecagegt
ccogaatage
tagcggtcat
aaaaggcttt
aaataccaaa
tecgattetg
tctgtatage
gagcgtgacce

tctggttygt

Giu Glu Thr Ile Ser

15

Leu Val Arg Glu Arg

30

Thr Arg Gly Arg Ser

Lys Ala Leu Gly Arg

60

His Ser Phe Leu Ser

80

His Glu Lys Gly Phe

60

120

180

240

300

360

420

480

540



Tyx
Glu
Thr
Cys
145
Gly
Asn
Phe
Lys
Thr
225
Arg
Gln
val
Asp
Leu
305

Gly

Ala

Tyr

Asn

Ser

130

Trp

Ile

Glu

Leu

Lys

210

Ala

Gln

Arg

Asp

Leu

290

Thr

Asn

Lys

Ile

Thr

115

Tyr

Ser

Phe

His

val

135

Arg

His

Pro

Leu

Gln

275

Gly

Leu

Gly

Fhe

Tyr

100

Lys

Pro

Lys

Glu

Leu

180

Gly

Ala

Gln

Arg

Val

260

val

Glu

Ala

Gly

Glua
340

85

Ser

Agn

Asp

Asp

Leu

165

Ile

Gly

Ser

Ala

Gly

245

Ala

Ile

Ala

Ala

Gly

325

Arg

Gln

Asp

Pro

Ala

150

Lys

Asp

Gly

Gly

Cys

230

Trp

Leu

Arg

Ile

Ala

310

Gly

Gln

Thr

Lys

Ile

135

Glu

Glu

Meat

Gly

Gly

215

His

Glu

Tyr

Asn

Arg

295

Glu

Ser

His

ES 2 531288 T3

Tyr

Gln

120

Leu

Tyr

Asn

Asp

Ser

200

Pro

Leu

Gln

Leu

Ala

280

Glu

Ser

Gly

Met

Phe

105

Met

Leu

Gly

Asp

His

185

Ala

Glu

Pro

Leu

Ala

265

Leu

Gln

Glu

Gly

Asp
345

90

Arg

Val

Met

Leu

Arg

170

Glu

Ser

Gly

Leu

Glu

250

Ala

Ala

Pro

Arg

Gly

330

Ser

Phe

Gln

Lys

Tyr

155

Ile

Ala

Gly

Gly

Glu

235

Gln

Arg

Ser

Glu

Phe

315

Ser

Ser

123

Gln

Tyr

Ser

140

Ser

Phe

Sar

Cys

Ser

220

Thr

Cys

Leu

Pro

Gln

300

Vval

Lys

Thr

Glu

Ile

125

Ala

Ile

Val

Phe

Gly

205

Leu

Phe

Gly

Ser

Gly

285

Ala

Arg

Glu

Ser

Gla

110

Tyr

Arg

Tyr

Ser

Phea

190

Pro

Ala

Thr

Tyr

Trp

270

Ser

Arg

Gln

Thr

Ala
350

95

Ile

Lys

Asn

Gln

Val

175

Gly

Glu

Ala

Pro

255

Asn

Gly

Leu

Gly

Ala

335

Ala

Lys

Tyr

Ser

Gly

164

Thr

Ala

Arg

Leu

His

240

Val

Gln

Gly

Ala

Thr

32Q

Ala

Ser



Ser

Asp

val

385

Thr

Glu

Ala

val

Ser

Arg

370

Gln

Asn

Thr

Asn

His
450

<210> 94

<211> 213

Asn

355

Cys

Ala

Cys

Gly

Lys

435

Phe

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteina de fusion

<400> 94

FPhe

1

Arg

Ser

Arg

Ser

Arg

Ser

Ser

vVal

Thr

Gly

Asn

Lys

Asn

Arg

Val

vVal

35

Pro

Thr

Ile

Leu

Tyr

Lys

val

Tyr

Ser

420

His

Asp

Ser

Arg

Gln

Gln

Leu

Asn

His

Cys

Pro

Cys

Gln

405

Ser

Ile

Ala

Leu

Pro

Glu

Arg

Ser

Ser

Leu

Asn

val

Ser

390

Ser

Lys

Ile

Ser

His

Leu

Lys

val

Ser

70

Trp

Arg

ES 2 531288 T3

Gln

Asn

375

Gln

Tyr

Tyr

Vval

val
455

Ser

Gly

Gln

Ala

Pro

Glu

Asn

Met

360

Thr

Lys

Ser

Pro

Ala

440

Lys

Leu

Leu

Gln

40

Ala

Asn

Ser

Gly

Met

Phe

Asn

Thr

Asn

425

Cys

Asp

Leu

Ala

25

Asn

His

Ser

Ser

Glu

Lys

val

val

Met

410

Cys

Glu

Glu

Arg

10

Gly

Ile

Ile

Lys

Arg

920

Leu

124

Ser

His

Ala

395

Ser

Ala

Gly

Leu

Arg

Thr

Ser

Thr

Asn

75

Serx

Val

Arg

Glu

380

Cys

Ile

Tyxr

Asn

Ser

Pro

Gly

Glu

Gly

Ile

Asn

365

Ser

Lys

Thr

Lys

Pro
445

Arg

Glu

Leu

45

Thr

Lys

His

His

Leu

Leu

Asn

Asp

Thr

430

Tyr

Arg

Glu

Val

Arg

Ala

Ser

Glu

Thr

Ala

Gly

Cys

415

Thr

val

Arg

15

Thr

Arg

Gly

Leu

Phe

95

Lys

Lys

Asp

Gln

400

Arg

Gln

Pro

Arg

Ile

Glu

Arg

Gly

80

Leu

Gly
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100

Phe Tyr Tyr Ile Tyr
115

Lys Glu Asn Thr Lys
130

Tyr Thr Ser Tyr Pro
145

Ser Cys Trp Ser Lys
165

Gly Gly Ile Phe Glu
180

Thr Asn Glu His Leu
195

Ala Phe Leu Val Gly
210

<210> 95

<211> 204

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteina de fusion

<400> 95
Leu Ser Thr Ala Ala
1 5

Ser Gly Leu Asp Lys
20

Ala Gly Arg Val Val
35

Ile Thr Gly Thr Arg
50

Lys Asn Glu Lys Ala
65

Arg Ser Gly His Ser
85

Ser

Asn

Asp

150

Asp

Leu

Ile

Asp

Asp

Arg

Gly

Leu

70

Phe

ES 2 531288 T3

Gln

Asp

135

Pro

Ala

Lys

Asp

Met

Tyr

Glu

Arg

55

Gly

Leu

Thr

120

Lys

Ile

Glu

Glu

Met
200

Gln

Leu

Arg

Ser

Arg

Ser

105

Tyr

Gln

Leu

Tyr

Asn

185

Asp

Gly

Lys

25

Gly

Asn

Lys

Asn

Phe

Met

Leu

Gly

170

Asp

His

val

10

Pro

Pro

Thr

Ile

Leu
90

125

Arg

Val

Met

155

Leu

Arg

Glu

val

Asp

Gln

Leu

Asn

75

His

Phe

Gln

140

Lys

Tyr

Ile

Ala

Thr

Asp

Arg

Ser

60

Ser

Leu

Gln

125

Tyr

Ser

Ser

Phe

Ser
205

Asp

Pro

Val

45

Ser

Trp

Arg

110

Glu

Ile

Ala

Ile

Val

190

Phe

Gly

Leu

30

Ala

Pro

Glu

Asn

Glu

Tyr

Arg

Tyr

175

Ser

Phe

Met

15

Gly

Ala

Asn

Ser

Gly
95

Ile

Lys

Asn

160

Gln

Val

Gly

Ala

Leu

Hisg

Ser

Ser

80

Glu
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Leu

Phe

Met

Leu

145

Gly

Asp

Hisg

val

Arg

Val

130

Met

Leu

Arg

Glu

<210> 96

<211> 205

Ile

Phe

115

Gln

Lys

Tyr

Ile

Ala
195

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteina de fusion

<400> 96

Gln

1

Leu

Asn

His

Ile

65

Thr

Tyr

Arg

Ser

Ser

Leu

50

Tyr

Lys

Pro

Val

Sar

Trp

35

Arg

Ser

Asn

Asp

His

100

Gln

Tyr

Ser

Ser

Phe

180

Ser

Ala

Pro

20

Glu

Asn

Gln

Asp

Pro
100

Glu

Glu

Ile

Ala

Ile

165

val

Phe

Ala

Asn

Ser

Gly

Thr

Lys

85

Ile

Lys

Glu

Tyr

Arg

150

Tyr

Ser

Phe

His

Ser

Ser

Glu

Tyr

70

Gln

Leu

ES 2 531288 T3

Gly

Ile

Llys

135

Asn

Gln

vVal

Gly

Ile

Lys

Arg

Leu

55

Phe

Met

Leu

Phe

Lys

120

Tyr

Ser

Gly

Thr

Ala
200

Thr

Asn

Ser

40

val

Arg

val

Met

Tyr

105

Glu

Thr

Cys

Gly

Asn

185

Phe

Gly

Glu

25

Gly

Ile

Phe

Gln

Lys
105

Tyr

Asn

Ser

Trp

Ile

170

Glu

Leu

Thr

10

Lys

His

His

Gln

Tyr

20

Ser

126

Ile

Thr

Tyr

Ser

155

Phe

His

Val

Arg

Ala

Ser

Glu

Glu

75

Ile

Ala

Tyr

Lys

Pro

140

Lys

Glu

Leu

Gly

Gly

Leu

Phe

Tys

60

Glu

Tyr

Arg

Ser Gln
110

Asn Asp

125

Asp Pro

Asp Ala

Leu Lys

Tle Asp
190

Arg Ser

Gly Arg
30

Leu Ser

45

Gly Phe

Ile Lys

Lys Tyr

Asn Ser
110

Thr

Lys

Ile

Glu

Glu

175

Met

Asn

15

Lys

Asn

Tyr

Glu

Thr

95

Cys

Tyr

Gln

Leu

Tyr

160

Asn

Asp

Thr

Ile

Leu

Tyr

Asn

80

Ser

Trp
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Ser

Phe

His

145

Val

Ala

Asp

Lys

Glu

130

Leu

Gly

Ala

Lys

<210> 97

<211> 207

Asp

115

Leu

Ile

Gly

Asp

Asp
135

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteina de fusion

<400> 97

Gln
1
Leu
Asn
His
Ile
65
Thr

Tyr

Ser

Arg

Ser

Ser

Leu

50

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

Ser

Trp

35

Arg

Ser

Asn

Asp

Asp
115

Ala

Lys

Asp

Gly

Met

180

Tyr

Ala

Pro

20

Glu

Agn

Gln

Asp

Pro

100

Ala

Glu
Glu
Met
Gly
i65
Gln

Leu

Ala

Asn

Ser

Gly

Thr

Lys

85

Ile

Glu

Tyr

Asn

Asp

150

Ser

Gly

Lys

His

Ser

Ser

Glu

Tyr

70

Gln

Leu

Tyr

ES 2 531288 T3

Gly

Asp

135

His

Arg

Val

Pro

Ile

Lys

Arg

Leu

55

Phe

Met

Leu

Gly

Leu

120

Arg

Glu

Lys

Val

Asp
200

Thr

Asn

Ser

40

val

Arg

val

Met

Leu
120

Tyr

Ile

Ala

Lys

Thr

185

Asp

Gly

Glu

25

Gly

Ile

Phe

Gln

Lys

105

Tyr

Ser

Phe

Ser

Arg

170

Asp

Lys

Thr

10

Lys

His

His

Gln

Tyr

90

Ser

Ser

127

Ile

Val

Phe

155

vVal

Gly

Asp

Arg

Ala

Ser

Glu

Glu

Tle

Ala

Tle

Tyt

Ser

140

Phe

Lys

Met

Glu

Gly

Leu

Phe

Lys

60

Glu

Tyr

Arg

Tyxr

Gln

125

val

Gly

Arg

Ala

Leu
205

Arg

Gly

Leu

45

Gly

Ile

Lys

Aszsn

Gln
125

Gly

Thr

Ala

Leu

Ser
130

Ser

Arg

Ser

Phe

Lys

Tyr

Ser

110

Gly

Gly

Asn

Phe

Ser

175

Gly

Asn

15

Lys

Asn

Tyr

Glu

Thr

93

Cys

Gly

Ile

Glu

Leu

160

Thr

Leu

Thr

Ile

Leu

Tyr

Asn

Ser

Trp

Ile
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Phe Glu Leu Lys Glu
130

His Leu Ile Asp Met
145

vVal Gly Gly Gly Gly
165

Val val Arg Leu Ser
180

Gly Met Ala Ser Gly
195

<210> 98

<211> 327

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteina de fusion

<400> 98
Gln Arg Val Ala Ala
1 5

Leu Ser Ser Pro Asn
20

Asn Ser Trp Glu Ser
35

His Leu Arg Asn Gly
50

Ile Tyr Ser Gln Thr
65

Thr Lys Asn Asp lys
85

Tyr Pro Asp Pro Ile
100

Ser Lys Asp Ala Glu
115

Phe Glu Leu Lys Glu

Asn

Asp

150

Ser

Thr

Leu

His

Ser

Ser

Glu

Tyr

70

Gln

Leu

Tyr

Asn

ES 2 531288 T3

Asp

135

His

Gly

Ala

Asp

Ile

Lys

Arg

Leu

Phe

Met

Leu

Gly

Asp

Arg

Glu

Gly

Ala

Lys
200

Thr

Asn

Ser

40

val

Arg

Val

Met

Leu

120

Arg

Ile

Ala

Gly

Asp

185

Asp

Gly

Glu

25

Gly

Ile

Phe

Gln

Lys

105

Tyr

Ile

Phe

Ser

Pro

170

Met

Tyzr

Thr

10

Lys

His

His

Gln

Tyr

90

Ser

Ser

Phe

128

val

Phe

155

Lau

Gln

Leu

Arg

Ala

Ser

Glu

Glu

75

Ile

Ala

Ile

vVal

Ser

140

Phe

Gly

Gly

Lys

Gly

Leu

Phe

Lys

60

Glu

Tyr

Arg

Tyr

Ser

val

Gly

Leu

val

Pro
205

Gly

Leu

45

Gly

Ile

Lys

Asn

Gln

125

Vval

Thr

Ala

Ala

val

130

Asp

Ser

Arg

30

Ser

Phe

Lys

Tyr

Ser

110

Gly

Thr

Asn Glu

Phe Leu
160

Gly Arg
175

Thr Asp

Asp

Asn Thr
15

Lys Ile

Asn Leu

Tyr Tyr

Glu Asn

80

Thr Ser
95

Cys Trp

Gly Ile

Asn Glu
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His

145

val

Val

Leu

Asn

Cys

225

Asn

Gly

Lys

Gly

Glu

305

Lys

130

Leu

Gly

Val

Ser

Asp

210

Lys

val

val

Pro

Glu

290

Gln

Gly

<210> 99

<211> 193

Ile

Gly

Arg

Ala

195

Gln

Gln

Met

val

Asp

275

Lys

Tyr

Thr

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteina de fusion

<400> 99
Ala Val Pro Ile Ala

1

Asp

Gly

Met

180

Pro

Met

Phe

Gly

Thr

260

Asp

Asp

Met

Leu

Met

Gly

165

Leu

Leu

Gln

Thr

His

245

Asp

Ser

Ser

Phe

Thr
325

5

Asp

150

Ser

Arg

Leu

Phe

Val

230

Asn

Gly

Arg

val

Phe

310

Leu

ES 2 531288 T3

135

Hig

Gly

Lys

Ala

Asn

215

Asn

Irp

Met

val

Thr

295

Cys

Lys

Glu

Gly

Leu

Ala

200

Thr

Leu

Val

Ala

Ile

280

Phe

Thr

Ala

Gly

Ala

185

Glu

Asn

Ser

Leu

Ser

265

Ala

Asp

Phe

Ser

Pro

170

Ala

Cys

Ala

His

Ser

250

Gly

His

val

Pro

Phe

155

Leu

val

Ser

Ile

Pro

235

Thr

Leu

Thr

Ser

Gly
315

140

Fhe

Gly

Ser

val

Thr

220

Gly

Ala

Asp

Lys

Lys

300

His

Gly

Leu

Leu

Asp

205

Val

Asn

Ala

Lys

Leu

285

Leu

Ser

Ala

Ala

Leu

180

Ile

Asp

Leu

Asp

Asp

270

Ile

Lys

Ala

Phe

Gly

175

Ser

Gln

Lys

Pro

Met

255

Tyr

Gly

Glu

Leu

Leu

160

Arg

Leu

Gly

Ser

Lys

240

Gln

Leu

Ser

Gly

Met
320

Gln Lys Pro Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg
15

10

129
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ES 2 531288 T3

val Val Arg Prec Leu Gly Leu Ala Gly Val Arg Glu Arg Gly Pro Gln
20 25 30

Arg Val Ala Ala His Ile Thr Gly Thr Arg Gly Arg Ser Asn Thr Leu

Ser Ser Pro Asn Ser Lys Asn Glu Lys Ala Leu Gly Arg Lys Ile Asn
50 55 60

Ser Trp Glu Ser Ser Arg Ser Gly His Ser Phe Leu Ser Asn Leu His
65 70 75 80

Leu Arg Asn Gly Glu Leu Val Ile His Glu Lys Gly Phe Tyr Tyr Ile

Tyr Ser Gln Thr Tyr Phe Arg Phe Gln Glu Glu Ile Lys Glu Asn Thr
100 105 110

Lys Asn Asp Lys Gln Met Val Gln Tyr Ile Tyr Lys Tyr Thr Ser Tyr
115 120 125

Pro Asp Pro Ile Leu Leu Met Lys Ser Ala Arg Asn Ser Cys Trp Ser
130 135 140

Lys Asp Ala Glu Tyr Gly Leu Tyr Ser Ile Tyr Gln Gly Gly Ile Phe
145 150 155 160

Glu Leu Lys Glu Asn Asp Arg Ile Phe Val Sexr Val Thr Agn Glu His
165 170 175

Leu Ile Asp Met Asp His Glu Ala Ser Phe Phe Gly Ala Phe Leu Val
180 185 190

Gly

<210> 100

<211> 221

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteina de fusion

<400> 100
Ala Val Pro Ile Ala Gln Lys Pro Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg
1 5 10 15

Val vVal Arg Pr¢ Leu Gly Leu Ala Gly Gly Cys Ala Ala Ala Cys Ala
20 25 30

130
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Ala Cys Thr Ser Glu
35

Asn Ile Ser Pro Leu
50

His Ile Thr Gly Thr
65

Ser Lys Asn Glu Lys
85

Ser Arg Ser Gly His
100

Glu Leu Val Ile His
115

Tyr Phe Arg Phe Gln
130

Gln Met Val Gln Tyr
145

Leu Leu Met Lys Ser
165

Tyr Gly Leu Tyr Ser
180

Asn Asp Arg Ile Phe
195

Asp His Glu Ala Ser
210

<210> 101

<211> 212

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteina de fusion

<400> 101
Ala Val Pro Ile Ala

1 5

Val Val Arg Pro Leu
20

Glu

val

Arg

70

Ala

Ser

Glu

Glu

Tle

150

Ala

Ile

Val

Phe

ES 2 531288 T3

Thr

Arg

55

Gly

Leu

Phe

Lys

Glu

135

Tyr

Arg

Tyr

Ser

Phe
215

Ile

40

Glu

Arg

Gly

Leu

Gly

120

Ile

Lys

Asn

Gln

Val

200

Gly

Ser

Arg

Ser

Arg

Ser

105

Phe

Lys

Tyr

Ser

Gly

185

Thr

Ala

Thr

Gly

Asn

Lys

90

Asn

Tyr

Glu

Thr

Cys

170

Gly

Asn

Phe

val

Pro

Thr

75

Ile

Leu

Tyr

Asn

Ser

155

Trp

Ile

Glu

Leu

Gln

Gln

Leu

Asn

His

Ile

Thr

140

Tyr

Ser

Phe

His

Val
220

Glu

45

Arg

Ser

Ser

Leu

Tyr

125

Lys

Pro

Lys

Glu

Leu

205

Gly

Lys

Cys

Ser

Trp

Arg

110

Ser

Asgn

Asp

Asp

Leu

190

Ile

Gln

Ala

Pro

Glu

95

Asn

Gln

Asp

Pro

Ala

175

Lys

Asp

Gln

Ala

Asn

80

Ser

Gly

Thr

Lys

Ile

160

Glu

Glu

Met

Gln Lys Pro Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg
15

10

Gly Leu Ala Gly Thr Ser Glu Glu Thr Ile Ser

25

131

30
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Thr

Gly

Asn

€5

Lys

Asn

Tyxr

Glu

Thr

145

Cys

Gly

Asn

Phe

<210> 102
<211> 212

val

Pro

50

Thr

Ile

Leu

Tyr

Agn

130

Ser

Trp

Ile

Glu

Leu
210

Gln
35

Gln
Leu
Asn
His
Ile
115
Thr
Tyr
Ser
Phe
His
195

val

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteina de fusion

<400> 102

Glu

Arg

Ser

Ser

Leu

100

Tyr

Lys

Pro

Lys

Glu

180

Leu

Gly

Lys

val

Ser

Trp

85

Arg

Ser

Asn

Asp

Asp

165

Leu

Ile

Gln

Ala

Pro

70

Glu

Asn

Gln

Asp

Pro

150

Ala

Lys

ASp

ES 2 531288 T3

Gln

Ala

55

Asn

Ser

Gly

Thr

Lys

135

Ile

Glu

Glu

Met

Asn

40

His

Ser

Ser

Glu

Tyr

120

Gln

Leu

Tyr

Asn

Asp
200

Ile

Ile

Lys=

Arg

Leu

108

Phe

Met

Leu

Gly

Asp

185

His

Ser
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Gly

Asn

550

Leu

Gly

Vval

Glu

Asn

val

70

Gln

Leu

Asn

His

Ile
150

ES 2 531288 T3

Ile
535

Phe

Phe

Gln

Val

Ala

Thr

55

Arg

Arg

Ser

Ser

Leu

135

Tyr

Ile

Phe

Ile

Ile

Asn

Gly

40

Ile

Pro

Val

Ser

Trp

120

Arg

Ser

Phe

Arg

Ile

Glu

Ile

25

Gln

Gln

Leu

Ala

Pro

105

Glu

Asn

Gln

Gly

Gly

Gln
570

Lys

10

Pro

Lys

Asn

Gly

Ala

Asn

Ser

Gly

Thr

141

Thr

Asp

555

Ala

Arg

Ala

Glu

Glu

Leu

75

His

Ser

Ser

Glu

Tyr
155

Asn
540

Arg

Cys

Lys

Ala

Arg

Ala

60

Ala

Ile

Lys

Arg

Leu

140

Phe

Gly

Cys

Arg

Leu

Glu

Lys

45

Arg

Gly

Thr

Asn

Ser

125

val

Arg

Pro

Arg

Gly

Arg

Cys

30

Arg

Gln

Gly

Glu

110

Gly

Ile

Phe

vVal

Ser

Thr
575

Glu

15

Leu

Glu

Arg

Gly

Thr

95

Lys

Hisg

His

Gln

Asp

Leu

560

Glu

Lys

Asp

Asp

Gly

80

Arg

Ala

Ser

Glu

Glu
160
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Glu Ile Lys Glu Asn
165

Tyr Lys Tyr Thr Sexr
180

Arg Asn Ser Cys Trp
195

Tyr Gln Gly Gly Ile
210

Ser Val Thr Asn Glu
225

Phe Gly Ala Phe Leu
245

<210> 109
<211> 260
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteina de fusion

<400> 109
Glu Glu Glu Ala Ala
1 5

Gly Lys Gly Gln Ile
20

Thr Gly val Val Asn

Asp Asp Glu Ala Gly
50

Gln Gln Asn Thr Ile
65

Arg Val Val Arg Pro
85

Ser Pro Gln Arg Val
100

Asn Thr Leu Ser Ser

Thr

Tyzr

Ser

Phe

His

230

val

Gly

Glu

Ile

Gln

Gln

70

Leu

Ala

Pro

ES 2 531288 T3

Lys

Pro

Lys

Glu

215

Leu

Gly

Axrg

Lys

Pro

Lys

55

Asn

Gly

Ala

Asn

Asn

Asp

Asp

200

Leu

Ile

Lys

Arg

Ala

40

Glu

Glu

Leu

His

Ser

Asp

Pro

185

Ala

Lys

Asp

Arg

Lys

25

Ala

Arg

Ala

Ala

Ile

1058

Lys

Lys

170

Ile

Glu

Glu

Met

Lys

10

Leu

Glu

Lys

Arg

Gly

90

Thr

Asn

142

Gln

Leu

Tyr

Asn

Asp
235

Lys

Arg

Cys

Arg

75

Gln

Gly

Glu

Met

Leu

Gly

Asp

220

His

Arg

Glu

Leu

Glu

60

Arg

Gly

Thr

Lys

Val

Met

Leu

205

Arg

Glu

Thr

Lys

Asp

45

Asp

Arg

Gly

Ala

Gln
Lys
190
Tyr

Ile

Ala

Ala
Arg
30

Glu
Ala
Arg
Ser
Gly
110

Leu

Tyr

175

Ser

Ser

Phe

Ser

Arg

15

Arg

Tyr

Ile

Arg

Gly

Arg

Gly

Ile

Ala

Ile

Val

Phe
240

Lys

Ser

Glu

Thr

Arg

80

Gly

Ser

Arg



ES 2 531288 T3

118 120 125

Lys Ile Asn Ser Trp Glu Ser Ser Arg Ser Gly His Ser Phe Leu Ser
130 135 140

Asn Leu His Leu Arg Asn Gly Glu Leu Val Ile His Glu Lys Gly Phe
145 150 155 160

Tyr Tyr Ile Tyr Ser Gln Thr Tyr Phe Arg Phe Gln Glu Glu Ile Lys
165 170 175

Glu Asn Thr Lys Asn Asp Lys Gln Met Val Gln Tyr Ile Tyr Lys Tyr
180 185 190

Thr Ser Tyr Pro Asp Pro Ile Leun Leu Met Lys Ser Ala Arg Asn Ser
155 200 205

Cys Trp Ser Lys Asp Ala Glu Tyr Gly Leu Tyr Ser Ile Tyr Gln Gly
210 215 220

Gly Ile Phe Glu Leu Lys Glu Asn Asp Arg Ile Phe Val Ser Val Thr
225 230 235 240

Asn Glu His Leu Ile Asp Met Asp His Glu Ala Ser Phe Phe Gly Ala
245 250 255

Phe Leu Val Gly
260

<210> 110
<211> 270
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteina de fusion

<400> 110
Thr Ser Glu Glu Thr Ile Ser Thr Val Gln Glu Lys Gln Gln Asn Ile
1 5 10 15

Ser Pro Leu Val Arg Glu Arg Gly Prec Gln Arg Val Ala Ala His Ile
20 25 30

Thr Gly Thr Arg Gly Arg Ser Asn Thr lLeu Ser Ser Pro Asn Ser Lys
35 40 45

Asn Glu Lys Ala Leu Gly Arg Lys Ile Asn Ser Trp Glu Ser Ser Arg
50 55 €0

143



10

Ser

65

vVal

Arg

Val

Met

Leu

145

Glu

Ala

Asn
225

Cys

Lys

<210> 111
<211> 207

Gly

Ile

Phe

Gln

Lys

130

Tyr

Ile

Ala

Ala

Arg

210

Ala

Ala

Leu

His

His

Gln

Tyr

115

Ser

Ser

Phe

Ser

Cys

195

Arg

Gln

Thr

Leu

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteina de fusion

<400> 111

Ser

Glu

Glu

100

Ile

Ala

Ile

val

Phe

180

Ala

Arg

Pro

Gln

Asn
260

Phe

Lys

85

Glu

Tyr

Arg

Tyr

Ser

165

Phe

Ala

Arg

Ser

Leu

245

Leu

Val Arg Glu Arg Gly

1

5

Leu

70

Gly

Ile

Lys

Asn

Gln

150

val

Gly

Ala

Arg

Pro

230

Arg

Ile

ES 2 531288 T3

Ser

Phe

Lys

Tyr

Ser

135

Gly

Thr

Ala

Cys

Arg

215

Ala

Arg

Ser

Asn

Tyr

Glu

Thr

120

Cys

Gly

Asn

Phe

Pro

200

Arg

Arg

Phe

Lys

Leu

Tyr

Asn

105

Ser

Trp

Ile

Glu

Leu

185

Leu

Met

Ala

Gly

Leu
265

His

Ile

90

Thr

Tyr

Ser

Phe

His

170

Vval

Gly

Pro

Pro

Asp

250

Phe

Leu

75

Tyr

Lys

Pro

Lys

Glu

155

Leu

Gly

Lenu

Gly

Ala

235

Lys

Cys

Arg

Ser

Asn

Asp

Agp

140

Leu

Ile

Gly

Ala

Lys

220

Glu

Leu

Ser

Asn

Gln

Asp

Pro

125

Ala

Lys

Asp

Gly

Gly

205

Lys

Leu

Asn

Gly

Gly

Thr

Lys

110

Ile

Glu

Glu

Met

Ser

190

Arg

Ala

Glu

FPhe

Thr
270

Glu Leu
80

Tyr Phe
95

Gln Met

Leu Leu

Tyr Gly

Asn Asp
160

Asp His
175

Gly Cys

Val Val

Arg Lys

Val Glu

240

Arg Gln
255

Pro Gln Arg Val Ala Ala His Ile Thr Gly Thr

10

144

15
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Arg Gly Arg Ser Asn
20

Ala Leu Gly Arg Lys

Ser Phe Leu Ser Asn
50

Glu Lys Gly Phe Tyr
65

Glu Glu Ile Lys Glu
85

Ile Tyr Lys Tyr Thr
100

Ala Arg Asn Ser Cys
115

Ile Tyr Gln Gly Gly
130

Val Ser Val Thr Asn
145

Phe Phe Gly Ala Phe
165

Ala Ala Ala Cys Pro
180

Arg Arg Arg Arg Arg
195

<210> 112

<211> 311

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteina de fusion

<400> 112
Gln Asp Trp Leu Thr
1 5

Val Asp Cys Asp Asn
20

Thr

Ile

Leu

Tyr

70

Asn

Ser

Trp

Ile

Glu

150

Leu

Leu

Lys

ES 2 531288 T3

Leu

Asn

His

55

Ile

Thr

Tyr

Ser

Phe

135

His

val

Gly

Leu

Ser

Ser

40

lLeu

Tyr

Lys

Pro

Lys

120

Glu

Leu

Gly

Leu

Leu
200

Ser
25

Trp

Arg

Ser

Asn

Asp

105

Asp

Leu

Ile

Gly

Ala

185

Asn

Pro

Glu

Asn

Gln

Asp

90

Pro

Ala

Lys

Asp

Gly

170

Gly

Leu

Asn

Ser

Gly

Thr

75

Lys

Ile

Glu

Glu

Met

155

Ser

Arg

Ile

Ser

Ser

Glu

60

Tyr

Gln

Leu

Tyr

Asn

140

Asp

Gly

val

Ser

Lys

Arg

45

Leu

Phe

Met

Leu

Gly

125

Asp

His

Cys

val

Lys
205

Asn

30

Ser

Val

Arg

val

Met

110

Leu

Arg

Glu

Ala

Arg

190

Leu

Glu

Gly

Ile

Phe

Gln

Lys

Tyr

Ile

Ala

Ala

175

Arg

Phe

Lys

His

His

Gln

80

Tyxr

Ser

Ser

Phe

Ser

160

Cys

Arg

Phe Gln lLys Lys His Ile Thr Asn Thr Arg Asp

10

15

Ile Met Ser Thr Asn Leu Phe His Cys Lys Asp

25

145

30



ES 2 531288 T3

Lys Asn Thr Phe Ile Tyr Ser Arg Fro Glu Pro Val Lys Ala Ile Cys
35 40 45

Lys Gly Ile Ile Ala Ser Lys Asn Val Leu Thr Thr Ser Glu Fhe Tyr

Leu Ser Asp Cys Asn Val Thr Ser Arg Pro Cys Lys Tyr Lys Leu Lys
€5 70 75 80

Lys Ser Thr Asn Lys Phe Cys Val Thr Cys Glu Asn Gln Ala Pro Val
85 %0 85

His Phe Val Gly Val Gly Ser Cys Arg Val Val Arg Pro Leu Gly Leu
100 105 110

Ala Gly Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Thr Ser Glu Glu
115 120 125

Thr Ile Ser Thr Val Gln Glu Lys Gln Gln Asn Ile Ser Pro Leu Val
130 135 140

Arg Glu Arg Gly Pro Gln Arg Val Ala Ala His Ile Thr Gly Thr Arg
145 150 ‘ 155 160

Gly Arg Ser Asn Thr Leu Ser Ser Pro Asn Ser Lys Asn Glu Lys Ala
165 179 175

Leu Gly Arg Lys Ile Asn Ser Trp Glu Ser Ser Arg Ser Gly His Ser
180 185 190

Fhe Leu Ser Asn Leu His Leu Arg Asn Gly Glu Leu Val Ile His Glu
195 200 205

lys Gly Phe Tyr Tyr Ile Tyr Ser Gln Thr Tyr Phe Arg Phe Gln Glu
210 215 220

Glu Ile Lys Glu Asn Thr Lys Asn Asp Lys Gln Met Val Gln Tyr Ile
225 230 235 240

Tyr Lys Tyr Thr Ser Tyr Pro Asp Pro Ile Leu Leu Met Lys Ser Ala
245 250 255

Arg Asn Ser Cys Trp Ser Lys Asp Ala Glu Tyr Gly Leu Tyr Ser Ile
260 265 270

Tyr Gln Gly Gly Ile Phe Glu Leu Lys Glu Asn Asp Arg Ile Phe Val
275 280 285
Ser vVal Thr Asn Glu His Leu Ile Asp Met Asp His Glu Ala Ser Phe
290 295 300

Phe Gly Ala Phe Leu Val Gly
305 310

<210> 113
<211> 230

146
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteina de fusion

<400> 113

Glu Glu Gln

1

Asp

Arg

Ile

Glu

65

Arg

Gly

Leu

Gly

Ile

145

Lys

Asn

Gln

val

Gly
225

<210> 114
<211> 225

Asp

Arg

Ser

50

Arg

Ser

Arg

Ser

Phe

130

Lys

Tyr

Ser

Gly

Thr
210

Ala

Leu

val

35

Thr

Gly

Asn

Lys

Asn

115

Tyr

Glu

Thr

Cys

Gly

1395

Asn

Phe

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

Trp

Asn

20

val

Val

Pro

Thr

Ile

100

Leu

Tyr

Asn

Ser

180

Ile

Glu

Leu

Ala

Ala

Arg

Gln

Gln

Leu

85

Asn

His

Ile

Thr

Tyr

165

Ser

Phe

His

val

Arg

Gln

Pro

Glu

Arg

Ser

Ser

Leu

Tyr

Lys

150

Pro

Lys

Glu

Leu

Gly
230

ES 2 531288 T3

Glu

Tyr

Leu

Lys

55

val

Ser

Trp

Arg

Ser

135

Asn

Asp

Asp

Leu

Ile
215

Ile

Glu

Gly

490

Gln

Ala

Pro

Glu

Asn

120

Gln

Asp

Pro

Ala

Lys
200

Asp

Gly

Arg

25

Leu

Gln

Ala

Asn

Ser

105

Gly

Thr

Lys

Ile

Glu
185

Glu

Met

Ala

10

Arg

Ala

Asn

His

Ser

90

Ser

Glu

Tyr

Gln

Leu

170

Tyr

Asn

Asp

147

Gln

Arg

Gly

Ile

Ile

75

Lys

Arg

Leu

Phe

Met

155

Leu

Gly

Asp

His

Leu

Arg

Thr

Ser

€0

Thr

Asn

Ser

val

Arg

140

Val

Met

Leu

Arg

Glu
220

Arg

Arg

Ser

Pro

Gly

Glu

Gly

Ile

125

Phe

Gln

Lys

Tyr

Arg

Arg

30

Glu

Leu

Thr

Lys

His

110

His

Gln

Tyr

Ser

Ser
190

Met

15

Arg

Glu

val

Arg

Ala

95

Ser

Glu

Glu

Ile

Ala

175

Ile

Ala

Arg

Thr

Arg

Gly

Leu

Phe

Lys

Glu

Tyr

160

Arg

Tyr

Ile Phe vVal Ser

205

Ala

Ser Phe Phe
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<220>
<223> proteina de fusion

<400> 114

Thr Ser Glu

1

Ser

Thr

Asn

Ser

Val

Arg

val

Met

Leu
145

Glu

Ala

Arg

Tyr
225

<210> 115
<211> 234

Pro

Gly

Glu

50

Gly

Ile

Phe

Gln

Lys

130

Tyr

Ile

Ala

Ala

His
210

Leu

Thr

35

Lys

His

His

Gln

Tyr

115

Ser

Ser

Phe

Ser

Cys
185

Leu

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

Glu

Val

20

Arg

Ala

Ser

Glu

Glu

100

Ile

Ala

Ile

Val

Phe
180

Pro

Ala

Thr

Arg

Gly

Leu

Phe

Lys

85

Glu

Tyr

Arg

Iyr

Ser

165

Phe

Leu

Gln

Ile

Glu

Gly

Leu

Gly

Ile

Lys

Asn

Gln

150

val

Gly

Gly

val

ES 2 531288 T3

Ser

Arg

Ser

Arg

55

Ser

Phe

Lys

Tyr

Ser

135

Gly

Thr

Ala

Leu

Gly
215

Thr

Gly

Asn

40

Lys

Asgn

Tyr

Glu

Thr

120

Cys

Gly

Asn

Phe

Ala
200

Asp

val

Pro

25

Thr

Ile

Leu

Tyr

Asn

105

Ser

Trp

Ile

Glu

Leu
185

Gly

Ser

Gln

10

Gln

Leu

Asn

His

Ile

Thr

Tyr

Ser

Phe

His

170

val

Arg

Met

148

Glu

Arg

Ser

Ser

Leu

75

Tyr

Lys

Pro

Lys

Glu

155

Leu

Gly

val

Asp

Lys

val

Ser

Trp

60

Arg

Ser

Asn

Asp

Asp

140

Leu

Ile

Cys

val

Lys
220

Gln

Ala

Pro

45

Glu

Asn

Gln

Asp

Pro

125

Ala

Lys

Asp

Ala

Arg
205

Pro

Gln

Ala

30

Asn

Ser

Gly

Thr

Lys

110

Ile

Glu

Glu

Met

Ala
190

Asn

Arg

Asn

15

His

Ser

Ser

Glu

Tyr

95

Gln

Leu

Tyr

Asn

Asp

175

Cys

Ile

Ile

Tle

Lys

Arg

Leu

80

Phe

Leun

Gly

Asp

160

His

Ala

Ala

Pro
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ES 2 531288 T3

<220>
<223> proteina de fusion

<400> 115
Thr Ser Glu Glu Thr Ile Ser Thr Vval Gln
1 5 10

Ser Pro Leu Val Arg Glu Arg Gly Pro Gln
20 25

Thr Gly Thr Arg Gly Arg Ser Asn Thr Leu
35 40

Asn Glu Lys Ala Leu Gly Arg Lys Ile Asn
50 55

Ser Gly His Ser Phe Leu Ser Asn leu His
65 70

Val Ile His Glu Lys Gly Phe Tyr Tyr Ile
85 90

Arg Phe Gln Glu Glu Ile Lys Glu Asn Thr
100 105

Val Gln Tyr Ile Tyr Lys Tyr Thr Ser Tyr
115 129

Met Lys Ser Ala Arg Asn Ser Cys Trp Ser
130 135

Leu Tyr Ser Ile Tyr Gln Gly Gly Ile Phe
145 150

Arg Ile Phe Val Ser Val Thr Asn Glu His
165 170

Glu Ala Ser Phe Phe Gly Ala Phe Leu Val
180 185

Ala Ala Cys Gly Gly Pro Leu Gly Leu Ala
195 200

Ile Lys Ile Trp Phe Gln Asn Arg Arg Met
210 215

Tyr Ala Ala Ala Gly Asn Ser Tyr Phe Lys
225 230

<210> 116
<211> 216
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteina de fusion

149

Glu

Arg

Ser

Ser

Leun

75

Tyr

Lys

Pro

Lys

Glu

155

Leu

Gly

Gly

Llys

Lys

val

Ser

Trp

60

Arg

Ser

Asn

Asp

Asp
140

Leu

Ile

Cys

Arg

Trp
220

Gln

Ala

Pro

45

Glu

Asn

Gln

Asp

Pro

125

Ala

Lys

Asp

Ala

val

205

Lys

Gln

Ala

30

Asn

Ser

Gly

Thr

Lys

110

Ile

Glu

Glu

Met

Ala

190

val

Lys

Asn

15

His

Ser

Ser

Glu

Tyr

95

Gln

Leu

Tyzx

Asn

Asp

175

Cys

Arg

Lys

Ile

Ile

Lys

Arg

Leu

80

Phe

Met

Leu

Gly

Asp

160

His

Ala

Gln

Ala
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<400> 116

Phe Ile Ser

1

Pro

Ala

Arg

Ala

Ser

Glu

Glu

Ile

145

Ala

Ile

val

Phe

<210> 117
<211> 194

Gly

Pro

Ala

50

Gly

Leu

Phe

Lys

Glu

130

Tyr

Arg

Tyr

Ser

Phe
210

Thr

Leu

35

Cys

Arg

Gly

Len

Gly
115

Ile

Lys

Asn

Gln

val

195

Gly

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteina de fusion

Lys

Phe

20

Gly

Gly

Ser

Arg

Ser

100

Phe

Lys

Tyr

Ser

Gly

180

Thr

Ala

Glu

Leu

Ile

Ser

Asn

Lys

85

Asn

Tyr

Glu

Thr

Cys

165

Gly

Asn

Phe

Arg

Leu

Ala

Gly

Thr

70

Ile

Leu

Tyr

Asn

Ser
150

Trp

Ile

Glu

Leu

ES 2 531288 T3

Arg

Arg

Gly

Gln

55

Leu

Asn

Ile

Thr

135

Iyr

Ser

Phe

His

Val
215

Glu

Phe

Glu

40

Arg

Ser

Ser

Leu

Tyr
120

Lys

Pro

Lys

Glu

Leu

290

Gly

Arg

Ser

25

Gly

val

Ser

Trp

Arg

105

Ser

Asn

Asp

Asp

Leu

185

Ile

Ala

10

Glu

Gly

Ala

Pro

Glu

90

Asn

Gln

Asp

Pro

Ala

170

Lys

Asp

150

Ile

Ser

Gly

Ala

Asn

75

Ser

Gly

Thr

Lys

Ile

155

Glu

Glu

Met

Leu

Ser

Cys

His

60

Ser

Ser

Glu

Tyr

Gln

140

Leu

Tyr

Asn

Asp

Ser

Lys

Ala

45

Ile

Lys

Arg

Leu

Phe
125

Met

Leu

Gly

Asp

His
205

Thr

Arg

Ala

Thr

Asn

Ser

val

110

Axrg

val

Met

Leu

Arg

190

Glu

Lys

15

val

Ala

Gly

Glu

Gly

95

Ile

Phe

Gln

Lys

Tyr

175

Ile

Ala

Pro

val

Cys

Thr

Lys

80

His

His

Gln

Tyr

Ser

160

Ser

Phe

Ser
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<400> 117

Gly Gln val

1

Arg

Gly

Leu

Asn

65

His

Ile

Thr

Tyr

Ser

145

Phe

His

val

<210> 118
<211> 243

Arg

Arg

Ser

50

Ser

Leu

Tyr

Lys

Pro

130

Lys

Glu

Leu

Gly

Arg

val

35

Ser

Trp

Arg

Ser

Asn
115

AsSp

Asp

Leu

Ile

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteina de fusion

Gly

Arqg

20

Ala

Pro

Glu

Asn

Gln

100

Asp

Pro

Ala

Lys

Asp
180

Arg

Arg

Ala

Asn

Ser

Gly

Thr

Lys

Ile

Glu

Glu

165

Met

Gln

Arg

His

Ser

Ser

70

Glu

Tyr

Gln

Leu

Tyr

150

Asn

Asp

ES 2 531288 T3

Leu

Arg

Ile

Lys

55

Arg

Leu

Phe

Met

Leu

135

Gly

Asp

His

Ala

Arg

Thr

40

Asn

Ser

val

Arg

Val
120

Met

Leu

Arg

Glu

Ile

val

25

Gly

Glu

Gly

Ile

Phe

105

Gln

Lys

Tyr

Ile

Ala
185

Ile

10

val

Thr

Lys

His

His

Gln

Tyr

Ser

Ser

Phe

170

Ser

151

Gly

Arg

Arg

Ala

Ser

75

Glu

Glu

Ile

Ala

Ile

155

val

Phe

Asp

Pro

Gly

Leu

60

Phe

Lys

Glu

Tyr

Arg

140

Tyr

Ser

Phe

Asp
Leu
Arg
45

Gly
Leu
Gly

Ile

Lys
125

Asn
Gln
Val

Gly

Ile

Gly

30

Ser

Arg

Ser

Phe

Lys

110

Tyr

Ser

Gly

Thr

Ala
150

Asn

15

Leu

Asn

Lys

Asn

Tyr

95

Glu

Thr

Cys

Gly

Asn

175

Phe

Arg

Ala

Thr

Ile

Leu

80

Tyr

Asn

Ser

Trp

Ile
160

Glu

Leu



<400> 118

Lys Asn Leu

1

Ser

Arg

Ala

Asn

€5

Ser

Gly

Thr

Lys

Ile
145

Glu

Glu

Met

Ser

Thr

225

Gly

<210> 119
<211> 236

Asp

Arg

His

50

Ser

Ser

Glu

Tyr

Gln

130

Leu

Tyr

Asn

Asp

His

210

val

Pro

Glu

Arg

Ile

Lys

Arg

Leu

Phe

115

Met

Leu

Gly

Asp

His

195

Gly

Gln

Gln

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

Trp

Phe

20

Arg

Thr

Asn

Ser

val

100

Arg

val

Met

Leu

Arg

180

Glu

Leu

Glu

Ala

Glu

val

Gly

Glu

Gly

85

Ile

Phe

Gln

Lys

Tyr

165

Ile

Ala

val

Lys

Ala

Gly

val

Thr

Lys

70

His

His

Gln

Tyr

Ser

150

Ser

Phe

Ser

Pro

Gln
230

ES 2 531288 T3

Gln

Ser

Arg

Arg

55

Ala

Ser

Glu

Glu

Ile

135

Ala

Ile

Vval

Phe

Arg

215

Gln

Arg

Phe

Pro

40

Gly

Leu

Phe

Lys

Glu

120

Tyr

Arg

Tyr

Ser

Phe

200

Gly

Asn

Tyr

Lys

25

Leu

Arg

Gly

Leu

Gly

105

Ile

Lys

Asn

Gln

Val

185

Gly

Ser

Ile

Gly

10

Gly

Gly

Ser

Arg

Ser

90

Phe

Lys

Tyr

Ser

Gly

170

Thr

Ala

Thr

Ser

152

Arg

Leu

Leu

Asn

Lys

75

Asn

Tyr

Glu

Thr

Cys

155

Gly

Asn

Phe

Ser

Pro
235

Glu

Arg

Ala

Thr

60

Ile

Leu

Tyr

Asn

Ser

140

Ile

Glu

Leu

Glu

220

Leu

Leu

Arg

Gly

45

Leu

Asn

His

Ile

Thr

125

Tyr

Ser

Phe

His

val

205

Glu

val

Arg

Arg

Arg

Ser

Ser

Leu

Tyr

110

Lys

Pro

Lys

Glu

Leu

130

Gly

Thr

Arg

Arg

Arg

val

Ser

Trp

Arg

95

Ser

Asn

Asp

Asp

Leu

175

Ile

Gly

Ile

Glu

Met

Arg

Ala

Pro

Glu

80

Asn

Gln

Asp

Pro

Ala

160

Lys

Asp

Gly

Ser

Arg
240



10

<220>
<223> proteina de fusion

<400> 119

Thr Ser Glu

1

Ser

Thr

Asn

Ser

65

val

val

Leu
145

Glu

Gly

Met
225

<210> 120
<211> 216

Pro

Gly

Glu

50

Gly

Ile

Phe

Gln

Lys

130

Tyr

Ile

Ala

Leu

Lys

210

Ser

Leu

Thr
35

Lys

His

His

Gln

Tyr

115

Ser

Ser

Phe

Ser

Ala

195

Asn

Asp

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteina de fusion

Glu

Val

20

Arg

Ala

Ser

Glu

Glu

100

Ile

Ala

Ile

val

Phe

130

Gly

Leu

Glu

Thr

Arg

Gly

Leu

Phe

Lys
85

Glu

Tyr

Arg

Tyr

Ser

165

Phe

Cys

Trp

Phe

Ile

Glu

Arg

Gly

Leu

70

Gly

Tle

Lys

Asn

Gln

150

val

Gly

Arg

Ala

Glu
230

ES 2 531288 T3

Ser

Arg

Ser

Arg

55

Ser

Phe

Lys

Tyr

Ser

135

Gly

Thr

Ala

val

Ala

215

Gly

Thr

Gly

Asn

40

Lys

Asn

Tyr

Glu

Thr

120

Cys

Gly

Asn

Phe

val

200

Gln

Ser

val

Pro

25

Thr

Ile

Leu

Tyr

Asn
105

Ser

Trp

Ile

Glu

Leu

185

Arg

Arg

Phe

Gln

10

Gln

Leu

AS8n

His

Ile
20

Thr

Tyr

Ser

Phe

His

170

val

Arg

Tyr

Lys

153

Glu

Arg

Ser

Ser

Leu

75

Tyr

Lys

Pro

Lys

Glu

155

Leu

Gly

Arg

Gly

Gly
235

Lys

val

Ser

Trp
60

Arg

Ser

Asn

Asp

Asp

140

Leu

Ile

Gly

Arg

Arg

220

Leu

Gln

Ala

Pro

45

Glu

Asn

Gln

Asp

Pro

125

Ala

Lys

Asp

Gly

Arg

205

Glu

Gln

Ala

30

Asn

Ser

Gly

Thr

Lys

110

Ile

Glu

Glu

Met

Ser

190

Arg

Leu

Asn

15

His

Ser

Ser

Glu

Tyx
95.

Gln

Leu

Tyr

Asn

Asp

175

Fro

Arg

Arg

Ile

Ile

Lys

Arg

Leu

80

Phe

Met

Leu

Gly

Asp

160

His

Leu

Arg

Arg



10

<400> 120

Arg Val Ala

1

Ser

Ser

Leuw

Tyr
€5

Lys

Pro

Lys

Glu

Leu

145

Gly

Glu

Cys

<210> 121
<211> 237

Ser

Trp

Arg

50

Ser

Asn

Asp

Asp

Leu

130

Ile

Gly

val

val

Lys
210

Pro

Glu

35

Asn

Gln

Asp

Pro

Ala

115

Lys

Asp

Gly

val

Thr

135

Pro

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteina de fusion

Ala

Asn

20

Ser

Gly

Thr

Lys

Tle

100

Glu

Glu

Met

Gly

Arg

180

Gly

Arg

His

Ser

Ser

Glu

Tyr

Gln

85

Leu

Tyr

Asn

Asp

Gly

165

Lys

Lys

Arg

Ile

Lys

Arg

Leu

Phe
70

Met

Leu

Gly

Asp

His

150

Ser

Phe

Ile

Pro

ES 2 531288 T3

Thr

Asn

Ser

Val

55

Arg

Vval

Met

Leu

Arg

135

Glu

Gly

Glu

Cys

Tyr
215

Gly

Glu

Gly

440

Ile

Phe

Gln

Lys

Tyr

120

Ile

Ala

Gly

Pro

Glu

200

Arg

Thr

Lys

25

His

His

Gln

Tyr

Ser

105

Ser

Phe

Ser

Gly

Lys

185

Met

Azg

10

Ala

Ser

Glu

Glu

Ile

90

Ala

Ile

val

Phe

Gly

170

Ser

Leu

154

Gly

Leu

Phe

Lys

Glu
75

Tyr

Arg

Tyr

Ser

Phe

155

Pro

Gly

Ser

Arg

Gly

Leu

Gly

60

Ile

Lys

Asn

Gln

Val

140

Gly

Leu

Trp

Leu

Ser

Arg

Ser

45

Phe

Lys

Tyr

Ser

Gly

128

Thr

Ala

Gly

Met

Leu
205

Asn

Lys
30

Asn

Tyr

Glu

Thr

Cys

110

Gly

Asn

Phe

Leu

Thr
150

Lys

Thr Leu

15

Ile Asn

Leu His

Tyr Ile

Trp Ser

Ile Phe

Glu His

Leu Val

160

Ala Gly
175

Phe Leu

Gln Tyr



10

ES 2 531288 T3

<400> 121
Arg Val Ser Phe Cys Arg Pro Gly Trp Serxr
1 5 10

Leu Thr Ala Thr Ser Val Ser Gln Val Gln
20 25

Lys Phe Glu Pr¢ Lys Ser Gly Trp Met Thr
35 40

Lys Tle Cys Glu Met Leu Ser Leu Leu Lys
50 55

Arg Pro Leu Gly Leu Ala Gly Gly Gly Ser
65 70

His Ile Thr Gly Thr Arg Gly Arg Ser Asn

Ser Lys Asn Glu Lys Ala Leu Gly Arg Lys
100 105

Ser Arg Ser Gly His Ser Phe Leu Ser Asn
115 120

Glu Leu Val Ile His Glu Lys Gly Phe Tyr
130 135

Tyr Phe Arg Phe Gln Glu Glu Ile Lys Glu
145 150

Gln Met Val Gln Tyr Ile Tyr Lys Tyr Thr
165 170

Leu Leu Met Lys Ser Ala Arg Asn Ser Cys
1840 185

Tyr Gly Leu Tyr Ser Ile Tyr Gln Gly Gly
195 200

Asn Asp Arg Ile Phe Val Ser Val Thr Asn
21¢ 215

Asp His Glu Ala Ser Phe Phe Gly Ala Phe
225 230

<210> 122

<211> 1377

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteina de fusion

155

Ala

Glu

Phe

Gln

Gly
75

Thr

Ile

Leu

Tyr

Asn

155

Ser

Trp

Ile

Glu

Teu
235

Met

Asn

Leu

Tyr

60

Gly

Leu

Asn

His

Ile

140

Thr

TYr

Ser

Phe

His

220

Val

Ala

Gly

Glu

45

Cys

Ser

Ser

Leu

125

Tyr

Lys

Pro

Lys

Glu

205

Leu

Gly

Phe

30

val

Arg

val

Ser

Trp

110

Arg

Ser

Asn

Asp

Asp

130

Leu

Ile

Ser

15

val

Thr

val

Ala

Pro

95

Glu

Asn

Gln

Asp

Pro

175

Ala

Lys

Asp

Arg

Lys

Gly

Val

Ala
80

Asn

Ser

Gly

Thr

Lys

160

Ile

Glu

Glu

Met



10

<400> 122
ggttgtgcag

aaacagcaga
attaccggea
geectgggte
aatctgcatc
agccagacct
atggtgcagt
gcacgtaata
ggcatttttg
attgatatgg
gcaageggtt
ctggecagcac
cgtcagecte
gecactgtate
ctggcaagtc
gcacgtctgg
ggtaatggtg
cgtcagcaca
atgaaaagce
agcctggcag
accaattget
agcaaatatc

tgtgaaggca

<210> 123
<211> 639
<212> ADN

cagcatgtgce
atattagtcc
cecgtggteg
gceaaaattaa
tgcgtaatgg
atttccgett
acatctataa
gctgttggag
aactgaaaga
atcacgaagc
gtggtccgga
tgacdgcaca
gtggttggga
tggcageteg
cgggtagegy
cacktgacecct
gtggcggtag
tggatagcag
gcaatctgac
atgttcagge
atcagagcta
cgaattgege

atccgtatgt

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> proteina de fusion

ES 2 531288 T3

agcctgtace
getggttegt
tagcaatacc
cagetgggaa
tgaactggtyg
ccaagaagaqg
atacaccagc
caaagatgca
aaacgatcge
cagctttttt
acgtaaaaaa
tcaggcatgt
acagctggaa
tctgagetgg
tggegatetg
ggcageagea
tggtggtggt
caccagcgea
caaagatcgt
agtttgecage
tagcaccatg
ctataaaacc

tccggttcat

agcgaagaaa
gaacgtggtc
ctgagcagce
agcageccgta
attcacgaga
atcaaagaga
tatcaggate
gaatatggece
atctttgtga
ggtgcattte
cgtgecaagcg
catctgeege
cagtgtggtt
aatcaggttg
ggtgaagcaa
gaaagcgaac
tcaaaagaaa
gcaagcagea
tgtaaaccgg
cagaaaaatg
agcattaccg
acccaggeca

tttgatgeca

156

ccattagcac
cgcagegtgt
cgaatagcaa
gcggtcatag
aaggcticta
acaccaaaaa
cgattctget
tgtatagcat
gegtgaccaa
tggttggtgy
gtggtecgga
tggaaacctt
atccggttca
atcaggttat
ttcgtgaaca
gttttgttcg
ccgcagcagc
gcaattattg
tgaatacett
tggcctgtaa
attgtcgtga
ataaacatat

gcegtgaaaga

cgttcaagaa
tgcagcacat
aaatgaaaaa
ctttetgage
ttatatctat
cgacaaacaa
gatgaaaagc
ctatcagggt
tgaacatctg
tggtggtagce
aggtggtagt
tacccgtcat
gegtetggtt
tegtaatgea
gccggaacag
tcaaggecacce
caaatttgaa
caatcagatg
tgttcatgaa
aaatggtcag
aaccggtage
tattgtggcec

tgaactyg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

B840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1377



10

15

<400> 123
tttagecegta

cegetgggte
aatattagtc
accegtggte
cgcaaaatta
ctgcgtaatg
tatttceget
tacatctata
agetgttgga
gaactgaaag

gatcacgaag

<210> 124
<211>612
<212> ADN

gcocctgcatag
tggcaggcac
cgctggtteg
gtagcaatac
acagetggga
gtgaactggt
tccaagaaga
aatacaccag
gcaaagatge
aaaacgatcg

ccagcttttt

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> proteina de fusion

<400> 124
ctgtctaceyg

aaagattate
ggtecegeage
agcccgaata
cgtagecggte
gaaaaaggct
gaaaacacca
gatccgattc
ggectgtata
gtgagcgtga
tttectggttg
<210> 125

<211> 615
<212> ADN

cagcagatat
tgaaacegga
gtgttgcage
gcaaaaatga
atagctttct
tttattatat
aaaatgataa
tgctgatgaa
gcatttatca
ccaatgaaca

gt

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> proteina de fusion

ES 2 531288 T3

cctgectgegt
cagcgaagaa
tgaacgtggt
cectgagcage
aagcagccgt
gattcacgag
gatcaaagag
ctatccggat
agaatatgge
catctttgtg

tggtgccttt

geagggtgtt
tgatcegety
acatattace
aaaagccctg
gagcaatctg
ttatagceag
acaaatggtg
aagcgcacgt
gggtggoatt

tctgattgat

cgtegtegee
accattagca
ccgecagcegtg
ccgaatagca
ageggteata
aaaggcttct
aacaccaaaa
ccgattcetge
ctgtatageca
agcegtgacca

ctggttogt

gttaccgatyg
ggtetggeag
ggcacccgtg
ggtcgcaaaa
catctgegta
acctattttc
cagtatatct
aatagetgtt
tttgaactga

atggatcatg

157

gtcgtcggeg
ccgttcaaga
ttgcagcaca
aaaatgaaaa
getttetgag
attatatcta
acgacaaaca
tgatgaaaag
tctatcaggg

atgaacatct

gtatggcaag
gtegtgttgt
gtcgtagcaa
ttaatagctg
atggtgaact
gcectttcagga
ataaatatac
ggagcaaaga
aagaaaatga

aagccagctt

tgttgttegt
aaaacagcag
tattaccgge
agccetgggt
caatctgcat
tagccagace
aatggtgcag
cgcacgtaat
tggcattttt

gattgatatg

cggtctggat
tegtgaacgt
tacecctgage
ggaaagcagc
ggtgattecat
agaaattaaa
cagctatccg
tgcagaatat
tcgeattttt

ttttggtgea

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

639

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

612



10

15

<400> 125
cagegtgtty

aatagcaaaa
ggtcataget
ggcttctact
accaaaaacyg
attctgctga
tatagcattt
gtgaccaatg
gtgagtggtg

cagggtgttg

gataaagatg

<210> 126
<211> 621
<212> ADN

cagcacatat

atgaaaaage
ttctgagcaa

atatctacag

ataaacaaat

tgazaagege

atcagggtgg

aacatctgat

gtggtagccg

ttaccgatgg

aactg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> proteina de fusion

<400> 126

cagegtgttg cagecacatat

aatagcaaaa
ggtcataget
ggcttttatt
accaaaaatg
attctgctga
tatagcattt
gtgaccaacg
gttggtggtyg
agcaccgcag

gattatctga

<210> 127
<211> 981
<212> ADN

atgaaaaage
ttctgagcaa
atatttatag
ataaacaaat
tgaaaagege
atcagggtgy
aacatctgat
gtggtagcegyg

cagatatgca

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> proteina de fusion

ES 2 531288 T3

taccggcace
actgggtege
tectgeatcetg
ccagacctat
ggtgcagtac
acgtaatage
catctttgaa
cgatatggat
taaaaaacgt

tatggcaagc

taceggeace

actgggtcge

tctgeatctyg

ccagacctat

ggtgcagtac

acgtaatagc

catctttgag

cgatatggat

tggtggteeg

gggtgttgtt

aaccggatga t

cgtggtaogta
aaaattaaca
cgtaatggty
tttegettee
atctataaat
tgttggagea
ctgaaagaaa
catgaagcca
gttaaacgtc

ggtetggata

cgtggtegta
aaaatcaata
cgtaatggtyg
tttegettte
atttataaat
tgttggagca
ctgaaagaaa
catgaageca
ctgggtetgy

accgatggta

158

geaataccect
getgggaaag
aactggtgat
aagaagagat
acaccagcta
aagatgcaga
acgatcgtat
gettttttgg
tgagcaccge

aagattatct

gcaataccet
gcetgggaaag
aactggtgat

aagaagagat

ataccagcta

aagatgcaga
atgatcgcat
gettttttgyg
caggtcgtgt

tggcaagcgg

gagcagecoog
cagccgtagc
tcatgaaaaa
taaagaaaac
teeggateeyg
atatggcetg
tttegtgage
tgcatttctg
agcagatatg

gaaaccggat

gagcageceg
cagccgtage
tcatgaaaaa
taaagaaaat
teceggaceey
atatggtctg
ctttgttage
tgcatttctg
tgttcgtctyg

tctggataaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

615

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

621



10

15

<400> 127
cagegtgtty

aatagcaaaa
ggtcataget
ggettttatt
accaaaaatg
attctgetga
tatagcattt
gtgaécaacg
gttggtggtyg
ctgecgtaaac
gaatgtagcg
gttgacaaaa
aatgttatgg
gatggtatgyg
gcacataceca
ctgaaagaag

aaaggcaccc

<210> 128
<211> 579
<212> ADN

cagcacatat
atgaaaaagc
ttcetgagecaa
atatttatag
ataaacaaat
tgaaaagege
atcagggtgg
aacatctgat
gtggtagcgg
tggcagcagt
ttgatattca
gctgtaaaca
gtcataattg
caagcggtet
aactgattgg
gcgagcagta

tgaccctgaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> proteina de fusion

<400> 128
geagtteoega

ctgggtctgg

accegtggte

cgcaaaatca
ctgcgtaatg
tattttcget
tatatctata
agctgttgga
gagctgaaag

gatcatgaag

<210> 129
<211> 663
<212> ADN

ttgcacagaa
caggcgtteg
gtagcaatac
atagctggga
gtgaactggt
ttcaagaaga
aatataccag
gcaaagatgc
aaaatgatcg

ccagcttttt

<213> Secuencia artificial

ES 2 531288 T3

taceggeace
actgggtcgc
tetgeatetg
ccagacctat
ggtgcagtac
acgtaatage
catctttgag
cgatatggat
tggtggtceg
tagcctgetg
gggtaatgat
gtttaccgtg
ggttctgagce
ggataaagat
tagcggtgaa
tatgttettt

a

accgegtegt
tgaacgtggt
cctgageage
aagcagecgt
gattcatgaa
gattaaagaa
ctatccggac
agaatatggt
catctttgtt

tggtgcattt

cgtggtegta
aaaatcaata
cgtaatggtg
tttegettte
atttataaat
tgttggagea
ctgaaagaaa
catgaagcca
ctgggtctgg
agtctgctga
cagatgcagt
aatctgagcce
accgcagcag
tatctgaaac
aaagatageg

tgtacettte

cgtegtegee
ccgeagegtg
ccgaatagea
agcggtecata
aaaggctttt
aataccaaaa
cegattetge
ctgtatageca
agcgtgacca

ctggttggt

159

gcaataccct
gcetgggaaag
aactggtgat
aagaagagat
ataccagcta
aagatgcaga
atgatcgcat
gcttttttgg
caggtcgtgt
gcgecaccgcet
ttaacaccaa
atccgggtaa
atatgcaggg
cggatgatag
ttacectttga

cgggtcatag

gtcggegtgt
ttgcagcaca
aaaatgaaaa
gekttetgag
attatattta
atgataaaca
tgatgaaaag
tttatcaggg

acgaacatct

gagcagcocyg
cagecgtage
tcatgaaaaa
taaagaaaat
tccggacccg
atatggtctg
ctttgttage
tgcatttctg
tgttcegtatg
gctggcagca
tgeeattace
tctgccgaaa
tgttgttacc
cegtgttatt
tgtgageaaa

cgcactgatg

tgttegtecg
tattaccgge
agcactgggt
caatectgeat
tagccagacc
aatggtgcag
cgcacgtaat
tggcatettt

gatcgatatg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

981

60

120

180

240

300

360

420

480

540

579



10

15

20

<220>

<223> proteina de fusion

<400> 129
gcagttccga

ctgggtctgg
agcacecgtte
cgttgtgeag
agcaaaaatg
catagettte
ttctactata
aaaaatgata
ctgctgatga
agcatttate
accaacgaac

ggt

<210> 130
<211> 636
<212> ADN

ttgcacagaa
caggcggttg
aagaaaaaca
cacatattac
aaaaagcact
tgagcaatct
tctatagcca
aacaaatggt
aaagcgecacg
agggtggceat

atctgatcga

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> proteina de fusion

<400> 130
gcagttccga

ctgggtctgg
attagtecge
cgtggtcegta
aaaatcaata
cgtaatggtg
tttegettee
atctacaaat
tgttggagca
ctgaaagaaa

catgaagcca

<210> 131
<211> 636
<212> ADN

ttgcacagaa
caggcaccag
tggttcgtga
gcaataccct
gctgggaaag
aactggtgat
aagaagaaat
ataccagcta
aagatgcaga
atgatcgcat

gettttttgg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> proteina de fusion

ES 2 531288 T3

accgegtcegt
tgcagcagca
gcagaatatt
cggcacccgt
gggtcgcaaa
gcatctgegt
gacctatttce
gcagtatatt
taatagctgt
etttgagetyg

tatggatcat

accgegtegt
tgaagaaacc
acgtggtecg
gagcagcccyg
cagccgtage
tcatgaaaaa
caaagagaac
teccggatecyg
atatggtctg
ctttgttagc

tgeatttctg

cgtegtegee
tgtgeagect
agtecgetgg
ggtcgtageca
atcaataget
aatggtgaac
cgettecaag
tacaaatata
tggagcaaaqg
aaagaaaatg

gaagccagct

cgtegtegee
attagcaccg
cagegtgttyg
aatagcaaaa
aggtcataget
ggcttctact
accaaaaacg
attctgectga
tatagcattt

gtgaccaacg

gtgggt

160

gteggegtgt
gtaccagega
ttegtgaacy
ataccetgag
gggaaagcag
tggtgattca
aagaaatcaa
ccagetatec
atgcagaata
ategcoatett

tttttggtge

gtcggegtgt
ttcaagaaaa
cagcacatat
atgaaaaagc
ttetgageaa
atatctacag
acaaacaaat
tgaaaagcgc
atcagggtgg

aacatctgat

tgttegteeg
agaaaccatt
tggtcegeaqg
cageccgaat
cegtageggt
tgaaaaaggc
agaaaatacc
ggatcegatt
tggtctgtat
tgttagegtg

atttectggtg

tgttcgtecg
acagcagaat
tacecggeace
actgggtege
tetgecatctyg
ccagacctat
ggtgcagtac
acgtaatagce
catctttgag

cgatatggat

€0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

663

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

636



10

15

<400> 131
ggtecegagece

gttggtegte
cgtcgtgttg
cgtggtcgta
aaaatcaata
cgtaatggtg
tttegettte
atctataaat
tgttggagca
ctgaaagaaa

catgaagcca

<210> 132
<211> 741
<212> ADN

agccgaccta
tgetggeata
ttcgtececget
gcaatacccet
gctgggaaag
aactggtgat
aagaaqaqaf
ataccagcta
aagatgcaga
atgatcgcat

gecttttttgg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> proteina de fusion

<400> 132
ggtccgagec

gttggtcgte
cgtegtgttg
accagcgaag
cgtgaacgtg
accctgagea
gaaagcagcee
gtgattcatg
gaaatcaaag
agctatccgg
gcagaatatg
cgecatectttyg

tttggtgcat

<210> 133
<211> 686
<212> ADN

agccgaccta

tgctggcecata
ttogtecget
aaaccattag
gtcegeageg
gcccgaatag
gtagcggtea
aaaaaggctt
aaaataccaa
atccgattct
gtctgtatag
ttagegtgac

ttctggtggg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> proteina de fusion

ES 2 531288 T3

teegggtgat
ttttggegat
gggtctggea
gagcagcecy
cagcegtage
tcatgaaaaa
taaagaaaat
tccocggaccoceyg
atatggtctg
etttgttage

tgcatttctg

tccgggtgat
ttttggcgat
gggtctggea
caccgttcaa
ttgtgcagea
caazaatgaa
tagetttetg
ctactatatc
aaatgataaa
gctgatgaaa
catttatcag
caacgaacat

t

gatgcaccgg
accattaate
ggtcgtgttg
aatagcaaaa
ggtcatagct
ggcttttatt
accaaaaatg
attetgetga
tatagcattt
gtgaccaacg

gtgggt

gatgcaccgg
accattaatc
ggcggttgtg
gaaaaacagc
catattaccg
aaagcactgg
agcaatctge
tatagccaga
caaatggtge
agcgcacgta
ggtggecatct

ctgatcgata

161

ttgaagatct
gtegtegtag
cagcacatat
atgaaaaagc
ttctgagcaa
atatttatag
ataaacaaat
tgaaaagcgce
atcagggtgg

aacatctgat

ttgaagatct
gtcgtegteg
cagcagcatyg
agaatattag
gcacccgtgg
gtcgcaaaat
atctgegtaa
cctattteeg
agtatattta
atagetgttg
ttgagctgaa

tggatcatga

gattegtttt
acgtcgtcgg
taccggcace
actgggtcgc
tetgeatetg
ccagacctat
ggtgcagtat
acgtaatagc
catctttgag

cgatatggat

gattcgtttt
ccgtcgtaga
tgcagccetgt
tcegetggtt
tcgtagcaat
caatagctgg
tggtgaactg
cttccaagaa
caaatatace
gagcaaagat
agaaaatgat

agccagettt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

636

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

741



10

15

<400> 133
ggtccgagee

gtggtccgea
gcagccecgaa
geegtagegg
atgaaaaagg
aagaaaatac
cggaccegat
atggtctgta
ttgttagegt
catttctagt
gtegtcceggg
catattttgg
<210> 134

<211> 663
<212> ADN

agccgaccta
gegtgttgea
tagcaaaaat
tcatagcttt
cttttattat
caaaaatgat
tetgetgatg
tagcatttat
gaccaacgaa
tggtcegetg
tgatgatgca

cgataccatt

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> proteina de fusion

<400> 134
cgcacccata

catgcocgaag
cecgetgggtce
cgtgttgcag
agcaaaaatg
catagctttc
ttctactata
aaaaacgata
ctgetgatga
agcatttate
accaatgaac

ggt

<210> 135
<211> 1305
<212> ADN

ttaacaccgt
aagaagaggec
tggcaggcgg
cacatattac
aaaaagcact
tgagcaatct
tctacagcoca
aacaaatggt
aaagcgcacg
agggtggcat

atctgatcga

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> proteina de fusion

ES 2 531288 T3

tcegggtgat
gcacatatta
gaaaaagcac
ctgagcaatc
atttatagce
aaacaaatgg
aaaagcgeac
cagggtggca
catctgatcg
ggtctggeag
ccggttgaag

aaccgc

tgttgcaaaa
agcaggtegt
tggttgtgea
cggcacccgt
gggtcggaaa
gcatctgegt
gacctatttt
gcagtacatc
taatagctgt
ctttgaactg

tatggatcat

gatgcaccgg
ccggeacecg
tgggtcogeaa
tgeatetgeyg
agacctattt
tgcagtatat
gtaatagetg
tctttgaget
atatggatca
gtegtgttgt

atctgattcg

attcaggcca
aaacgtaaaa
gcagcatgtg
ggtcgtagca
attaacaget
aatggtgaac
cgcttccaaqg
tataaataca
tggageaaagqg
aaagaaaacqg

gaagccaget

162

ttgaagatct
tggtcgtage
aatcaatagce
taatggtgaa
tcgotttcaa
ctataaatat
ttggagcaaa
gaaagaaaat
tgaagecage
tegtggteceg

ttttgttggt

aaattcegyg
aacgtacccg
cagectgtygg
ataccctgag
gggaaagcag
tggtgattca
aagagattaa
ccagctatce
atgcagaata
atcgtatttt

tttttggtge

gttegtgaac
aataccctga
tgggaaagca
ctggtgatte
gaagagatta
accagcetate
gatgcagaat
gatcgcatct
ttttttggtg
cgtegtecte

cgtetgetgyg

tgcaaaacgt
tgttgttegt
tggtggtcag
cagcccgaat
ccgtageggt
tgaaaaaggc
agaaaacacc
ggatccgatt
tggectgtat
cgtgagcgtg

atttetggtg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

686

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

663



10

<400> 135
gcagaaccga

cegtecageac
tgtagcageca
tttgtttttg
gttgtgagct
agcgttattc
gttgatatta
attaategtg
ctgaaactgg
accctgetga
aaaacccaga
aaaattcaqgg
cgtcggegtyg
agcggtggtt
accggeacee
ctgggtcgta
ctgcatctge
cagacctatt
gtgcagtaca
cgtaatagcet
atetttgaac

gatatggatc

<210> 136
<211> 1740
<212> ADN

gcgcagcaac
cgggtggtygg
gttgtgcagt
gcaccacect
atctgattct
aggccgtgea
ccctgageag
cectgaaact
cagtttttat
tcctggecga
tegatecacta
caaaactgce
gtggttcagy
gtgcagcaga
gtggtcgtag
aaatcaacag
gtaatggtga
ttcgetteeca
tctataaata
gttggagcaa
tgaaagaaaa

atgaagccag

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> proteina de fusion

ES 2 531288 T3

ccagagccat
tggtagtccg
tcatgatctg
gattatgctg
ggcactgetg
gaaaagcgaa
cgaagcattt
gattattegt
gtggcetgatg
actgctgatt
tgtgggtatt
tgggatcegea
tggtegtgtt
atgtgecagec
caataccctg
ctgggaaagc
actggtgatt
agaagagatt
caccagctat
agatgcagaa
cgategcatt

cttttttggt

agcattagca
ggtgcatgte
attttttgge
ctgagectgg
agcegttacca
gaaggtcatc
cacaattata
ctgtttatgy
acctatgttyg
tttagegttc
geacgtgatce
aaaaaaaaagqg
gttegteege
gcatgteege
agtagcccga
agccegtageg
catgaaaaag
aaagaaaaca
coggateega
tatggcctgt
tttgtgageg

gcatttctgg

163

gcagcagectt
cggcactggg
gtgacgtgaa
cagcatttag
ttagcttteyg
cgtttaaagce
tgaatgcagc
ttgaagatct
gtgecegtgtt
cgattgtgta
agaccaaaag
cagaacgteg
tgggtetgge
agcegtgttge
atagcaaaaa
gtcatagett
gcttctacta
ccaaaaacga
ttetgetgat
atagcattta
tgaccaatga

tgggt

tggtgeagaa
caccaaaagc
aaaaaccggc
cgttattage
tatctataaa
atatctggat
catggtgcac
ggtggatagt
taatggeatt
tgaaaaatac
cattgtggaa
tegtegeegt
aggeggtggt
agcacatatt
tgaaaaagca
tctgagecaat
tatctacagce
taaacaaatg
gaaaagcgca

ccagggtggt

acatctgatc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260

1305



10

<400> 136
cgtgtggcag

agcaaaaatg
catagettte
ttttattata
aaaaatgata
ctgetgatga
agcatttatc
accaacgaac
ggtggtggtg
gcactgaccg
cctegtggtt
tatctggeag
agtccgggta
ctggcactga
gatgaageccg
gaaaccgata
tteectgtatg
agctggttta
atgcatattc
gatgcaacct
ctgtatttct
agcattaaaa
agctgggata
aacaaaaact
gcaaatctge
acccgtgaag
agcagctttg

ggtceggtag

accggtaaac

<210> 137
<211> 741
<212> ADN

cacatattac
aaaaagcact
tgagcaatcet
tttatageca
aacaaatggt
aaagcgcacg
agggtggeat
atctgatcga
gtagccgtaa
cacatcaggc
gggaacagct
cacgtctgag
gcggtggtga
cectggoage
gtgecagcaaa
gcggtgttga
catatagcac
ttcagageet
tgacccgtgt
tccatgccaa
atcatgatgt
atctggaacc
ccggttataa
ttcataaaag
gtgaaacctt
aaattgttga
tttgtgttct
acctgaaaaa

cgaaactgtt

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> proteina de fusion

ES 2 531288 T3

cggecaccegt
gggtcgcaaa
gcatetgegt
gacctatttt
gecagtacatc
taatagatgt
ctttgagctg
tatggatcat
aaaacgtgca
atgtcatctg
ggaacagtgt
ctggaatcag
tctgggtgaa
agcagaaagc
tggtceggea
tgatgatatyg
cgeacegggt
gtgtgcaatyg
taatcgtaaa
aaaacaaatt
ggatggcatg
gaaaatcate
aatggattat
caccggtatg
tcgcaatctg
actgatgcgt
gctgagccat
aatcaccaat

tatcattcag

ggtcgtagca
atcaatagct
aatggtgaac
cgettteaag
tataaatata
tggagcaaag
aaagaaaatg
gaagccaget
agcggtggtc
cegetggaaa
ggttatcegg
gttgatcagg
gcaatteogtg
gaacgttttg
gatggtggtg
geetgteata
tattataget
ctgaaacagt
gttgeaaccg
ccgtgeattg
gaaaataccg
catggtageg
coggaaatgg
accagccgta
aaatatgaag
gatgtgagca
ggtgaagaag
ttttttogtyg

gcatgtcgtg

164

ataccctgag
gggaaagcag
tggtgattca
aagagattaa
ccagctatee
atgecagaata
atcegeatcett
tttttggtge
cggaaggtgg
cetttacecg
ttcagcgtet
ttattgcaaa
aaagtccgga
ttegtcaggg
gttcaggtgg
aaattccggt
ggcgtaatag
atgcagataa
aatttgagag
ttagecatget
aaaatagegt
aaagcatgga
gactgtgeat
gtggcaccga
tgcgcaacaa
aagaagatca
gtattatttt
gtgatcgttyg

gcaccgaact

cagcccgaat
cegtageggt
tgaaaaaggc
agaaaatacc
ggacccgatt
tggtctgtat
tgttagegtg
atttctggtt
tageccetggea
tcategtcag
ggttgcactg
tgcactggca
acaggcacgt
caccggtaat
tggtatgatt
tgatgeegat
caaagatgge
actggaattc
ctttagecttt
gaccaaagaa
tgatagcaaa
tagoeggtatg
tatecatcaac
tgttgatgea
aaacgatctg
tagcaaacgt
tggcaccaat
tegtagectg

ggattgtggt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740



10

15

<400> 137
gcacgtaaag

ggtgttgtta
cagaaagaac
cgtcgtegte
agcggtggta
accctgagca
gaaagcagcc
gtgattcatg
gaaattaaag
agctatcegy
gcagaatatg
cgcatttttg

tttggtgecat

<210> 138
<211>780
<212> ADN

gtaaaggcca

atattcecggce
gtaaacgtga
gtcgececgteg
gtecgcageyg
geccgaatag
gtagcggtca
aaaaaggctt
aaaataccaa
atccgattct
gtctgtatag
tgagegtgac

ttetggtggg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> proteina de fusion

<400> 138
gaagaagaaqg

attgaaaaac
gcagaatgtce
gatgcaatta
cgtgttgtte
gttgecagecac
aaaaatgaaa
agctttcetga
tactatatcet
aacgataaac
ctgatgaaaa
atttatcagg

aatgaacatc

<210> 139
<211> 810
<212> ADN

cagcaggtcg
gtaaactgceg
tggatgaata
cccagcagaa
gtcecgetggg
atattacegg
aagcactggg
gcaatctgea
acagccagac
aaatggtgca
gcgcacgtaa
gtggcatctt

tgatcgatat

<213> Secuencia artificial

ES 2 531288 T3

gattgaaaaa
agcagaatgt
agatgcaatt
tegtgttgtt
tgttgcageca
caaaaatgaa
tagctttetg
ttattatatt
aaacgataaa
gctgatgaaa
catttatcag
caatgaacat

t

taaacgtaaa
tgaaaaacge
tgaagatgat
taccattcag
tctggcaggt
caccegtggt
tegecaaaatt
tctgegtaat
ctattttege
gtacatctat
tagctgttgg
tgaactgaaa

ggatcatgaa

cgtaaactgc
ctggatgaat
acccagcaga
cgtecgetagg
catattaccg
aaagcactgg
agcaatctgce
tatagccaga
caaatggtgc
agcegcacgta
ggtggcattt

ctgattgata

aaacgtaccg
cgtagcaceg
gaagceggte
aatgaagcac
cagggtggta
cgtagcaata
aacagcetggg
ggtgaactgg
ttcecaagaag
aaatacacca
agcaaagatg
gaaaacgatc

gccagetttt

165

gtgaaaaacg
atgaagatga
ataccattca
gtctggeagy
gcacccegtgyg
gtcgcaaaat
atctgegtaa
cctatttteg
agtatatcta
atagectgttg
ttgaactgaa

tggatcatga

cacgtaaagg
gtgttgttaa
agaaagaacg
gtcgtegteg
gcggtggtag
ccctgagcag
aaagcagccyg
tgattcatga
agattaaaga
getateegga
cagaatatgg
gtattttegt

ttggtgecatt

tcgtagcace
tgaagccggt
gaatgaagca
tcagggtggt
togtagcaat
taatagcectgyg
tggtgaactg
ctttcaggaa
taaatatacc
gagcaaagat
agaaaatgat

agccagcecttt

taaaggccag
tattccggea
caaacgtgaa
cegtegtegg
tccgecagegt
cccgaatage
tagcggtcat
aaaaggcttc
aaacaccaaa
tcecgattetg
cotgtatage
gagegtgace

tctggtgggt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

741

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



10

15

<220>

<223> proteina de fusion

<400> 139
accagegaag

cgtgaacgtg
accctgagea
gaaagcagcc
gtgattcatg
gaaatcaaag
agctatccgg
gcagaatatg
cgcatctttg
tttggtgecat
ctgggtctgyg
aaagcacgta
tgtgcaacce

ctgattagca

<210> 140
<211> 621
<212> ADN

aaaccattag

gteccgecageg
goecegaatag
gtagcggtca

aaaaaggctt

aaaataccaa
atccgattct
gtctgtatag
ttagcgtgac
ttctggttgg
caggtegtgt
aaaatgecaca
agctgcgteg

aactgttttg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> proteina de fusion

<400> 140
gttcgtgaac

aataccctga
tgggaaageca
ctggtgatte
gaagagatta
accagctatc
gatgecagaat
gatcgtatet
ttttttggtyg
ccgctgggte

aatctgatta

<210> 141
<211> 933
<212> ADN

gtggtccegea
gcagcccgaa
geegtagegy
atgaaaaagg
aagaaaacac
cggatccgat
atggectgta
tcgtgagcgt
catttetggt
tggcaggteg

gcaaactgtt

<213> Secuencia artificial

ES 2 531288 T3

caccgttcaa
tgttgecagca
caaaaatgaa
tagctttctg
ctactatatc

aaatgataaa

gctgatgaaa

catttatcag

caacgaacat

tggtggtage
tgttogtegy
gcegagteeg
ttttggtgat

tagcggcace

gcgtgttgea
tagcaaaaat
tcatagettt
cttetactat
caaaaacgat
tctgetgatyg
tagcatttat
gaccaatgaa
tggtggtggt
tgttgttegt

t

gaaaaacagc
catattaccg
aaagcactgg
agcaatctge
tatagccaga
caaatggtge
agcgcacgta
ggtggcatct
ctgatcgata
ggttgtgcag
cgtegtaegee
gcacgtgeac

aaactgaatt

gcacatatta
gaaaaagcac
ctgagceaate
atctacagec
aaacaaatgg
aaaagcgcac
cagggtggca
catctgatcg
ageggttgtyg

cgtcgtcgee

166

agaatattag
gcaccegtgg
gtcgecaaaat
atctgcgtaa
cctatttecyg
agtatattta
atagctgttg
ttgagctgaa
tggatcatga
catgtgcage
gtegtagtat
cggcagaact

ttocgtcagaa

ccggcacceg
tgggtcgeaa
tgecatcetgeg
agacctattt
tgcagtacat
gtaatagetg
tetttgaact
atatggatca
cagcatgtge

gtcgtcggeg

teegetggtt
tcgtagcaat
caatagetgg
tggtgaactg
cttocaagaa
caaatatacc
gagcaaagat
agaaaatgat
agccagcttt
cgcatgtcoeg
gectggtaaa
ggaagttgaa

actgctgaat

tggtcgtage
aattaacagc
taatggtgaa
tegettocaa
ctataaatac
ttggagcaaa
gaaagaaaac
tgaagccage
agccgeatgt

taaactgctg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

810

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

621



10

<220>

<223> proteina de fusion

<400> 141
caggattgge

aacattatga
coggaacegg
agcgagtttt
aaaagcacca
gttggtagct
ggcggtggta
agtcecgetgg
ggtegtagea
atcaataget
aatggtgaac
cgcttccaag
tataaataca
tggagcaaag
aaagaaaatg

gaagccagct

<210> 142
<211> 690
<212> ADN

tgacctttea
gcaccaacet
ttaaagcaat
atctgagecga
acaaattetg
gtegtgttgt
gcaccagcga
ttecgtgaacg
ataccctgag
gggaaagcag
tggtgattca
aagaaatcaa
ccagctatce
atgcagaata
atcgeatott

tttttggtge

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> proteina de fusion

<400> 142
gaagaacagt

gcacagtatg
ctggcaggca
ccgetgagttco
cgtagcaata
aacagctgygy
ggtgaactgg
ttecaagaag
aaatacacca
agcaaagatg
gaaaacgatc

gccagctttt

gggcacgtga
aacgccgtcyg
ccagtgaaga
gtgaacgtgg
ccctgageag
aaagcagccyg
tgattcacga
agatcaaaga
gctatecgga
cagaatatgg
gcatctttgt

ttggtgcectt

ES 2 531288 T3

gaaaaaacat
gtttcactge
ttgtaaaggt
ttgtaatgtt
cgtgacctgt
tcgtcoccogetg
agaaaccatt
tggtcegeag
cagcccgaat
ccegtageggt
tgaaaaaggc
agagaacacc
ggatccgatt
tggtctgtat
tgttagegtg

atttctggtg

aattggtgea
tegtegeegt
aaccattagc
tcecgcagogt
ccecgaatage
tagcggtcat
gaaaggcttc
gaacaccaaa
tcegattcetg
cctgtatage
gagcgtgacc

tctggttggt

attaccaaca
aaagataaaa
attatcgceca
accagccgte
gaaaatcagg
ggtctggcag
agcaccgttce
cgtgttgcag
agcaaaaatg
catagettte
ttectactata
aaaaacgata
ctgctgatga
agcatttatc
accaacgaac

ggt

cagcetgegte
agacgtcegte
accgttcaag
gttgecagecac
aaaaatgaaa
agctttctga
tattatatct
aacgacaaac
ctgatgaaaa
atctatcagg

aatgaacatc

167

ccegtgatgt
acaccttcat
gcaaaaatgt
cgtgtaaata
caccggtteca
gcggtggtgg
aagaaaaaca
cacatattac
aaaaagcact
tgagcaatct
tctatageea
aacaaatggt
aaagcgcacyg
agggtggcat

atctgatcga

gtatggcaga
gtgttgticg
aaaaacagca
atattaccgg
aagccctggg
gcaatctgca
atagccagac
aaatggtgea
gogcacgtaa
gtggecatttt

tgattgatat

ggattgcgat
ctatagcegt
tetgaccacy
caaactgaaa
ttttgttggt
tggtagtggt
gcagaatatt
cggtacacgt
gggtcgcaaa
geatetgegt
gacctattte
gecagtacatc
taatagctgt
ctttgagetg

tatggatcat

tgatctgaat
tecgetgggt
gaatattagt
caccegtggt
tcgecaaaatt
tctgecgtaat
ctatttccge
gtacatctat
tagetgttgg
tgaactgaaa

ggatcacgaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

933

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

690



10

15

<210> 143
<211> 675
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> proteina de fusion

<400> 143
accagcgaag

cgtgaacgtg
accctgagea
gaaagcagcc
gtgattcatg
gaaatcaaag
agctatcegg
gcagaatatg
cgcatetttg
tttggtgeat
ggtcgtgttyg
ccgegtegte
<210> 144

<211>702
<212> ADN

aaaccattag
gtccgeageg
gcccgaatag
gtageggtca
aaaaaggcett
aaaataccaa
atccgattet
gtctgtatag
ttagegtgac
ttetggttgy
tteogtaatat

cgtat

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> proteina de fusion

<400> 144
accagegaag

cgtgaacgtg
accctgagca
gaaagcagcc
gtgattcatg
gagattaaag
agctatccgg
gcagaatatg
cgtatttteg
tttggtgcat
ctggecaggtce

aaaaaaaaaqg

aaaccattag
gtccgeageg
gcccgaatag
gtagecggtea
aaaaaggctt
aaaacaccaa
atccgattcet
gectgtatag
tgagegtgac
ttetggttgg
gtgttgttcg

cctatgcagc

ES 2 531288 T3

caccgttcaa
tgttgcagca
caaaaatgaa
tagetttetg
ctactatate
aaatgataaa
gctgatgaaa
catttatcag
caacgaacat
ttgtgcagea

tgecacgtcat

cacecgttcaa
tgttgcagca
caaaaatgaa
tagetttetg
ctactatatc
aaacgataaa
gctgatgaaa
catttatcag
caatgaacat
ttgtgoagea
tcagattaaa

agccggtaac

gaaaaacagc
catattaccg
aaagcactgg
agcaatctge
tatageocaga
caaatggtge
agegecacgta
ggtggcatct
ctgatcgata
tgtgecageog

ctggcacagqg

gaaaaacage
catattaccg
aaagcactgg
agcaatctge
tacageccaga
caaatggtge
agcgcacgta
ggtggcatct
ctgategata
tgtgeagceg
atctggttte

agctacttta

168

agaatattag
gcacccgtgg
gtcgcaaaat
atctgcgtaa
cactatttecy
agtatattta
atagctgttg
ttgagctgaa
tggatcatga
catgtecaget

ttggtgatag

agaatattag
gcaccegtgg
gtcgcaaaat
atctgegtaa
cctatttteg
agtacatcta
atagctgttyg
ttgaactgaa
tggatcatga
catgtggtgg
agaaccgtcg

aa

tecgetggtt
tcgtagcaat
caatagctgg
tggtgaactg
cttecaagaa
caaatatacc
gagcaaagat
agaaaatgaf
agccagettt
gggtctggea

catggataaa

teegetggtt
tegtageaat
taacagctgg
tggtgaactg
cttcoaagaa
taaatacacc
gagcaaagat
agaaaacgat
agccagettt
tcegetgggt

catgaaatgg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

675

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

702



10

15

20

<210> 145
<211> 648
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> proteina de fusion

<400> 145
ttcatcageca

ctgetgegtt
ggtggtggtt
attaccggea
gcactgggtc
aatctgcatc
agccagacct
atggtgcagt
gcacgtaata
ggecatectttg

atcgatatgg

<210> 146
<211> 582
<212> ADN

aagaacgtcg
ttagecgaaag
gtgcagcage
ccegtggteg
gcaaaattaa
tgcgtaatgg
attttcgett
acatctataa
gctgttggag
aactgaaaga

atcatgaagc

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> proteina de fusion

<400> 146
ggacaggttg

cgtagacgtc
ggcaccegtyg
ggtcgcaaaa
cétctgcgta
acctattttce
cagtacatct
aatagctgtt
tttgagcetga

atggatcatg

<210> 147
<211>729
<212> ADN

gtogtcaget
gtgttgttceg
gtegtagcaa
tcaatagctg
atggtgaact
gotttcaaga
ataaatatac
ggagcaaaga
aagaaaatga

aagccagctt

<213> Secuencia artificial

ES 2 531288 T3

tgaacgtgca
cagcaaacgt
atgtgcagcc
tagcaatacc
cagctgggaa
tgaactggtg
ccaagaagag
atacaccagc
caaagatgeca
aaacgatcgt

cagctttttt

ggcaattatt
tccgetgggt
tacectgage
ggaaagcagc
ggtgattcat

agagattaaa

cagctatceg

tgcagaatat

toegeatottt

ttttggtgca

attctgagca
gttgttcgtc
tgtggtagcg
ctgagcagcce
agcagecgta
attcatgaaa
attaaagaaa
tatccggatc
gaatatggec
attttegtga

ggtgcatttc

ggtgatgata
ctggcaggtce
agcccgaata
cgtageggte
gaaaaaggct
gaaaatacca
gacccgatte
ggtctgtata
gttagegtga

tttctagttyg

169

ccaaaccgec
cgctgggtat
gtcagegtgt
cgaatagcaa
gtggtcatag
aaggcttcta
acaccaaaaa
cgattctget
tgtatagcat
gegtgaccaa

tggtgggt

ttaatcogteg
gtgttgecage
gcaaaaatga
atagectttct
tttattatat
aaaatgataa
tgctgatgaa
gcatttatca
ccaacgaaca

gt

tggcaccttt
tgcecggtgaa
tgcagcacat
aaatgaaaaa
ctttetgage
ctatatctac
cgataaacaa
gatgaaaagc
ttatcagggt

tgaacatctg

tegteggegt
acatattacc
aaaagcactg
gagcaatctg
ttatagccag
acaaatggtg
aagcgcacgt
gggtggcatc

tctgategat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

648

60

120

180

240

300

360

420

480

540

582



10

15

<220>

<223> proteina de fusion

<400> 147
aaaaatetgt

gaaggtagct
ctgggtetgg
ctgageagece
agcagacgta
attcatgaaa
attaaagaaa
tatccggace
gaatatggtc
atctttgtta
ggtgcattte
gaaaccatta

ggtccgecag

<210> 148
<211>708
<212> ADN

gggeageaca
ttaaaggtct
caggtcgtgt
cgaatageaa
gcggtcatag
aaggctttta
ataccaaaaa
cgattetget
tgtatagcat
gcgtgaccaa
tggttggtgg

gcaccgttea

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> proteina de fusion

<400> 148
accagcgaag

cgtgaacgtg
accctgagca
gaaagcagce
gtgattcatg
gagattaaag
agctateceygy
gcagaatatg
cgcatctttg
tttggtgcat
cgtegtegtce
gaactgcgtc
<210> 149

<211> 648
<212> ADN

aaaccattag
gtcecgeageg
gcccgaatag
gtagcggtea
aaaaaggctt
aaaataccaa
accecgattet
gtctgtatag
ttagegtgac
ttctggttgg
gccgtegteg

gtatgagtga

<213> Secuencia artificial

ES 2 531288 T3

gcegttatggt
gegtegtegt
tgcagcacat
aaatgaaaaa
ctttctgage
ttatatttat
tgataaacaa
gatgaaaagc
ttatcagggt
cgaacatctg
tggtagccat

agaaaaacag

caccgttcaa
tgttgecagea
caaaaatgaa
tagctttetg
ttattatatt
aaatgataaa
gcetgatgaaa
catttatcag
caacgaacat
tggtggtagt
gcocgtcgtaaa

tgaatttgaa

cgtgaactge
cgtegeegte
attaccggca
gcactgggte
aatctgcatc
agccagacct
atggtgeagt
gcacgtaata
ggecatctttg
atcgatatgg

ggtctggttc

cagaatatta

gaaaaacagc
catattaccg
aaagcactgg
agcaatctge
tatagccaga
caaatggtge
agcgcacgta
ggtggcatct
ctgatcgata
ccgetgggto
aatctgtggg

ggtagettta

170

gtcegtatgag
gtcggegtgt
cecgtggtceg
gcaaaatcaa
tgcgtaatgg
attttegett
acatctataa
gctgttggag
agctgaaaga
atcatgaagce
cgegtggtag

gtccgetggt

agaatattag
gcacccgtgg
gtcgcaaaat
atctgegtaa
cctatttteg
agtacatcta
atagetgttyg
ttgagctgaa
tggatcatga
tggeaggttyg
cagcacagceqg

aaggcctg

tgatgaattt
tottegtecg
tagcaatacc
tagetgggaa
tgaactggtyg
tcaagaagag
atataccagc
caaagatgca
aaatgatcge
cagctttttt
caccagegaa

tcgtgaacgt

tectetggtt
tcgtagcaat
caatagctagg
tggtgaactg
ctttecaagaa
taaatatacce
gagcaaagat
agaaaatgat
agecagettt
tegtgttgtt

ttatggtcgt

60

120

180

240

300

360

4zZ0

480

540

600

€60

720

729

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

708



10

15

20

<220>

<223> proteina de fusion

<400> 149
cgtgttgcagy

agcaaaaatg
catagctttc
ttctactata
aaaaacgata
ctgetgatga
agcatttatc
accaatgaac
ggtggtggtg
aaatttgaac

atgctgagce

<210> 150
<211> 711
<212> ADN

cacatattac
aaaaagcact
tgagcaatct
tctacagcca
aacaaatggt
aaagcogcacg
agggtggeat
atctgatega
gcggtagtgyg
cgaaaagcgg

tgctgaaaca

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> proteina de fusion

<400> 150
cgtgttaget

agcgttagee
atgacctttce
tgtegtgttg
catattacgeg
aaagcactgg
agcaatctge
tacagccaga
caaatggtgc
agcgcacgta
ggtggcatct

ctgatcgata

<210> 151
<211> 28
<212> PRT

tttgtegtoe
aggttcaaga
tggaagttac
ttegteeget
geaccegtgy
gtegcaaaat
atctgcgtaa
cctatttteg
agtacatcta
atagctgttg
ttgaactgaa

tggatcatga

ES 2 531288 T3

cggecaccegt
gggtcgcaaa
gcatctgegt
gacctatttt
gcagtacate
taatagetgt
ctttgaactyg
tatggatcat
cggtggtggt
ttggatgacc

gtattgtaaa

gggttggage
aaatggtttc
cggcaaaatt
gggtctggca
tegtageaat
taacagcetgyg
tggtgaactg
cttcoccaagaa
taaatacace
gagcaaagat
agaaaacgat

agccagcettt

<213> Pseudomonas aeruginosa

<300>

<308> GenBankAAA25730.1

ggtcgtagea
attaacagect
aatggtgaac
cgettecaag
tataaataca
tggagcaaag
aaagaaaacy
gaagecaget
cctctgggtce
tttctggaag

ccgegtegte

gcaatggecac
gtgaaaaaat
tgtgaaatgc
ggcggtggta
accctgagea
gaaagcagcec
gtgattcatg
gagattaaag
agctateecgg
gcagaatatg

cgtatttteg

ataccctgag
gggaaagcag
tggtgattca
aagégattaa
ccagctatce
atgcagaata
atcgtatttt
tttttggtge
tggcaggteg
ttaceggeaa

cgtatege

gtagccgtet
tcgaaccgaa
tgagecetget
geggtggteg
gcccgaatag
gtageggtca
aaaaaggctt
aaaacaccaa
atccgattct
gcctgtatag

tgagegtgac

tttggtgeat ttetggtggg

171

cageccgaat
ccgtageggt
tgaaaaaggce
agaaaacace
gqgateccgatt
tggecctgtat
cgtgagegty
atttctggtg
tgttgttegt

aatttgtgaa

gaccgcaacao
aageggttgg
gaaacagtat
tgttgecagea
caaaaatgaa
tagctttctg
ctactatatc
aaacgataaa
gctgatgaaa
catttatcag

caatgaacat

t

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

648

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

711
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15

20

<309> 2000-03-
<313> (70)..(97)

<400> 151

19

ES 2 531288 T3

Leu Ser Thr Ala Ala Asp Met Gln Gly Val Val Thr Asp Gly Met Ala

1

5

10

Ser Gly Leu Asp Lys Asp Tyr Leu Lys Pro Asp Asp

<210> 152
<211> 148
<212> PRT

20

<213> Pseudomonas aeruginosa

<300>

<308> GenBank/AAA25730.1
<309> 2000-03-29

<313> (1)..(148)

<400> 152
Met Leu Arg
1

Pro Leu Leu

Met Gln Phe
35

Phe Thr val
50

Gly His Asn
65

Thr Asp Gly

Asp Ser Arg

Asp Ser Val
115

Met Phe Phe
130

Leu Thr Leu
145

<210> 153
<211>35
<212> PRT

Lys

Ala

20

Asn

Asn

Trp

Met

val

100

Thr

Cys

Lys

Leu

Ala

Thr

Leu

val

Ala

Ile

Phe

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> proteina de fusion

Ala

Glu

Asn

Ser

Leu

70

Ser

Ala

Asp

Phe

Ala

Cys

Ala

His

55

Ser

Gly

His

Vval

Pro
135

val

Ser

Ile

40

Pro

Thr

Leu

Thr

Ser
120

Gly

25

Ser

val

25

Thr

Gly

Ala

Asp

Lys

105

Lys

His

Leu

10

Asp

val

Asn

Ala

Lys

90

Leu

Leu

Ser

172

Leu

Ile

Asp

Leu

Asp

75

Asp

Ile

Lys

Ala

Ser

Gln

Lys

Pro

60

Met

Tyr

Gly

Glu

Leu
140

Leu

Gly

Ser

45

Lys

Gln

Leu

Ser

Gly
125

Met

Leu

Asn
30

Cys

Asn

Gly

Lys

Gly

110

Glu

Lys

15

Ser

15

Asp

Lys

Val

val

Pro

95

Glu

Gln

Gly

Ala

Gln

Gln

Met

val

80

Asp

Lys

Tyr

Thr
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15

20

25

30

ES 2 531288 T3

<300>

<301> E. P. Holinger, T. Chittenden, R. J. Lutz, J. <302> Bak BH3 peptides antagonize Bcl-xL function and
induce apoptosis through cytochrome c-independent activation of caspases.<303> Journal of Biological
Chemistry<304> 7<305> 274(19):<306> 13298-304<307> 1999-05-07

<400> 153
Gly Pro Ser Gln Pro Thr Tyr Pro Gly Asp Asp Ala Pro Val Glu Asp
1 5 10 15

Leu Ile Arg Phe Val Gly Arg Leu Leu Ala Tyr Phe Gly Asp Thr Ile
20 25 30

Asn Arg Arg
35

<210> 154

<211> 34

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> proteina de fusion

<300>

<301> E. P. Holinger, T. Chittenden, R. J. Lutz<302> Bak BH3 Peptides Antagonize Bcl-xL Function and In-
duce Apoptosis through Cytochrome c-independent Activation of Caspases<303> Journal of Biological
Chemistry<304> 7<305> 274(19)<306> 13298-304<307> 1999-05-07

<400> 154
Gly Pro Arg Arg Pro Arg Arg Fro Gly Asp Asp Ala Pro Val Glu Asp
1 5 10 15

Leu Ile Arg Phe Val Gly Arg Leu Leu Ala Tyr Phe Gly aAsp Thr Ile
20 25 30

Asn Arg

<210> 155

<211>23

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<300>

<301> Nepravishta R, Bellomaria A, Polizio F, Paci M, Melino S.<302> Reticulon RTN1-C(CT)peptide: a po-
tential nuclease and inhibitor of histone deacetylase enzymes<303> Biochemistry<304> 19<305>
49(2)<306> 252-8<307> 2010-01-19

<400> 155
Arg Thr His Ile Asn Thr Val Val Ala Lys Ile Gln Ala Lys Ile Pro
1 5 10 15

Gly Ala Lys Arg His Ala Glu
20

<210> 156
<211> 235
<212> PRT
<213> Homo sapiens

173



10

ES 2 531288 T3

<300>
<308> GenBank/NP_006045
<309> 2011-06-01

<313> (2)..(236)

<400> 156
Ala Glu Pro Ser Ala Ala Thr Gln Ser His
1 5 10

Phe Gly Ala Glu Pro Ser Ala Pro Gly Gly
20 25

Cyg Pro Ala Leu Gly Thr Lys Ser Cys Ser
35 40

Asp Leu Ile Phe Trp Arg Asp Val Lys Lys
50 55

Thr Thr Leu Ile Met Leu lLeu Ser Leu Ala
65 70

Val Val Ser Tyr Leu Ile Leu Ala ILeu Leu
85 90

Arg Ile Tyr Lys Ser Val Ile Gln Ala Val
100 105

His Pro Phe Lys Ala Tyr Leu Asp Val Asp
115 120

Ala Phe His Asn Tyr Met Asn Ala Ala Met
130 135

Leu Lys Leu Ile Ile Arg Leu Phe Leu Val
145 150

Leu Lys Leu Ala Val Phe Met Trp Leu Met
165 170

Phe Asn Gly Ile Thr Leu Leu Ile Leu Ala
180 185

Val Pro Ile Val Tyr Glu Lys Tyr Lys Thr
185 200

Gly Ile Ala Arg Asp Gln Thr Lys Ser Ile
210 215

Lys Leu Pro Gly Ile Ala Lys Lys Lys Ala
225 230

<210> 157
<211> 282
<212> PRT
<213> Homo sapiens

174

Ser

Gly

Ser

Thr

Ala
75

Ser

Gln

Ile

Val

Glu

155

Thr

Glu

Gln

Val

Glu
235

Ile

Gly

Ser

Gly

60

Phe

val

Lys

Thr

His

140

Asp

Tyr

Leu

Ile

Glu
220

Ser

Ser

Cys

45

Phe

Ser

Thr

Ser

Leu

125

Ile

Leu

val

Leu

Asp

205

Lys

Ser

Pro

30

Ala

val

Val

Ile

Glu

110

Ser

Asn

Val

Gly

Ile

190

His

Ile

Ser

15

Gly

Val

Phe

Ile

Ser

95

Glu

Ser

Arg

Asp

Ala

175

Phe

Tyr

Gln

Ser

Ala

His

Gly

Ser
80

Phe

Gly

Glu

Ala

Ser

160

Val

Ser

val

Ala



ES 2 531288 T3

<300>

<301> Srinivasula SM, Ahmad M, MacFarlane M, Luo Z, Huang Z, Fernandes-Alnemri T, Alnemri ES<302>
Generation of constitutively active recombinant caspases-3 and -6 by rearrangement of their subunits<303>
Journal of Biological Chemistry<304> 273<305> 17<306> 10107-11<307> 1998-04-24

<400> 157
Met Ile Glu Thr Asp Ser Gly Val Asp Asp Asp Met Ala Cys His Lys
1 5 10 15

Ile Pro Val Asp Ala Asp Phe Leu Tyr Ala Tyr Ser Thr Ala Pro Gly
20 25 30

175



Tyr

Ser

Ser

Glu

Pro

Asp

145

Ile

Gly

Lys

Glu

Phe

225

Thr

Asp

Ala

<210> 158

Tyr

Cys

50

Leu

Phe

Met

Asn

Lys

130

Thr

Asn

Thr

Tyr

Leu

210

val

RAsn

Arg

Cys

<211>60
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<300>
<308> GenBank/AAC24947 1

Ser

35

Ala

Thr

Asp

Leu

Thr

115

Ile

Gly

Asn

Asp

Glu

195

Met

Cys

Gly

Cys

Arg
275

Trp

Met

Arg

Ala

Thr

100

Glu

Ile

Tyr

Lys

val

180

Val

Arg

Val

Pro

Arg

260

Gly

Arg

Leu

Val

Thr

85

Lys

Asn

His

Lys

Asn

165

Asp

Arg

Asp

Leu

Val

245

Ser

Thr

Asn

Lys

Asn

70

Phe

Glu

Ser

Gly

Met

150

Phe

Ala

Asn

val

Leu

230

Asp

Leu

Glu

Ser

Gln

55

Arg

His

Leun

Val

Ser

135

Asp

His

Ala

Lys

Ser

215

Ser

Leu

Thr

Leu

ES 2 531288 T3

Lys Asp
40

Tyr Ala

Lys Val

Ala Lys

Tyr Phe
105

Asp Ser
120

Glu Ser

Tyr Pro

Lys Ser

Asn Leu
185

Asn Asp
200

Lys Glu

His Gly

Lys Lys

Gly Lys

265

Asp Cys
280

Gly

Asp

Ala

Lys

90

Tyr

Lys

Met

Glu

Thr

170

Arg

Leu

Asp

Glu

Ile

250

Pro

Gly

176

Ser

Lys

Thr

75

Gln

His

Ser

Asp

Met

155

Gly

Glu

Thr

His

Glu

235

Thr

Lys

Trp

Leu

&0

Glu

Ile

Asp

Ile

Ser

140

Gly

Met

Thr

Arg

Ser

220

Gly

Asn

Leu

Phe

45

Glu

Phe

Pro

val

Lys

125

Gly

Leu

Thr

Phe

Glu

205

Lys

Ile

Phe

Phe

Tle

Phe

Glu

Cys

Asp

110

Asn

Met

Cys

Ser

Arg

120

Glu

Arg

Ile

Phe

Ile
270

Gln

Met

Ser

Ile

95

Gly

Leu

Ser

Ile

Arg

175

Asn

Ile

Ser

Fhe

Arg

255

Ile

Ser

His

Phe

val

Met

Glu

Trp

Ile

160

Ser

Leu

Val

Ser

Gly

240

Gly

Gln
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<309> 1998-07-01
<313> (146)..(205)

<400> 158

ES 2 531288 T3

Ala Arg Lys Gly Lys Gly Gln Ile Glu Lys Arg Lys Leu Arg Glu Lys

1

5

10 15

Arg Arg Ser Thr Gly Val Val Asn Ile Pro Ala Ala Glu Cys Leu Asp

20

25 30

Glu Tyr Glu Asp Asp Glu Ala Gly Gln Lys Glu Arg lys Arg Glu Asp

35

410 45

Ala Ile Thr Gln Gln Asn Thr Ile GIn Asn Glu Ala

50

<210> 159
<211> 54
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<300>

<308> GenBank/NP_066950
<309> 2011-06-05

<313> (1)..(54)

<400> 159
Met Pro Gly
1

Ala Pro Ala

Gly Asp lys
35

Leu Phe Cys
50

<210> 160
<211>9
<212> PRT

Lys Lys
5

Glu Leu
20

Leu Asn

Ser Gly

<213> Homo sapiens

<300>

60

Ala Arg Lys Asn Ala Gln Pro Ser Pro Ala Arg

10 15

Glu val Glu Cys Ala Thr Gln Leu Arg Arg Phe

25 30

Phe Arg Gln Lys Leu Leu Asn Leu Ile Ser Lys

Thr

40 45

<302> PEPTIDO DESTRUCTOR DE CELULAS

<310> W02006001582
<311> 2005-03-22
<312> 2006-01-05

<400> 160

Lys Leu Leu Asn Leu Ile Ser Lys Leu

1

<210> 161
<211> 27
<212> PRT

5

<213> Homo sapiens
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<300>
<302> NUEVO PEPTIDO QUIMERICO ANTICANCERIGENO DIRIGIDO A HSP90

<310> W02010055929
<311>2009-11-13
<312> 2010-05-20

<400> 161
Gln Ile Lys Ile Trp Phe Gln Asn Arg Arg Met Lys Trp Lys Lys Llys
1 5 10 15

Ala Tyr Ala Ala Ala Gly Asn Ser Tyr Phe Lys
20 : 25

<210> 162

<211> 29

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<300>

<301> Zhao W, Jaganathan S, Turkson<302> A cell-permeable Stat3 SH2 domain mimetic inhibits Stat3 ac-
tivation and induces antitumor cell effects in vitro<303> Journal of Biological Chemistry<304> 285<305>
46<306> 35855-65.<307> 2010-11-12

<308> genBank/NP_644805

<309> 2011-06-05

<313> (517)..(544)

<400> 162
Phe Ile Ser Lys Glu Arg Arg Glu Arg Ala Ile Leu Ser Thr Lys Pro
1 5 10 15

Pro Gly Thr Phe Leu Leu Arg Phe Ser Glu Ser Ser Lys
20 25

<210> 163

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<300>
<308> GenBank/AAA74466.1
<309> 1995-08-18

<313> (72)..(86)

<400> 163
Gly Gln Val Gly Arg Gln Leu Ala Ile Ile Gly Asp Asp Ile Asn
1 5 10 15

<210> 164

<211> 27

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<300>

<301> Wang JL, Zhang ZJ, Choksi S, Shan S, Lu Z, Croce CM, Alnemri ES, Korngold R, Huang Z.<302>
Cell permeable Bcl-2 binding peptides: a chemical approach to apoptosis induction in tumor cells<303>
Cancer Research<304> 60<305> 6<306> 1498-502<307> 2000-03-15
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<400> 164
Lys Asn Leu Trp Ala Ala Gln Arg Tyr Gly Arg Glu Leu Arg Arg Met
1 5 10 15

Ser Asp Glu Phe Glu Gly Ser Phe Lys Gly Leu
20 25

<210> 165

<211>29

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<300>

<308> GenBank/CAG46760.1
<309> 2004-06-29

<313> (147)..(175)

<400> 165
Lys Phe Glu Pro Lys Ser Gly Trp Met Thr Phe Leu Glu Val Thr Gly
1l 5 10 15

Lys Ile Cys Glu Met Leu Ser lieu Leu Lys Gln Tyr Cys
20 25

<210> 166

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<300>

<301> Ko JK, Choi KH, Pan Z, Lin P, Weisleder N, Kim CW, Ma J.

<302> The tail-anchoring domain of Bfll and HCCS1 targets mitochondrial membrane permeability to induce
apoptosis

<303> J Cell Sci.

<304> 120

<305> 16

<306> 2912-23.

<307> 2007-07-31

<400> 166
Arg Val Ser Phe Cys Arg Pro Gly Trp Ser Ala Met Ala Arg Ser Arg
1 5 10 15

Leu Thr Ala Thr Ser Val Ser Gln Val Gln Glu Asn Gly Phe Val Lys
20 25 30

<210> 167

<211>6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 167
Lys Pro Arg Arg Pro Tyr
1 5

<210> 168

<211>13

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<300>

<308> Secuencia de referencia de NCBI/NP_002690.3
<309> 2011-04-19

<313> (334)..(344)

<400> 168
Glu Glu Glu Ala Ala Gly Arg Lys Arg lys Lys Arg Thr
1 5 10

<210> 169

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> enlazador flexible

<400> 169
Ser Gly Cys Gly Ser
1 5

<210> 170

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> enlazador de la pegilacién

<400> 170
Ala Ser Gly Cys Gly Pro Glu
1 5

<210> 171

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sitio de escision de la proteasa MMP

<400> 171
Pro Leu Gly Ile Ala Gly Glu
1 3

<210> 172

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sitio de escision de furina

<300>

<301> Chards RM, Lowy DR, Schiller JT, Day PM<302> Cleavage of the papillomavirus minor capsid pro-
tein, L2, at a furin consensus site is necessary for infection.<303> Proc Natl Acad Sci USA<304> 103<305>
5<306> 1522-7<307> 2006-01-31

<400> 172
Arg Lys Lys Arg Val Lys Arg
1 5
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<210> 173

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sitio de escision de MMP

<400> 173
Pro Leu Gly Leu Ala Gly Gln
1 5

<210> 174

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sitio de escision de trombina

<400> 174
Leu val Pro Arg Gly Ser
1 5

<210> 175

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> enlazador estérico flexible

<400> 175
Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser
1 5

<210> 176
<211>107
<212> PRT
<213> Pseudomonas aeruginosa

<300>

<308> GenBank/1IKQ_A
<309> 2008-08-24
<313> (251)..(357)
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<400> 176
Pro Glu Gly Gly Ser Leu
1 5

Leu Pro Leu Glu Thr Phe
29

Gln Leu Glu Gln Cys Gly

Leu Ala Ala Arg Leu Ser
50

Ala Leu Ala Ser Pro Gly

65 70
Glu Gln Pro Glu Gln Ala
85

Ser Glu Arg Phe Val Arg
100

<210> 177

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> dominio de trimerizacion

<400> 177
Cys Ala Ala Cys Ala Ala
1 5

<210> 178

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> dominio de trimerizacion

<400> 178

ES 2 531288 T3

Ala Ala

Thr Arg

Tyr Pro

40

Trp Asn

55

Ser Gly

Arg Leu

Gln Gly

Ala Cys

Leu

His

25

val

Gln

Gly

Ala

Thr
105

Cys Ala Ala Glu Cys Ala Ala Ala Cys

1 5

<210> 179

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> dominio de trimerizacion

<400> 179
Cys Ala Ala Ala Cys Ala
1 5

Ala Cys

Thr

10

Arg

Gln

vVal

Asp

Leu
920

182

Ala

Gln

Arg

Asp

Leu

75

Thr

Asn

His

Pro

Leu

Gln

60

Gly

Leu

Gln

Arg

val

45

val

Glu

Ala

Ala

Gly

30

Ala

Ile

Ala

Ala

Cys

15

Trp

Len

Arg

Ile

Ala
95

His

Glu

Tyr

Asn

Arg

80

Glu
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<210> 180

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> enlazador flexible

<400> 180
Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
1 5

<210> 181

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 181
Lys Pro Arg Arg Prec Tyr Arg
1 5

<210> 182

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> enlazador flexible

<400> 182
Gly Gly Ser His Gly
1 5

<210> 183

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> enlazador flexible

<400> 183
Ser Gly Gly Cys Gly Gly Ser
1 5

<210> 184

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> enlazador flexible

<400> 184
Ala Ala Cys Ala Ala
1 5
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REIVINDICACIONES
1. Una proteina de fusion que comprende:

un dominio (a) que es el fragmento funcional de la secuencia de la proteina hTRAIL soluble, en donde dicho
fragmento funcional es capaz de inducir una sefial apoptética y comienza con un aminoacido en una posicion
no inferior a hTRAIL95 o una secuencia que tiene al menos 70% de homologia con la misma; y

un dominio (b) que es la secuencia de un péptido efector proapoptético, que efectiia su accién proapoptética
a través de la ruta intrinseca de la apoptosis, en donde la secuencia del dominio (b) se fija en el extremo C-
terminal y/o N-terminal del dominio (a).

2. La proteina de fusién segun la reivindicacion 1, en la que el dominio (a) es el fragmento de la secuencia de
la proteina hTRAIL soluble, cuyo fragmento comienza con un aminoacido dentro del intervalo hTRAIL95 a
hTRAIL121, inclusive, y termina con el aminoacido hTRAIL281.

3. La proteina de fusion segun la reivindicacion 1 o 2, en la que el dominio (a) se selecciona entre el grupo que
consiste en hTRAIL114-281 (SEQ. No. 27), hTRAIL119-281 (SEQ. No. 28), hTRAIL121-281 (SEQ. No. 29),
hTRAIL116-281 y hTRAIL120-281.

4. La proteina de fusion segun la reivindicacion 1, en la que el dominio (a) es la secuencia hTRAIL95-281.

5. La proteina de fusion segun las reivindicaciones 1 a 4, en la que el dominio (b) se selecciona entre el grupo
constituido por:

- el fragmento del dominio BH3 de la proteina Bax de SEQ. No. 30;

- el fragmento de la proteina Bid de SEQ. No. 31;

- ribonucleasa A de SEQ. No. 32;

- citocromo C de SEQ. No. 33;

- granzima B de SEQ. No. 34;

- el fragmento de la proteina Nur77 de SEQ. No. 35;

- dominio BH3 de la proteina Bak de SEQ. No. 36;

- dominio BH3 de la proteina PUMA/BBC3 de SEQ. No. 37;

- proteina PUMA/BBC3 de SEQ. No.38;

- el fragmento de la proteina SMAC/Diablo de SEQ. No. 39;

- buforina A de SEQ. No. 40;

- onconasa de SEQ. No. 41;

- el fragmento de la proteina Mdm2 de SEQ. No. 42;

- la union peptidica a Mdm2 de SEQ. No. 43;

- un fragmento de lunasina de SEQ. No. 44;

- dominio BH3 de la proteina Bik de SEQ. No. 45;

- el péptido inhibidor de proteasoma de SEQ. No. 46;

- el dominio que comprende los motivos UIM de unién a proteasoma de SEQ. No. 47;
- el péptido obtenido a partir de azurina de SEQ. No. 151;

- el péptido de azurina de longitud completa de SEQ. No. 152;

- el péptido disefiado a partir de la proteina aPP y el dominio BH3 de la proteina Bax de SEQ. No. 153;
- el péptido disefiado a partir de la proteina aPP y el dominio BH3 de la proteina Bax de SEQ. No.154;
- el péptido obtenido a partir de Reticulon RTN1-C de SEQ. No. 155;

- el Reticulén 3 humano de longitud completa de SEQ. No. 156;
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- la caspasa-3 activa modificada constitutivamente de SEQ. No. 157;

- el dominio SAC procedente de la proteina Par-4 de SEQ. No. 158;

- proteina Noxa de SEQ. No.159;

- fragmento MTD/CKP de la proteina Noxa de SEQ. No. 160;

- el péptido hibrido corto Antp-TPR de SEQ. No. 161;

- el inhibidor peptidico del dominio SH2 de la proteina Stat3 de SEQ. No. 162;

- el péptido obtenido a partir del dominio BH3 de la proteina Bak de SEQ. No. 163;

- el péptido obtenido a partir del dominio BH3 de la proteina Bad de SEQ. No. 164;y
- el péptido ATAP de la proteina Bfl1 de SEQ. No. 165.

6. La proteina de fusion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que entre el dominio (a) y el dominio
(b) contiene un dominio (c) que comprende un sitio de escision para proteasas reconocido por las proteasas presen-
tes en el entorno de las células tumorales, seleccionado a partir de una secuencia reconocida por la metaloproteasa
MMP, una secuencia reconocida por la urocinasa uPA, una secuencia reconocida por la furina y combinaciones de
las mismas.

7. La proteina de fusion segun la reivindicacion 6, en la que la secuencia reconocida por la metaloproteasa
MMP es SEQ. No. 51, SEQ. No. 171 o SEQ. No. 173, la secuencia reconocida por la urocinasa uPA es SEQ. No. 52,
y la secuencia reconocida por la furina es SEQ. No. 53 o SEQ. No. 172.

8. La proteina de fusion segun las reivindicaciones 6 o 7, en la que el dominio (c) es una combinacién de se-
cuencias reconocidas por la metaloproteasa MMP y la urocinasa uPA situadas una al lado de la otra.

9. La proteina de fusién segun las reivindicaciones 6 o 7, en la que el dominio (c) es una secuencia reconocida
por furina.

10. La proteina de fusién segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el dominio (b) esta
enlazado adicionalmente con un dominio de transporte (d), seleccionado a partir del grupo que consiste en:

- (d1) secuencia que se dirige al reticulo endoplasmico,

- (d2) secuencia de poliarginina que transporta a través de la membrana celular, que comprende 6, 7, 8 0 9
residuos de Arg,

- (d3) dominio de traslocacién de Pseudomonas aeruginosa seleccionado a partir de SEQ. No. 54 o SEQ. No.
176;

- (d4) dominio de transporte a través de la membrana,
- (d5) dominio de localizacién nuclear, y
- (d6) dominio de direccionamiento mitocondrial,

y sus combinaciones.

11. La proteina de fusion segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende adicional-
mente un dominio (e) de un enlazador estérico flexible de glicina-serina entre los dominios (a), (b), (c) y/o (d).

12. La proteina de fusion segun la reivindicacion 1, que tiene la secuencia de aminoacidos seleccionada a partir
del grupo que consiste en SEQ. No. 1; SEQ. No. 2; SEQ. No. 3; SEQ. No. 4; SEQ. No. 5; SEQ. No. 6; SEQ. No. 7;
SEQ. No. 8; SEQ. No. 9; SEQ. No. 10; SEQ. No. 11; SEQ. No. 12; SEQ. No. 13; SEQ. No. 14; SEQ. No. 15; SEQ.
No. 16; SEQ. No. 17; SEQ. No. 18; SEQ. No. 19; SEQ. No. 20; SEQ. No. 21; SEQ. No. 22; SEQ. No. 23; SEQ. No.
24; SEQ. No. 25, SEQ. No. 26, SEQ. No. 93, SEQ. No. 94, SEQ. No. 95, SEQ. No. 96, SEQ. No. 97, SEQ. No. 98,
SEQ. No. 99, SEQ. No. 100, SEQ. No. 101, SEQ. No. 102, SEQ. No. 103, SEQ. No. 104, SEQ. No. 105, SEQ. No.
106, SEQ. No. 107, SEQ. No. 108, SEQ. No. 109, SEQ. No. 110, SEQ. No. 111, SEQ. No. 112, SEQ. No. 113, SEQ.
No. 114, SEQ. No 115, SEQ. No. 116, SEQ. No. 117, SEQ. No. 118, SEQ. No. 119, SEQ. No. 120 y SEQ. No. 121.

13. La proteina de fusiéon segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que contiene adicional-
mente como su parte C-terminal la secuencia hTRAIL95-121, precedida por la secuencia del sitio de escisién de pro-
teasas que permite su escision de la estructura artificial.

14. Una composicion farmacéutica, que comprende como ingrediente activo la proteina de fusiéon tal como se
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ha definido en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en combinacién con un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

15. Una proteina de fusién tal como se ha definido en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, para uso
en un método de tratamiento de enfermedades cancerigenas en mamiferos, incluyendo seres humanos.
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SITIO DE ESCISION uPa, MMP
SECUENCIA POLI ARG
FRAGMENTO DE PROTEINA BAX

194 aa

EJEMPLO 1

SITIO DE ESCISION uPa, MMP
SECUENCIA POLI ARG

FRAGMENTO DE PROTEINA BID

TRAIL

193 aa
EJEMPLO 2
ENLAZADOR
SITIO DE ESCISION uPa, MMP

TRAIL

ARNasa I DOMINIO DIRIGIDO A ER

303 aa
EJEMPLO 3
TRAIL ENLAZADOR ARNasa lll
293 aa
EJEMPLO 4
ENLAZADOR DOMINIO DIRIGIDO A ER
SITIO DE ESCISION uPa, MMP

TRAIL
CITOCROMO C

283 aa

EJEMPLO 5

FIG. 1
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DOMINIO DE TRANSLOCACION

ENLAZADOR DE PSEUDOMONAS
SITIO DE ESCISION DE FURINA DOMINIO DIRIGIDO A ER
TRAIL ENLAZADOR| ENLAZADOR CITOCROMO C

407 aa
EJEMPLO 6
ENLAZADOR
|SITIO DE ESCISION DE FURINA
GRANZIMA B ENLAZADOR TRAIL

409 aa
EJEMPLO 7
ENLAZADOR
SITIO DE ESCISION DE FURINA DOMINIO DIRIGIDO A ER
GRANZIMA B R

TRA|L

405 aa

EJEMPLO 8

SITIO DE ESCISION uPa, MMP
SECUENCIA POLIARG |

PEPTIDO NUR77 | TRAIL

187 aa

EJEMPLO 9

SITIO DE ESCISION uPa, MMP
SECUENCIA POLI ARG
FRAGMENTO DE
PROTEINA BA

193 aa

EJEMPLO 10

FIG. 2
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SITIO DE ESCISION uPa, MMP

SECUENCIA POLI ARG
DOMINIO BH3 DE PROTEINA PUMA

204 aa

EJEMPLO 11

SITIO DE ESCISION uPa, MMP

TRAIL ENLAZADOR PUMA DOMINIO DIRIGIDO AER

372 aa

EJEMPLO 12

DOMINIO DE TRANSLOCACION
DE PSEUDOMONAS
ENLAZADOR
SITIO DE ESCISION DE FURINA
TRA|L ENLAZADOR

DOMINIO DIRIGIDO A ER

ENLAZADOR PUMA

493 aa
EJEMPLO 13
SITIO DE ESCISION uPa, MMP
SECUENCIA POLI ARG
FRAGMENTO DE PROTEINA SMAC/DIABLO [TRAIL
186 aa
EJEMPLO 14
SITIO DE ESCISION uPa, MMP
BUFORINA IlIb TRAIL
191 aa
EJEMPLO 15

FIG. 3
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ENLAZADOR
SITIO DE ESCISION uPa, MMP
ONCONASA

279 aa
EJEMPLO 16
TRAIL‘ ENLAZADOR ONCONASA
274 aa
EJEMPLO 17

SITIO DE ESCISION uPa, MMP
SECUENCIA POLI ARG

INHIBIDOR DE MDM2 TRAIL

197 aa

EJEMPLO 18

SITIO DE ESCISION uPa, MMP
SECUENCIA POLI ARG

INHIBIDOR DE p53 TRAIL

189 aa
EJEMPLO 19
SITIO DE ESCISION uPa, MMP
SECUENCIA POLI ARG

PEPTIDO DE LUNASINA TRAIL

195 aa

EJEMPLO 20

FIG. 4
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SITIO DE ESCISION uPa, MMP SITIO DE ESCISION uPa, MMP
SECUENCIA POLI ARG, | SECUENCIA POLI ARG
FRAGMENTO DE PROTEINA | | TRAIL FRAGMENTO DE DOMINIO BH3 BID

SMAC/DIABLO i

218 aa

EJEMPLO 21
E SITIO DE ESCISION uPa, MMP

INHIBIDOR DE PROTEASOMA
!SECUENC!A POLI ARG

199 aa

EJEMPLO 22

ENLAZADOR | 51710 DE ESCISION DE FURINA

| INHIBIDOR DE PROTEASOMA
DOMINIO DIRIGIDO A ER

|
I
i
{

289 aa
EJEMPLO 23
) SITIO DE ESCISION uPa, MMP
FRAGMENTO DE LIGANDO TNF -
TRAIL
183 aa
EJEMPLO 24
SITIO DE ESCISION uPa, MMP
FRAGMENTO DE LIGANDO TNF TRAIL
179 aa
EJEMPLO 25
SITIO DE ESCISION uPa, MMP
FRAGMENTO DE LIGANDO TNF TRAIL
180 aa

EJEMPLO 26

FIG. 5
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N | I
TRAILS5-281 DOMINIO DE TRANSPORTE DE PE SECUENCIA DE DIRECCIONAMIENTO

& oOR SITIO DE ESCISION DE FURINA
ENLAZADOR ENLAZADOR ARNasa A HUMANO

[ e—

EJEMPLO 27 459 aa

DOMINIO DE TRANSPORTE

SITIO DE ESCISION uPa, MMP

PEPTIDO DERIVADO DE NUR77 TRAILS5-281

213 aa

EJEMPLO 28

PEPTIDO DERIVADO DE AZURINA SITIO DE ESCISION uPa, MMP
TRAIL116-281

204 aa
EJEMPLO 29

SECUENCIA DE

SITIO DE ESCISION DE FURINA DIRECCIONAMIENTO DE ER

PEPTIDO DERIVADO DE AZURINA

TRAIL120-281 ENLAZADOR

205 aa
EJEMPLO 30

SITIO DE ESCISION uPa, MMP
TRAIL120-281 ENLAZADOR PEPTIDO DERIVADO DE AZURINA

207 aa
EJEMPLO 31

FIG. 6
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SITIO DE ESCISION uPa, MMP

TRAIL120-281 AZURINA

ENLAZADOR

327 aa
EJEMPLO 32
DOMINIO DE TRANSPORTE
PEPTIDO DERIVADO DE SMAC/DIABLO ITIO DE ESCISION uPa, MMP

TRAIL114-281

199 aa

EJEMPLO 33

DOMINIO DE TRANSPORTE

SITIO DE ESCISION uPa, MMP
ENLAZADOR

PEPTIDO DERIVADO

DE SMAC/DIABLO TRAIL95-281

221 aa
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