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DESCRIPCION
Composiciones para aumentar la estabilidad y actividad de polipéptidos, y métodos relacionados
Antecedentes de la invencion

Existe la necesidad en la técnica de métodos y composiciones que potencien la estabilidad de proteinas. Existe
particularmente la necesidad de composiciones que potencien la estabilidad de polimerasas tales como polimerasas
Tag de modo que puedan retener la actividad enzimatica después de exposicién a corto plazo o largo plazo a
temperaturas por encima de congelacion. Existe también la necesidad en la técnica de composiciones que potencien
la fidelidad, sensibilidad, y rendimiento de las polimerasas. Se describen proteinas de fusién estabilizadas que tienen
la cola &cida de sinucleina en Lee et al. Pharmaceutical Research 22, 10 (2005) 1735-1746.

Sumario de la invencion
La invencién es como se define en las reivindicaciones.

Esta descripciéon proporciona péptidos, polipéptidos, polipéptidos de fusién, composiciones, y métodos para
posibilitar la retenciéon de la actividad de una enzima (por ejemplo, ADN polimerasa, ARN polimerasa, nucleasa,
transcriptasa inversa, ADN desaminasa, ARN desaminasa, proteasa) o una proteina (por ejemplo, eritropoyetina,
factor inhibidor de leucemia humana (hLIF), factor estimulador de colonias de granulocitos macréfagos (GM-CSF),
insulina, factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), leptina, bevacizumab) después de exposicién a corto
plazo o largo plazo a una temperatura de aproximadamente -20 °C a aproximadamente 35 °C. Los péptidos,
polipéptidos, polipéptidos de fusién, o composiciones proporcionados en este documento pueden potenciar la
estabilidad de una enzima o proteina a temperatura ambiente. Una enzima o proteina proporcionada en este
documento puede ser cualquier proteina de unién a acido nucleico, por ejemplo, una proteina de unién a ADN, una
proteina de uniéon a ARN, un fragmento de las mismas, o cualquier combinacién de las mismas. Una enzima o
proteina proporcionada en este documento puede unirse a otras proteinas, por ejemplo, receptores de hormonas.

En algunas realizaciones, los polipéptidos, polipéptidos de fusion, o composiciones proporcionados en este
documento retienen la actividad a una temperatura entre -20 °C y 50 °C. En algunas realizaciones, los polipéptidos,
polipéptidos de fusion, o composiciones retienen la actividad enzimatica o actividad hormonal a una temperatura
entre -20 °C y 50 °C. En algunas realizaciones, la actividad enzimatica o actividad hormonal de los polipéptidos,
polipéptidos de fusién, o composiciones después de su exposicion a una temperatura entre -20 °C y 50 °C es al
menos el 50 % de la actividad enzimatica del polipéptido antes de su exposicion a dicha temperatura.

Las marcas peptidicas proporcionadas en este documento aumentan la estabilidad de los polipéptidos. En algunas
realizaciones, las marcas peptidicas inhiben la pérdida de actividad enzimatica de los polipéptidos. En algunas
realizaciones, las marcas peptidicas inhiben la degradacién de los polipéptidos, polipéptidos de fusién, o
composiciones. En algunas realizaciones, las marcas peptidicas aumentan la estabilidad o inhiben la pérdida de
actividad enzimatica de los polipéptidos durante al menos un dia. En algunas realizaciones, las marcas peptidicas
aumentan la estabilidad o inhiben la pérdida de actividad enzimatica de los polipéptidos durante al menos una
semana. En algunas realizaciones, las marcas peptidicas aumentan la estabilidad o inhiben la pérdida de actividad
enzimatica de los polipéptidos durante al menos un mes.

En algunas realizaciones, los polipéptidos proporcionados en este documento muestran estabilidad, actividad
enzimatica, o actividad hormonal potenciada en comparacion con un polipéptido similar que no comprende una
marca peptidica proporcionada en este documento. En algunas realizaciones, los polipéptidos tienen al menos un 50
%, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 0 95 % de la actividad enzimatica o actividad hormonal de un polipéptido similar que no
comprende a marca peptidica proporcionada en este documento. En algunas realizaciones, los polipéptidos tienen al
menos un 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 0 95 % de la actividad enzimatica o actividad hormonal de un polipéptido
similar que no comprende una marca peptidica proporcionada en este documento, después de su exposicion a una
temperatura entre -20 °C y 50 °C. En algunas realizaciones, los polipéptidos tienen al menos un 5 %, 10 %, 15 %, 20
%, 25 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 100 %, o 200 % mayor actividad enzimatica o actividad
hormonal que la actividad enzimatica o actividad hormonal de un polipéptido similar que no comprende una marca
peptidica proporcionada en este documento, después de su exposicion a una temperatura entre -20 °C y 50 °C.

Los polipéptidos se unen a una marca peptidica que tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos un 70 %
idéntica a la SEC ID N° 1. En algunas realizaciones, la marca peptidica tiene una secuencia de aminoacidos
mostrada en la SEC ID N° 1, SEC ID N® 13, o SEC ID N? 14. También se proporcionan en este documento marcas
peptidicas que tienen una secuencia de aminoacidos que es al menos un 70 % idéntica a la SEC ID N° 13 o SEC ID
N¢ 14. En algunas realizaciones, los polipéptidos, unidos a marcas peptidicas proporcionadas en este documento,
comprenden una secuencia de aminoacidos que es al menos un 70 % idéntica a la SEC ID N° 6, SEC ID N° 8, o
SEC ID N® 11. En algunas realizaciones, los polipéptidos, unidos a marcas peptidicas proporcionadas en este
documento, comprenden una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N2 6, SEC ID N2 8, o SEC ID N® 11.
En algunas realizaciones, el polipéptido comprende una secuencia de aminodcidos que es al menos un 70 %
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idéntica a la SEC ID N2 1, SEC ID N° 6, SEC ID N® 8, SEC ID N° 11, SEC ID N® 13, SEC ID N? 14, SEC ID N° 16,
SEC ID N2 18, SEC ID N® 20, SEC ID N? 22. En algunas realizaciones, los polipéptidos no tienen la secuencia de
aminodcidos mostrada en la SEC ID N2 2, SEC ID N2 6, o SEC ID N? 11.

En algunas realizaciones, los polipéptidos proporcionados en este documento se unen a una marca peptidica que
esta codificada por una secuencia de nucleétidos que es al menos un 70 % idéntica a la SEC ID N° 3 o SEC ID N®
15. En algunas realizaciones, los polipéptidos proporcionados en este documento se unen a una marca peptidica
que esta codificada por una secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEC ID N° 3 o SEC ID N? 15. También se
proporciona en este documento un polipéptido codificado por una secuencia de nucleétidos que es al menos un 70
% idéntica a la SEC ID N° 4, SEC ID N° 5, SEC ID N® 7, o SEC ID N® 12. También se proporciona en este
documento un polipéptido codificado por una secuencia de nucleétidos mostrada en la SEC ID N 4, SEC ID N¢ 5,
SECIDN?7,0SEC IDN®12.

También se proporciona en este documento un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos que es al
menos un 70 % idéntica a la SEC ID N® 10. También se proporciona en este documento un polipéptido que tiene una
secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N® 10. También se proporciona en este documento un polipéptido
que comprenden un motivo de secuencia que se une a un ADN bicatenario. También se proporciona en este
documento un polipéptido que esté codificado por una secuencia de nucledtidos que es al menos un 70 % idéntica a
la SEC ID N2 9. También se proporciona en este documento un polipéptido que esta codificado por una secuencia de
nucleétidos mostrada en la SEC ID N° 9. También se proporciona en este documento un polipéptido codificado por la
SEC IDN® 3, SEC IDN®5, SECID N®7, SEC ID N2 12, SEC ID N2 15, SEC ID N® 17, SEC ID N2 19, SEC ID N¢ 21,
o SEC ID N® 23.

Se describen en este documento polipéptidos de fusion que comprenden una marca peptidica que tiene una
secuencia de aminoacidos que es al menos un 70 % a un 98 % idéntica a la SEC ID N° 1 y al menos un polipéptido,
donde la marca peptidica esta unida a dicho al menos un polipéptido, y la marca peptidica estabiliza el polipéptido
de fusién a una temperatura entre -20 °C y 50 °C. En una realizacién, la marca peptidica se une covalentemente a
ese al menos un polipéptido. En una realizacion, la marca peptidica se une no covalentemente a ese al menos un
polipéptido. En una realizacion, la marca peptidica se une al extremo amino del al menos un polipéptido. En una
realizacién, la marca peptidica se une al extremo carboxi del al menos un polipéptido. Se describe en este
documento un polipéptido de fusién que comprende un primer polipéptido y un segundo polipéptido. El primer
polipéptido puede ser una enzima y el segundo polipéptido puede ser una proteina de unién a doble cadena. La
marca peptidica puede unirse al extremo amino del primer polipéptido, y el extremo carboxi del primer polipéptido
puede unirse al extremo amino del segundo polipéptido. La marca peptidica puede unirse al extremo amino del
segundo polipéptido, y el extremo carboxi del segundo polipéptido puede unirse al extremo amino del primer
polipéptido.

En un aspecto, esta descripcién proporciona un polipéptido, polipéptido de fusién, o composicion que comprende
una marca peptidica unida a un polipéptido, donde dicho polipéptido retiene una actividad enzimatica después de su
exposicion a una temperatura de al menos aproximadamente -10 °C a aproximadamente 50 °C, y donde dicho
polipéptido de fusién no tiene la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N® 2.

En otro aspecto, esta descripcion proporciona una composicion que comprende: (a) un polipéptido de fusién que
comprende un primer polipéptido unido a un péptido, donde dicho polipéptido de fusion retiene una actividad
enzimatica después de su exposicion a una temperatura de al menos aproximadamente -10 °C a aproximadamente
50 °C ; y (b) un segundo polipéptido.

El péptido puede unirse covalentemente a dicho polipéptido, dicho primer polipéptido o dicho segundo polipéptido. El
péptido puede unirse no covalentemente a un polipéptido, dicho primer polipéptido o dicho segundo polipéptido. El
péptido puede unirse a dicho polipéptido, dicho primer polipéptido o dicho segundo polipéptido en el extremo amino
de dicho polipéptido, dicho primer polipéptido o dicho segundo polipéptido. El péptido puede unirse a dicho
polipéptido, dicho primer polipéptido o dicho segundo polipéptido en el extremo carboxi de dicho polipéptido, dicho
primer polipéptido o dicho segundo polipéptido. El polipéptido, primer polipéptido, o segundo polipéptido puede ser
una proteina termoestable. La proteina termoestable puede ser una enzima. La enzima puede ser una polimerasa,
una transcriptasa inversa, una nucleasa, una pirofosfatasa, una proteasa, o una desaminasa. Se describe en este
documento un polipéptido de fusiéon que es un polipéptido codificado por la SEC ID N2 4. El polipéptido de fusidn
puede ser al menos un 70 % idéntico a un polipéptido codificado por la SEC ID N° 4, SEC ID N° 5, o SEC ID N° 12.
El péptido puede ser al menos un 70 % idéntico a la SEC ID N° 1.

Se proporcionan en este documento composiciones que comprenden un polipéptido de fusion que comprende una
marca peptidica unida a un primer polipéptido, y un segundo polipéptido, donde la marca peptidica estabiliza dicho
primer polipéptido o dicho segundo polipéptido a una temperatura entre -20 °C y 50 °C. La marca peptidica puede
estabilizar el primer polipéptido o el segundo polipéptido durante al menos 1 dia a una temperatura entre -20 °C y 50
°C. El polipéptido de fusién o el segundo polipéptido puede retener la actividad enzimatica o actividad hormonal a
una temperatura entre -20 °C y 50 °C. La actividad enzimatica o actividad hormonal del polipéptido de fusién o el
segundo polipéptido después de su exposicion a una temperatura entre -20 °C y 50 °C puede ser al menos el 50 %
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de la actividad enzimatica o actividad hormonal del polipéptido de fusion o el segundo polipéptido antes de su
exposicion a dicha temperatura. El primer polipéptido o el segundo polipéptido puede ser una polimerasa,
transcriptasa inversa, nucleasa, pirofosfatasa, desaminasa, o proteasa. El primer polipéptido o el segundo
polipéptido puede ser eritropoyetina, factor inhibidor de leucemia humana (hLIF), factor estimulador de colonias de
granulocitos macréfagos (GM-CSF), insulina, factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), leptina, o
bevacizumab. El primer polipéptido o el segundo polipéptido puede comprender al menos una mutacion. El
polipéptido de fusion puede comprender un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos un
70 % idéntica a la SEC ID N2 1, SEC ID N2 6, SEC ID N° 8, SEC ID N2 11, SEC ID N? 13, SEC ID N° 14, SEC ID N¢®
16, SEC ID N® 18, SEC ID N® 20, o SEC ID N® 22. El polipéptido de fusion puede comprender un polipéptido
codificado por la SEC ID N2 3, SEC ID N2 5, SEC ID N2 7, SEC ID N¢ 12, SEC ID N® 15, SEC ID N® 17, SEC ID N¢®
19, SEC ID N2 21, 0 SEC ID N° 23.

Las composiciones proporcionadas en este documento pueden comprender adicionalmente un tercer polipéptido. El
polipéptido de fusién puede tener una secuencia mostrada en la SEC ID N¢ 2, el segundo polipéptido puede tener
una secuencia mostrada en la SEC ID N2 6, y el tercer polipéptido puede tener una secuencia mostrada en la SEC
ID N2 11.

El segundo polipéptido puede ser una polimerasa. El segundo polipéptido puede ser al menos un 70 % idéntico a un
polipéptido codificado por la SEC ID N2 5 o SEC ID N® 12. El segundo polipéptido puede ser al menos un 70 %
idéntico a un polipéptido codificado por la SEC ID N 4. El polipéptido de fusion puede comprender una enzima o
polimerasa y dicho péptido puede tener al menos un 70 % de identidad con un péptido codificado por la SEC ID N°
3, SEC ID N2 7, 0 SEC ID N2 9. El polipéptido, primer polipéptido, o segundo polipéptido pueden seleccionarse entre
el grupo que consiste en: ADN polimerasa |, ADN polimerasa | de Thermus aquaticus (Taq), y ADN polimerasa de
Thermococcus gorgonarius (Tgo). El polipéptido, primer polipéptido, o segundo polipéptido puede ser eritropoyetina.
El polipéptido, primer polipéptido o segundo polipéptido puede ser un polimerasa taq. El polipéptido, primer
polipéptido o segundo polipéptido puede ser una polimerasa Tgo, o ser un 70 % idéntico a una polimerasa Tgo. El
polipéptido, primer polipéptido o segundo polipéptido puede ser una polimerasa Tag. El polipéptido, primer
polipéptido, o segundo polipéptido puede seleccionarse entre el grupo que consiste en: pirofosfatasa de
Thermoplasma acidophilum (TAPP), dCTP desaminasa de Pirococcus horikoshii, citidina desaminasa y una
desoxicitidina desaminasa. La desaminasa puede ser una ARN desaminasa o una ADN desaminasa. El polipéptido,
primer polipéptido, o segundo polipéptido puede ser una proteina no termoestable. La proteina no termoestable
puede ser un factor inhibidor de leucemia humana (hLIF) o leptina. La temperatura puede ser aproximadamente 20
°C a aproximadamente 30 °C.

La exposicién a la temperatura puede ser durante al menos 1 semana. La actividad enzimatica puede ser mayor de
aproximadamente el 50 % de la actividad de la enzima antes de la exposicién a una temperatura de al menos
aproximadamente -20 °C a aproximadamente 35 °C. El péptido puede tener una secuencia de aminoacidos con al
menos un 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 0 95 % de identidad con la secuencia de la SEC ID N° 1, SEC ID N¢ 8,
SEC ID N2 10, o SEC ID N® 13. El polipéptido de fusién puede tener una secuencia de aminoacidos que es al menos
un 70 % idéntica a la SEC ID N® 2. El péptido puede ser al menos un 70 % idéntico a un péptido codificado por una
secuencia de nucleétidos que es la SEC ID N° 3, SEC ID N2 7, o SEC ID N? 9. El polipéptido unido al péptido puede
ser al menos un 70 % idéntico a un polipéptido codificado por una secuencia de nucleétidos que es la SEC ID N° 5 o
SEC ID N® 12. El polipéptido unido al péptido puede ser al menos un 70 % idéntico a un polipéptido codificado por
una secuencia de nucleétidos que es la SEC ID N° 4, SEC ID N2 5, 0 SEC ID N2 12.

En otro aspecto mas, la descripcion proporciona un polipéptido, polipéptido de fusién, o composicién que comprende
un péptido con una secuencia de aminoacidos que es al menos un 70 % homologa a la SEC ID N° 1 donde el
péptido esta unido a un polipéptido. En algunas realizaciones, el péptido se une al polipéptido a través de un enlace
covalente o no covalente. En algunas realizaciones, el polipéptido es una proteina termoestable. En algunas
realizaciones, la proteina termoestable es una enzima. En algunas realizaciones, la enzima es una polimerasa, una
transcriptasa inversa, una nucleasa, una proteasa, una pirofosfatasa, o una desaminasa. En algunas realizaciones,
la polimerasa es ADN polimerasa |, ADN polimerasa | de Thermus aquaticus (Taq), o ADN polimerasa de
Thermococcus gorgonarius (Tgo). En algunas realizaciones, la polimerasa es una polimerasa Tag. En algunas
realizaciones, la pirofosfatasa es pirofosfatasa de Thermoplasma acidophilum (TAPP). En algunas realizaciones, la
desaminasa es dCTP desaminasa de Pirococcus horikoshii. En algunas realizaciones, la desaminasa es una citidina
desaminasa o una desoxicitidina desaminasa. En algunas realizaciones, la desaminasa es una ARN desaminasa o
una ADN desaminasa. En algunas realizaciones, el polipéptido es una proteina no termoestable. En algunas
realizaciones, dicho polipéptido, primer polipéptido o segundo polipéptido es ADN polimerasa de Thermus
thermophilics (Tth) o polimerasa ZO5.

El polipéptido, primer polipéptido o segundo polipéptido puede ser factor inhibidor de leucemia humana (hLIF) o
leptina. El polipéptido unido al péptido puede retener una actividad enzimatica después de su exposicion a una
temperatura de aproximadamente -20 °C a aproximadamente 35 °C. El polipéptido puede mostrar una actividad
enzimatica después de su exposicion a una temperatura de aproximadamente 20 °C a aproximadamente 30 °C. La
exposicion a una temperatura puede ser durante mas de 1 dia. La actividad enzimatica puede ser mayor de
aproximadamente el 50 % de la actividad de la composicién antes de su exposicion a una temperatura de al menos
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aproximadamente -20 °C a aproximadamente 35 °C. El péptido puede estar codificado por una secuencia de
nucleétidos que es al menos un 70 % idéntica ala SEC ID N°3 0 SEC ID N° 7.

También se describe un polipéptido de fusidon que comprende un primer péptido que es al menos un 70 % idéntico a
un péptido codificado por la SEC ID N 3 y un segundo péptido que es al menos un 70 % idéntico a un péptido
codificado por la SEC ID N® 9. El primer y segundo péptidos pueden estar unidos a un tercer péptido. El primer y
segundo péptidos pueden unirse entre si. El enlace puede ser covalente. El primer péptido puede unirse al extremo
N-terminal de un polipéptido y donde dicho segundo péptido se une al extremo C-terminal de dicho polipéptido.

El segundo péptido puede unirse al extremo C-terminal de dicho primer péptido. El polipéptido de fusion puede tener
al menos un 70 % de identidad con un péptido codificado por la SEC ID N° 7.

También se describe un método de amplificacion de acido nucleico que comprende diluir un cebador de &cido
nucleico con una mezcla que comprende una polimerasa, donde la polimerasa se une a un péptido que es al menos
un 70 % idéntico a un péptido codificado por la SEC ID N2 3, SEC ID N° 7, SEC ID N2 9, SEC ID N2 15, SEC ID N¢
17 o SEC ID N 19. La polimerasa puede unirse en su extremo N-terminal al péptido. La polimerasa se une en su
extremo C-terminal al péptido. La polimerasa puede ser una polimerasa Tag. La polimerasa puede mostrar una
actividad enzimatica después de su exposicién a una temperatura entre -20 °C y 50 °C. La polimerasa puede
mostrar una actividad enzimatica después de su exposicién a una temperatura de aproximadamente -20 °C a
aproximadamente 35 °C. La mezcla puede comprender adicionalmente una segunda polimerasa. La segunda
polimerasa puede unirse a una secuencia peptidica que es al menos un 70 % homéloga a la SEC ID N¢ 1, SEC ID
N¢ 8, SEC ID N® 13, SEC ID N° 14, SEC ID N° 16, o SEC ID N? 18. La polimerasa puede mostrar una actividad
enzimatica después de su exposicién a una temperatura de aproximadamente 20 °C a aproximadamente 30 °C
durante al menos un dia. La actividad enzimatica puede ser mayor de aproximadamente el 50 % de la actividad de la
composicion antes de su exposicion a la temperatura de aproximadamente 20 °C a aproximadamente 30 °C durante
al menos un dia.

La invencion proporciona métodos para aumentar la estabilidad de un polipéptido que comprende unir dicho
polipéptido a una marca peptidica que tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos un 70 % idéntica a la
SEC ID N2 1.

También se describe el uso de una marca peptidica para aumentar la estabilidad de un polipéptido, donde la marca
peptidica tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos un 70 % idéntica a la SEC ID N° 1.

En algunas realizaciones, la marca peptidica tiene una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N® 1, SEC
ID N2 13, SEC ID N° 14, SEC ID N° 16, o SEC ID N® 18. En algunas realizaciones, la marca peptidica esta codificada
por una secuencia de acido nucleico mostrada en la SEC ID N° 3, SEC ID N2 15, SEC ID N2 17, 0 SEC ID N° 19. En
algunas realizaciones, la marca peptidica comprende al menos uno a seis restos de histidina. En algunas
realizaciones, la marca peptidica comprende un sitio de escision por proteasa. En algunas realizaciones, el sitio de
escision por proteasa comprende la secuencia de aminoacidos DDDDK. En algunas realizaciones, la marca
peptidica inhibe la degradacion o desnaturalizacion del polipéptido a una temperatura entre -20 °C y 50 °C. En
algunas realizaciones, la marca peptidica inhibe la pérdida de la funcion proteica del polipéptido a una temperatura
entre -20 °C y 50 °C. En algunas realizaciones, la funcién proteica del polipéptido después de su exposicion a dicha
temperatura es de al menos el 50 % de la funcién proteica del polipéptido antes de su exposicion a dicha
temperatura. En algunas realizaciones, la marca peptidica mantiene la estabilidad del polipéptido durante al menos
un dia a una temperatura entre -20 °C y 50 °C. En algunas realizaciones, el polipéptido unido a la marca peptidica
tiene una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N2 6, SEC ID N2 8, SEC ID N2 11, SEC ID N2 20, o SEC
ID Ne 22.

En algunas realizaciones, la marca peptidica se une covalentemente al polipéptido. En algunas realizaciones, la
marca peptidica se une no covalentemente al polipéptido. En algunas realizaciones, la marca peptidica se une al
extremo amino del polipéptido. En algunas realizaciones, la marca peptidica se une al extremo carboxi del
polipéptido. En algunas realizaciones, el polipéptido es eritropoyetina, factor inhibidor de leucemia humana (hLIF),
factor estimulador de colonias de granulocitos macréfagos (GM-CSF), insulina, factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF), leptina, o bevacizumab. En algunas realizaciones, el polipéptido comprende al menos una
mutacion.

En algunas realizaciones, el polipéptido unido a la marca peptidica esta codificado por una secuencia de &cido
nucleico mostrada en la SEC ID N° 5, SEC ID N® 7, SEC ID N? 12, SEC ID N? 21, o SEC ID N® 23. En algunas
realizaciones, el polipéptido es una proteina o enzima termoestable. En algunas realizaciones, la enzima es una
polimerasa, transcriptasa inversa, nucleasa, pirofosfatasa, desaminasa, o proteasa. En algunas realizaciones, la
polimerasa es una ADN polimerasa |, ADN polimerasa | de Thermus aquaticus (Taq), ADN polimerasa de
Thermococcus gorgonarius (Tgo), ADN polimerasa de Thermus thermophilics (Tth), o ADN polimerasa ZO5. En
algunas realizaciones, la pirofosfatasa es una pirofosfatasa de Thermoplasma acidophilum (TAPP). En algunas
realizaciones, la desaminasa es una dCTP desaminasa de Pirococcus horikoshii.
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También se describen en este documento métodos para aumentar la estabilidad de un polipéptido, polipéptido de
fusién, o composicion que comprende proporcionar una marca peptidica que es un 70 % a un 98 % idéntica a la
SEC ID N? 1. Se proporcionan en este documento métodos para aumentar la estabilidad de un polipéptido,
polipéptido de fusién, o composicién que comprende proporcionar un polipéptido que no es la SEC ID N2 2, SEC ID
N¢ 6, o SEC ID N 11. Se proporcionan en este documento métodos para inhibir la pérdida de actividad enzimatica o
actividad hormonal de un polipéptido, polipéptido de fusién, o composicion que comprende proporcionar una marca
peptidica que es un 70 % a un 98 % idéntica a la SEC ID N° 1. Se proporcionan en este documento métodos para
inhibir la pérdida de actividad enzimatica o actividad hormonal de un polipéptido, polipéptido de fusion, o
composicion que comprende proporcionar un polipéptido que no es la SEC ID N° 2, SEC ID N® 6, o SEC ID N°® 11.

Se proporcionan en este documento métodos para inhibir la degradacién de un polipéptido, polipéptido de fusién, o
composicién que comprende proporcionar una marca peptidica que es un 70 % a un 98 % idéntica a la SEC ID N° 1.
Se proporcionan en este documento métodos para inhibir degradacion de un polipéptido, polipéptido de fusién, o
composicién que comprende proporcionar un polipéptido que no es la SEC ID N2 2, SEC ID N2 6, o SEC ID N¢ 11. El
péptido esta unido al polipéptido. El polipéptido o composicion puede comprender adicionalmente un segundo
polipéptido, donde la marca peptidica unida al polipéptido aumenta la estabilidad del segundo polipéptido. El
polipéptido o composicion puede comprender adicionalmente un tercer polipéptido, donde la marca peptidica unida
al polipéptido aumenta la estabilidad del segundo polipéptido o el tercer polipéptido.

En algunas realizaciones, se proporcionan en este documento métodos para aumentar la estabilidad de un
polipéptido que comprende unir dicho polipéptido a una marca peptidica que tiene una secuencia de aminoacidos
que es al menos un 70 % idéntica a la SEC ID N° 1, donde la marca peptidica no es la SEC ID N° 1. También se
describe el uso de una marca peptidica para aumentar la estabilidad de un polipéptido, donde la marca peptidica
tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos un 70 % idéntica a la SEC ID N° 1, donde la marca peptidica
no es la SEC ID N? 1. Se proporcionan en este documento métodos para aumentar la estabilidad de un polipéptido,
polipéptido de fusion, o composicion, donde el polipéptido, polipéptido de fusion, o composicion no es la SEC ID N2 1
unida a una polipéptido. Se proporciona en este documento el uso de una marca peptidica para aumentar la
estabilidad del polipéptido, polipéptido de fusién, o composicion, donde el polipéptido, polipéptido de fusién, o
composicién no es la SEC ID N? 1 unida a un polipéptido. Se proporcionan en este documento métodos para
aumentar la estabilidad de un polipéptido, polipéptido de fusién, o composicion, donde el polipéptido, polipéptido de
fusién, o composicién no es la SEC ID N° 1 unida a una polimerasa Taq. Se proporciona en este documento el uso
de una marca peptidica para aumentar la estabilidad de un polipéptido, polipéptido de fusiéon, o composicion, donde
el polipéptido, polipéptido de fusiéon, o composicion no es la SEC ID N® 1 unida a una polimerasa Tag. Se
proporcionan en este documento métodos para aumentar la estabilidad de un polipéptido, polipéptido de fusion, o
composicion, donde el polipéptido, polipéptido de fusiéon, o composicion no es la SEC ID N° 1 unida a una
polimerasa Tgo. Se proporciona en este documento el uso de una marca peptidica para aumentar la estabilidad de
un polipéptido, polipéptido de fusidon, o composicién, donde el polipéptido, polipéptido de fusién, o composicion no es
la SEC ID N® 1 unida a una polimerasa Tgo.

En otro aspecto mas, esta descripcidn proporciona un vector de &cido nucleico para su uso en una bacteria que
comprende una secuencia de inicio de la traduccidn eucariota cadena arriba de una secuencia de acido nucleico que
codifica un polipéptido unido a un péptido, donde dicho polipéptido retiene la actividad enzimatica a una temperatura
entre aproximadamente -20 °C a aproximadamente 35 °C, o 20 °C a aproximadamente 50 °C. Dicho polipéptido
puede traducirse como una forma corta y también como una forma larga. La secuencia de inicio de la traduccién
eucariota puede codificar, al menos parcialmente, un polipéptido que retiene una actividad enzimatica a una
temperatura entre aproximadamente -20 °C a aproximadamente 35 °C. La secuencia de inicio de la traduccién
eucariota puede ser una secuencia Kozak (GCCGCCACCATGGTC). La secuencia de inicio de la traduccién
eucariota puede estar cadena arriba de una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido que es la SEC
IDN°1, 2,6, 8, 10, 11 o 13 o variantes, fragmentos, o mutantes de las mismas. La composicion comprende una
bacteria que comprende un vector de acido nucleico descrito en este documento.

En otro aspecto mas, esta descripcion proporciona una composicién que comprende un polipéptido unido a un
péptido, donde dicho polipéptido retiene una actividad enzimatica a una temperatura entre aproximadamente -20 °C
a aproximadamente 35 °C, donde dicho polipéptido esta codificado por una secuencia de acido nucleico que tiene
una secuencia de inicio de la traduccidn eucariota. El polipéptido puede ser una proteina termoestable. La proteina
termoestable puede ser una enzima. La enzima puede ser una polimerasa, una pirofosfatasa, o una desaminasa. La
polimerasa puede ser una ADN polimerasa |, ADN polimerasa | de Thermus aquaticus (Taq), o ADN polimerasa de
Thermococcus gorgonarius (Tgo). La polimerasa puede ser una polimerasa Taq. La polimerasa puede no ser una
polimerasa Tag. La pirofosfatasa puede ser pirofosfatasa de Thermoplasma acidophilum (TAPP). La desaminasa
puede ser dCTP desaminasa de Pirococcus horikoshii. La desaminasa puede ser una citidina desaminasa o una
desoxicitidina desaminasa. La desaminasa puede ser una ARN desaminasa o una ADN desaminasa. Dicha
secuencia de inicio de la traduccion eucariota puede ser una secuencia Kozak (GCCGCCACCATGGTC). Dicha
composicién puede comprender una forma corta y también una forma larga de dicho polipéptido. Dicho polipéptido
unido a un péptido puede ser al menos un 70 % idéntico a un polipéptido codificado por la secuencia de acido
nucleico de la SEC ID N2 4, SEC ID N® 5, o SEC ID N? 12. Dicho polipéptido se une a un péptido al menos un 70 %
idénticoa la SECIDN21,3 0 10.
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En algunos casos, cuando la enzima (por ejemplo, polimerasa Taq, ADN desaminasa, ARN desaminasa) se une al
péptido (por ejemplo, un péptido al menos un 70 % idéntico a la SEC ID N® 1) muestra al menos un 20 %, 50 %, 75
%, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, o 100 % de su actividad antes de su exposicién a corto plazo o largo plazo a
temperaturas de aproximadamente -20 °C a aproximadamente 35 °C. En algunos casos, la exposiciéon sucede
durante al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 0 10 horas, al menos 1, 2, 3, 4, 5, 0 6 dias, 0 al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 0 10
semanas, o al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 0 10 meses.

Breve descripcion de los dibujos

Las nuevas caracteristicas de las realizaciones se proporcionan en este documento expuesto con particularidad en
las reivindicaciones adjuntas. Se obtendra una mejor comprensiéon de las caracteristicas y ventajas de las
realizaciones proporcionadas en este documento por referencia a la siguiente descripcion detallada y dibujos que
exponen realizaciones ilustrativas, en que se utilizan los principios de las realizaciones.

La Figura 1 representa una amplificacion por gPCR que se realiza para ensayar la estabilidad de una proteina
de fusion péptido-polipéptido (SEC ID N° 2) después de exposicion a 35 °C. La primera muestra de mezcla fresca
de gPCR se almacena a -20 °C (panel superior) y La segunda muestra se almacena a 35 °C durante 4 semanas
(panel inferior).

La Figura 2 representa la secuencia de aminoacidos (SEC ID N? 1) de una marca peptidica de 42 aminoacidos.
La Figura 3 representa la secuencia de aminoacidos de un polipéptido de fusién (SEC ID N 2) que consiste en
la marca peptidica de la Figura 2 (SEC ID N2 1) unida al extremo N-terminal de polimerasa Taq de tipo silvestre.
La secuencia de la marca peptidica de 42 aminoacidos esta subrayada.

La Figura 4 representa una secuencia de nucleétidos (SEC ID N¢ 3) que codifica la marca peptidica de 42
aminoacidos (SEC ID N° 1).

La Figura 5 representa la secuencia de nucleétidos de un polipéptido de fusién (SEC ID N® 2) que consiste en la
marca peptidica de 42 aminoéacidos (a.a.) de la Figura 2 (SEC ID N® 1) unida al extremo N-terminal de polimerasa
Taq de tipo silvestre. La secuencia de nucleétidos completa se denomina SEC ID N° 4. La secuencia de
nucleétidos que codifica la marca peptidica de 42 aminoacidos esta subrayada.

La Figura 6 representa la secuencia de nucleétidos de un polipéptido de fusién (SEC ID N 6) que consiste en el
fragmento modificado de marca peptidica de la Figura 2 (SEC ID N° 1) (negrita y subrayado) unida a un péptido
correspondiente a un fragmento de proteina de unién a doble hebra (DSP) (parte subrayada, sin negrita), unido
al extremo N-terminal de polimerasa Taq de tipo silvestre. La secuencia de nucleétidos completa se denomina
SEC ID N2 5.

La Figura 7 representa la secuencia de aminoacidos de un polipéptido de fusion (SEC ID N° 6) que consiste en
el fragmento modificado de marca peptidica de la Figura 2 (SEC ID N® 1) (negrita y subrayado) unido a un
péptido correspondiente a un fragmento de proteina de union a doble hebra (DSP) (parte subrayada, sin negrita),
unido al extremo N-terminal de polimerasa Taq de tipo silvestre.

La Figura 8 representa la secuencia de nucleétidos (SEC ID N® 7) que codifica una marca peptidica que consiste
en el fragmento modificado de marca peptidica de la Figura 2 (SEC ID N2 1) (negrita y subrayado) unido a un
péptido correspondiente a un fragmento de proteina de union a doble hebra (DSP) (parte subrayada, sin negrita).
La Figura 9 representa la secuencia de aminoacidos (SEC ID N? 8) de un péptido marca que consiste en el
fragmento modificado de marca peptidica de la Figura 2 (SEC ID N° 1) (negrita y subrayado) unido a un péptido
correspondiente a un fragmento de proteina de unién a doble hebra (DSP) (parte subrayada, sin negrita).

La Figura 10 representa la secuencia de nucleétidos (SEC ID N? 9) que codifica un péptido marca DSP.

La Figura 11 representa la secuencia de aminoacidos (SEC ID N° 10) de la marca DSP.

La Figura 12 representa la secuencia de aminoacidos (SEC ID N° 11) de un polipéptido de fusion del fragmento
modificado de marca peptidica de la Figura 2 (SEC ID N 1) (negrita y subrayado) unido a un polipéptido de
polimerasa Tgo unido a un péptido DSP (parte subrayada, sin negrita).

La Figura 13 representa la secuencia de nucle6tidos (SEC ID N® 12) que codifica un polipéptido de fusién del
fragmento modificado de marca peptidica de la Figura 2 (SEC ID N? 1) (negrita y subrayado) unido a un
polipéptido de polimerasa Tgo, que esta unido a un péptido DSP (parte subrayada, sin negrita).

La Figura 14 representa la secuencia de aminoacidos (SEC ID N® 13) de un fragmento del péptido de la SEC ID
Ne 1.

La Figura 15 representa un gel de electroforesis que muestra la amplificacién de ADN a partir de ADN genémico
de cebada usando una diversidad de polimerasas.

La Figura 16 representa una secuencia de aminoacidos (SEC ID N¢ 14) de un fragmento modificado del péptido
de laSEC ID N° 1.

La Figura 17 representa una secuencia de nucle6tidos (SEC ID N° 15) que codifica el péptido de 36 aminoacidos
(SEC ID N2 14).

La Figura 18 representa una secuencia de amino&cidos (SEC ID N® 16) de un fragmento modificado del péptido
de la SEC ID N2 1.

La Figura 19 representa una secuencia de nucleétidos (SEC ID N° 17) que codifica el péptido de 40 aminoacidos
(SEC ID N¢ 16).

La Figura 20 representa una secuencia de aminoacidos (SEC ID N¢ 18) de un fragmento modificado del péptido
de la SEC ID N2 1.

La Figura 21 representa una secuencia de nucle6tidos (SEC ID N° 19) que codifica el péptido de 29 aminoacidos
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(SEC ID N2 18).

La Figura 22 representa una secuencia de amino&cidos (SEC ID N® 20) de un fragmento modificado del péptido
de la SEC ID N® 1 unido a un polipéptido de eritropoyetina humana.

La Figura 23 representa una secuencia de nucleétidos (SEC ID N2 21) que codifica el polipéptido de la SEC ID
Ne 20.

La Figura 24 representa una secuencia de aminoacidos (SEC ID N¢ 22) de un fragmento modificado del péptido
de la SEC ID N® 1 unido a un factor inhibidor de leucemia humana.

La Figura 25 representa una secuencia de nucle6tidos (SEC ID N® 23) que codifica el polipéptido de la SEC ID
Ne 22.

La Figura 26 representa un gel de electroforesis que muestra la amplificacién de ADN a partir de ADN genémico
de ratdn usando mezclas de marca peptidica-polimerasa.

Descripcion detallada de la invencion
Resumen

La presente descripcion proporciona composiciones y métodos que potencian la estabilidad de las proteinas (por
ejemplo, enzimas termoestables, enzimas no termoestable) después de exposicién a corto plazo o largo plazo a una
temperatura entre -20 °C y +50 °C o de aproximadamente -20 °C a +35 °C. Las composiciones pueden ser marcas
peptidicas o proteinas de fusién que comprenden marcas peptidicas. Las proteinas pueden ser cualquier tipo de
proteina. Las marcas peptidicas pueden ayudar a la retencién de la estructura, estabilidad, actividad enzimatica,
actividad de unién, y cualquier otra propiedad de la proteina. En algunas realizaciones, las proteinas son proteinas
de union a acido nucleico. En algunas realizaciones, las proteinas de fusidn muestran estabilidad o actividad
enzimatica potenciada en comparacion con una proteina similar que no tiene la marca, especialmente después de
exposicion a corto plazo o largo plazo a una cierta temperatura (por ejemplo, temperatura ambiente). También se
describen en este documento polipéptidos de fusiébn que potencian la actividad (por ejemplo, sensibilidad,
rendimiento, especificidad) de otras proteinas, cuando los polipéptidos de fusion se mezclan junto con dichas
proteinas en una muestra de reaccion. También se proporcionan vectores para las composiciones descritas en este
documento, kits, asi como métodos para usar las composiciones.

Marcas peptidicas

Las composiciones descritas en este documento incluyen péptidos (por ejemplo, un péptido con la secuencia de
aminoacidos de la SEC ID N° 1 (Figura 2), SEC ID N? 8 (Figura 9), SEC ID N® 10 (Figura 11), SEC ID N® 13 (Figura
14), SEC ID N® 14 (Figura 16) que potencia la estabilidad de un polipéptido (por ejemplo, enzima, polimerasa Taq), y
variantes, mutantes, y fragmentos del mismo.

Como se usa en este documento, potenciar o aumentar la estabilidad de un polipéptido se refiere a, por ejemplo,
mantener la estabilidad del polipéptido, inhibir la degradacion del polipéptido, inhibir la desnaturalizacion del
polipéptido, inhibir la pérdida de actividad proteica (por ejemplo, actividad enzimatica u hormonal) del polipéptido,
inhibir la agregacion del polipéptido, inhibir la cristalizacion del polipéptido, inhibir la absorcién del polipéptido,
conservar la funcién del polipéptido, o conservar la estructura primaria, secundaria, o terciara del polipéptido.

La SEC ID N® 1 (Figura 2) muestra la secuencia de aminoacidos de una forma larga (42 aminodcidos) de marca
peptidica descrita en este documento. La SEC ID N® 13 (Figura 14) describe un fragmento de 31 aminodacidos de la
SEC ID N¢ 1, que también puede usarse como marca peptidica para los polipéptidos, polipéptidos de fusién,
composiciones, y métodos descritos en este documento. La SEC ID N® 14 (Figura 16) describe un fragmento de 36
aminoacidos de la SEC ID N2 1, que también puede usarse como marca peptidica para los polipéptidos, polipéptidos
de fusion, composiciones, y métodos descritos en este documento. La SEC ID N° 1, SEC ID N° 13, y SEC ID N° 14
pueden usarse individualmente, juntas, o en combinacién con otras marcas, para potenciar la estabilidad, afinidad de
unién, actividad enzimatica, rendimiento, u otra propiedad de un polipéptido.

La SEC ID N? 10 describe la secuencia de un fragmento de una proteina de union a ADN bicatenario (DSP). El
péptido de la SEC ID N2 10 también puede usarse en las composiciones y métodos descritos en este documento, en
si mismo, o con la marca peptidica de la SEC ID N? 1, u otra marca peptidica descrita en este documento. Por
ejemplo, la Figura 7 (SEC ID N° 6) proporciona un ejemplo de una polimerasa unida a un fragmento de la SEC ID N®
1y a un fragmento de la SEC ID N¢ 10. La Figura 12 (SEC ID N® 11) proporciona un ejemplo de una polimerasa
(aqui, polimerasa tgo) que esté unida tanto a un fragmento de la SEC ID N° 1 como a un fragmento de DSP, la SEC
ID N? 10, que se describe como la secuencia sin negrita, subrayada en la SEC ID N° 11 (Figura 12).

Las composiciones también incluyen péptidos que son al menos un 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 % 0 95 % idénticos
(u homologos) a la SEC ID N° 1 (Figura 2). También se describen composiciones que incluyen péptidos que son un
70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 % 0 95 % idénticos (u homdlogos) a la SEC ID N? 8 (Figura 9), la SEC ID N° 10 (Figura
11), la SEC ID N¢ 13 (Figura 14), o la SEC ID N® 14 (Figura 16). También se describen composiciones que incluyen
péptidos que son al menos un 50 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 0 95 % idénticos a péptidos
codificados por la SEC ID N2 3, SECID N2 7, SEC ID N2 9, 0o SEC ID N° 15.
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La marca peptidica puede estar limitada a 50 aminoacidos. El péptido puede estar limitado a 55, 60, 65, 70, 75, 80,
85, 90, 95, o 100 aminoacidos.

El porcentaje de identidad de secuencia de dos secuencias de amino&cidos se alinean usando una alineacién global
que tiene en cuenta la longitud completa del péptido o polipéptido, como se describe por el algoritmo de Needleman-
Wounsch-Sellers (Needleman et al., (1970), J. Mol. Biol. 48:444; Sellers (1974), SIAM J. Appl. Math., 26:787).
Parametros ilustrativos para el andlisis FASTA son: ktup=1, penalizacién por abertura de hueco=10, penalizacién por
extensién de hueco=1, y matriz de sustitucion=BLOSUM®62.

En algunas realizaciones, las marcas peptidicas proporcionadas en este documento comprenden una marca
peptidica His, donde la marca peptidica His comprende al menos 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 0 20
restos His. En algunas realizaciones, las marcas peptidicas proporcionadas en este documento comprenden una
marca peptidica His, donde la marca peptidica His comprende no mas de 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, o0 20 restos His. En algunas realizaciones, la marca peptidica His comprende de 1 a5,de2a6,de3a7,de4 a
8,de5a9,de6al10,de7al1,de8ai12,de9ai13,de10ai4,de1ai10,de2ai1i,de3al12,ded4ail,deb5a
14, de6ai15,de7al16,de8a17,de9a19,de10a20,de1a20,de2a19,de3a18,ded4a17,de5a16,de6
al5,de7al14,de8a13,de9ai12,de10ail,det1a6,dela7,del1a8,dela9, ode1a10restos His.

En algunas realizaciones, las marcas peptidicas proporcionadas en este documento comprenden una secuencia que
puede escindirse por una proteasa. En algunas realizaciones, la marca peptidica comprende un sitio de escisién por
proteasa. Ejemplos no limitantes de proteasas y restos de escisién asociados (en paréntesis) incluyen tripsina (Arg o
Lys), quimotripsina (Trp, Tyr, Phe, Leu, Met, o His), endoproteinasa Asp-N (Asp), endoproteinasa Arg-C (Arg),
endoproteinasa Glu-C (Glu), endoproteinasa Lys-C (Lys), prolina-endopeptidasa (Pro), pepsina (Phe, Tyr, Trp, o
Leu), termolisina (lle, Leu, Val, Ala, Met, o Phe), trombina (Arg), elastasa (Ala o Val), papaina (Leu o Gly), proteinasa
K (aminodacidos aromaticos), subtilisina (His, Ser, Asp), y clostripaina (Arg). En algunas realizaciones, las marcas
peptidicas comprenden una secuencia que puede escindirse por una carboxipeptidasa, carboxipeptidasa A,
carboxipeptidasa B, carboxipeptidasa P, carboxipeptidasa Y, catepsina C, enzima liberadora de acicloaminoacido, y
piroglutamato aminopeptidasa. En algunas realizaciones, las marcas peptidicas proporcionadas en este documento
comprenden un sitio de escisién por proteasa, donde la marca peptidica comprende al menos 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, o 20 sitios de escisién por proteasa. En algunas realizaciones, las marcas peptidicas
proporcionadas en este documento comprenden un sitio de escisién por proteasa, donde el sitio de escisién por
proteasa comprende nomasde 1, 2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 0 20 sitios de escision por proteasa. En
algunas realizaciones, la marca peptidica comprende de 1 a5,de2a6,de3a7,de4a8,de5a9,de6al10,de?
all,de8a12,de9ai13,de1i0al4,de1al10,de2al1l,de3al12,ded4ail3, de5ai14,de6ai5 de7 a6, de
8a17,de9a19,de10a20,de1a?20,de2a19,de3a18,dedal7,de5a16,deb6ai15,de7al14,de8a 13,
de9al12,de10ail,detab,dela7,del1a8,de1a9 ode1a 10 sitios de escisiéon por proteasa. En algunos
casos el sitio de escisién por proteasa tiene la secuencia: DDDDK. En algunos casos, el sitio de escisién por
proteasa tiene al menos cuatro restos "D". El sitio de escisién por proteasa puede ser al menos un 50 %, 60 %, 65
%, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 0 95 % idéntico a la secuencia DDDDK. En algunos casos, la marca peptidica
puede comprender una secuencia que se parece a un sitio de escision por proteasa, pero no servir realmente como
un sitio de escision proteolitica. En algunas realizaciones, las marcas peptidicas proporcionadas en este documento
comprenden una marca D (Asp), donde la marca peptidica comprende al menos 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 0 20 restos Asp, por ejemplo, DD, DDD, DDDD, etc. En algunas realizaciones, la marca Asp comprende
al menos 4 restos Asp. En algunas realizaciones, las marcas peptidicas proporcionadas en este documento
comprenden una marca Asp con no mas de 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 0 20 restos Asp. En
algunas realizaciones, la marca Asp comprende de 1 a5,de2a5,de3a7,de4a8,de5a9,de6all,de7aid,
de8ail12,de9ai13,de10al14,det1ai1l0,de2ail,de3al12,ded4ai3,deb5ai4,deb6alb de7ai16,de8a
17,de9a19,de10a20,de1a20,de2a19,de3al18,ded4ai17,deb5ai16,deb6ai15 de7a14,de8a13,de9
al12,de10all,del1ab6,dela7,de1a8,del1a9, ode1a10restos Asp. En algunas realizaciones, la marca
peptidica comprende una marca His (como se describe en este documento) y una marca Asp. En algunas
realizaciones, uno 0 mas restos Asp esta sustituido con otro aminoacido (por ejemplo, uno o mas restos Glu). En
algunas realizaciones, la marca His esta sustituida con uno o0 mas aminoacidos (por ejemplo, Lys o Arg).

Todas las referencias a polipéptidos, proteinas y péptidos, como se usa en este documento, se refieren a un
polimero de restos de aminoacido. Es decir, una descripcién referida a un polipéptido se aplica igualmente a una
descripcion de un péptido y una descripcidn de una proteina, y viceversa. Las expresiones se aplican a polimeros de
aminoacidos de origen natural asi como polimeros de aminoacidos en que uno o mas restos de aminoacido es un
aminoacido de origen no natural, por ejemplo, un analogo de aminoacido. Como se usa en este documento, los
términos abarcan cadenas de aminoacidos de cualquier longitud, incluyendo proteinas de longitud completa (es
decir, antigenos), donde los restos de aminodacido estan unidos por enlaces peptidicos covalentes.

El término "aminodacido" se refiere a aminoacidos de origen natural y de origen no natural, asi como analogos de
aminoacido y miméticos de aminoacido que funcionan de un modo similar a los aminoacidos de origen natural. Los
aminoacidos codificados de forma natural son los 20 aminoacidos comunes (alanina, arginina, asparagina, acido
aspartico, cisteina, glutamina, acido glutamico, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina,
prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina, y valina) y pirolisina y selenocisteina. Analogos de aminodcido se refiere
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a compuestos que tienen la misma estructura quimica basica que un aminoacido de origen natural, es decir, en un
carbono que esta unido a un hidrégeno, un grupo carboxilo, un grupo amino, y un grupo R, tal como, homoserina,
norleucina, metionina sulféxido, metionina metil sulfonio. Dichos analogos tienen grupos R modificados (tales como,
norleucina) o estructuras peptidicas modificadas, pero retienen la misma estructura quimica basica que un
aminoacido de origen natural.

Como se usa en este documento, la expresién "aminoacido no natural" o "aminoacido codificado de forma no
natural" se refiere a cualquier aminoacido, aminoacido modificado, y/o analogo de aminoacido que no es uno de los
20 aminoacidos comunes de origen natural o selenocisteina o pirrolisina. Otros términos que pueden usarse como
sinénimos con la expresion "aminoacido codificado de forma no natural" y "aminoacido no natural" son "aminoacido
no natural", "aminoacido de origen no natural", y versiones diversamente compuestas y no compuestas de las
mismas. La expresion "aminoacido codificado de forma no natural" también incluye, aunque sin limitacion,
aminoacidos que aparecen por modificacion (por ejemplo, modificaciones post-traduccionales) de un aminoacido
codificado de forma natural (incluyendo aunque sin limitacion, los 20 aminoacidos comunes o pirrolisina y
selenocisteina) pero no se incorporan de forma natural por si mismos en una cadena polipeptidica creciente por el
complejo de traduccion. Ejemplos de dichos aminoacidos de origen no natural incluyen, aunque sin limitacion, N-
acetilglucosaminil-L-serina, N-acetilglucosaminil-L-treonina, O-fosfotirosina, acido aminoadipico, beta-alanina, acido
beta-aminopropionico, acido aminobutirico, acido piperidinico, acido aminocaprioico, acido aminoheptanoico, acido
aminoisobutirico, acido aminopimélico, acido diaminobutirico, desmosina, acido diaminopimélico, &acido
diaminopropidnico, N-etilglicina, N-etilasparagina, hidroxilisina, alo-hidroxilisina, hidroxiprolina, isodesmosina, alo-
isoleucina, N-metilglicina, sarcosina, N-metilisoleucina, N-metilvalina, norvalina, norleucina, oritina, 4-hidroxiprolina,
gamma-carboxiglulamato, épsilon-N,N,N-trimetil-lisina, épsilon-N-acetil-lisina, O-fosfoserina, N-acetilserina, N-
formilmetionina, 3-metilhistidina, 5-hidroxilisina, sigma-N-metilarginina, y otros aminoacidos similares y aminoacidos
(por ejemplo, 4-hidroxiprolina).

El término "péptido" se refiere a un polimero compuesto por uno a aproximadamente 50 restos de aminoé&cido,
variantes estructurales de origen natural relacionadas, y analogos sintéticos de origen no natural de los mismos
unidos mediante enlaces peptidicos.

El término "polipéptido" se refiere a un polimero compuesto por al menos aproximadamente 50 restos de
aminoacido, variantes estructurales de origen natural relacionadas, y analogos sintéticos de origen no natural de los
mismos mediante enlaces peptidicos. Como se usa en este documento, los polipéptidos proporcionados en este
documento pueden ser polipéptidos o proteinas de fusion.

La expresién "acido nucleico " se refiere a acidos nucleicos de origen natural y origen no natural, asi como analogos
de acido nucleico que funcionan de un modo similar a los acidos nucleicos de origen natural. Los acidos nucleicos
pueden seleccionarse entre ARN, ADN o moléculas andlogas de acido nucleico, tales como ribonucleétidos o
desoxirribonucleotidos modificados en el azlcar o la estructura. Debe observarse, sin embargo, que otros analogos
nucleicos, tales como acidos péptido nucleicos (PNA) o acidos nucleicos cerrados (LNA), también son adecuados.
Ejemplos de acidos nucleicos de origen no natural incluyen: bases sustituidas con halégeno, bases sustituidas con
alquilo, bases sustituidas con hidroxi, y bases sustituidas con tiol, asi como 5-propinil-uracilo, 2-tio-5-propinil-uracilo,
5-metilcitosina, isoguanina, isocitosina, pseudoisocitosina, 4-tiouracilo, 2-tiouracilo y 2-tiotimina, inosina, 2-
aminopurina, N9-(2-amino-6-cloropurina), N9-(2,6-diaminopurina), hipoxantina, N9-(7-desaza-guanina), N9-(7-
desaza-8-aza-guanina) y N8-(7-desaza-8-aza-adenina), 2-amino-6-"h"-purinas, 6-amino-2-"h"-purinas, 6-oxo-2-"h"-
purinas, 2-oxo-4-"h"-pirimidinas, 2-oxo-6-"h"-purinas, 4-oxo-2-"h"-pirimidinas. Esos formaran dos pares de bases
enlazadas por hidrégeno con bases no tioladas y tioladas; respectivamente, 2,4-dioxo y 4-oxo-2-tioxo pirimidinas,
2,4-dioxo y 2-oxo-4-tioxo pirimidinas, 4-amino-2-oxo y 4-amino-2-tioxo pirimidinas, 6-oxo-2-amino y 6-tioxo-2-amino
purinas, 2-amino-4-oxo y 2-amino-4-tioxo pirimidinas, y 6-oxo-2-amino y 6-tioxo-2-amino purinas.

El término "aproximadamente”, como se usa en este documento, salvo que se indique otra cosa, se refiere a un valor
que esta no mas del 10 % por encima o por debajo del valor que estd modificado por el término. Por ejemplo, la
expresion "aproximadamente -20 °C" significa un intervalo de -22 °C a -18 °C. Como otro ejemplo,
"aproximadamente 1 hora" significa un intervalo de 54 minutos a 66 minutos.

Enlaces

Las marcas peptidicas proporcionadas en este documento potencian la estabilidad de una proteina (o polipéptido)
después de unirse a la proteina de algin modo (por ejemplo, enlace covalente o no covalente). Un péptido (por
ejemplo, el péptido de la SEC ID N° 1, 8, 10, 13, o 14) se une covalentemente a un polipéptido o enzima (por
ejemplo, Taq, Tgo, TAPP, CDA, desaminasa de Pirococcus horikoshii). El péptido puede unirse al extremo N-
terminal del polipéptido o enzima (por ejemplo, Taqg, Tgo, TAPP, CDA, desaminasa de Pirococcus horikoshii). Por
ejemplo, un péptido que es al menos un 70 % idéntico a un péptido codificado por la SEC ID N° 3 puede unirse al
extremo N-terminal de la polimerasa Taq como se representa en la Figura 3. Asimismo, un péptido que es al menos
un 70 % idéntico a un péptido codificado por la SEC ID N? 7 puede unirse al extremo N-terminal de la polimerasa
Taq como se representa en la Figura 7. En otros casos, el péptido se une al extremo C-terminal de un polipéptido o
enzima. Por ejemplo, la Figura 13 representa la secuencia de acido nucleico de la polimerasa Tgo que se une en el
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extremo C-terminal a un fragmento del péptido DSP.

En algunos casos, se unen multiples marcas peptidicas a un polipéptido descrito en este documento. Un polipéptido
puede unirse a multiples copias de la misma marca peptidica o a dos o mas diferentes marcas peptidicas. En
algunos ejemplos, una marca peptidica se une al extremo N-terminal del polipéptido, mientras se une una segunda
marca peptidica al extremo C-terminal del polipéptido. Por ejemplo, el polipéptido mostrado en la Figura 12 (SEC ID
N2 11) incluye una marca peptidica (SEC ID N® 1) unida al extremo N-terminal de la polimerasa tgo y también una
diferentes marca peptidica (fragmento de DSP) (parte subrayada de la SEC ID N® 11) fusionada al extremo C-
terminal de la polimerasa tgo. En otros ejemplos mas, se unen dos o mas (iguales o diferentes) marcas en tandem a
un polipéptido. Por ejemplo, la Figura 7 (SEC ID N® 6) representa un fragmento de la SEC ID N° 1 unido al péptido
DSP de la SEC ID N° 10 (Figura 11), que después se une a otro fragmento de la SEC ID N® 1, que se une al extremo
N-terminal de la polimerasa Tag.

En algunos casos, las marcas peptidicas se proporcionan en este documento directamente unidas entre si y/o al
polipéptido. La Figura 7 muestra un ejemplo de marcas directamente unidas entre si, y después directamente unidas
a un polipéptido. En otros casos, las marcas se separan entre si por un enlazador (por ejemplo, enlazador peptidico
o enlazador descrito en este documento). Las marcas también pueden unirse al polipéptido mediante un enlazador.

En algunas realizaciones, un péptido se une al polipéptido o enzima (por ejemplo, polimerasa) mediante ingenieria
genética. Por ejemplo, se crea una construccion de ADN que es capaz de expresar un polipéptido que comprende el
péptido (por ejemplo, el péptido de la SEC ID N? 1) fusionado a una enzima (por ejemplo, polimerasa Tag). Un
ejemplo de una parte de la secuencia de acido nucleico de dicha construccién se representa en la Figura 5 (SEC ID
Ne 4). Otro ejemplo se representa en Figura 6, SEC ID N° 5, y otro mas se representa en la Figura 13 (SEC ID N
12).

En algunos casos se une un polipéptido (por ejemplo, polimerasa, polimerasa Tagq, etc.) a un péptido que comprende
un fragmento (también mencionado en este documento como "porte") de proteina de unién a doble hebra (DSP)
(SEC ID N¢ 6, parte subrayada pero sin negrita), o variantes, fragmentos, o mutantes de la misma. En algunos casos
el fragmento de DSP se une a una marca peptidica (por ejemplo, a un péptido que es la SEC ID N2 1 0 13, o
mutantes o variantes de las mismas). En otros casos mas, el péptido (por ejemplo, el péptido de la SEC ID N° 1 o
13) se une a un fragmento de una polimerasa, que se une a una segunda polimerasa.

En algunas realizaciones, un péptido también puede unirse a la enzima a través de un enlazador, tal como un
enlazador peptidico. El enlazador de secuencia peptidica puede ser de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 0 mas de 10
aminoacidos de longitud. Ejemplos son polipéptidos que contienen mudltiples restos de aspartato o glutamato. La
secuencia y longitud de un péptido apropiado pueden determinarse por métodos conocidos en la técnica, por
ejemplo empleando un programa de software de prediccién de enlazadores peptidicos para identificar enlazadores
potenciales. Un ejemplo de dicho programa de enlazadores se describe en George y Heringa, (2003), Protein
Engineering, 15(11):871-879.

En otros casos mas, un péptido (por ejemplo, el péptido de la SEC ID N? 1) se une a una enzima mediante un enlace
no covalente. Ejemplos de enlazadores que pueden ser utiles incluyen: enlazadores inestables en acido,
enlazadores éster, enlazadores hidrazona, enlazadores que contienen sulfonamida, enlazadores que se pueden
escindir ezimaticamente, o enlazadores basados en polimero. Los enlazadores basados en polimero, tales como
polietilenglicol (PEG, Férmula VI), se usan ampliamente para conjugar farmacos tanto de molécula pequefia como
de molécula grande. Cuando se usa para unir un péptido a un agente terapéutico, los polipéptidos conjugados a
PEG pueden ofrecer varias ventajas deseables incluyendo mayor solubilidad, menos inmunogenicidad, semi-vida
mejorada, suministro dirigido y actividad potenciada de los farmacos.

Muchas moléculas con multiples grupos reactivos pueden servir como componentes de reticulacion utiles y estan
disponibles en el mercado en companias como Sigma-Aldrich, o Pierce. Son de particular utilidad los componentes
de reticulacion que estan disponibles en forma activada y pueden usarse directamente para conjugacion. Los
componentes de reticulacién pueden comprender multiples grupos reactivos con estructura quimica similar o
idéntica. Dichos grupos reactivos pueden activarse y acoplarse simultaneamente a miultiples componentes no de
reticulacion idénticos provocando la formacién directa de productos homomultiméricos. Ejemplos de componentes
de reticulacion con multiples grupos reactivos similares son acido citrico, EDTA, TSAT. También pueden ser Utiles
moléculas de PEG ramificadas que contienen multiples grupos reactivos idénticos.

Existe una gran cantidad de productos quimicos especificos que funcionan conforme a la siguiente reducida
cantidad de esquemas basicos de reaccion, todos los cuales se describen en detalle en www.piercenet.com.
Ejemplos de agentes Utiles de reticulacion son imidoésteres, halégenos activos, maleimida, piridil disulfuro, y NHS-
ésteres. Los agentes de reticulacion homobifuncionales tienen dos grupos reactivos idénticos y se usan a manudo
en un procedimiento de reticulacién quimica de una etapa. Ejemplos son BS3 (un analogo de DSS no escindible
soluble en agua), BSOCOES (base-reversible), DMA (dimetil adipimidato-2HCI), DMP (dimetil pimelimidato-2HCI),
DMS (dimetil suberimidato-2HCI), DSG (analogo de 5-carbonos de DSS), DSP (reactivo de Lomant), DSS (no
escindible), DST (escindible por agentes oxidantes), DTBP (dimetil 3,3'-ditiobispropionimidato-2HCI), DTSSP, EGS,
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sulfo-EGS, THPP, TSAT, DFDNB (1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno) es especialmente util para reticular entre
distancias espaciales pequenas (Komblatt, J.A. y Lake, D.F. (1980). Cross-linking of cytochrome oxidase subunits
with difluorodinitrobenzene. Can J. Biochem. 58, 219-224).

Los agentes de reticulaciéon homobifuncionales sulfhidrilo-reactivos son reticulantes de proteina homobifuncional que
reaccionan con sulfhidrilos y se basan a menudo en maleimidas, que reaccionan con grupo SH a pH 6,5-7,5,
formando enlaces tioéter estables. BM[PEQO]3 es un espaciador poliéter de 8 atomos que reduce el potencial de
precipitacion del conjugado en aplicaciones de reticulacion sulfhidrilo-a-sulfhidrilo. BM[PEO]4 es similar pero con un
espaciador de 11 atomos. BMB es un reticulante no escindible con un espaciador de cuatro carbonos. BMDB crea
un enlace que puede escindirse con peryodato. BMH es un reticulante sulfhidrilo-reactivo homobifuncional
ampliamente usado. BMOE tiene un enlazador especialmente corto. DPDPB y DTME son reticulantes escindibles.
HVBS no tiene el potencial de hidrélisis de las meleimidas. TMEA es otra opcion. Los agentes de reticulacion
heterobifuncionales tienen dos diferentes grupos reactivos. Ejemplos son NHS-ésteres y aminas/hidrazinas mediante
activacion EDC, AEDP, ASBA (foto-reactivo, yodable), EDC (carbodiimida soluble en agua). Son reticulantes
bifuncionales amina-sulfhidrilo reactivos AMAS, APDP, BMPS, EMCA, EMCS, GMBS, KMUA, LC-SMCC, LC-SPDP,
MBS, SBAP, SIA (extra corto), SIAB, SMCC, SMPB, SMPH, SMPT, SPDP, sulfo-EMCS, sulfo-GMBS, sulfo-KMUS,
sulfo-LC-SMPT, sulfo-LC-SPDP, sulfo-MBS, sulfo-SIAB, sulfo-SMCC, sulfo-SMPB. Agentes de reticulacion
heterobifuncionales grupo amino-reactivos ANB-NOS, MSA, NHS-ASA, SADP, SAED, SAND, SANPAH, SASD,
SFAD, sulfo-HSAB, sulfo-NHS-LC-ASA, sulfo-SADP, sulfo-SANPAH, TFCS. Son agentes de reticulacién arginina-
reactivos, por ejemplo APG, que reacciona especificamente con argininas a pH 7-8.

Algunas propiedades de las marcas peptidicas

En algunos casos, el péptido posibilita que una enzima muestre al menos un 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %,
40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 0 100 % de la
actividad de la misma enzima o similar que no esté unida al péptido. En algunos casos, el péptido posibilita que una
enzima muestre al menos un 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97
%, 98 %, 99 %, 0 100 % de su actividad enzimatica antes de exposicién a largo plazo o corto plazo a una
temperatura (por ejemplo, temperatura ambiente, cualquier temperatura por encima de -20 °C). En algunos casos, el
péptido posibilita que un polipéptido muestre al menos un 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 75 %, 80 %,
85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 0 100 % de su afinidad de unién en comparacién con su afinidad de
unién antes de exposicién a largo plazo o corto plazo a una temperatura (por ejemplo, temperatura ambiente,
cualquier temperatura por encima de -20 °C).

En algunos casos, una polipéptido de proteina de fusion descrito en este documento puede potenciar la actividad de
otros polipéptidos en una mezcla de reaccion. Por ejemplo, en algunos casos, un polipéptido de fusion (por ejemplo,
un polipéptido de fusién codificado por la SEC ID N 4, SEC ID N¢ 5, o SEC ID N? 12), potencia la sensibilidad,
especificidad, fidelidad, o rendimiento de una reaccion. Por ejemplo, un polipéptido de fusion con actividad ADN
polimerasa (por ejemplo, SEC ID N° 2, SEC ID N° 6, o SEC ID N° 11) puede afadirse a una muestra que contiene
una segunda (diferente) ADN polimerasa (por ejemplo, polimerasa Tagq, la fusion Taq de la SEC ID N® 2, SEC ID N®
6, o SEC ID N® 11), y potencia de este modo la especificidad, fidelidad, sensibilidad o rendimiento de la segunda
ADN polimerasa. En algunos casos, la potenciacion es de mas del 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25
%, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99
%, 100 %, 125 %, 150 %, 175 %, 200 %, 250 %, 300 %, 350 %, 400 %, 450 %, 500 %, 600 %, 700 %, 800 %, 900
%, 1000 %, 2000 %, 2500 %, 3000 %, 4000 %, o 5000 %. En algunos casos, el polipéptido de fusién también
potencia la especificidad, fidelidad o rendimiento de una tercera polimerasa, o de una mezcla de reaccién que
contiene tres 0 mas polimerasas.

Las marcas peptidicas descritas en este documento pueden potenciar la estabilidad, actividad enzimatica, u otra
propiedad de un polipéptido de fusion después de exposicion a corto o largo plazo a una cierta temperatura (por
ejemplo, temperatura ambiente). Por ejemplo, una polimerasa (por ejemplo, polimerasa Taq) puede perder una parte
sustancial de su actividad lose después de exposicion a temperatura ambiente durante un periodo de una semana o
mas, o incluso un dia 0 mas o tres horas o mas.

Una composicion descrita en este documento (por ejemplo, un péptido con la secuencia de aminoacidos de la SEC
ID N2 1 (Figura 2), de la SEC ID N 8 (Figura 9), o de la SEC ID N2 10 o 13) puede unirse a la enzima o polimerasa
(por ejemplo, polimerasa Tagq, polimerasa TGO) y posibilitar de este modo que la enzima o polimerasa retenga la
actividad después de su exposicion a una temperatura (por ejemplo, temperatura ambiente) en el tiempo. En
algunos casos, un péptido se une a una polimerasa (por ejemplo, polimerasa Taq) y posibilita de este modo que la
polimerasa retenga al menos el 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %,
75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 0 100 % de su actividad, incluso después de exposiciéon a
largo plazo o corto plazo a una cierta temperatura (por ejemplo, temperatura ambiente de aproximadamente 20 °C a
22 °C). En algunos casos, el péptido se une a una polimerasa o enzima que no es polimerasa Tagq.

Las marcas peptidicas descritas en este documento también pueden potenciar la capacidad de un polipéptido (por
ejemplo, polimerasa) de unirse a ADN monocatenario y/o ADN bicatenario. A menudo, dicha unién a ADN es no
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especifica. En algunos casos, la potenciaciéon es de mas del 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30
%, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 100
%, 125 %, 150 %, 175 %, 200 %, 250 %, 300 %, 350 %, 400 %, 450 %, 500 %, 600 %, 700 %, 800 %, 900 %, 1000
%, 2000 % 2500 %, 3000 %, 4000 %, o 5000 %. La marca peptidica DSP representada en la SEC ID N® 10 y
fragmentos, variantes, y mutantes de la misma, puede ser especialmente adecuada para potenciar la capacidad de
unién no especifica a ADN bicatenario o monocatenario de un polipéptido.

Los polipéptidos, polipéptidos de fusion, o composiciones pueden retener la actividad de los mismos a una
temperatura entre -20 °C y 50 °C. Los polipéptidos, polipéptidos de fusiéon, o composiciones pueden retener la
actividad de los mismos a una temperatura entre -15 °C y 50 °C; entre -10 °C y 50 °C; entre -5 °C y 50 °C; entre 0 °C
y 50 °C; entre 5 °C y 50 °C; entre 10 °C y 50 °C; entre 15 °C y 50 °C; entre 20 °C y 50 °C; entre 20 °C y 45 °C; entre
20 °C y 40 °C; entre 20 °C y 35 °C; entre 20 °C y 30 °C; entre 20 °C y 25 °C; entre 20 °C y 22 °C; entre 15 °C y 25 °C;
entre 10 °C y 25 °C; entre 5 °C y 25 °C; entre 0 °C y 25 °C; entre 0 °C y 30 °C; entre 0 °C y 35 °C; entre 0 °C y 40 °C;
entre 0 °C y 45 °C; entre 5°C y 10 °C; entre 5 °C y 15 °C; entre 5 °C y 20 °C; entre 5 °C y 25 °C; entre 5 °C y 30 °C;
entre 5 °C y 35 °C; entre 5 °C y 40 °C; entre 5 °C y 45 °C; entre 10 °C y 15 °C; entre 10 °C y 20 °C; entre 10 °C y 25
°C; entre 10 °C y 30 °C; entre 10 °C y 35 °C; entre 10 °C y 40 °C; entre 10 °C y 45 °C; entre 15 °C y 20 °C; entre 15
°Cy 30 °C; entre 15°C y 35 °C; entre 1 °C y 40 °C; entre 15 °C y 45 °C.

En algunos casos, el polipéptido de fusion (por ejemplo, proteina de fusién de la SEC ID N® 2, 6, u 11) se expone a
una temperatura que es de al menos aproximadamente -20 °C, -19 °C, -18 °C, -17 °C, -16 °C, -15 °C, -14 °C, -13 °C,
-12°C, -11 °C, -10 °C, -9 °C, -8 °C, -7 °C, -6 °C, -5 °C, -4 °C, -3 °C, -2 °C, -1 °C,0°C,1°C,2°C,3°C ,4°C,5°C, 6
°C,7°C,8°C,9°C,10°C, 11°C,12°C, 13 °C, 14 °C, 15°C, 16 °C, 17 °C, 18 °C, 19 °C, 20 °C, 21 °C, 22 °C, 23 °C,
24 °C, 25 °C, 26 °C, 27 °C, 28 °C, 29 °C, 30 °C, 31 °C, 32 °C, 33 °C, 34 °C, 35 °C, 36 °C, 37 °C, 38 °C, 39 °C, 40 °C,
41 °C, 42 °C, 43 °C, 44 °C, 45 °C, 46 °C, 47 °C, 48 °C , 49 °C, 0 50 °C y después retiene un cierto porcentaje de su
estabilidad, actividad, sensibilidad , fidelidad, rendimiento, u otra propiedad. La exposicidén a la temperatura puede
ser a corto plazo o largo plazo. La exposicidon a una temperatura puede ser durante al menos 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 o0 60 minutos. La exposicién a la temperatura puede ser durante al menos 1, 2, 3, 4,5, 6, 7,
8,9,10,11,12, 13, 14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 0 24 horas, al menos 1, 2, 3, 4, 5 0 6 dias, o al menos 1, 2,
3,4,5,6,7,8,90 10 semanas, o durante al menos 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8,9, 10, 11 0 12 meses, o durante al menos 1,
2,3,4,5 6,7, 8, 90 10 anos. En algunos casos, la temperatura es temperatura ambiente (por ejemplo,
aproximadamente 20 °C a 22 °C). En algunos casos, la polimerasa se expone a temperatura ambiente durante al
menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 semanas. Por ejemplo, la polimerasa (por ejemplo, Taq) puede exponerse a
temperatura ambiente o al menos 35 °C durante al menos 4 semanas, al menos 6 semanas, al menos 10 semanas,
o al menos 15 semanas.

En un ejemplo, la Figura 1 representa la actividad de una polimerasa Taq fusionada a un péptido después de
almacenamiento a -20 °C o después de almacenamiento a +35 °C durante 4 semanas. El panel superior muestra la
actividad polimerasa cuando la polimerasa se almacena a -20 °C; el panel inferior muestra la actividad polimerasa
del péptido-polipéptido de fusién después de almacenarse a 35 °C durante 4 semanas. Como se muestra en la
Figura 1, la enzima de fusion de polimerasa Tag muestra actividad similar después de almacenarse en ambas
condiciones.

Polipéptidos

Una composicion descrita en este documento (por ejemplo, el péptido de la SEC ID N¢ 1, SEC ID N2 8 o SEC ID N¢
10 o SEC ID N2 13, o fragmentos, variantes, o mutantes de las mismas) puede unirse a una diversidad de
polipéptidos, proteinas, enzimas, o péptidos.

En algunas realizaciones, una marca peptidica de acuerdo con las reivindicaciones puede unirse a cualquier enzima
util para una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), el método de K. B. Mullis, por ejemplo, como se describe
en las patentes de Estados Unidos N° 4.683.195, 4.683.202, y 4.965.188 y cualquier otro método mejorado conocido
en la técnica. La PCR es un método para aumentar la concentracién de un segmento de una secuencia diana en
una mezcla de DNA sin clonacién o purificacién. Este proceso para amplificar la secuencia diana normalmente
consiste en introducir un gran exceso de dos cebadores oligonucleotidicos a la mezcla de ADN que contiene la
secuencia diana deseada, seguido de una secuencia precisa de ciclado térmico en presencia de una ADN
polimerasa. Los dos cebadores son complementarios a sus hebras respectivas de la secuencia diana bicatenaria.
Para realizar la amplificacién, la mezcla se desnaturaliza y los cebadores después hibridan con sus secuencias
complementarias dentro de la molécula diana. Después de la hibridacion, los cebadores se extienden con una
polimerasa de modo que se forma un nuevo par de hebras complementarias. Las etapas de desnaturalizacién,
hibridacion de cebadores y extensién por polimerasa pueden repetirse muchas veces (es decir, la desnaturalizacion,
hibridacion y extension constituyen un ciclo) para obtener una alta concentracién de un segmento amplificado de la
secuencia diana deseada.

En algunas realizaciones, pueden unirse diversas polimerasas a las marcas peptidicas de acuerdo con las

reivindicaciones. Dichas polimerasas incluyen polimerasa Taq (Util por ejemplo en ensayos de reaccion en cadena
de la polimerasa (PCRY)), ADN polimerasa | (util por ejemplo en ensayos de traslado de mella y extension de
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cebador), polimerasa Klenow (Util por ejemplo en marcaje de cebador aleatorio), desoxinucleotidil transferasa
terminal (TdT) (util por ejemplo para marcaje de extremo 3'), transcriptasa inversa (por ejemplo, para sintetizar ADN
a partir de moldes de ARN) u otras polimerasas tales como ARN polimerasa SP6, ARN polimerasa T3 y ARN
polimerasa T7 para transcripcion in vitro.

En algunas realizaciones, una marca peptidica de acuerdo con las reivindicaciones puede unirse a ADN polimerasa
dependiente de ADN, que es una enzima que sinteriza una copia complementaria de ADN a partir de un molde de
ADN anadiendo un nucleétido al extremo 3' de una hebra de reciente formacion. Algunas ADN polimerasas también
tienen capacidad de correccion de errores, que se confiere por la actividad 3' a 5' exonucleasa.

En algunas realizaciones, las ADN polimerasas dependientes de ADN proporcionadas en este documento pueden
ser enzimas de origen natural aisladas de bacterias o bacteriéfagos o expresadas de forma recombinante, o pueden
estar modificadas o tener formas desarrolladas que se han modificado por ingenieria para poseer ciertas
caracteristicas deseables, por ejemplo, termoestabilidad, o la capacidad de reconocer o sintetizar una hebra de ADN
a partir de diversos moldes modificados. Las ADN polimerasas dependientes de ADN requieren un cebador
complementario para iniciar la sintesis. Se sabe que en condiciones adecuadas una ADN polimerasa dependiente
de ADN puede sintetizar una copia complementaria de ADN a partir de un molde de ARN. Las ADN polimerasas
dependientes de ARN (descritas en este documento) normalmente tienen también actividad ADN polimerasa
dependiente de ADN.

Ejemplos no limitantes de ADN polimerasas incluyen ADN polimerasa de Thermus aquaticus (Taq), ADN polimerasa
| de E. coli, ADN polimerasa de Thermus thermophilus (Tth), ADN polimerasa de Bacillus stearothermophilus, ADN
polimerasa de Thermococcus littoralis, ADN polimerasa de bacteri6fago T7, polimerasa de Thermococcus
gorgonarius (Tgo), polimerasa Pfu, fragmento Klenow de ADN polimerasa de E. coli, ADN polimerasa Tma, ADN
polimerasa exo-Tli, ADN polimerasa exo-KOD, ADN polimerasa exo-JDF-3, ADN polimerasa exo-PGB-D, ADN
polimerasa U1Tma (N-truncada) de Thermatoga martima, o ADN polimerasas de bacteriéfagos T4, Phi-29, M2, o T5.

En algunas realizaciones, donde sea deseado, pueden unirse polimerasas estables a temperatura a una marca
peptidica de acuerdo con las reivindicaciones. Véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos 4.889.818 que
describe una enzima termoestable representativa aislada de Thermus aquaticus. Polimerasas estables a
temperatura representativas adicionales incluyen sin limitacion, por ejemplo, polimerasas extraidas de bacterias
tales como ADN polimerasa | de Thermus aquaticus (Taq), Thermococcus gorgonarius (Tgo), Pirococcus horikoshii,
Pirococcus furiosus, Pirococcus woesei, Thermus filiformis, Thermus flavus, Thermus ruber, Thermus thermophilus,
Bacillus stearothermophilus (que tiene temperatura éptima algo inferior que las otras enumeradas), Thermus lacteus,
Thermus rubens, Thermotoga maritima, Thermococcus littoralis, y Metanothermus fervidus.

En algunos casos, una marca peptidica de acuerdo con las reivindicaciones se une a una enzima termoestable que
puede tener 0 no necesariamente actividad polimerasa (por ejemplo, pirofosfatasa de Thermoplasma acidophilum
(TAPP), pirofosfatasa, dCTP desaminasa (CDA), desoxicitidina desaminasa, citidina desaminasa, ARN desaminasa,
ADN desaminasa). En algunos casos, una marca peptidica (por ejemplo, el péptido de la SEC ID N° 1 0 8), se une a
un polipéptido no termoestable (por ejemplo, factor inhibidor de leucemia humana (hLIF), leptina).

En algunas realizaciones, una marca peptidica de acuerdo con las reivindicaciones puede unirse a polimerasas que
muestran actividad de desplazamiento de hebra (también conocida como polimerizaciéon en circulo rodante). El
desplazamiento de hebra puede provocar la sintesis de copias en tdndem de un molde de ADN circular, y es
particularmente Util en reaccién isotérmica de PCR. Ejemplos no limitantes de polimerasas adecuadas de circulo
rodante proporcionadas en este documento incluyen aunque sin limitacién ADN polimerasa T5 (Chatterjee et al.,
Gene 97:13-19 (1991)), y holoenzima ADN polimerasa T4 (Kaboord y Benkovic, Curr. Biol. 5:149-157 (1995)), ADN
polimerasa de fago M2 (Matsumoto et al., Gene 84:247 (1989)), ADN polimerasa de fago PRD1 (Jung et al., Proc.
Natl. Aced Sci. USA 84:8287 (1987), y Zhu e lto, Biochim. Biophys. Acta. 1219:267-276 (1994)), fragmento Klenow
de ADN polimerasa | (Jacobsen et al., Eur. J. Biochem. 45:623-627 (1974)).

Un ejemplo de una clase de polimerasas de circulo rodante utiliza cebado de proteina como modo para iniciar la
replicacién. Polimerasas ejemplares de esta clase son ADN polimerasas modificadas y no modificadas, elegidas o
derivadas de los fagos y29, PRD1, Cp-1, Cp-5, Cp-7, y15, y1, y21, y25, BS 32 L17, PZE, PZA, Nf, M2Y (o M2), PR4,
PR5, PR722, B103, SF5, GA-1, y miembros relacionados de la familia Podoviridae.

En algunas realizaciones, una marca peptidica de acuerdo con las reivindicaciones puede unirse a una ARN
polimerasa dependiente de ADN o transcriptasa, que es una enzima que sintetiza multiples copias de ARN a partir
de una molécula de ADN bicatenaria o parcialmente bicatenaria que tiene una secuencia promotora que es
habitualmente bicatenaria. Las moléculas de ARN se sintetizan en la direccion 5'-a-3' empezando en una posicién
especifica justo cadena abajo del promotor. Ejemplos de transcriptasas son la ARN polimerasa dependiente de ADN
de E. coli y bacteriéfagos T7, T3, y SP6.

En algunas realizaciones, una marca peptidica descrita en este documento puede unirse a una ADN polimerasa
dependiente de ARN o transcriptasa inversa (RT), que es una enzima que sintetiza una copia complementaria de
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ADN a partir de un molde de ARN. En este método, la transcripcion inversa se acopla a PCR, por ejemplo, como se
describe en la patente de Estados Unidos 5.322.770. En RT-PCR, el molde de ARN se convierte en ADNc debido a
la actividad transcriptasa inversa de una enzima, y después se amplifica usando la actividad de polimerizacién de la
misma enzima o una diferente. Todas las transcriptasas inversas conocidas también tiene la capacidad de crear una
copia complementaria de ADN a partir de un molde de ADN; por tanto, son ADN polimerasas dependientes tanto de
ARN como de ADN. Las RT también pueden tener una actividad RNasa H. Pueden usarse transcriptasas inversas y
polimerasas tanto termoestables como termolabiles.

Puede obtenerse una transcriptasa inversa comun del virus de la leucemia murina de Maloney (MMLV-RT). Las
marcas peptidicas descritas en este documento pueden unirse a polipéptidos que tienen actividad transcriptasa
inversa incluyendo, aunque sin limitacién: transcriptasa inversa del virus de la leucemia murina de Maloney (M-MLV),
transcriptasa inversa del virus de sarcoma de Rous (RSV), transcriptasa inversa del virus de mieloblastosis de aves
(AMV), transcriptasa inversa del virus asociado a Rous (RAV), transcriptasa inversa del virus asociado a
mieloblastosis (MAV), transcriptasa inversa del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), transcriptasa inversa,
transcriptasa inversa retroviral del virus de sarcoma-leucosis de aves (ASLV), transcriptasa inversa de
retrotransposon, transcriptasa inversa de hepatitis B, transcriptasa inversa del virus del mosaico de la coliflor,
transcriptasa inversa bacteriana, ADN polimerasa de Thermus thermophilus (Tth), ADN polimerasa de Thermus
aquaticus (Taqg), ADN polimerasa de Thermotoga neopolitana (Tne), ADN polimerasa de Thermologa maritima
(Tma), ADN polimerasa de Thermococcus litoralis (Tli o VENTR™), ADN polimerasa de Pirococcus furiosus (Pfu),
DEEPVENT™, ADN polimerasa GB-D de especies Pirococcus, ADN polimerasa de Pirococcus woosii (Pwo), ADN
polimerasa de Bacillus sterothermophilus (Bst), ADN polimerasa de Bacillus caldophilus (Bca), ADN polimerasa de
Sulfoloblus acidocaldarius (Sac), ADN polimerasa de Thermoplasma acidophilum (Tac), ADN polimerasa de
Thermus flavus (Tfl/Tub), ADN polimerasa de Thermus ruber (Tru), ADN polimerasa de Thermus brockianus
(DYNAZYME™), ADN polimerasa de Metanobacterium thermoautotrophicum (Mth), y mutantes, variantes y
derivados de las mismas.

En algunas realizaciones, una marca peptidica de acuerdo con las reivindicaciones puede unirse a una amilasa.
Ejemplos no limitantes de amilasas incluyen aquellas de Bacillus amiloliquefaciens, Bacillus licheniformis, Bacillus
stearothermophilus, Bacillus subtilis, Lactobacillus manihotivorans, Myceliophthora thermophila, Pirococcus furiosus,
Pirococcus woesei, Staphylothermus marinus, Sulfolobus solfataricus, Thermococcus aggreganes, Thermococcus
fumicolans, Thermococcus hydrothermalis, Thermomyces lanuginosas, Thermococcus profoundus, Bacillus ciculans,
Bacillus cereus var. Mycoides, y Clostridium thermosulphurogenes.

En algunas realizaciones, una marca peptidica de acuerdo con las reivindicaciones puede unirse a una pululanasa.
Ejemplos no limitantes de pululanasas incluyen aquellas de Bacillus sp., Pirococcus furiosus, Pirococcus woesi,
Thermococcus aggregans, Thermus caldophilus GK24, Thermococcus celer, Thermococcus hidrothermalis,
Thermococcus litoralis, y Thermotoga maritima MSB8.

En algunas realizaciones, una marca peptidica descrita en este documento puede unirse a una xilanasa. Ejemplos
no limitantes de xilanasas incluyen aquellas de Baccillus amiloliquefaciens, Bacillus circulans, Bacillus sp. cepa SPS-
0, Bacillus subtilis, Clostridium abosurn, Dictyoglomus sp. cepa Bi, Fusarium proliferatum, Pirococcus furiosus,
Scytalidium thermophilum, Streptomyces sp. cepa S38, Sulfolobus solfataricus, Teheromyces lanuginosus,
Thermoasus aurantiacus, Thermotoga maritima MSB8, Thermotoga neapolitana, Thermotoga sp. cepa FJSS3-B1, y
Thermotoga thermarum.

En algunas realizaciones, una marca peptidica descrita en este documento puede unirse a una celulasa. Ejemplos
no limitantes de celulasas incluyen aquellas de Anaerocellu thermophilum, Bacillus subtilis, Pirococcus furiosus,
Pirococcus horicoshi, Rhodothermus marinus, Thermotoga maritema MSB8, y Thermotoga neapoltana
(endocelulasa A o B).

En algunas realizaciones, una marca peptidica de acuerdo con las reivindicaciones puede unirse a una enzima
proteolitica. Ejemplos no limitantes de enzimas proteoliticas incluyen aquellas de Bacillus brevis, Bacillus
licheniformis, Bacillus stearothermophilus, Bacillus sp. JB-99, Bacillus stearothermophilus TP26, Bacillus sp. N® AH-
101, Bacillus thermoruber, Pirococcus sp. KODI, Staphylothermus marinus, Thermoacidophiles, Thermococcus
aggreganes, Thermococcus celer, Thermococcus litoralis, y Thermotoga maritema.

En algunas realizaciones, una marca peptidica de acuerdo con las reivindicaciones puede unirse a una lipasa.
Ejemplos no limitantes de lipasas incluyen aquellas de Bacillus acidocaldarius, Bacillus sp. RSJ-1, Bacillus strin J33,
Bacillus sfearothermophilus, Bacillus thermocatenletus, Bacillus thermoleovorans 1D-1, Geobacillus sp.,
Pseudomonas sp., Pirobaculum calidifontis, Pirococcus furiosus, y Pirococcus horikoshii.

En algunos casos, una o mas de las siguientes polimerasas se unen a una marca peptidica codificada por la SEC ID
Ne¢ 3, por la SEC ID N 7, o por la SEC ID N° 9, u otra marca peptidica descrita en este documento: ADN polimerasa
G46E E678G CS5, ADN polimerasa G46E L329A E678G CS5, ADN polimerasa G46E E678G CS6, ADN polimerasa
A ZO5R, polimerasa ZOS, ADN polimerasa E615G Taq, polimerasa de Thermus flavus (Tfl) (por ejemplo, una
polimerasa Tfl modificada que incorpora los nucleétidos terminadores T descritos en este documento), polimerasa de
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Thermatoga maritime o Tma-25, polimerasa Tma-30, ADN polimerasa de Thermus thermophilics (Tth), ADN
polimerasa Pfu, ADN polimerasa Pfx, polimerasa SPS-17 de especie Thermus, polimerasa Taq E615G, polimerasa
de Thermus ZO5R, ADN polimerasa de T7, ADN polimerasa | de Kornberg o ADN polimerasa | de E. coli, ADN
polimerasa Klenow, ADN polimerasa Tag, ADN polimerasa de Micrococcus, ADN polimerasa alfa, transcriptasa
inversa, transcriptasa inversa de AMV, transcriptasa inversa de M-MuLV, ADN polimerasa, ARN polimerasa, ARN
polimerasa de E. coli, ARN polimerasa SP6, ARN polimerasa T3, ADN polimerasa T4, ARN polimerasa T7, ARN
polimerasa Il, transferasa terminal, polinucleétido fosforilasa (PNP), ADN polimerasa que incorpora ribonucleoétido, o
similares. En algunos casos, se une una enzima con correccion de errores a un polipéptido codificado por la SEC ID
N? 3, o a un polipéptido codificado por la SEC ID N° 7. Puede unirse cualquier polimerasa alternativa (por ejemplo,
una polimerasa descrita en este documento), a un fragmento de un polipéptido codificado por la SEC ID N° 7 o SEC
ID N2 9, por ejemplo, a proteina de union a doble hebra (DSP).

En algunas realizaciones, las marcas peptidicas (o estructuras) proporcionadas en este documento también pueden
proporcionar estabilidad a polipéptidos que no son polimerasas. Las marcas peptidicas pueden ayudar a la retencién
de cualquier actividad de un polipéptido, por ejemplo, actividad de unién, actividad enzimatica, especialmente
cuando el polipéptido se expone a una temperatura (por ejemplo, temperatura ambiente) durante un cierto periodo
de tiempo. Por ejemplo, las marcas peptidicas descritas en este documento pueden unirse a eritropoyetina (EPO)
(también conocida como hematopoyetina o hemopoyetina), por ejemplo, para potenciar su estabilidad a temperatura
ambiente. La EPO es una hormona glucoproteica que controla la eritropoyesis, o produccion de glébulos rojos. Es
una citoquina para precursores de eritrocitos (gldbulos rojos) en la médula 6sea. Pueden usarse formas purificadas
de EPO para tratar enfermedades tales como anemia o enfermedades neurologicas (por ejemplo, esquizofrenia).
Los tipos de EPO disponibles en el mercado incluyen aunque sin limitacion eritropoyetina (Epoeitin-alfa ') y
Darbepoietin-alfa™. Las marcas incluyen, aunque sin limitacion: Epogen™; Epoetin™, Procrit™, Eprex™,
NeoRecormon™, Darbepoetin™, Epoetin delta™ PDpoetin™, Aranesp™, y Metoxi polietilenglicol-epoetin beta
(Mircera ).

La EPO esta codificada por un gen de copia Unica que tiene cinco exones. Los genes de EPO humana y de raton
tienen secuencias un 90 % similares inmediatamente cadena arriba del sitio de inicio de la transcripcion, un 80 % en
las regiones codificantes, y un 65 % en el primer intron. Las localizaciones de intrones y sitios donantes y aceptores
de corte y ayuste estan conservadas entre los genes de EPO humana y de ratéon. EI ARNm para EPO contiene
regiones no traducidas tanto 5' como 3' y codifica una secuencia peptidica lider y una proteina EPO madura
predicha de 166 amino&cidos para ser humano y ratén, y 168 aminoacidos para mono. La forma secretada de EPO
humana, la EPO de origen natural recuperada de orina (uh-EPOO) o la EPO recombinante (rh-EPQO) expresada en
células de ovario de hamster chino (CHO), carece de la arginina C-terminal, que se retira por escision post-
traduccional. La proteina EPO humana madura comprende 165 aminoacidos y tiene un peso molecular de 34 kDa,
con restos glucosilo que contribuyen a aproximadamente el 40 % del peso de la molécula. La molécula EPO
comprende cuatro hélices que interaccionan mediante sus dominios hidréfobos para formar una estructura
predominantemente globular dentro de un entorno acuoso (Cheetham et al., 1998, Nat. Struct. Biol. 5:861-866). La
EPO humana y murina tiene cuatro cisteinas y la EPO de mono tiene cinco. Existen puentes disulfuro internos en
EPO humans, entre Cys7 y Cys161, y entre Cys29 y Cys33. Al menos uno de estos puentes disulfuro es importante
en la estructura secundaria.

La EPO inicia la eritropoyesis por unién a la parte extracelular de un homodimero preformado de receptor de
eritropoyetina (EPOR) (es decir, (EPOR)2) de un modo que forma un puente entre localizaciones especificas en las
subunidades individuales EPOR. Cuando la EPO se une al (EPOR),, grandes partes del ligando globular estéan
alejadas de las regiones de unién y miran hacia afuera, lejos del complejo de EPO y (EPOR), en el medio acuoso.
La EPO humana tiene cuatro sitios de glucosilacién: un Unico sitio O-unido en Ser126 y tres sitios N-unidos en
Asn24, Asn38, y Asn83. Los sitios de glucosilacion N-unidos estan conservados en EPO murina y de mono. Las
cadenas de oligosacarido de EPO humana son oligosacéridos tetra-antenares sialilados que contienen fucosa,
algunos de los cuales contienen N-acetil-lactosaminas repetidas. Los demas oligosacaridos N-unidos son
oligosacaridos tri-antenares y bi-antenares.

En algunas realizaciones, los polipéptidos, polipéptidos de fusion, o composiciones proporcionados en este
documento comprenden EPO en su forma nativa. En algunas realizaciones, los polipéptidos, polipéptidos de fusion,
o composiciones comprenden EPO con una o mas mutaciones. En algunas realizaciones, los polipéptidos,
polipéptidos de fusién, o composiciones comprenden EPO con una o més mutaciones en los cuatro sitios de
glucosilacién: un uUnico sitio O-unido en Ser126 y tres sitios N-unidos en Asn24, Asn38, y Asn83. En algunas
realizaciones, los polipéptidos, polipéptidos de fusion, o composiciones comprenden EPO con una o mas
mutaciones en las cuatro hélices. En algunas realizaciones, los polipéptidos, polipéptidos de fusiéon, o0 composiciones
comprenden EPO con una o mas mutaciones en los restos que forman los puentes disulfuro: en Cys7, Cys161,
Cys29, y Cys33. En algunas realizaciones, las mutaciones EPO pueden comprender sustitucion, delecién o adicién
de aminoé&cidos conservados o no conservados.

En algunas realizaciones, cualquier proteina terapéutica puede unirse a una marca peptidica de acuerdo con las

reivindicaciones. Puede encontrarse un resumen de agentes terapéuticos proteicos en Leader et al. (2008) Nature
Review/Drug Discovery 7: 21-39. Ejemplos de agentes terapéuticos proteicos incluyen agentes terapéuticos
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proteicos con actividad enzimética o reguladora, agentes terapéuticos proteicos con actividad especial de
direccionamiento, vacunas proteicas, y agentes de diagndstico proteicos.

Los polipéptidos, polipéptidos de fusion, o composiciones proporcionados en este documento pueden comprender
un péptido o polipéptido cosmético. En algunas realizaciones, el péptido o polipéptido cosmético incluye, aunque sin
limitacion, factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento de queratinocitos (KGF), factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor estimulador de
colonias de granulocitos (G-CSF), factor 9 de diferenciacion de crecimiento (GDF9), factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF), factor de crecimiento derivado de hepatoma (HDGF), factor de crecimiento tipo insulina (IGF),
factor de crecimiento nervioso (NGF), trombopoyetina, factor alfa de crecimiento transformante (TGF-a), factor beta
de crecimiento transformante (TGF-B), factor de crecimiento placentario, proteina morfogenética 6sea humana
(BMP), BMP2, BMP7, factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), colagenasa, gelatinasa,
metaloproteinasa de matriz-1, -2, -3, -7, -8, -9, -10, -11, -12, -13, -14, -15, -16, -17, -18, -19, -20, -21, -23A, -23B, -24,
-25, -26, -27, 0 -28.

Ejemplos de agentes terapéuticos proteicos con actividad enzimatica o reguladora, incluyen agentes terapéuticos
para tratar: trastornos endocrinos (por ejemplo, insulina, hormona del crecimiento (GH) somatotropina, calcitonina de
salmoén, restos 1-34 de hormona paratiroidea humana); trastornos de hemostasis y trombosis (por ejemplo, factor
Vlla, VIII, factor IX, antitrombina Ill, concentrado de proteina C, activador de plasminégeno tisular (tPA), uroquinasa);
deficiencias metabdlicas (por ejemplo, beta-gluco-cerebrosidasa, alfa-L iduronidasa); trastornos pulmonares y
gastrointestinales (por ejemplo, inhibidor de alfa-1-proteinasa, lactasa, enzimas pancreaticas); trastornos de
inmunodeficiencia (por ejemplo, adenosina desaminasa, inmunoglobulinas combinadas); trastornos sanguineos (por
ejemplo, albumina humana, eritropoyetina, como se describe en este documento); fertilidad (hormona foliculo-
estimulante (FSH) humans, gonadotropina coriénica humana (HCH), Lutropina-alfa); inmunorregulacion (por
ejemplo, interferon (IFN), factor estimulador de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF), IFN-alfa tipo I, IFN-
beta, IFN-gamma, IFN-gamma beta, interleuquina-1, interleuquina-2, interleuquina-3, interleuquina-4, interleuquina-
5, interleuquina-6, interleuquina-7, interleuquina-8, interleuquina-9, interleuquina-10, interleuquina-11, interleuquina-
12, interleuquina-13, interleuquina-14, interleuquina-15, interleuquina-16, interleuquina-17, interleuquina-18,
interleuquina-19, interleuquina-20, interleuquina-21, interleuquina-22, interleuquina-23, interleuquina-24,
interleuquina-25, interleuquina-26, interleuquina-27, interleuquina28, interleuquina-29, interleuquina-30,
interleuquina-31, interleuquina-32, interleuquina-33, interleuquina-34, interleuquina-35); regulaciéon del crecimiento
(por ejemplo, factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF), factor estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF), factor 9 de diferenciacion
de crecimiento (GDF9), factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), factor de crecimiento derivado de hepatoma
(HDGF), factor de crecimiento tipo insulina (IGF), factor de crecimiento nervioso (NGF), trombopoyetina, factor alfa
de crecimiento transformante (TGF-a), factor beta de crecimiento transformante (TGF-B), factor de crecimiento
placentario, proteina morfogenética ésea humana (BMP), BMP2, BMP7, factor de crecimiento derivado de plaguetas
(PDGF)). Otros agentes terapéuticos proteicos incluyen agentes terapéuticos proteoliticos (por ejemplo, tripsina),
nesiritida; toxina botulinica tipo A o B, colagenasa, desoxirribonucleasa | humana, dornasa alfa, hialuronidasa,
padolor, L-asparaginasa, anticuerpos humanizados (por ejemplo, bevacizumab (Avastin™), rituximab, trastuzumab);
enfuvirtida, abciximab, vacunas proteicas (por ejemplo, vacuna HBsAg, vacuna HPV, OspA), e IgG anti-rhesus.

En algunas realizaciones, también pueden unirse agentes de diagndstico proteicos a las marcas peptidicas de
acuerdo con las reivindicaciones. Ejemplos incluyen aunque sin limitacién: glucagén, hormona liberadora de
hormona de crecimiento, agentes para formacion de imagenes para cancer y otras enfermedades, y antigenos de
VIH y antigenos de HCV.

En algunas realizaciones, los polipéptidos unidos a las marcas peptidicas de acuerdo con las reivindicaciones
pueden ser proteinas fibrosas o proteinas globulares. Los tipos de proteinas a las cuales pueden unirse las marcas
peptidicas incluyen, sin limitacion: proteinas del citoesqueleto (por ejemplo, actina, Arp2/3, coronina, distrofina, FtsZ
%, queratina, miosina, espectrina, Tau (proteina), tubulina); proteinas de matriz extracelular (por ejemplo, colageno,
elastina, F-espondina, pikachurina); proteina plasmatica (por ejemplo, albimina sérica, componente amiloide P
sérico); factores de coagulacion (por ejemplo, proteinas del complemento, C1-inhibitor, C3-convertasa, factor VIII,
factor IX, factor XIll, fibrina, proteina C, proteina S, proteina Z, inhibidor de proteasa relacionado con proteina Z,
trombina, factor de von Willebrand); proteinas de fase aguda (por ejemplo, proteina C-reactiva); hemoproteinas;
proteinas de adhesién celular (por ejemplo, cadherina, integrina, NCAM, selectina); proteinas de transporte
transmembrana (por ejemplo, CFTR, glicoforina D, escramblasa); canales de iones (por ejemplo, receptor de
acetilcolina); receptores acoplados a proteina G; canales de potasio; proteinas de sinporte/antiporte; hormonas y
factores de crecimiento (por ejemplo, factor de crecimiento epidérmico, insulina, factor de crecimiento tipo insulina,
oxitocina, hormona foliculo-estimulante, hormona luteinizante); proteinas reguladoras de la transcripcién (por
ejemplo, MyoD, C-myc); proteinas de almacenamiento/transporte de nutrientes (por ejemplo, ferritina);
inmunoglobulinas; tripsina.

En algunas realizaciones, los polipéptidos unidos a las marcas peptidicas de acuerdo con las reivindicaciones

pueden ser péptidos de unién a acido nucleico (por ejemplo, un péptido capaz de unirse a cualquier &cido nucleico,
incluyendo ADN, ARN, ARNm, ARNc, miARN, ARNip, ADNc).
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En algunas realizaciones, un péptido proporcionado en este documento es una enzima de restriccion. Ejemplos de
enzimas de restriccion incluyen Aatll, Acc651, Accl, Acil, Acll, Acul, Afel, Aflll, Afllll, Agel, Ahd1, Alel, Alul, Alwl,
AlwNI, Apal, ApaLl, ApeKIl, Apol, Ascl, Asel, AsiSI, Aval, Avall, Avrll, BaeGl, Bael, BamHI, Banl, Banll, Bbsl, BbvCl,
Bbvl, Becl, BeeAl, Begl, BeiVl, Bell, Bfal, BfuAl, BfuCl, Bgll, Bglll, Blpl, BmgBI, Bmrl, Bmtl, Bpml, Bpu101, BpuEl,
BsaAl, BsaBl, BsaHlI, Bsal, BsaJl, BsaWl, BsaXl, BseRl, BseYl, Bsgl, BsiEl, BsiHKAI, BsiWI, Bsll, BsmAl, BsmBI,
BsmFI, Bsml, BsoBl, Bsp1286l, BspCNI, BspDI, BspEl, BspHI, BspMI, BspQl, BsrBl, BsrDI, BsrFl, BsrGl, Bsrl,
BssHIl, BssKI, BssSl, BstAPI, BstBl, BstEll, BstNI, BstUl, BstXI, BstYl, BstZI71, Bsu36l, Btgl, BtgZl, BtsCl, Btsl,
Cacsl, Clal, CspCl, CviAll, CviKl-1, CviQl, Ddel, Dpnl, Dpnll, Dral, Dralll, Drdl, Eael, Eagl, Earl, Ecil, Eco53kl,
EcoNI, EcoO109l, EcoP15l, EcoRlI, EcoRV, Fatl, Faul, Fnu4HI, Fokl, Fsel, Fspl, Haell, Haelll, Hgal, Hhal, Hincll,
Hindlll, Hinfl, HinPIl, Hpal, Hpall, Hphl, Hpy166ll, Hpy188I, Hpy188 Ill, Hpy991, HpyAV, HpyCH4lIl, HpyCH4lV,
HpyCH4V, Kasl, Kpnl, Mbol, Mboll, Mfel, Miul, Mlyl, Mmel, Mnll, Mscl, Msel, Msll, MspA11, Mspl, Mwol, Nael, Narl,
Nb.BbvCl, Nb.Bsml, Nb.BsrDI, Nb.Btsl, Ncil, Ncol, Ndel, NgoMIV, Nhel, Nlalll, NlalV, NmeAlIl, Notl, Nrul, Nsil, Nspl,
Nt.Alwl, Nt.BbvCl, Nt.BsmAl, Nit.BspQl, Nt.BstNBI, Nt.CviPIl, Pacl, PaeR7I, Pcil, PflFl, PfIMI, Phol, Plel, Pmel, P mll,
PpuMI, PshAl, Psil, PspGl, PspOMI, PspXI, Pstl, Pvul, Pvull, Rsal, Rsrll, Sacl, Sacll, Sall, Sapl, Sau3Al, Sau96l,
Sbfl, Scal, ScrFl, SexAl, SfaNl, Sfcl, Sfil, Sfol, SgrAl, Smal, Smll, SnaBl, Spel, Sphl, Sspl, Stul, StyD4l, Styl, Swal, T,
Tagal, Tfilo, Tlil, Tsel, Tsp45l, Tsp509I, TspMI, TspRI, Tth1111, Xbal, Xcml, Xhol, Xmal, Xmnl, y Zral.

En algunas realizaciones, el péptido también puede unirse a una endonucleasa constitutiva. Ejemplos de
endonucleasas constitutivas incluyen I-Ceul, I-Scel, PI-Pspl, y PI-Scel. El péptido también puede unirse a una
endonucleasa de mellas. Ejemplos de endonucleasa de mellas incluyen Nb.BbvCIl, Nb.Bsml, Nb.BsrDI, Nb.Bisl,
Nt.Alwl, Nt.BbvCI, Nt.BsmAl, Nt.BspQl, Nt.BstNBI, y Nt.CviPll. En algunas realizaciones, el péptido es de alta
fidelidad. El péptido puede ser una variante de alta fidelidad de cualquier péptido descrito en este documento.

En algunas realizaciones, el péptido es una nucleasa celular, una nucleasa de frijol mungo, una nucleasa PI, una
nucleasa S1. En algunas realizaciones, el péptido es una nucleasa especifica de hebra individual (sss). En algunas
realizaciones, el péptido es una nucleasa util para andlisis mutacional y/o andlisis de polimorfismos de un Unico
nucleétido. La nucleasa celular puede usarse para analisis mutacional y analisis de polimorfismos de un Unico
nucleétido para escindir desapareamientos de un Unico par de bases en moldes de ADN heterodUplex - método de
escision de deseapareamientos TILLING (lesiones inducidas por direccionamiento en genomas). En otras
realizaciones, el péptido tiene capacidad de rapida digestion.

En algunas realizaciones, el péptido unido a un péptido de acuerdo con las reivindicaciones puede ser una
desoxirribonucleasa, ribonucleasa, exonucleasa, endonucleasa, exodesoxirribonucleasa, exorribonucleasa,
endodesoxirribonucleasa, endorribonucleasa, oligonucleasa, RecBCD, desoxirribonucleasa |, desoxirribonucleasa ll,
desoxirribonucleasa IV, endonucleasa UvrABC, nucleasa S1 de aspergillus, o nucleasa de micrococos.

Polipéptidos modificados

En algunas realizaciones, los polipéptidos descritos en este documento pueden modificarse de cualquier modo
conocido en la técnica. Por ejemplo, las polimerasas descritas en este documento pueden modificarse para su uso
en métodos de PCR Hot Start. La "PCR Hot Start" es una forma modificada de reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) convencional. Las polimerasas descritas en este documento también pueden modificarse para usarse en
métodos de PCR Hot Start. La PCR Hot Start normalmente implica el uso de una polimerasa que se inactiva a
temperaturas inferiores y ambiente, y que posteriormente se activa a temperaturas mayores, habitualmente durante
la etapa de desnaturalizacion de PCR (por ejemplo, cuando la reaccién alcanza una temperatura de 90 a 105 °C, por
ejemplo, 95 °C). En algunos ejemplos, la muestra debe incubarse durante un cierto periodo de tiempo (por ejemplo,
mas de 1, 5, 7, 10, 15, 20, o 30 minutos) a una temperatura especifica (por ejemplo, aproximadamente 85 °C, 90 °C,
95 °C, 100 °C, 105 °C o 110 °C). Por ejemplo, la reaccién puede incubarse durante 15 min a 95 °C para activar una
polimerasa de PCR Hot Start. El uso de dicha polimerasa evita la extensién de cebadores hibridados de forma no
especifica y dimeros de cebador formados a bajas temperaturas durante la preparacion de la PCR. Una técnica de
PCR Hot Start es especialmente Util para evitar amplificacién no especifica de ADN, y aumentar la sensibilidad y
rendimiento.

La inhibicion de la polimerasa usada para la PCR Hot Start se causa por un anticuerpo, péptido, o modificacion
quimica. La modificacion se hace habitualmente en cadenas laterales de sitios activos (por ejemplo, ABgene
Thermostart). Un ejemplo de una polimerasa modificada quimicamente atil para PCR Hot Start es una polimerasa
modificada con reactivos modificadores de aldehido, preferiblemente formaldehido (véase, por ejemplo, la patente
de Estados Unidos N° 6.183.998). Otros ejemplos incluyen polimerasas modificadas mediante otras reacciones
quimicas, tales como por una reacciéon con anhidrido, y otras modificaciones descritas en la patente de Estados
Unidos N? 5.773.258. Las polimerasas utiles para PCR Hot Start también pueden modificarse por unién a un
anticuerpo especifico de polimerasa (véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos N 5.338.671). En algunos
casos, las polimerasas se secuestran de otros reactivos en una mezcla de reaccién, con barreras fisicas antes de
que tenga lugar el termociclado. Por ejemplo, en un método de barrera de cera, se usa una cera tal como cera de
parafina o una perla de cera de parafina para secuestrar la polimerasa de otros reactivos en la mezcla de reaccion.

En algunas realizaciones, las polimerasas descritas en este documento pueden modificarse quimicamente para
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facilitar los métodos de PCR Hot Start, por cualquier método conocido en la técnica (véase, por ejemplo, la patente
de Estados Unidos N® 5.773.258, la patente de Estados Unidos N° 6.183.998). En algunos casos, las polimerasas se
modifican con un anticuerpo o péptido para facilitar los métodos de PCR Hot Start. En otros casos mas, una
polimerasa descrita en este documento se secuestra en cera de parafina (por ejemplo, perla de cera de parafina).

Los reactivos necesarios para realizar PCR Hot Start se envasan en kits que estan disponibles en el mercado. Esta
activaciéon de la polimerasa es a temperaturas mayores, tales como temperaturas altas Utiles para la etapa de
desnaturalizacién de PCR.

Variantes polipeptidicas

En algunas realizaciones, los polipéptidos descritos en la presente descripcion (por ejemplo, polimerasas) también
incluyen una gran cantidad de variaciones de secuencia, mutantes, y fragmentos de los mismos, que pueden
generarse (por ejemplo, in vitro) y seleccionarse para la actividad y estabilidad. También incluyen cualquier
polipéptido modificado que esté disponible en el mercado (por ejemplo, polimerasa titanium (Invitrogen); Taq Gold
(Applied Biosystems), etc.). Las polimerasas Taq que estan truncadas a menudo retienen la actividad. Por tanto, los
polipéptidos descritos en este documento incluyen truncamientos N' y C'-terminales de polimerasas Taq. De hecho,
incluyen cualquier polimerasa Taq que retenga la actividad.

Para aislar variantes de secuencia, puede realizarse mutagénesis aleatoria de la secuencia completa o
subsecuencias especificas correspondientes de dominios particulares. Como alternativa, puede realizarse
mutagénesis dirigida al sitio de forma reiterativa evitando al mismo tiempo mutaciones en restos criticos para la
funcion proteasa. Pueden usarse programas de prediccién de tolerancia a mutaciones para reducir enormemente la
cantidad de variantes de secuencia no funcionales que se generarian estrictamente por mutagénesis aleatoria. Se
describen diversos programas para predecir los efectos de sustituciones de aminoacidos en una secuencia proteica
sobre la funcién proteica (por ejemplo, SIFT, PolyPhen, PANTHER PSEC, PMUT, y TopoSNP) en, por ejemplo,
Henikoff et al., (2006), Annu. Rev. Genomics Hum. Genet., 7:61-80.

Ademas, la presente descripcién proporciona diferentes porcentajes de identidad de secuencia para los polipéptidos
descritos. El porcentaje de identidad de secuencia se determina por métodos convencionales. Véase, por ejemplo,
Altschul et al., (1986), Bull. Math. Bio., 48:603, y Henikoff y Henikoff, (1992), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:10915.
En resumen, se alinean dos secuencias de aminoacidos para optimizar los valores de alineacién usando una
penalizaciéon por abertura de hueco de 10, una penalizaciéon por extension de hueco de 1, y la matriz de valores
"BLOSUM62" de Henikoff y Henikoff (supra). El porcentaje de identidad entonces se calcula como: ([Cantidad total
de coincidencias idénticas)/[longitud de la secuencia méas larga méas la cantidad de huecos introducidos en la
secuencia mas larga para alinear las dos secuencias])(100).

Existen muchos algoritmos establecidos disponibles para alinear dos secuencias de aminoacidos. El algoritmo de
busqueda de similitud "FASTA" de Pearson y Lipman es un método de alineacion de proteinas adecuado para
examinar el nivel de identidad compartido por una secuencia de aminoacidos descrita en este documento y la
secuencia de aminodacidos de otro péptido. El algoritmo FASTA se describe por Pearson et al., (1988), Proc. Nat'l
Acad. Sci. USA, 85:2444, y por Pearson (1990), Meth. Enzymol. 183:63. En resumen, FASTA caracteriza primero la
similitud de secuencia identificando regiones compartidas por la secuencia de consulta (por ejemplo, SEC ID N%4 o
SEC ID N2 6 0 SEC ID N° 9) y una secuencia de ensayo que tienen la mayor densidad de identidades (si la variable
ktup es 1) o pares de identidades (si ktup=2), sin considerar sustituciones conservativas de aminoacidos,
inserciones, o deleciones. Las diez regiones con la mayor densidad de identidades después se vuelven a valorar
comparando la similitud de todos los aminoacidos emparejados usando una matriz de sustitucion de aminoacidos, y
los extremos de las regiones se "recortan” para incluir solamente aquellos restos que contribuyan al mayor valor. Si
hay varias regiones con valores mayores que el valor de "corte" (calculado por una férmula predeterminada basada
en la longitud de la secuencia y el valor ktup), entonces las regiones iniciales recortadas se examinan para
determinar si las regiones pueden unirse para formar una alineacién aproximada con huecos. Finalmente, las
regiones de mayor valoracion de las dos secuencias de aminoacidos se alinean usando una modificacion del
algoritmo de Needleman-Wunsch-Sellers (Needleman et al., (1970), J. Mol. Biol. 48:444; Sellers (1974), SIAM J.
Appl. Math., 26:787), que permite inserciones y deleciones de amino&cidos. Los parametros ilustrativos para el
andlisis FASTA son: ktup=1, penalizacién por abertura de hueco=10, penalizacién por extensiéon de hueco=1, y
matriz de sustitucion=BLOSUM®62. Estos parametros pueden introducirse en un programa FASTA modificando el
archivo de matriz de valores ("SMATRIX"), como se explica en el Apéndice 2 de Pearson, (1990), Meth. Enzymol.,
183:63.

También se proporcionan en este documento proteinas que tienen un cambio conservativo de aminoacido, en
comparacion con una secuencia de aminoacidos descrita en este documento. Entre los aminoacidos comunes, por
ejemplo, una "sustituciéon conservativa de aminoacido" se ilustra por una sustitucion entre aminoacidos dentro de
cada uno de los siguientes grupos: (1) glicina, alanina, valina, leucina, e isoleucina, (2) fenilalanina, tirosina, y
triptéfano, (3) serina y treonina, (4) aspartato y glutamato, (5) glutamina y asparagina, y (6) lisina, arginina e
histidina. La tabla BLOSUM62 es una matriz de sustitucion de aminoacidos derivada de aproximadamente 2.000
alineaciones multiples locales de segmentos de secuencias proteicas, que representan regiones altamente
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conservadas de mas de 500 grupos de proteinas relacionadas. Véase Henikoff et al., (1992), Proc. Nat'l Acad. Sci.,
USA, 89:10915. Por consiguiente, pueden usarse las frecuencias de sustitucion de BLOSUM62 para definir
sustituciones conservativas de aminoacidos que pueden introducirse en las secuencias de aminoacidos
proporcionadas en este documento. Aunque es posible disefar sustituciones de aminoacidos en base solamente a
las propiedades quimicas (como se ha analizado anteriormente), la expresion "sustitucién conservativa de
aminoacido" preferiblemente se refiere a una sustitucién representada por un valor BLOSUM62 de mas de -1. Por
ejemplo, una sustitucion de amino&cido es conservativa si la sustitucién se caracteriza por un valor BLOSUM62 de
0, 1, 2 0 3. De acuerdo con este sistema, las sustituciones conservativas de aminoacidos preferidas se caracterizan
por un valor BLOSUM62 de al menos 1 (por ejemplo, 1, 2 o 3), mientras que las sustituciones conservativas de
aminoacidos mas preferidas se caracterizan por un valor BLOSUM62 de al menos 2 (por ejemplo, 2 o0 3).

También se entenderd que las secuencias de aminoacidos pueden incluir restos adicionales, tales como
aminoacidos N- o C-terminales adicionales, y ser aun esencialmente como se expone en una de las secuencias
descritas en este documento, siempre que la secuencia retenga suficiente actividad proteica biolégica que sea
funcional en las composiciones y métodos proporcionados en este documento.

En algunos casos, la composicion comprende un polipéptido que es al menos un 10 %, 20 %, 50 %, 70 %, 75 %, 80
%, 85 %, 90 %, 95 %, 0 100 % idéntico a un polipéptido codificado por la SEC ID N? 3, SEC ID N%4, SEC ID N°95,
SEC ID N°7, SEC ID N°10, SEC ID N? 12, fragmentos, mutantes o variantes de las mismas.

Composiciones farmacéuticas

Las composiciones proporcionadas en este documento pueden administrarse como formulaciones farmacéuticas
incluyendo aquellas adecuadas para administracion oral (incluyendo bucal y sub-lingual), rectal, intranasal, topica,
transdérmica, por parche transdérmico, pulmonar, vaginal, por supositorio, o parenteral (incluyendo intramuscular,
intra-arterial, intratecal, intradérmica, intraperitoneal, subcutdnea e intravenosa) o en una forma adecuada para
administracion por formacién de aerosol, inhalacién o insuflacién. Pueden encontrarse informacion general sobre
sistemas de suministro de farmacos en Ansel et al., Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems
(Lippencott Williams y Wilkins, Baltimore Md. (1999).

La composicion farmacéutica puede incluir vehiculos y excipientes (incluyendo aunque sin limitacion tampones,
carbohidratos, manitol, proteinas, polipéptidos o aminoacidos tales como glicina, antioxidantes, bacteriostaticos,
agentes quelantes, agentes de suspension, agentes espesantes y/o conservantes), agua, aceites incluyendo
aquellos de origen en el petréleo, animal, vegetal o sintético, tal como aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite
mineral, aceite de sésamo y similares, soluciones salinas, dextrosa acuosa y soluciones de glicerol, agentes
aromatizantes, agentes colorantes, floculantes y otros aditivos aceptables, adyuvantes, o aglutinantes, otras
sustancias auxiliares farmacéuticamente aceptables necesarias para aproximarse a las condiciones fisiolégicas,
tales como agentes tamponantes del pH, agentes de ajuste de la tonicidad, agentes emulsionantes, agentes
humectantes y similares. Ejemplos de excipientes incluyen almidén, glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina, malta,
arroz, harina, tiza, gel de silice, estearato de sodio, monoestearato de glicerol, talco, cloruro sédico, leche desnatada
en polvo, glicerol, propileno, glicol, agua, etanol y similares. La preparacion farmacéutica puede estar
sustancialmente libre de conservantes. Como alternativa, la preparacion farmacéutica puede contener al menos un
conservante. Se encuentra metodologia general sobre formas farmacéuticas de dosificacién en Ansel et al.,
Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems (Lippencott Williams y Wilkins, Baltimore Md. (1999)). Se
reconocera que, aunque puede emplearse cualquier vehiculo adecuado conocido para los especialistas en la técnica
para administrar las composiciones proporcionadas en este documento, el tipo de vehiculo variara dependiendo del
modo de administraciéon. Puede encontrarse un analisis minucioso de los vehiculos/excipientes farmacéuticamente
aceptables en Remington's Pharmaceutical Sciences, Gennaro, AR, ed., 202 edicion, 2000: Williams y Wilkins PA,
EEUU.

Los compuestos también pueden encapsularse dentro de liposomas usando tecnologia bien conocida. También
pueden emplearse microesferas biodegradables como vehiculos para las composiciones farmacéuticas
proporcionadas en este documento. Se describen microesferas biodegradables adecuadas, por ejemplo, en las
patentes de Estados Unidos N° 4.897.268; 5.075.109; 5.928.647; 5.811.128; 5.820.883; 5.853.763; 5.814.344 y
5.942.252.

El compuesto puede administrarse en liposomas o microesferas (o microparticulas). Los métodos para preparar
liposomas y microesferas para su administracion a un paciente son bien conocidos para los especialistas en la
técnica. La patente de Estados Unidos 4.789.734 describe métodos para encapsular materiales biolégicos en
liposomas. Esencialmente, el material se disuelve en una solucién acuosa, se afnaden los fosfolipidos y lipidos
apropiados, junto con tensioactivos si se requiere, y se dializa o sonica el material, segun sea necesario. Se
proporciona una revision de métodos conocidos por G. Gregoriadis, Capitulo 14, "Liposomes", Drug Carriers in
Biology and Medicine, pag. 2,sup.87-341 (Academic Press, 1979).

Las microesferas formadas de polimeros o proteinas son bien conocidas para los especialistas en la técnica, y
pueden adaptarse para el paso a través del tracto gastrointestinal directamente al torrente sanguineo. Como
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alternativa, el compuesto puede incorporarse y las microesferas, o compuesto de microesferas, puede implantarse
para liberacion lenta durante un periodo de tiempo que varia de dias a meses. Véanse, por ejemplo, las patentes de
Estados Unidos N® 4.906.474, 4.925.673 y 3.625.214, y Jein, TIPS 19;155-157 (1998).

La concentracién de farmaco puede ajustarse, el pH de la solucién puede tamponarse y la isotonicidad puede
ajustarse para que sea compatible con inyeccion intravenosa, como se sabe bien en la técnica.

Los compuestos proporcionados en este documento pueden formularse como una solucién o suspension estéril, en
vehiculos adecuados, bien conocidos en la técnica. Las composiciones farmacéuticas pueden esterilizarse por
técnicas convencionales de esterilizacion bien conocidas, o pueden filtrarse a esterilidad. Las soluciones acuosas
resultantes pueden envasarse para su uso tal cual, o liofilizarse, combinandose la preparacion liofilizada con una
solucién estéril antes de su administracion. Se describen formulaciones adecuadas y vehiculos adicionales en
Remington "The Science and Practice of Pharmacy" (202 Ed., Lippincott Williams y Wilkins, Baltimore MD).

Los agentes o sus sales farmacéuticamente aceptables pueden proporcionarse solos o en combinacién con uno o
mas agentes diferentes o con una o mas formas diferentes. Por ejemplo una formulacion puede comprender uno o
mas agentes en proporciones particulares, dependiendo de las potencias relativas de cada agente y la indicacion
pretendida. Por ejemplo, en composiciones para abordar dos dianas huésped diferentes y donde las potencies son
similares, puede usarse una proporcion aproximadamente 1:1 de agentes. Las dos formas pueden formularse juntas,
en la misma unidad de dosificacion por ejemplo, en una crema, supositorio, comprimido, capsula, pulverizador de
aerosol, o paquete de polvo a disolver en na bebida; o cada forma puede formularse en una unidad diferente, por
ejemplo, dos cremas, dos supositorios, dos comprimidos, dos capsulas, un comprimido y un liquido para disolver el
comprimido, dos pulverizadores de aerosol, o un paquete de polvo y un liquido para disolver el polvo, etc.

La expresién "sal farmacéuticamente aceptable" significa aquellas sales que retienen la eficacia y propiedades
biol6gicas de los agentes proporcionados en este documento, y que no son biolégicamente indeseables o
indeseables de otro modo. Por ejemplo, una sal farmacéuticamente aceptable no interfiere con el efecto de un
agente proporcionado en este documento en la prevencion, reduccion, o desestabilizacion de la formaciéon de un
complejo de mdltiples subunidades, o promocion de la alteracion de un complejo de multiples subunidades.

Las sales tipicas son aquellas de los iones inorganicos, tales como, por ejemplo, iones sodio, potasio, calcio,
magnesio, y similares. Dichas sales incluyen sales con &cidos inorganicos u organicos, tales como acido clorhidrico,
acido brombhidrico, &cido fosférico, acido nitrico, acido sulfurico, acido metanosulfénico, acido p toluenosulfénico,
acido acético, acido fumarico, acido succinico, acido lactico, acido mandélico, acido malico, acido citrico, acido
tartarico o acido maleico. Ademas, si el agente o agentes contienen un grupo carboxi u otro grupo acido, puede
convertirse en una sal de adicién farmacéuticamente aceptable con bases inorganicas u organicas. Ejemplos de
bases adecuadas incluyen hidréxido sédico, hidroxido potasico, amoniaco, ciclohexilamina, diciclohexilamina,
etanolamina, dietanolamina, trietanolamina, y similares.

Un éster o amida farmacéuticamente aceptable se refiere a aquellos que retienen la eficacia y propiedades
biolégicas de los agentes proporcionados en este documento, y que no son biolégicamente indeseables o
indeseables de otro modo. Por ejemplo, el éster o amida no interfiere con el efecto beneficioso de un agente
proporcionado en este documento en la prevencioén, reduccién o desestabilizacion del ensamblaje del complejo de
multiples subunidades, o promocién de la alteracion o eliminacién del complejo de mudltiples subunidades en las
células, o prevencién o alivio de uno o mas signos o sintomas patolégicos asociados con la exposicion a uno o mas
complejos de multiples subunidades o componentes insolubles en un sujeto. Los ésteres tipicos incluyen etilo,
metilo, isobutilo, etilenglicol, y similares. Las amidas tipicas incluyen amidas sin sustituir, alquil amidas, dialquil
amidas, y similares.

Las composiciones acuosas proporcionadas en este documento comprenden una cantidad eficaz de una
composicién de la presente invencidén, que puede disolverse o dispersarse en un vehiculo o medio acuoso
farmacéuticamente aceptable. Un vehiculo farmacéuticamente aceptable usado en este documento puede incluir
todos y cada uno de los disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos,
agentes isotdnicos y retardadores de la absorcién y similares. El uso de dichos medios y agentes para sustancias
farmacéuticamente activas es bien conocido en la técnica. Excepto en la medida en que cualquier medio o agente
convencional sea incompatible con el ingrediente activo, se contempla su uso en las composiciones terapéuticas.
También pueden incorporarse ingredientes activos suplementarios en las composiciones.

Vehiculos farmacéuticamente aceptables ejemplares para composiciones inyectables pueden incluir sales de calcio,
por ejemplo, tales como cloruros de calcio, bromuros de calcio, sulfatos de calcio, y similares; y las sales de acidos
organicos tales como acetatos, propionatos, malonatos, benzoatos, y similares. Por ejemplo, las composiciones de
la invencion pueden proporcionarse en forma liquida, y formularse en soluciéon acuosa basada en solucién salina de
pH variable (5-8), con o sin detergentes tales como polisorbato-80 al 0,01-1 %, o aditivos de carbohidrato, tales
como manitol, sorbitol, o trehalosa. Los tampones habitualmente usados incluyen histidina, acetato, fosfato, o citrato.
En condiciones normales de almacenamiento y uso, estas preparaciones pueden contener un conservante para
evitar el crecimiento de microorganismos. La prevencién de la accion de microorganismos puede conseguirse
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mediante diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol; fenol, acido sérbico,
timerosal, y similares. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isotdnicos, por ejemplo, azicares o cloruro
sodico. La absorcién prolongada de las composiciones inyectables puede conseguirse mediante el uso en las
composiciones de agentes que retardan la absorcién, por ejemplo, monoestearato de aluminio, y gelatina.

Para administracion a seres humanos, las preparaciones cumplen normas de esterilidad, pirogenicidad, seguridad
general, y pureza requeridas por la FDA y otras normas de agencias reguladoras. Los compuestos activos
generalmente se formularan para administracién parenteral, por ejemplo, se formularan para inyeccion mediante via
intravenosa, intramuscular, subcutanea, intralesional, o intraperitoneal. La preparacion de una composicién acuosa
que contiene un componente o ingrediente activos serd conocida para los especialistas en la técnica a la luz de la
presente descripcion. Normalmente, dichas composiciones pueden prepararse como inyectables, en forma de
soluciones o suspensiones liquidas; también pueden prepararse formas sélidas adecuadas para su uso en la
preparacion de soluciones o suspensiones tras la adicién de un liquido antes de su inyeccion; y las preparaciones
también pueden emulsionarse.

Las soluciones inyectables estériles se preparan incorporando los compuestos activos en la cantidad requerida en el
disolvente apropiado con diversos ingredientes diferentes enumerados anteriormente, segun sea necesario, seguido
de esterilizacion por filtracion. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando los diversos ingredientes
activos esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio béasico de dispersion y los otros ingredientes
requeridos entre los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones
inyectables estériles, los métodos de preparacion incluyen técnicas de secado al vacio y secado por congelacion
que producen un polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente deseado adicional a partir de una solucién
previamente filtrada a esterilidad del mismo.

Tras la formulacion, las soluciones se administraran de forma sistémica de un modo compatible con la formulacién
de la dosificaciéon y en tal cantidad que sea terapéuticamente eficaz basandose en los criterios descritos en este
documento. Las formulaciones se administran facilmente en una diversidad de formas de dosificacion, tales como el
tipo de soluciones inyectables descritas anteriormente, pero también pueden emplearse capsulas de liberaciéon de
farmaco y similares.

La cantidad apropiada de una composicién farmacéutica a administrar, la cantidad de tratamientos, y la dosis
unitaria variaran de acuerdo con el sujeto a tratar, y la patologia del sujeto. La persona responsable de la
administracion determinara, en cualquier caso, la dosis apropiada para el sujeto individual.

Ademas de los compuestos formulados para administracion parenteral, tal como inyeccion intravenosa o
intramuscular, también pueden usarse otros métodos alternativos de administraciéon de la presente invencion,
incluyendo aunque sin limitacion administracion intradérmica (véanse las patentes de Estados Unidos N° 5.997.501;
5.848.991; y 5.527.288), administracién pulmonar (véanse las patentes de Estados Unidos N¢ 6.361.760; 6.060.069;
y 6.041.775), administracion bucal (véanse las patentes de Estados Unidos N¢ 6.375.975; y 6.284.262),
administracion transdérmica (véanse las patentes de Estados Unidos N? 6.348.210; y 6.322.808) y administracion
transmucosa (véase la patente de Estados Unidos 5.656.284). Dichos métodos de administracion son bien
conocidos en la técnica. Uno también puede usar administracion intranasal de la presente invencion, tal como con
soluciones o pulverizaciones nasales, aerosoles o inhalantes. Las soluciones nasales son habitualmente soluciones
acuosas disefiadas para administrarse a las fosas nasales en gotas o pulverizaciones. Las soluciones nasales se
preparan de modo que sean similares en muchos aspectos a las secreciones nasales. Por tanto, las soluciones
nasales acuosas habitualmente son isoténicas y ligeramente tamponadas para mantener un pH de 5,5 a 6,5.
Ademas, pueden incluirse conservantes antimicrobianos, similares a los usados en preparaciones oftalmicas y
estabilizantes apropiados de farmacos, si se requiere, en la formulacién. Se conocen diversas preparaciones
nasales comerciales e incluyen, por ejemplo, antibidticos y antihistaminas y se usan para la profilaxis del asma.

Formulaciones adicionales, que son adecuadas para otros modos de administracion, incluyen supositorios y
pesarios. También puede usarse un pesario rectal o supositorio. Los supositorios son formas sélidas de dosificacion
de diversos pesos y formas, habitualmente medicados, para su insercién en el recto o la uretra. Después de su
insercion, los supositorios se ablandan, funden o disuelven en los fluidos de la cavidad. Para supositorios, los
aglutinantes y vehiculos tradicionales generalmente incluyen, por ejemplo, polialquilenglicoles o triglicéridos; dichos
supositorios pueden formarse a partir de mezclas que contienen el ingrediente activo en cualquier intervalo
adecuado, por ejemplo, en el intervalo del 0,5 % al 10 %, preferiblemente el 1 %-2 %.

Las formulaciones orales incluyen excipientes normalmente empleados tales como, por ejemplo, grados
farmacéuticos de manitol, lactosa, almidon, estearato de magnesio, sacarina sodica, celulosa, carbonato de
magnesio y similares. Estas composiciones adoptan la forma de soluciones, suspensiones, comprimidos, pildoras,
capsulas, formulaciones de liberacion sostenida, o polvos. Las composiciones farmacéuticas orales pueden
comprender un diluyente inerte o vehiculo comestible asimilable, o pueden encerrarse en una capsula de gelatina de
revestimiento duro o blando, o pueden comprimirse en comprimidos, 0 pueden incorporarse directamente con el
alimento de la dieta. Para administracion terapéutica oral, los compuestos activos pueden incorporarse con
excipientes y usarse en forma de comprimidos ingeribles, comprimidos bucales, trociscos, capsulas, elixires,
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suspensiones, jarabes, obleas, y similares. Dichas composiciones y preparaciones pueden contener al menos el 0,1
% de compuesto activo. El porcentaje de las composiciones y preparaciones puede variarse, por supuesto, y puede
ser convenientemente entre aproximadamente el 2 a aproximadamente el 75 % del peso de la unidad, o entre
aproximadamente el 25-60 %. La cantidad de compuestos activos en dichas composiciones terapéuticamente Utiles
es tal que se obtendra una dosificacion adecuada.

Los comprimidos, trociscos, pildoras, capsulas y similares también pueden contener lo siguiente: un aglutinante, tal
como goma de tragacanto, goma arabiga, almidén de maiz, o gelatina; excipientes, tales como fosfato de dicalcio;
un agente disgregante, tal como almidén de maiz, almiddn de patata, acido alginico y similares; un lubricante, tal
como estearato de magnesio; y un agente edulcorante, tal como sacarosa, lactosa o sacarina pueden anadirse o un
agente aromarizante, tal como menta, aceite de gaulteria, o aroma de cereza. Cuando la forma monodosis es una
capsula, puede contener, ademas materiales del tipo anterior, un vehiculo liquido. Pueden estar presentes otros
diversos materiales como recubrimientos o para modificar de otro modo la forma fisica de la unidad de dosificacion.
Por ejemplo, los comprimidos, pildoras, o capsulas pueden recubrirse con goma-laca, azicar o ambos. Un jarabe
puede contener los compuestos activos sacarosa como agente edulcorante, metileno y propil parabenos como
conservantes, un colorante y aromatizante, tal como aroma de cereza o naranja. Una composicién farmacéutica oral
puede recubrirse entéricamente para proteger los ingredientes activos del entorno del estbmago; los métodos y
formulaciones de recubrimiento entérico son bien conocidos en la técnica.

Kits/mezclas/composiciones adicionales

Las composiciones descritas en este documento pueden formularse directamente en composiciones (por ejemplo,
concentracién de solucion 5x) a usarse en técnicas que requieren el uso de una enzima termoestable, tales como
composiciones para reacciones en cadena de la polimerasa cuantitativas (QPCR) (por ejemplo, PCR a tiempo real,
RT PCT, RT gqPCR, gPCR con sonda, EvaGreen gPCR, HRM).

Los kits descritos en este documento pueden comprender un colorante de unién a ADN, particularmente colorantes
que se unen a ADN bicatenario y emiten una sefal tal como una sefal fluorescente. Ejemplos no limitantes de
colorantes de unién a ADN incluyen EvaGreen™, descrito en la patente de Estados Unidos N° 7.601.498; LC Green;
SYTO9; Chromofy; BEBO; y SYBR Green. Dichos colorantes son particularmente Utiles para aplicaciones de PCR
cuantitativa (QPCR).

Los kits pueden comprender un colorante de referencia (por ejemplo, colorante ROX), o un colorante inactivador (por
ejemplo, TAMRA). En otros casos, puede usarse FRET. FRET también puede usarse para el colorante de
referencia. En algunos casos, el colorante FRET usado para los colorantes de referencia estd compuesto por un
colorante fluoréforo (por ejemplo, FAM) seguido de una secuencia de acido nucleico seguida de un colorante (por
ejemplo, colorante Rox). Ejemplos de secuencias de acido nucleico incluyen desoxinucleétidos, tales como
elementos dT repetitivos. Ejemplos incluyen, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 0 mas nuclettidos dT. Pueden usarse otros
nucleétidos (repetidos o mezclas de diferentes nucleotidos). Por ejemplo, pueden usarse nucleétidos dA, dC, dG, o
dU repetidos. Ejemplos no limitantes de colorantes FRET incluyen los siguientes: 5' FAM-TTTTTTTT-3'ROX (8dT);
5FAM- TTTTTTTTT- 3'ROX (9dT); o 5'FAM- TTTTTTTTTT-3'ROX (10dT). El fenémeno FRET puede funcionar a
distancias de 1-5 nm, hasta 10 nM. La distancia T-T puede ser aproximadamente de 0,24 a 0,36 nm. La distancia
entre el colorante de referencia e inactivador puede ser entre aproximadamente 0,24 a 0,36 nm. El colorante de
referencia puede tener una secuencia de nucleotidos que coloca los pares FRET a una distancia apropiada entre si
que permite que suceda FRET. La distancia esperada entre los pares FRET puede ser de menos de
aproximadamente o de aproximadamente 2 a 6 nanémetros. La distancia entre los pares FRET puede ser de
aproximadamente o hasta aproximadamente 2,72, 3,06, o 3,4 nm. La distancia entre el colorante de referencia e
inactivador puede ajustarse seleccionando diferentes cantidades de nucleétidos repetidos, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5,
6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 0 22 nucledtidos A, C, T, o G repetidos. Pueden usarse otros
colorantes de referencia e inactivadores, por ejemplo, los descritos en este documento.

Los colorantes de referencia mencionados anteriormente pueden usarse en una diversidad de reacciones,
incluyendo reacciones para PCR cuantitativa a tiempo real. Puede permitir el calculo a tiempo real de curvas que
consideran un colorante de referencia pasivo. El colorante de referencia puede usarse en una diversidad de
mezclas, incluyendo mezclas de sonda, mezclas de evagreen, y mezclas de HRM y evagreen. El colorante de
referencia puede usarse a una Unica concentracion entre diferentes maquinas de QPCR, por ejemplo, un ABI
7900HT, un AB17500, y un OneStepPlus. La concentracidn de colorante de referencia puede no tener que ajustarse
basandose en la maquina en uso. Sin limitarse a teoria alguna, el colorante de referencia puede usarse a una Unica
concentracién entre multiples maquinas porque el colorante de referencia utiliza el fenébmeno FRET.

El colorante de referencia puede tener cualquier secuencia con una temperatura de fusién de aproximadamente
hasta aproximadamente 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 0 23 °C. El colorante de referencia con
nucleétidos repetidos, por ejemplo, nucleétidos timina repetidos, puede ser Util como colorante de referencia porque
la secuencia de nucleédtidos tiene una baja temperatura de fusién. La baja temperatura de fusién puede reducir la
probabilidad de hibridacion del colorante de referencia con un resto indeseado. Esto puede reducir la interaccion
entre oligonucledtidos doblemente marcados y un molde de ADN. Esto también puede reducir la formacion de
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dimeros.

Los colorantes de referencia pueden mostrar estabilidad a temperatura y pH. Los colorantes de referencia pueden
retener aproximadamente o mas de aproximadamente el 60, 70, 80, 90, o 100 % de la eficacia después de
incubacién a aproximadamente, hasta aproximadamente, o mas de aproximadamente -80, -60, -40, -30, -20, -10, 0,
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, o 100 °C durante 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, o 100 horas. Los
colorantes de referencia puede retener el 60, 70, 80, 90, o 100 % de la eficacia después de incubaciéon a
aproximadamente, hasta aproximadamente, 0 mas de aproximadamente pH 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11,12, 13, 0
14 durante 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, o 100 horas.

Los colorantes de referencia pueden ser resistentes a blanqueo. Los colorantes de referencia puede retener
aproximadamente o mas de aproximadamente el 50, 60, 70, 80, 90, 100 % de su capacidad de emisién de
fluorescencia después de exposicion a luz ambiente durante aproximadamente o mas de aproximadamente 1, 2, 5,
10, 30, 60, 90, 120, 180, 240, o 360 minutos.

Los kits también pueden comprender medios de reaccién o tampones. Los medios de reaccion o tampones
apropiados para kits que comprenden polimerasas permiten la amplificacion de &acido nucleico de acuerdo con los
métodos de la invencion. Dichos medios y condiciones son conocidos para los especialistas en la técnica, y se
describen en diversas publicaciones, tales como patentes de Estados Unidos N° 5.554.516; 5.716.785; 5.130.238;
5.194.370; 6.090.591; 5.409.818; 5.554.517; 5.169.766; 5.480.784; 5.399.491; 5.679.512; y Pub. PCT N¢ WO
99/42618. Por ejemplo, un tampoén puede ser tampén Tris, aunque también pueden usarse otros tampones siempre
que los componentes del tampon sean no inhibidores de los componentes enzimaticos de los métodos de la
invencion. El pH es de aproximadamente 5 a aproximadamente 11, pero también puede ser de aproximadamente 6
a aproximadamente 10, de aproximadamente 7 a aproximadamente 9, o de aproximadamente 7,5 a
aproximadamente 8,5. Pueden usarse tampones mas 4cidos y alcalinos.

El medio de reaccion también puede incluir iones metalicos bivalentes tales como Mg®* o Mn®*, a una concentracion
final de iones libres que estda dentro del intervalo de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 15 mM, o de
aproximadamente 1 a 10 mM. El medio de reaccién comprende MgCl, (por ejemplo, mas de 1, 1,5, 2, 5, 7,5, 10, 15,
20, 25, 30, 40, 0 50 mM de MgCly).

El medio de reaccién también puede incluir otras sales, tales como KCI o NaCl, que contribuyen a la fuerza idnica
total del medio. Por ejemplo, el intervalo de una sal tal como KCI es preferiblemente de aproximadamente 0 a
aproximadamente 125 mM, mas preferiblemente de aproximadamente 0 a aproximadamente 100 mM, y mucho mas
preferiblemente de aproximadamente 0 a aproximadamente 75 mM. ElI medio de reaccion puede incluir
adicionalmente aditivos que podrian afectar al rendimiento de las reacciones de amplificacion, pero que no son
integrales a la actividad de los componentes enzimaticos de los métodos. Dichos aditivos incluyen proteinas tales
como BSA, proteinas de unién a hebra sencilla (por ejemplo, proteina 32 del gen T4), y detergentes no iénicos tales
como NP40 o Triton. También pueden incluirse reactivos, tales como DTT, que son capaces de mantener las
actividades enzimaticas. Dichos reactivos son conocidos en la técnica.

Un tamp6n puede incluir TRIS 50-80 mM, pH 8,3-9,0 y (NH4)2S0O4 10-20 mM o KCI 30-50 mM. El pH del tampdn
puede ajustarse dependiendo de la polimerasa. Un mayor pH, por ejemplo, un pH de aproximadamente, de menos
de aproximadamente, o de mas de aproximadamente 8,3, 8,4, 8,5, 8,6, 8,7, 8,8, 0 8,9, puede usarse para una
polimerasa convencional y un pH inferior, por ejemplo, un pH de aproximadamente, de menos de aproximadamente,
o de mas de aproximadamente 8,3, 8,4, 8,5, 8,6, 8,7, 8,8, 0 8,9, puede usarse para una polimerasa hot start.

Una mezcla de PCR a tiempo real basada en Evagreen puede contener 3 polimerasas. La mezcla puede contener
una polimerasa principal. La polimerasa principal puede tener una concentracion de aproximadamente, de mas de
aproximadamente, o de menos de aproximadamente el 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80,
85, 90, 95, 96, 97, 98, 99, 0 100 %, que puede ser % en peso, % en vol, 0 % en mol, o un porcentaje de la
polimerasa total en la mezcla en una base molar, de masa, o volumen. La mezcla puede contener una polimerasa
con un dominio de unién a doble hebra integrado entre una marca peptidica de la invenciéon y una secuencia de
aminoacidos Taq principal, por ejemplo, una polimerasa principal con un dominio de union a doble hebra. La
concentracién de dicha polimerasa puede tener una concentracion de aproximadamente, de mas de
aproximadamente, o0 de menos de aproximadamente el 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80,
85, 90, 95, 0 100 %, que puede ser % en peso, % en vol, 0 % en mol, o un porcentaje de la polimerasa total en la
mezcla en una base molar, de masa, o volumen. La mezcla también puede contener una polimerasa con correccion
de errores (que puede estar basada en Tgo), donde la marca peptidica esta en el extremo N-terminal y el dominio de
unién a doble hebra esta en el extremo C-terminal. La concentracion de dicha polimerasa puede tener una
concentracién de aproximadamente, de mas de aproximadamente, o de menos de aproximadamente el 1, 2, 3, 4, 5,
10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99, 0 100 %, que puede ser % en
peso, % en vol, 0 % en mol, o un porcentaje de la polimerasa total en la mezcla en una base molar, de masa, o
volumen. Dichas polimerasas puede tener una marca peptidica sin influencia sobre la actividad 3' a 5' exonucleasa o
de correccién de errores de la polimerasa.
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Una mezcla de sondas puede tener dos polimerasas. La polimerasa principal puede ser una polimerasa con
actividad 5' a 3' exonucleasa. La polimerasa puede tener una marca peptidica que no influye en la actividad 5" a 3'
exonucleasa. La marca puede localizarse en el extremo N-terminal. La mezcla de sondas también puede incluir una
polimerasa con un dominio de union a doble hebra. El dominio de unién a doble hebra puede disminuir la actividad 5'
a 3' exonucleasa. La reduccién en la actividad puede ser de aproximadamente, de menos de aproximadamente, o de
mas de aproximadamente el 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99,
0 100 %.

Una mezcla maestra tipica para PCR de punto final puede contener 3 polimerasas, un aditivo (por ejemplo, BSA -
albumina sérica bovina), un colorante de rastreo de ADN (por ejemplo, azul de bromofenol), un componente de
carga de muestra de ADN (por ejemplo, glicerol). Las 3 polimerasas pueden tener las secuencias de aminoacidos
expuestas en las SEC ID N® 2, SEC ID N° 6 y SEC ID N° 11, respectivamente. La mezcla puede contener una
polimerasa principal. La polimerasa principal puede tener una concentracion de aproximadamente, de mas de
aproximadamente, o0 de menos de aproximadamente el 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80,
85, 90, 95, 96, 97, 98, 99, 0 100 %, que puede ser % en peso, % en vol, 0 % en mol, o un porcentaje de la
polimerasa total en la mezcla en una base molar, de masa, o volumen. La mezcla puede contener una polimerasa
con un dominio de unién a doble hebra integrado entre una marca peptidica de la invencién y una secuencia de
aminoacidos Taq principal, por ejemplo, una polimerasa principal con un dominio de uniéon a doble hebra. La
concentracién de dicha polimerasa puede tener una concentracion de aproximadamente, de mas de
aproximadamente, o0 de menos de aproximadamente el 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80,
85, 90, 95, 0 100 %, que puede ser % en peso, % en vol, 0 % en mol, o un porcentaje de la polimerasa total en la
mezcla en una base molar, de masa, o volumen. La mezcla también puede contener una polimerasa con correccion
de errores (que puede estar basada en Tgo), donde la marca peptidica esta en el extremo N-terminal y el dominio de
unién a doble hebra esta en el extremo C-terminal. La concentracion de dicha polimerasa puede tener una
concentracién de aproximadamente, de mas de aproximadamente, o de menos de aproximadamente el 1, 2, 3, 4, 5,
10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99, 0 100 %, que puede ser % en
peso, % en vol, 0 % en mol, o un porcentaje de la polimerasa total en la mezcla en una base molar, de masa, o
volumen. Dichas polimerasas puede tener una marca peptidica sin influencia sobre actividad 3' a 5' exonucleasa o
de correccién de errores de la polimerasa.

Los tampones descritos en este documento pueden incluir una poliacrilamida lineal (LPA). La LPA puede aumentar
la especificidad y sensibilidad de una enzima. La LPA puede afadirse a mezclas de tiempo real, incluyendo mezclas
de tiempo real que incluyen Evagreen o cualquier sonda, por ejemplo, cualquier sonda descrita en este documento.

Un tampon puede tener una concentracion de MgCl, de 12,5 mM en un tampén de almacenamiento y la
concentracién de reaccion puede ser MgClz 2,5 mM. La concentracién de reaccion de MgCl, puede ser entre 1,5y
2,5 mM. La concentracién de un molde de ADN puede ser de 1 a 50 ng/microlitro.

En una reaccién que usa un colorante Evagreen, la concentracién de reaccion final de un cebador (directo o inverso)
puede ser entre 80 y 250 nM. En una reaccion que no usa un colorante Evagreen y que incluye una sonda, la
concentracion final de un cebador puede ser 200-400 nM y la concentracion final de la sonda puede ser 100 a 250
nM.

En una reaccién que usa una enzima con correccion de errores, la concentracion de MgCl, puede ser 1,5 mM, la
concentracién de un cebador (directo o inverso) puede ser 100 a 300 nM, y la concentracién de un ADN molde
puede ser 5-50 ng/microlitro.

Cuando sea apropiado, también puede incluirse un inhibidor de RNasa (tal como Rnasin) que no inhibe la actividad
de la RNasa empleada en el método. Cualquier aspecto de los métodos de la invencidén puede suceder a la misma o
variables temperaturas. Preferiblemente, las reacciones de amplificacién (particularmente, extension de cebador
diferente de las etapas de sintesis de ADNc de primera y segunda hebra, y desplazamiento de hebra) se realizan de
forma isotérmica, lo que evita el engorroso proceso de termociclado. La reaccién de amplificacion se realiza a una
temperatura que permite la hibridacion de los cebadores con el polinucleétido molde y los productos de extension de
cebador, y que no inhibe sustancialmente la actividad de las enzimas empleadas. La temperatura puede estar en el
intervalo de aproximadamente 25 °C a aproximadamente 85 °C, de aproximadamente 30 °C a aproximadamente 80
°C, o de aproximadamente 37 °C a aproximadamente 75 °C.

Los componentes oligonucleotidicos de las reacciones de amplificacién se proporcionan en este documento
generalmente en exceso de la cantidad de secuencia de acido nucleico diana a amplificar. Pueden proporcionarse a
aproximadamente o al menos aproximadamente cualquiera de los siguientes: 10, 102, 104, 106, 108, 1010, 1012
veces las cantidad de &cido nucleico diana.

Los componentes anteriores pueden anadirse simultdneamente al inicio del proceso de amplificacion. Como
alternativa, los componentes se afnaden en cualquier orden antes o después de momentos puntuales apropiados
durante el proceso de amplificacion, segun sea necesario y/o permitido por la reaccién de amplificacion. Dichos
momentos puntuales pueden identificarse facilimente por un especialista en la técnica. Las enzimas usadas para la
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amplificacion de acido nucleico de acuerdo con los métodos de la invencién pueden afnadirse a la mezcla de
reaccion antes de la etapa de desnaturalizacion del &cido nucleico diana, después de la etapa de desnaturalizacion,
o después de la hibridacion del cebador con el ARN o ADN diana, segliin se determine por su estabilidad térmica y/u
otras consideraciones conocidas para los especialistas en la técnica.

El proceso de amplificacion puede detenerse en diversos momentos puntuales, y reiniciarse en un momento
posterior. Dichos momentos puntuales puede identificarse facilmente por los especialistas en la técnica.

Las composiciones también pueden comprender dNTP (por ejemplo, dNTP mas de 1, 1,5, 2, 5, 7,5, 10, 15, 20, 25,
30, 40, o 50 mM). Los ANTP pueden ser dNTP ultrapuros. Los dNTP pueden comprender dATP, dGTP, dCTP,
dTTP, dUTP, o cualquier combinacién de los mismos. En algunos casos, la composicién comprende un colorante
(por ejemplo, colorante azul o amarillo). En algunos casos, un tampdn comprende un detergente descrito en este
documento. En algunos casos, el tamp6n no comprende un detergente. En algunos casos, el tampon contiene un
alto pH. En otras realizaciones, el tampén tiene un pH bajo o neutro. En algunos casos, el tampén contiene
(NH4)2S0,.

Las composiciones proporcionadas en este documento pueden proporcionarse en una soluciéon. Las soluciones
pueden formularse a diferentes concentraciones. Por ejemplo, la solucioén puede ser 1x, 2x, 3x, 4x, 5x, 10x, 0 mayor
de 15x de concentracion. Se proporcionan en este documento descripciones adicionales de formulaciones de las
composiciones.

Algunos kits comprenden dos polimerasas. Por ejemplo, un kit puede comprender una polimerasa con actividad 5' a
3' exonucleasa (por ejemplo, SEC ID N2 2) a una concentracién de aproximadamente el 10 %, 20 %, 50 %, 75 %, 80
%, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,1 %, 99,2 %, 99,3 %, 99,5 %, 99,7 %, 99,8 %, 99,9 %, 0 100 %
de la concentracion de polimerasa total. Dicho kit puede comprender una segunda polimerasa (por ejemplo, una
polimerasa marcada con el péptido de la SEC ID N°® 10) a una concentracion del 0,1 %, 0,2 %, 0,3 %, 0,5 %,0,7 %,
0,8 %,0,9 %, 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 50 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 0 100 % de la
concentracién de polimerasa total. En una realizacion preferida, una polimerasa con actividad 5' a 3' exonucleasa
(por ejemplo, SEC ID N® 2) (o cualquier polipéptido que comprende la marca peptidica de la SEC ID N¢ 1) esta
presente a una concentracion de mas del 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,1 %, 99,2 %, 99,3 %, 99,5
%, 99,7 %, 99,8 %, 99,9 % de la concentracion total de polimerasa, mientras que la segunda polimerasa esta
presente a una concentracién menos del 0,1 %, 0,2 %, 0,3 %, 0,5 %, 0,7 %, 0,8 %, 0,9 %, 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %,
10 %, 15 %. Un polipéptido de fusién que comprende la marca peptidica de la SEC ID N° 1 puede estar presente a
una concentracién de mas del 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,1 %, 99,2 %, 99,3 %, 99,5 %, 99,7 %,
99,8 %, 99,9 % de la concentracién total de polimerasa, mientras que el segundo polipéptido es un polipéptido que
comprende el péptido DSP (SEC ID N° 10) o dos marcas peptidicas (por ejemplo, SEC ID N2 8 o SEC ID N® 11 (que
muestra dos marcas en una polimerasa)) y esta presente a una concentracién menor del 0,1 %, 0,2 %, 0,3 %, 0,5 %,
0,7 %, 0,8 %, 0,9 %, 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %, 10 %, 15 %. En otros casos mas, una Taq de tipo silvestre (o
cualquier polimerasa) esta presente al 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,1 %, 99,2 %, 99,3 %, 99,5 %,
99,7 %, 99,8 %, 99,9 % de la concentracion total de polimerasa, mientras que el segundo polipéptido es un
polipéptido que comprende el péptido DSP (SEC ID N° 10) o dos marcas peptidicas (por ejemplo, SEC ID N° 8) o es
una polimerasa con dos marcas peptidicas separadas por la polimerasa (por ejemplo, SEC ID N® 11) y esta presente
a una concentracion menor del 0,1 %, 0,2 %, 0,3 %, 0,5 %, 0,7 %, 0,8 %, 0,9 %, 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %, 10 %, 15
%.

Algunos kits pueden comprender tres o mas polimerasas. Por ejemplo, un kit puede comprender una polimerasa (por
ejemplo, SEC ID N® 2 o cualquier polipéptido que comprende la marca peptidica de la SEC ID N¢ 1) a una
concentracién de aproximadamente el 10 %, 20 %, 50 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %,
99,1 %, 99,2 %, 99,3 %, 99,5 %, 99,7 %, 99,8 %, 99,9 %, 0 100 % de la concentracion de polimerasa total. Ademas,
dicho kit puede comprender una segunda polimerasa tal como una polimerasa que comprende la marca peptidica de
la SEC ID N® 8, 10 o0 13. Y ademas, dichos kit puede comprender un tercer polipéptido tal como una polimerasa con
correccion de errores (por ejemplo, polimerasa tgo). Dicha polimerasa con correccién de errores puede comprender
la marca peptidica de la SEC ID N° 1, 8, 10 o 13. Por ejemplo, dicha polimerasa con correccion de errores puede ser
la ID N° 11 (Figura 12). El segundo y tercer polipéptidos pueden estar cada uno presentes a una concentracion de
menos del 0,1 %, 0,2 %, 0,3 %, 0,5 %, 0,7 %, 0,8 %, 0,9 %, 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %, 10 %, 15 %.

Las composiciones también pueden usarse en amplificaciones que implican el uso de ADN polimerasas
termoestables tales como ADN polimerasas Taq o Tgo, o mutantes, derivados o fragmentos de las mismas. Por
ejemplo, en algunos casos, un polipéptido codificado por la SEC ID N®5 0 SEC ID N2 4 o0 SEC ID N? 12 se usa en
combinacion con una polimerasa (por ejemplo, polimerasa Taq) o polimerasa con correccion de errores (por
ejemplo, ADN polimerasa Tgo) en una amplificacién. En algunos casos, la cantidad de un polipéptido codificado por
la SEC ID N? 5, o variantes, fragmentos, o mutantes de la misma, o SEC ID N® 4 (o SEC ID N2 12), o variantes,
fragmentos o mutantes de la misma, es al menos 1-, 2-, 3-, 4-, 5-, 10-, 20-, 25-, 30-, 40-, 50-, 60-, 70-, 80-, 100-, 250-
, 500-, 1000-, 5000-, 10.000-, 15.000-, 20.000-, 50.000-, 100.000-, 500.000-, 10°, 107, 10°, 0 10° veces menor que la
cantidad de una polimerasa (por ejemplo, ADN polimerasa Taq o Tgo) usada en la amplificacion. Por lo tanto, en
algunos casos, una composicion descrita en este documento es una mezcla de un polipéptido codificado por la SEC
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ID N? 5, o variantes, fragmentos, o mutantes de la misma, o un polipéptido codificado por la SEC ID N° 4, o
variantes, fragmentos, o mutantes de la misma, y una polimerasa (por ejemplo, ADN polimerasa Taq o Tgo), donde
la cantidad de un polipéptido codificado por la SEC ID N° 5, o variantes, mutantes o fragmentos de la misma, o la
SEC ID N¢ 4, o variantes, mutantes o fragmentos de la misma, es al menos 1-, 2-, 3-, 4-, 5-, 10-, 20-, 25-, 30-, 40-,
50-, 60-, 70-, 80-, 100-, 250-, 500-, 1000-, 5000-, 10.000-, 15.000-, 20.000-, 50.000-, 100.000-, 500.000-, 10°, 10’,
108, 0 10° veces menor que la cantidad de la polimerasa (por ejemplo, ADN polimerasa Taq o Tgo). En ciertos
ejemplos preferidos, la composicién es una mezcla de un polipéptido codificado por la SEC ID N® 4, o variantes,
mutantes o fragmentos de la misma, y un polipéptido codificado por la SEC ID N® 5, o variantes, mutantes o
fragmentos de la misma donde la cantidad de polipéptido codificado por la SEC ID N° 5, o variantes de la misma, en
la mezcla es al menos 1-, 2-, 3-, 4-, 5-, 10-, 20-, 25-, 30-, 40-, 50-, 60-, 70-, 80-, 100-, 250-, 500-, 1000-, 5000-,
10.000-, 15.000-, 20.000-, 50.000-, 100.000-, 500.000-, 10°%, 10", 10%, o 10° veces menor que la cantidad de
polipéptido codificado por la SEC ID N¢ 4, o variantes de la misma.

En algunos casos, la concentracién de un polipéptido codificado por la SEC ID N2 5, o variantes de la misma, o la
SEC ID N¢ 4, o variantes de la misma, es al menos 1-, 2-, 3-, 4-, 5-, 10-, 20-, 25-, 30-, 40-, 50-, 60-, 70-, 80-, 100-,
250-, 500-, 1000-, 5000-, 10.000-, 15.000-, 20.000-, 50.000-, 100.000-, 500.000-, 10°, 10", 10%, 0 10° veces menor
que la concentracion de una polimerasa (por ejemplo, ADN polimerasa Taq o Tgo) usada en la amplificacién. Por lo
tanto, en algunos casos, una composicion descrita en este documento comprende una mezcla de un polipéptido
codificado por la SEC ID N® 5, o variantes de la misma, o un polipéptido codificado por la SEC ID N® 4, o variantes
de la misma, y una polimerasa (por ejemplo, ADN polimerasa Taq o Tgo), donde la concentracién de un polipéptido
codificado por la SEC ID N2 5, o variantes de la misma, o la SEC ID N® 4, o variantes de la misma, es al menos 1-, 2-
, 3-, 4-, 5-, 10-, 20-, 25-, 30-, 40-, 50-, 60-, 70-, 80-, 100-, 250-, 500-, 1000-, 5000-, 10.000-, 15.000-, 20.000-,
50.000-, 100.000-, 500.000-, 10%, 10, 10°, 0 10° veces menor que la concentracién de la polimerasa (por ejemplo,
ADN polimerasa Tag o Tgo). Todas las realizaciones descritas en este documento también pueden comprender
polipéptidos que comprenden un polipéptido codificado por la SEC ID N° 7, o mutantes, variantes o fragmentos de la
misma tales como un fragmento DSP representado en las figuras y/o un polipéptido o polipéptidos que comprenden
un polipéptido codificado por la SEC ID N? 3, o fragmentos, mutantes, o variantes de la misma.

En algunos casos, la composicion es una mezcla de un polipéptido codificado por la SEC ID N 5, o fragmentos,
mutantes o variantes de la misma, y un polipéptido codificado por la SEC ID N° 4, o variantes, mutantes o
fragmentos de la misma. En algunos casos, dicha mezcla también incluye adicionalmente una enzima con
correccion de errores (por ejemplo, ADN polimerasa Tgo). Por lo tanto, en algunos casos la composicion comprende
una polimerasa con actividad 5' — 3' exonucleasa asi como una enzima con actividad 3' — 5' de correccion de
errores.

En algunos casos la cantidad de un polipéptido codificado por la SEC ID N? 5, o mutantes, fragmentos, o variantes
de la misma (o de un polipéptido que comprende un polipéptido codificado por la SEC ID N? 7, o fragmento de la
misma tal como DSP) en dicha composicién es al menos 1-, 2-, 3-, 4-, 5-, 10-, 20-, 25-, 30-, 40-, 50-, 60-, 70-, 80-,
100-, 250-, 500-, 1000-, 5000-, 10.000-, 15.000-, 20.000-, 50.000-, 100.000-, 500.000-, 10°, 10”, 10°, o 10° veces
menor que la cantidad de un polipéptido codificado por la SEC ID N? 4, o variantes de la misma, y/o de la enzima
con correccion de errores.

En algunos casos, un polipéptido se traduce como una forma corta y también como una forma larga. En algunos
casos, se usa un factor de inicio de la traduccion eucariota para facilitar la traduccién de un polipéptido. En algunos
casos, la traduccién sucede en una bacteria.

Un kit puede comprender una o mas composiciones descritas en este documento asi como instrucciones que
indican el uso de dicha composiciéon. Las instrucciones pueden incluir directrices para formular la muestra de
reaccion (incluyendo la concentracion de polimerasa relevante, molde, cebadores (inverso y directo), dNTP, BSA, y
H20). Las instrucciones también pueden incluir recomendaciones que ejecutan el ciclo de PCR, particularmente las
fases de desnaturalizacion, hibridacion, y elongacion. Dichas instrucciones pueden incluir las condiciones de
temperatura y la cantidad de tiempo, o nUmeros de ciclos, para cada etapa. Por ejemplo una recomendacién para
gPCR puede ser tener una etapa de desnaturalizacién inicial a 95 °C 15 min (por ejemplo, para activar la enzima
HOT start); seguida de 40 ciclos de las siguientes etapas: desnaturalizacién 95 °C durante 15 segundo; hibridacion
60°-65 °C durante 20 segundos; y elongacion 72 °C durante 20 segundos.

Vectores de acido nucleico/células

Las composiciones descritas en este documento también incluyen acidos nucleicos y vectores que codifican
cualquiera de los polipéptidos descritos en este documento. Ejemplos no limitantes de dichas construcciones
incluyen construcciones que comprenden la secuencia de acido nucleico de la SEC ID N° 3, 4, 5,7, 9, y/o 12. Otros
ejemplos mas incluyen construcciones que comprenden acidos nucleicos que codifican polipéptidos con las
secuencias de aminodcidos de las SEC ID N¢ 1, 2, 6, 8, 10, 11, y/o 13. Las composiciones también incluyen
fragmentos, variantes, y/o mutantes de lo anterior.

Las construcciones de acido nucleico pueden estar compuestas por ADN monocatenario, ADN bicatenario, ADNc,
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ARN, ARNc. Los vectores de acido nucleico pueden usarse en cualquier sistema de expresion conocido, por
ejemplo, eucariota, procariota, in vitro, etc. En realizaciones preferidas, los vectores de acido nucleico se usan en un
sistema procariota (por ejemplo, bacterias E. coli) y los vectores de acido nucleico portan una sefal de traduccion
fuerte eucariota. Por ejemplo, los vectores de acido nucleico pueden portar una sefal de traduccion fuerte eucariota
tal como una secuencia Kozak GCCGCC(A/G)CCAUGG, como se describe en Nakagawa et al. (2007) Nuc. Acids
Res. 1-11, (doi:10.1093/nar/gkm1102). Por ejemplo, los vectores pueden incluir la secuencia
GCCGCCACCATGGTC. Los vectores también pueden incluir un sitio de unién al ribosoma (por ejemplo, una
secuencia tal como AGGA). La sefal de traduccion fuerte eucariota puede posibilitar la traduccion de multiples
péptidos, empezando en diferentes restos met. Por ejemplo un vector que contiene una sefal de traduccion
eucariota descrita en este documento y una secuencia de &cido nucleico que codifica la SEC ID N° 1, puede
expresar la forma larga del péptido (como se muestra en la Figura 2), asi como la forma corta del péptido (Figura 14,
SEC ID N® 13). En este ejemplo, la forma corta del péptido empieza en los restos MVDDL de la secuencia original
mostrada en la SEC ID N 1.

La inclusion de una seial eucariota fuerte en un vector de acido nucleico puede provocar mas produccion de
proteina. Sorprendentemente, esto puede suceder cuando dicho vector se usa en un sistema bacteriano, tal como
cuando se expresa en bacterias E. coli. Como resultado, el rendimiento de proteina aislada a partir de las bacterias
puede aumentarse en mas de 1,5-, 2-, 3-, 4-, 5-, 7-, 10-, 15-, 20-, 30-, 0 40- veces. Los vectores nucleicos también
pueden contener regiones de control de la transcripcion conocidas en la técnica (por ejemplo, promotores,
potenciadores, operadores, etc.).

Se proporcionan en este documento células que pueden incorporar uno o mas de los vectores de la invencién. La
célula puede ser una célula procariota o una célula eucariota. La célula puede ser una célula bacteriana (por
ejemplo, E. coli). La célula puede ser una célula eucariota. La célula puede ser una célula de hibridoma de mieloma
de raton. La célula puede ser una célula de ovario de hamster chino (CHO). Puede usarse cualquier técnica
adecuada, conocida en la técnica, para incorporar el vector o vectores en la célula. La introduccién de un vector
nucleico puede ser por, por ejemplo, integracion permanente en el acido nucleico cromosémico, o por, por ejemplo,
introduccion de un elemento genético episémico.

Métodos

Las composiciones descritas en este documento pueden usarse en varios métodos. Dados que los muchos
péptidos, polipéptidos, polipéptidos de fusidén, y composiciones descritos en este documento tienen estabilidad
potenciada a temperaturas mas calientes, pueden ser particularmente Utiles para aplicaciones donde no es posible
refrigerar o congelar los reactivos o agentes terapéuticos. Las marcas peptidicas por tanto pueden usarse en
terapéutica, reactivos, o diagnostico, disefiadas para su uso en regiones alejadas sin acceso seguro a la electricidad.

Preferiblemente, las composiciones son polimerasas y pueden usarse en amplificaciones de acido nucleico, tales
como reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Se muestran procedimientos generales para PCR en las patentes
de Estados Unidos N° 4.683.195 (Mullis) y 4.683.202 (Mullis et al.) y se han descrito en otra parte en este
documento. En resumen, la amplificacion de acidos nucleicos por PCR implica ciclos repetidos de desnaturalizacion
por calor del ADN, hibridacion de dos cebadores con secuencias que flanquean el segmento de acido nucleico diana
a amplificar, y extension de los cebadores hibridados con una polimerasa. Los cebadores hibridan con hebras
opuestas del acido nucleico diana y estan orientados de modo que la sintesis por la polimerasa progrese a través del
segmento entre los cebadores, duplicando de forma eficaz la cantidad del segmento diana. Ademas, como los
productos de extensién también son complementarios a y capaces de unirse a los cebadores, cada ciclo sucesivo
esencialmente duplica la cantidad de acidos nucleicos diana sintetizados en el ciclo previo. Esto provoca la
acumulacion exponencial de los acidos nucleicos diana especificos a aproximadamente una velocidad de 2", donde
n es el nimero de ciclos.

Un protocolo tipico de termociclado convencional por PCR comprende 30 ciclos de (a) desnaturalizaciéon a un
intervalo de 90 °C a 95 °C durante 0,5 a 1 minuto, (b) hibridacién a una temperatura que varia de 50 °C a 65 °C
durante 1 a 2 minutos, y (c) extensién a 68 °C a 75 °C durante al menos 1 minuto. Pueden realizarse otros
protocolos incluyendo, aunque sin limitacion, protocolo universal asi como protocolo de ciclado rapido con las
presentes sondas también.

Otra variacién de la PCR convencional que puede realizarse con las composiciones proporcionadas en este
documento es "PCR anidada" usando cebadores anidados. El método se prefiere cuando la cantidad de &cido
nucleico diana en una muestra esta extremadamente limitada por ejemplo, cuando se usan muestras de archivo,
forenses. En la realizacion de PCR anidada, el acido nucleico primero se amplifica con un conjunto externo de
cebadores capaces de hibridar con las secuencias que flanquean un segmento mas grande del acido nucleico diana.
Esta reaccion de amplificacién esta seguida de una segunda ronda de ciclos de amplificacién usando un conjunto
interno de cebadores que hibrida con secuencias diana dentro del segmento grande.

Las composiciones descritas en este documento pueden usarse en una reaccion de PCR con transcriptasa inversa
(RT-PCR), en que una transcriptasa inversa primero convierte moléculas de ARN en moléculas de ADNc
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bicatenario, que después se emplean como molde para la posterior amplificaciéon en la reaccién en cadena de la
polimerasa. En la realizacién de RT-PCR, la transcriptasa inversa generalmente se afade a la muestra de reaccion
después de haber desnaturalizado por calor los acidos nucleicos diana. La reaccién después se mantiene a una
temperatura adecuada (por ejemplo, 30 °C-45 °C) durante una cantidad suficiente de tiempo (por ejemplo, 5-60
minutos) para generar el molde de ADNc antes de que tengan lugar los ciclos programados de amplificacién. Dicha
reaccion es particularmente Util para detectar la entidad bioloégica cuya informacion genética esta almacenada en
moléculas de ARN.

Las composiciones proporcionadas en este documento también pueden usarse en reaccion en cadena de la ligasa-
en cadena de la polimerasa (LCR-PCR). El método implica ligar los &cidos nucleicos diana a un conjunto de pares
de cebadores, teniendo cada uno una parte especifica de diana y una corta secuencia de anclaje no relacionada con
las secuencias diana. Después se usa un segundo conjunto de cebadores que contienen la secuencia de anclaje
para amplificar las secuencias diana unidas con el primer conjunto de cebadores. Los procedimientos para realizar
LCR-PCR son bien conocidos para los especialistas en el campo, y por tanto no se detallan en este documento
(véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos N° 5.494.810).

Ademas, los productos de la reaccion de la polimerasa pueden analizarse por cualquier otro método conocido en la
técnica, por ejemplo, HRM, electroforesis en gel, electroforesis capilar.

qPCR

Las polimerasas descritas en este documento también pueden usarse en reacciones en cadena de la polimerasa
cuantitativas (QPCR). La qPCR, también llamada PCR a tiempo real, pueden usarse para amplificar y cuantificar
simultaneamente una molécula de ADN diana. La gPCR se parece a PCR convencional, excepto que el ADN
amplificado se detecta segun progresa la reaccién a tiempo real, en oposicion al final de la reaccion. Dos métodos
comunes para deteccion de productos en PCR a tiempo real son: (1) colorantes fluorescentes no especificos que se
intercalan con cualquier ADN bicatenario (por ejemplo, EvaGreen y otros colorantes descritos en este documento), y
(2) sondas de ADN especificas de secuencia que consisten en oligonucleédtidos que estan marcados con un
indicador fluorescente que permite la deteccion solamente después de hibridacion de la sonda con su diana de ADN
complementario DNA. Las sondas TagMan consisten en un fluoréforo unido covalentemente al extremo 5' de la
sonda oligonucleotidica y un inactivador en el extremo 3'. Estan disponibles varios fluor6foros diferentes (por
ejemplo, 6-carboxifluoresceina, acrénimo: FAM, o tetraclorofluoresceina, acrénimo: TET) e inactivadores (por
ejemplo, tetrametilrodamina, acréonimo: TAMRA, o agente de unién al surco menor dihidrociclopirroloindol tripéptido,
acrénimo: MGB). La molécula inactivadora inactiva la fluorescencia emitida por el fluoréforo cuando se excita por la
fuente de luz del ciclador mediante FRET (transferencia de energia de resonancia de fluorescencia). Siempre que el
fluoréforo y el inactivador estan en proximidad, la inactivacién inhibe cualquier sefial de fluorescencia.

La PCR a tiempo real puede combinarse con transcripcién inversa para cuantificar el ARN mensajero y ARN no
codificante en células o tejidos. También se proporciona evaluacion cuantitativa del proceso de amplificacién en
tiempo real por métodos descritos en este documento. La evaluacion de un proceso de amplificacion en "tiempo real"
implica determinar la cantidad de amplicon en la mezcla de reaccién de forma continua o periédica durante la
reaccion de amplificacién, y los valores determinados se usan para calcular la cantidad de secuencia diana
inicialmente presente en la muestra. Hay una diversidad de métodos para determinar la cantidad de secuencia diana
inicial presente en una muestra basada en amplificaciéon a tiempo real. Estos incluyen aquellos descritos por Wittwer
et al., "Method for Quantification of an Analyte", patente de Estados Unidos 6.303.305, y Yokoyama et al., "Method
for Assaying Nucleic Acid", patente de Estados Unidos 6.541.205. Otro método para determinar la cantidad de
secuencia diana inicialmente presente en una muestra, pero que no se basa en amplificaciéon a tiempo real, se
describe por Ryder et al., "Method for Determining Pre-Amplification Levels of a Nucleic Acid Target Sequence from
Post-Amplification Levels of Product", patente de Estados Unidos 5.710.029. La presente invencién es
particularmente adecuada para evaluacién a tiempo real, porque la produccion de productos secundarios esta
rebajada, disminuida, o sustancialmente eliminada.

Los productos de amplificacion pueden detectarse en tiempo real a través del uso de diversas sondas de auto-
hibridacion, la mayoria de las cuales tienen una estructura tronco-bucle. Dichas sondas de auto-hibridacion se
marcan de modo que emitan senales diferentemente detectables, dependiendo de si las sondas estan en un estado
auto-hibridado o un estado alterado a través de hibridaciéon con una secuencia diana.

Otro ejemplo de una sonda de deteccion que tiene auto-complementariedad es una "baliza molecular". Las balizas
moleculares incluyen moléculas de acido nucleico que tienen una secuencia complementaria diana, un par de
afinidad (o brazos de acido nucleico) que alojan la sonda en una conformacién cerrada en ausencia de una
secuencia diana presente en un producto de amplificacién, y un par marcador que interacciona cuando la sonda esta
en una conformacion cerrada. La hibridacion de la secuencia diana y la secuencia complementaria diana separa los
miembros del par de afinidad, cambiando de este modo la sonda a una conformacién abierta. EI cambio a la
conformacion abierta es detectable debido a la interaccién reducida del par marcador, que puede ser, por ejemplo,
un fluoréforo y un inactivador (por ejemplo, DABCYL y EDANS). Las balizas moleculares se describen por Tyagi et
al., "Detectably Labeled Dual Confirmation Oligonucleotide Probes, Assays and Kits," patente de Estados Unidos
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5.925.517, y Tyagi et al., "Nucleic Acid Detection Probes Having Non-FRET Fluorescence Quenching and Kits and
Assays Including Such Probes," patente de Estados Unidos 6.150.097.

Otras sondas de auto-hibridacion para su uso en los métodos descritos en este documento son bien conocidas para
los especialistas en la técnica. A modo de ejemplo, pueden adaptarse pares de unién a sonda que tienen
marcadores de interaccion, tales como los descritos por Morrison, "Competitive Homogenous Assay," patente de
Estados Unidos 5.928.862 para su uso en la presente invencién. Los sistemas de sonda usados para detectar
polimorfismos de un Unico nucleétido (snp) también podrian utilizarse en la presente invencién. Sistemas adicionales
de deteccion incluyen "conmutadores moleculares”, como se describe por Arnold et al., "Oligonucleotides
Comprising a Molecular Switch," solicitud provisional de Estados Unidos N° 60/467.517, que posee propiedad comun
con la presente solicitud. Y otras sondas, tales como las que comprenden colorantes intercalantes y/o fluorocromos,
podrian ser Utiles para la deteccién de productos de amplificacién en la presente invencion. Véase, por ejemplo,
Ishiguro et al., "Method of Detecting Specific Nucleic Acid Sequences," patente de Estados Unidos 5.814.447.

Las sefales producidas en las reacciones de qPCR descritas en este documento pueden detectarse en una
diversidad de modos. Generalmente, puede detectarse un cambio de intensidad de sefial por cualquier método
conocido en la técnica y generalmente es dependiente de la eleccidn del grupo fluorescente usado. Puede realizarse
con la ayuda de un sistema 6ptico. Dicho sistema normalmente comprende al menos dos elementos, concretamente
una fuente de excitacién y un detector de fotones. Estan disponibles en la técnica numerosos ejemplos de estos
elementos. Una fuente de excitacion ejemplar es un laser, tal como un laser polarizado. La eleccién de la luz laser
dependera del grupo fluorescente unido a la sonda. Para la mayoria de los grupos fluorescentes, la luz de excitacion
requerida esta dentro del intervalo de aproximadamente 300 nm a aproximadamente 1200 nm, o0 mas comidnmente
de aproximadamente 350 nm a aproximadamente 900 nm. Como alternativa, los compuestos de la invencioén pueden
excitarse usando una longitud de onda de excitacion de aproximadamente 300 a aproximadamente 350 nm, de 350
a 400 nm, de 400 a 450 nm, de 450 a 500 nm, de 500 a 550 nm, de 550 a 600 nm, de 600 a 650 nm, de 650 a 700
nm, de 750 nm a 800 nm, o de 800 nm a 850 nm, simplemente a modo de ejemplo. Los especialistas en la técnica
pueden averiguar facilmente la longitud de onda de excitacién apropiada para excitar un fluoréforo dado por
experimentacion rutinaria (véase, por ejemplo, The Handbook - 'A Guide to Fluorescent Probes and Labeling
Technologies, Décima Edicion (2005) (disponible en Invitrogen, Inc./Molecular Probes)). Cuando se desea, uno
puede emplear otros sistemas Opticos. Estos sistemas 6pticos pueden comprender elementos tales como lector
optico, sistema de deteccion de fotones de alta eficacia, tubo foto multiplicador, FET sensible a desconexion
periddica, FET de nanotubo, fotodiodo (por ejemplo, fotodiodos de avalancha (APD)), camara, dispositivo de
acoplamiento de carga (CCD), dispositivo de acoplamiento de carga multiplicador de electrones (EMCCD),
dispositivo de acoplamiento de carga intensificado (ICCD), y microscopio confocal. Estos sistemas épticos también
pueden comprender elementos de transmision Optica tales como fibras Opticas, conmutadores Opticos, espejos,
lentes (incluyendo microlentes y nanolentes), colimadores. Otros ejemplos incluyen atenuadores Opticos, filtros de
polarizacion (por ejemplo, filtro dicroico), filtros de longitud de onda (paso bajo, paso banda, o paso alto), placas de
onda, y lineas de retardo. En algunas realizaciones, el elemento de transmisién dptica puede ser guiaondas planos
en comunicacion optica con los limites épticos en serie. Véanse, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos N°
7.292.742, 7.181.122, 7.013.054, 6.917.726, 7.267.673, y 7.170.050. Estos y otros componentes 6pticos conocidos
en la técnica pueden combinarse y ensamblarse en una diversidad de modos para realizar la deteccion de sefales
distinguibles.

También puede usarse andlisis de fusion de alta resolucion (HRM) para detectar y cuantificar ADN amplificado
después de reaccion de PCR usando cualquiera de las polimerasas descritas en este documento. Ejemplos no
limitantes de usos para HRM incluyen: tipado de SNP/deteccion de mutaciones puntuales; ensayo de cigosidad en
una locus particular, y analisis del estado de metilacion de ADN.

Las polimerasas y otras composiciones descritas en este documento pueden usarse en una amplia diversidad de
aplicaciones de biologia molecular. Ejemplos no limitantes incluyen: reacciones de secuenciacion; clonacion;
mutagénesis; deteccion de genes; deteccién de mutaciones puntuales; hibridacion sustractiva, y microseries.

Meétodos para la fabricacion o sintesis de péptidos, polipéptidos, o polipéptidos de fusion

Los péptidos, polipéptidos, o polipéptidos de fusiéon proporcionados en este documento pueden prepararse usando
técnicas recombinantes o sintéticas bien conocidas en la técnica. En particular, la sintesis de proteinas en fase
sélida es muy adecuada para la longitud relativamente corta de los péptidos, polipéptidos, o polipéptidos de fusién y
puede proporcionar mayores rendimientos con resultados mas consistentes. Ademas, la sintesis de proteinas en
fase solida puede proporcionar flexibilidad adicional respecto a la fabricacion de los péptidos, polipéptidos, o
polipéptidos de fusién. Por ejemplo, pueden incorporarse modificaciones quimicas deseadas en los péptidos,
polipéptidos, o polipéptidos de fusion en la fase de sintesis: podria usar homocitrulina en la sintesis del péptido en
oposicion a lisina, obviando de este modo la necesidad de carbamilar el péptido después de la sintesis.

Sintesis

En la sintesis en fase sélida de un péptido se inmoviliza un aminoacido con proteccion tanto de grupo alfa-amino
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como de cadena lateral en una resina. Véase, por ejemplo, Nilsson, B., Soellner, M., y Raines, R. Chemical
Synthesis of Proteins, Annu. Rev. Biomol. Struct. 2005, 34:91-118; Meldal M. 1997, Properties of solid supports.
Methods Enzymol. 289:83-104; y Songster M F, Barany G. 1997, Handles for solid-phase peptide synthesis, Methods
Enzymol. 289:126-74. Normalmente, se usan dos tipos de grupos protectores alfa-amino: un grupo terc-
butoxicarbonilo (Boc) sensible a acido o un grupo 9-fluorenilmetiloxicarbonilo (Fmoc) sensible a base. Wellings D A,
Atherton E. 1997. Standard Fmoc protocols. Methods Enzymol. 289:44-67. Después de la rapida y completa retirada
de estos grupos protectores alfa-amino puede entonces acoplarse otro aminoacido protegido con un grupo carboxilo
activado, a la amina unida a la resina no protegida. Mediante el uso de un exceso de aminoacido soluble activado, re
fuerza a que las reacciones de acoplamiento se completen. El ciclo de desproteccién y acoplamiento se repite hasta
completar la secuencia. Con desproteccion de cadena lateral y escision, la resina produce el péptido deseado. Guy
C A, Fields G B. 1997, Trifluoroacetic acid cleavage and deprotection of resin-bound peptides following synthesis by
Fmoc chemistry, Methods Enzymol. 289:67-83, y Stewart J M. 1997, Cleavage methods following Boc-based solid-
phase peptide synthesis, Methods Enzymol. 289:29-44. Se describen métodos adicionales para realizar sintesis de
proteinas en fase sélida en Bang, D. y Kent, S., 2004, A One-Pot Total Synthesis of Crambin, Angew. Chem. Int. Ed.
43:2534-2538; Bang, D., Chopra, N., y Kent, S. 2004, Total Chemical Synthesis of Crambin., J. Am. Chem. Soc.
126:1377-1383; Dawson, P. et al., 1994, Synthesis of Proteins by Native Chemical Ligation, Science, 266:776-779;
Kochendoerfer et al., 2003, Design and Chemical Synthesis of a Homogenous Polymer-Modified Erythropoiesis
Protein, Science, 299: 884-887.

Si fuera necesario, pueden combinarse péptidos mas pequefios derivados de sintesis peptidica en fase soélida a
través de ligamientos de péptidos tales como ligamiento quimico nativo. En este proceso, el tiolato de un resto N-
terminal de cisteina de un péptido ataca el tioéster C-terminal de un segundo péptido para afectar a la
transtioesterificacion. Se forma un enlace amida después de rapida transferencia de S.fwdarw.N acilo. Véase
Dawson, P. et al. 1994, Synthesis of Proteins by Native Chemical Ligation, Science, 266:776-779.

Ademas, los péptidos, polipéptidos, o polipéptidos de fusién proporcionados en este documento pueden abarcar
peptidomiméticos, péptidos que incluyen aminoacidos tanto de origen natural como de origen no natural, tales como
peptoides. Los peptoides son oligdmeros de glicinas N-sustituidas, acido glicdlico, tiopronina, sarcosina, y tiorfano.
Estas estructuras tienden a tener una estructura general de (-(C=0)--CH»>--NR-), actuando el grupo R como cadena
lateral. Dichos peptoides pueden sintetizarse usando sintesis en fase s6lida de acuerdo con los protocolos de Simon
et al., Peptoids: A molecular approach to drug discovery, Proc. Natl. Acad. Sci USA, 89:9367-9371 (1992); y Li et al.,
Photolithographic Synthesis of Peptoids, J. AM. CHEM. SOC. 2004, 126, 4088-4089. Ademas, se proporcionan en
este documento usos de peptidomiméticos 0 miméticos de péptidos, farmacos no peptidicos con propiedades
andlogas a aquellas del péptido molde. (Fauchere, J. (1986) Adv. Drug Res. 15:29; Veber y Friedinger (1985) TINS
p. 32; y Evans et al. (1987) J. Med. Chem 30:1229). La sintesis de diversos tipos de peptidomiméticos se ha
revisado por ejemplo en: Methods of Organic Chemistry (Houben-Weyl), Synthesis of Peptides and Peptidomimetics-
-Workbench Edition Volumen E22¢ (Redactor jefe Goodman M.) 2004.

Técnicas recombinantes

Puede utilizarse una diversidad de sistemas de vector de expresion en hospedador para producir los péptidos,
polipéptidos, o polipéptidos de fusién proporcionados en este documento. Dichos sistemas de expresion en
hospedador representan vehiculos por los cuales pueden producirse los péptidos, polipéptidos, o polipéptidos de
fusién de interés y posteriormente purificarse, pero también representan células que pueden mostrar, cuando se
transforman o transfectan con las secuencias codificantes apropiadas de nucleétidos, el producto génico modificado
in situ. Estos incluyen aunque sin limitacién, bacterias, insectos, plantas, mamiferos, incluyendo sistemas
hospedadores humanos tales como, aunque sin limitacion, sistemas de células de insecto infectados con vectores
de expresion de virus recombinante (por ejemplo, baculovirus) que contienen las secuencias codificantes de péptido,
polipéptido, o polipéptido de fusidn; sistemas de células vegetales infectados con vectores de expresion de virus
recombinante (por ejemplo, virus del mosaico de la coliflor, CaMV; virus del mosaico del tabaco, TMV) o
transformados con vectores de expresion de plasmido recombinante (por ejemplo, plasmido Ti) que contienen
secuencias codificantes; o sistemas de células de mamifero, incluyendo sistemas de células humanas, por ejemplo,
HT1080, COS, CHO, BHK, 293, 3T3, que albergan construcciones de expresién recombinante que contienen
promotores derivados del genoma de células de mamifero, por ejemplo, promotor de la metalotioneina, o de virus de
mamifero, por ejemplo, el promotor tardio de adenovirus; el promotor 7.5K del virus vaccinia.

Ademas, puede elegirse una cepa celular hospedadora que module la expresion de las secuencias insertadas, o
modifique y procese el producto génico del modo especifico deseado. Dichas modificaciones y procesamiento de
productos proteicos puede ser importante para la funcién de la proteina. Diferentes células hospedadoras tienen
mecanismos especificos para el procesamiento post-traduccional y modificacion de proteinas y productos génicos.
Pueden elegirse lineas celulares o sistemas hospedadores apropiados para asegurar la correcta modificacion y
procesamiento de la proteina foranea expresada. Para este fin, pueden usarse células hospedadoras eucariotas que
poseen la maquinaria celular para el apropiado procesamiento del transcrito primario, la glucosilacién, y fosforilacién
del producto génico. Dichas células hospedadoras de mamifero, incluyendo células hospedadoras humanas,
incluyen aunque sin limitacién HT1080, CHO, VERO, BHK, HelLa, COS, MDCK, 293, 3T3, y W138.
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Para produccion de alto rendimiento a largo plazo de péptidos recombinantes, se prefiere expresién estable. Por
ejemplo, pueden modificarse por ingenieria lineas celulares que expresan de forma estable el producto génico de
molécula relacionada con citoquina protectora tisular recombinante. En lugar de usar vectores de expresién que
contengan origenes virales de replicacién, las células hospedadoras pueden transformarse con ADN controlado por
elementos de control de la expresion apropiados, por ejemplo, promotor, potenciador, secuencias, terminadores de
la transcripcién, sitios de poliadenilacion, y similares, y un marcador de seleccién. Después de la introduccién del
ADN foraneo, las células modificadas por ingenieria pueden dejarse crecer durante 1-2 dias en un medio
enriquecido, y después se cambian a medio selectivo. EI marcador de seleccién en el plasmido recombinante
confiere resistencia a la seleccion y permite que las células integren de forma estable el plasmido en sus
cromosomas y crezcan para formar focos que a su vez pueden clonarse y expandirse en lineas celulares. Este
método puede usarse ventajosamente para modificar por ingenieria lineas celulares que expresen el producto
protector de tejido. Dichas lineas celulares modificadas por ingenieria pueden ser particularmente Ultiles en la
seleccién y evaluacion de compuestos que afectan a la actividad endégena del producto génico.

Sintesis de polinucledtidos

Puede usarse cualquier método conocido para sintetizar polinucleétidos. Puede usarse la sintesis en fase sélida
descrita por Caruthers et al. en la patente de Estados Unidos 4.458.066. En esta técnica, la cadena de ADN en
crecimiento se une a un soporte insoluble mediante un enlazador orgéanico largo que permite que la cadena de ADN
en crecimiento se solubilice en el disolvente en que esta colocado el soporte. La cadena de ADN solubilizada, aun
inmovilizada se deja de este modo reaccionar con reactivos en el disolvente adyacente y permite el facil lavado de
los reactivos del soporte sélido al cual esté unido el oligonucleétido.

Existen varios sitios en los nucledsidos de naturaleza quimica similar, por ejemplo los grupos -OH o hidroxilo. Sin
embargo, durante la sintesis de oligonucleétidos, las subunidades monoméricas deben unirse a la molécula
oligonucleotidica en crecimiento de un modo especifico de sitio. Esto requiere funcionalizar un sitio en la cadena en
crecimiento o en la base entrante para la unién del bloque de construccion monomérico a la cadena en crecimiento.
Para evitar que el monémero entrante se une al sitio incorrecto, los sitios incorrectos deben bloquearse mientras que
el sitio correcto se deja abierto a reaccion. Esto requiere el uso de grupos protectores, que son compuestos unidos
temporalmente a un sitio potencialmente reactivo de modo que se evita que reaccione. El grupo protector debe ser
estable durante dichas reacciones y también debe retirarse finalmente para producir el sitio original. La sintesis de
oligonucledtidos requiere la proteccion de varios sitios y sitios particulares deben desprotegerse mientras otros
permanecen protegidos. Estos grupos protectores agrupados juntos como un conjunto se llaman grupos protectores
ortogonales.

Los protocolos de sintesis de oligonucledtidos en fase sélida normalmente usan un grupo protector dimetoxitritilo
para el 5' hidroxilo de nucleésidos. Se utiliza una funcionalidad fosforamidita en la posicién 3' hidroxilo. La sintesis
generalmente progresa desde 3' hasta 5' del componente de azlcar ribosa o desoxirribosa del nucledsido
fosforamidita en un ciclo de sintesis que afiade un nucleétido cada vez a la cadena oligonucleotidica en crecimiento.
Beaucage et al. (1981) Tetrahedron Lett. 22:1859. En la primera etapa del ciclo de sintesis, la etapa de
"acoplamiento”, el extremo 5' de la cadena en crecimiento se acopla con la 3' fosforamidita del mondémero entrante
para formar un intermedio fosfito triéster (el 5' hidroxilo del monémero anadido tiene un grupo protector de modo que
solamente un nuevo mondémero se arfiade a la cadena en crecimiento por ciclo). Matteucci et al. (1981) J. Am. Chem.
Soc. 103:3185. Después, se usa una "reaccion de proteccion con capuchon" opcional para detener la sintesis en
cualquier cadena que tenga un 5' hidroxilo sin reaccionar, que seria un nucleoétido al final de la sintesis. El intermedio
fosfito triéster se somete a oxidacion (la etapa de "oxidacién") después de cada reaccion de acoplamiento para
producir un intermedio fosfo-triéster mas estable. Sin oxidacién, el enlace fosfito triéster inestable se escindiria en las
condiciones acidas de etapas posteriores de sintesis. Letsinger et al. (1976) J. Am. Chem. Soc. 98:3655. La retirada
del grupo protector 5' del monédmero recién afadido (la etapa de "desproteccion") se consigue normalmente por
reaccion con solucion &cida para producir un grupo hidroxilo 5' libre, que puede acoplarse al siguiente nucledésido
fosforamidita protegido. Este proceso se repite para cada monémero afadido hasta que se sintetiza la secuencia
deseada.

De acuerdo con algunos protocolos, el ciclo de sintesis de acoplamiento, proteccion, oxidacién, y desproteccion se
acorta omitiendo la etapa de protecciéon con capuchon o sacando la etapa de oxidacion 'fuera’ del ciclo y realizando
una Unica reaccién de oxidacion sobre la cadena completada. Por ejemplo, la sintesis de oligonucleétidos de
acuerdo con protocolos de H-fosfonato permitird una Unica etapa de oxidacién a la conclusion de los ciclos de
sintesis. Sin embargo, los rendimientos de acoplamiento son menos eficaces que aquellos para quimica de
fosforamidita y la oxidacién requiere tiempos mas largos y reactivos mas severos que la quimica de amidita.

El grupo quimico convencionalmente usado para la proteccién de 5'-hidroxilos de nucledsido es dimetoxitritilo
("DMT"), que se puede retirar con acido. Khorana (1968) Pure Appl. Chem. 17:349; Smith et al. (1962) J. Am. Chem.
Soc. 84:430. Este grupo protector inestable en acido proporciona varias ventajas para trabajar tanto con nucledsidos
como con oligonucleétidos. Por ejemplo, el grupo DMT puede introducirse en un nucledsido de forma regioselectiva
y en alto rendimiento. Brown et al. (1979) Methods in Enzymol. 68:19. Ademas, la lipofilicidad del grupo DMT
aumenta enormemente la solubilidad de los nucleésidos en disolventes organicos, y el carbocatién resultante de la
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desproteccion &cida da un croméforo fuerte, que puede usarse para controlar indirectamente la eficacia de
acoplamiento. Matteucci et al. (1980) Tetrahedron Lett. 21:719. Ademas, la hidrofobicidad del grupo puede usarse
para ayudar a la separacion en HPLC de fase inversa. Becker et al. (1985) J. Chromatogr. 326:219.

Meétodos relacionados con el tratamiento, prevencion o diagndstico de enfermedad

Las polimerasas descritas en este documento pueden usarse en numerosas aplicaciones, incluyendo el perfilado de
la expresién génica, la identificacion de variaciones de secuencia, la deteccion de microbios, y la determinacion de
carga viral. Dado que son estables a temperaturas mas calientes, pueden ser particularmente Utiles en kits
disefados para diagnosticar enfermedades en climas mas cdlidos. Las polimerasas pueden usarse para evaluar
patologias infecciosas (por ejemplo, VIH-1, VIH-2, virus de hepatitis (por ejemplo, hep a, hep b, hep c), malaria) de
un sujeto. Las polimerasas descritas en este documento pueden usarse en kits para detectar dichos patégenos asi
como kits disefiados para identificar la carga viral. En otros casos, las polimerasas pueden usarse para diagnosticar,
tratar, o proporcionar un pronostico para enfermedades genéticas (por ejemplo, canceres, enfermedades
neurolégicas tales como enfermedad de Alzheimer).

Las polimerasas pueden usarse para evaluar, tratar, diagnosticar infecciones causadas por numerosos virus
incluyendo: virus de la leucemia de Abelson, virus de la leucemia murina de Abelson, virus de Abelson, virus de la
laringotraqueobronquitis aguda, virus de Adelaide River, grupos de virus Adeno asociados, Adenovirus, virus de la
enfermedad equina africana, virus de la fiebre porcina africana, virus del SIDA, parvovirus de la enfermedad del
vison Aleutian, Alfa-retrovirus, Alfavirus, virus relacionado con ALV, virus Amapari, Aftovirus, Aquareovirus,
Arbovirus, Arbovirus C, grupo A de arbovirus, grupo B de arbovirus, grupo de Arenavirus, virus de la fiebre
hemorragica argentina, Arterivirus, Astrovirus, grupos de herpesvirus Ateline, virus de la enfermedad de Aujezky,
virus Aura, virus de la enfermedad de Ausduk, lisavirus del murciélago australiano, Aviadenovirus, virus de
eritroblastosis aviar, virus de la bronquitis infecciosa aviar, virus de la leucemia aviar, virus de la leucosis aviar, virus
de la linfomatosis aviar, virus de la mieloblastosis avriar, paramixovirus aviar, virus de la pneumoencefalitis aviar,
virus de la reticuloendoteliosis aviar, virus del sarcoma aviar, grupo de retrovirus tipo C aviar, Avihepadnavirus,
Avipoxvirus, virus B, virus B 19, virus Babanki, herpesvirus de babuino, baculovirus, virus Barmah Forest, virus
Bebaru, virus Berrimah, Betaretrovirus, Birnavirus, virus Bittner, virus BK, virus Black Creek Canal, virus de la fiebre
catarral, virus de la fiebre hemorragica boliviana, virus de la enfermedad de Boma, virus de la enfermedad limita de
ovejas, virus boma, alfaherpesvirus 1 bovino, alfaherpesvirus 2 bovino, coronavirus bovino, virus de la fiebre efimera
bovina, virus de la inmunodeficiencia bovina, virus de la leucemia bovina, virus de la leucosis bovina, virus de la
mamilitis bovina, papilomavirus bovino, virus de la estomatitis papular bovina, parvovirus bovino, virus sincitial
bovino, oncovirus bovino tipo C, virus de la diarrea virica bovina, virus Buggy Creek, grupo de virus con forma de
bala, supergrupo de virus Bunyamwera, Bunyavirus, virus del linfoma de Burkitt, fiebre Bwamba, virus CA,
Calicivirus, virus de la encefalitis de California, virus de la viruela de camélidos, virus de la viruela del canario,
herpesvirus de canidos, coronavirus canino, virus del moquillo canino, herpesvirus canino, virus de minuto canino,
parvovirus canino, virus Cano Delgadito, virus de la artritis caprina, virus de la encefalitis caprina, Herpesvirus
caprino, virus de la viruela caprina, Cardiovirus, herpesvirus 1 caviid, herpesvirus 1 Cercopitecid, herpesvirus 1
cercopitecina, herpesvirus 2 Cercopitecina, virus Chandipura, virus Changuinola, virus de pez gato, virus Charleville,
virus de la viruela del pollo, virus Chikungunya, herpesvirus de chimpancé, reovirus de verdel, virus de salmén chum,
virus Cocal, reovirus de salmén Coho, virus de exantema coital, virus de la fiebre por garrapatas de Colorado,
Coltivirus, virus Columbia SK, virus del catarro comun, virus de ectima contagioso, virus de dermatitis pustular
contagiosa, Coronavirus, virus Corriparta, virus coryza, virus de la viruela bovina, virus coxsackie, CPV (virus de la
polihedrosis citoplasmica), virus de la paralisis del grillo, virus de la fiebre hemorragica de Crimea-Congo, virus
asociado a crup, Criptovirus, Cipovirus, Citomegalovirus, grupo de citomegalovirus, virus de la polihedrosis
citoplasmica, papilomavirus del ciervo, deltaretrovirus, virus dengue, Densovirus, Dependovirus, virus Dhori, virus
diploma, virus de Drosophila C, virus de la hepatitis B del pato, virus 1 de la hepatitis del pato, virus 2 de la hepatitis
del pato, duovirus, virus Duvenhage, virus de alas deformadas DWYV, virus de la encefalitis equina oriental, virus de
la encefalomielitis quina oriental, virus EB, virus Ebola, virus tipo Ebola, echo virus, echovirus, echovirus 10,
echovirus 28, echovirus 9, virus de ectromelia, virus EEE, virus EIA, virus EIA, virus de encefalitis, virus del grupo de
encefalomiocarditis, virus de encefalomiocarditis, Enterovirus, virus de elevacién enzimética, virus de elevaciéon
enzimatica (LDH), virus de la fiebre hemorragica epidémica, virus de la enfermedad hemorragica epizodtica, virus
Epstein-Barr, alfaherpesvirus 1 de équidos, alfaherpesvirus 4 de équidos, herpesvirus 2 de équidos, virus del aborto
equino, virus de la arteritis equina, virus de la encefalosis equina, virus de la anemia infecciosa equina, morbilivirus
equino, virus de la rinopneumonitis equina, rinovirus equino, virus Eubenangu, papilomavirus del alce europeo, virus
de la fiebre porcina europea, virus Everglades, virus Eyach, herpesvirus 1 de félidos, calicivirus felino, virus de
fibrosarcoma felino, herpesvirus felino, virus de la inmunodeficiencia felina, virus de la peritonitis infecciosa felina,
virus de leucemia/sarcoma felino, virus de leucemia felina, virus de panleucopenia felina, parvovirus felino, virus de
sarcoma felino, virus sincitial felino, Filovirus, virus Flanders, Flavivirus, virus de la enfermedad pie y boca, virus Fort
Morgan, hantavirus Four Corners, adenovirus 1 de aves de corral, virus de la viruela de aves de corral, virus Friend,
Gamma-retrovirus, virus de hepatitis GB, virus GB, virus del sarampion aleman, virus Getah, virus de la leucemia del
gibon, virus de la fiebre glandular, virus de la viruela caprina, virus golden shinner, virus Gonometa, parvovirus del
ganso, virus de granulosis, virus de Gross, virus de la hepatitis B de la marmota, arbovirus grupo A, virus Guanarito,
citomegalovirus de cobaya, virus de cobaya tipo C, virus Hantaan, Hantavirus, reovirus de almején, virus de fiboroma
de la liebre, HCMV (citomegalovirus humano), virus 2 de hemadsorcion, virus de hemaglutinacién de Japon, virus de
la fiebre hemorragica, virus hendra, Henipavirus, Hepadnavirus, virus de hepatitis A, grupo de virus de hepatitis B,
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virus de hepatitis C, virus de hepatitis D, virus de hepatitis delta, virus de hepatitis E, virus de hepatitis F, virus de
hepatitis G, virus de hepatitis no A no B, virus de hepatitis, virus de hepatitis (no humana), reovirus 3 de
hepatoencefalomielitis, Hepatovirus, virus de hepatitis B de la garza, virus de herpes B, virus del herpes simple, virus
del herpes simple 1, virus del herpes simple 2, herpesvirus, herpesvirus 7, Herpesvirus ateles, Herpesvirus hominis,
infeccion por Herpesvirus, Herpesvirus saimiri, Herpesvirus suis, Herpesvirus varicellae, virus Highlands J,
rabdovirus Hirame, virus del colera del cerdo, adenovirus 2 humano, alfaherpesvirus 1 humano, alfaherpesvirus 2
humano, alfaherpesvirus 3 humano, virus linfotrépico B humano, betaherpesvirus 5 humano, coronavirus humano,
grupo de citomegalovirus humano, virus espumoso humano, gammaherpesvirus 4 humano, gammaherpesvirus 6
humano, virus de la hepatitis A humana, grupos de herpesvirus 1 humano, grupo de herpesvirus 2 humano, grupo de
herpesvirus 3 humano, grupo de herpesvirus 4 humano, herpesvirus 6 humano, herpesvirus 8 humano, virus de la
inmunedficiencia humana, virus de la inmunodeficiencia humana 1, virus de la inmunodeficiencia humana 2,
papilomavirus humano, virus de leucemia de células T humana, virus de leucemia de células T humana |, virus de
leucemia de células T humana I, virus de leucemia de células T humana lll, virus de linfoma de células T humana I,
virus de linfoma de células T humana ll, virus linfotrépico de células T humanas tipo |, virus linfotrépico de células T
humanas tipo 2, virus linfotropico T humano |, virus linfotropico T humano I, virus linfotropico T humano |l
Ichnovirus, virus de gastroenteritis infantil, virus de rinotraqueitis bovina infecciosa, virus de necrosis
haematopoyetica infecciosa, virus de necrosis pancreatica infecciosa, virus A de influenza, virus B de influenza, virus
C de influenza, virus D de influenza, virus pr8 de influenza, virus iridescente de insectos, virus de insectos, iridovirus,
virus japonés B virus, virus de la encefalitis japonesa, virus JC, virus Junin, herpesvirus asociado a sarcoma de
Kaposi, virus Kemerovo, virus de rata de Kilham, virus Klamath, virus Kolongo, virus de la fiebre hemorragica
coreana, virus kumba, virus de la enfermedad forestal Kysanur, virus Kyzylagach, virus La Crosse, virus que eleva la
lactico deshidrogenasa, virus de lactico deshidrogenasa, virus del murciélago Lagos, virus Langur, parvovirus lapine,
virus de fiebre Lassa, virus Lassa, virus de rata latente, virus LCM, virus Leaky, Lentivirus, Leporipoxvirus, virus de
leucemia, leucovirus, virus de enfermedad cutanea grumosa, virus asociado a linfadenopatia, Linfocriptovirus, virus
de coriomeningitis linfocitica, grupo de virus linfoproliferativo, virus Machupo, virus de prurito insorporatable, grupo
de oncovirus de mamifero tipo B, retrovirus de mamifero tipo B, grupo de retrovirus de mamifero tipo C, retrovirus de
mamifero tipo D, virus de tumor mamario, virus Mapuera, virus Marburg, virus tipo Marburg, virus del mono de
Mason Pfizer, Mastadenovirus, virus Mayaro, virus ME, virus del sarampion, virus Menangle, virus Mengo,
Mengovirus, virus Middelburg, virus de nédulo de leche, virus de la enteritis del vison, virus minuto de ratones, virus
relacionado con MLV, virus MM, virus Mokola, Moluscipoxvirus, virus contagioso de molusco, virus de mono B, virus
de la viruela del mono, Mononegavirales, Morbilivirus, virus del murciélago de Mount Elgon, citomegalovirus de
raton, virus de la encefalomielitis de ratén, virus de la hepatitis de ratén, virus de raton K, virus de la leucemia de
raton, virus de tumor mamario de ratdn, virus minuto de ratén, virus de la pneumonia de ratén, virus de la
poliomielitis de ratdn, poliomavirus de raton, virus de sarcoma de ratén, virus de la viruela del raton, virus
Mozambique, virus Mucambo, virus de la enfermedad mucosa, virus de las paperas, betaherpesvirus 1 de mdridos,
citomegalovirus 2 de muridos, grupo de citomegalovirus murino, virus de la encefalomielitis murina, virus de la
hepatitis murina, virus de la leucemia murina, virus que induce nédulos murinos, poliomavirus murino, virus de
sarcoma murino, Muromegalovirus, virus de la encefalitis de Murray Valley, virus de mixoma, Mixovirus, Mixovirus
multiforme, Mixovirus parotitidis, virus de la enfermedad de ovejas de Nairobi, Nairovirus, Nanirnavirus, virus Nariva,
virus Ndumo, virus Neethling, virus Nelson Bay, virus neurotropico, Arenavirus del nuevo mundo, virus de
pneumonitis del recién nacido, virus de la enfermedad de Newcastle, virus Nipah, virus no citopatogénico, virus
Norwalk, virus de la polihedrosis nuclear (NPV), virus del cuello del pezén, virus O'nyong'nyong, virus Ockelbo, virus
oncogénico, particula tipo virus oncogénico, oncornavirus, Orbivirus, virus Orf, virus Oropouche, Ortohepadnavirus,
Ortomixovirus, Ortopoxvirus, Ortoreovirus, Orungo, papilomavirus ovino, virus de la fiebre catarral ovina, herpesvirus
del mono buho, virus Palyam, Papilomavirus, Papilomavirus sylvilagi, Papovavirus, virus de parainfluenza, virus de
parainfluenza tipo 1, virus de parainfluenza tipo 2, virus de parainfluenza tipo 3, virus de parainfluenza tipo 4,
Paramixovirus, Parapoxvirus, virus paravaccinia, Parvovirus, Parvovirus B19, grupo de parvovirus, Pestivirus,
Plebovirus, virus del moquillo de las focas, Picodnavirus, Picornavirus, citomegalovirus del cerdo - virus de la viruela
de la paloma, virus Piry, virus Pixuna, virus de la pneumonia del ratén, Pneumovirus, virus de la poliomielitis,
poliovirus, Polidnavirus, virus poliédrico, polioma virus, Poliomavirus, Poliomavirus bovis, Poliomavirus cercopitheci,
Poliomavirus hominis 2, Poliomavirus maccacae 1, Poliomavirus muris 1, Poliomavirus muris 2, Poliomavirus
papionis 1, Poliomavirus papionis 2, Poliomavirus sylvilagi, herpesvirus 1 Pongine, virus de la diarrea epidémica
porcina, virus de encefalomielitis hemaglutinante porcina, parvovirus porcino, virus de la gastroenteritis transmisible
porcina, virus porcino tipo C, pox virus, poxvirus, poxvirus variolae, virus Prospect Hill, Provirus, virus de la
pseudoviruela bovina, virus de la pseudorrabia, virus de la viruela de psitacidas, virus de la viruela de codornices,
virus de fibroma de conejo, virus vacuolante renal del conejo, papilomavirus de conejo, virus de la rabia, parvovirus
de mapache, virus de la viruela del mapache, virus Ranikhet, citomegalovirus de rata, parvovirus de rata, virus de
rata, virus de Rauscher, virus vaccinia recombinante, virus recombinante, reovirus, reovirus 1, reovirus 2, reovirus 3,
virus reptiliano tipo C, virus de infeccion respiratoria, virus sincitial respiratorio, virus respiratorio, virus de
reticuloendoteliosis, Rabdovirus, Rabdovirus carpia, Radinovirus, Rinovirus, Rizidiovirus, virus de la fiebre de Rift
Valley, virus de Riley, virus de la peste bovina, virus tumoral ARN, virus Ross River, Rotavirus, virus del sarampién,
virus del sarcoma de Rous, virus de la rubéola, virus del sarampion, Rubivirus, virus de la encefalitis otofial rusa,
virus de simio SA 11, virus SA2, virus Sabia, virus Sagiyama, herpesvirus 1 Saimirine, virus de las glandulas
salivares, grupo del virus de la fiebre por fleb6tomo, virus Sandjimba, virus SARS, SDAV (virus de
sialodacrioadenitis), virus de la viruela de la foca, Virus Semliki Forest, virus Seoul, virus de la viruela de la oveja,
virus del fibroma de Shope, papiloma virus de Shope, virus espumoso de simio, virus de hepatitis A de simio, virus

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2533536 T3

de la inmunodeficiencia humana de simio, virus de la inmunodeficiencia del simio, virus de parainfluenza de simio,
virus linfotrofico de células T de simio, virus de simio, virus 40 de simio, Simplexvirus, Sin Nombre virus, virus
Sindbis, virus de la viruela, virus de fiebres hemorragicas de América del Sur, virus de la viruela del gorrion,
Spumavirus, virus de fibroma de la ardilla, retrovirus de mono ardilla, grupo de virus SSV 1, STLV (virus linfotropico T
de simio) tipo I, STLV (virus linfotropico T de simio) tipo I, STLV (virus linfotrépico T de simio) tipo Ill, virus de la
estomatitis papulosa, virus submaxilar, alfaherpesvirus 1 suid, herpesvirus 2 suid, Suipoxvirus, virus de la fiebre del
pantano, virus de la viruela porcina, virus de la leucemia de ratones Swiss, virus TAC, virus Tacaribe complex, virus
Tacaribe, virus Tanapox, virus Taterapox, reovirus Tench, virus de encefalomielitis de Theiler, virus de Theiler, virus
Thogoto, virus Thottapalayam, virus de la encefalitis contagiada por garrapatas, virus Tioman, Togavirus, Torovirus,
virus tumorales, virus Tupaia, virus de la rinotraqueitis del pavo, virus de la viruela del pavo, retrovirus tipo C,
oncovirus tipo D, grupo de retrovirus tipo D, rabdovirus de enfermedad ulcerativa, virus Una, grupo de virus
Uukuniemi, virus vaccinia, virus vacuolante, virus varicella zoster, Varicelovirus, xvirus varicella zoster, virus variola
major, virus variola, virus de la enfermedad de Vasin Gishu, virus VEE, virus de la encefalitis equina venezolana,
virus de la encefalomielitis equina venezolana, virus de la fiebre hemorragica venezolana, virus de la estomatitis
vesicular, Vesiculovirus, virus Vilyuisk, retrovirus de vibora, virus de septicemia hemorragica virica, virus Visna
Maedi, virus Visna, virus de la viruela del musgafo, VSV (virus de la estomatitis vesicular), virus Wallal, virus
Warrego, virus de verrugas, virus WEE, virus West Nile, virus de la encefalitis equina occidental, virus de la
encefalomielitis equina occidental, virus Whataroa, virus del vémito invernal, virus de la hepatitis B de la marmota,
virus del sarcoma del mono lanudo, virus tumoral lesional, virus WRSV, virus tumoral de mono Yaba, virus Yaba,
Yatapoxvirus, virus de la fiebre amarilla, y el virus Yug Bogdanovac.

Ejemplos
Ejemplo 1: Amplificacion de ADN gendmico de cebada

La Figura 15 muestra los resultados de la amplificacién de ADN gendémico de cebada usando marca peptidica-
polimerasa (una forma modificada con aldehido de la SEC ID N°2) en comparacion con dos polimerasas disponibles
en el mercado (AB1 Gold™ y Roche FastStart ).

El ADN genémico de cebada se obtuvo de 5 genomas diferentes. El carril 7 muestra una escala de 100 pb.
A continuacion se da una descripcién de los carriles:

Carriles 1-3 - marca peptidica-polimerasa a 2,5 U/100 ul de reaccién de PCR, dilucién de factor 10x de marca
peptidica-polimerasa partiendo de 1 ng/ul

Carriles 4-6 - marca peptidica-polimerasa a 4 U/100 pl

Carriles 8-10 - ABI Gold™ a 2,5 U/100 pl de reaccién de PCR, dilucion de factor 10x de ABI Gold™ partiendo de
1 ng/ul;

Carriles 11-13 - ABI Gold™ a 4 U/100 pl

Carriles 14-16 - Roche FastStart™ a 2,5 U/100 ul de reaccion de PCR, dilucion de factor 10x de ABI Gold™
partiendo de 1 ng/ul

Carriles 17-19 - Roche FastStart™ a 4 U/100 ul

Carriles 1-3 (marca peptidica-polimerasa) 2,5 U solamente - muestra amplificacion de ADN

Carril 8 (ABI) muestra pequefo producto no especifico (difuminado)

Carriles 14-16 - (Roche) no muestra producto en 2,5 U

Ejemplo 2: Amplificacién de ADN gendmico de raton usando mezclas de marca peptidica-polimerasa

La Figura 26 muestra los resultados de la amplificacion de ADN gendmico de ratén usando una diversidad de
mezclas de polimerasa. El carril 1 muestra una escala de ADN de 1 kb. Los carriles 2-10 muestran la amplificacién
de ADN gendmico de ratén, 1 ng/ul en 1x PCR. Todas las mezclas produjeron la longitud correcta de producto de
PCR de 3838 pb. Los carriles 11-19 corresponden a las mismas mezclas que en los carriles 2-10 pero usando ADN
molde plasmidico. El producto de PCR esperado fue de ~8,6 kb y solamente una mezcla de marca peptidica-
polimerasa MgCl» 1,5 mM (carril 17) produjo el producto correcto. La mezcla de marca peptidica-polimerasa contiene
formas modificadas con aldehido de la SEC ID N® 2, SEC ID N° 6 y SEC ID N® 11. Los carriles 20 y 21 muestran
PCR de marca peptidica-polimerasa solamente, que no produjo producto. Se da a continuaciéon una descripcion de
los carriles:

Carril 1- escala de ADN de 1 kb.

Carril 2- mezcla de marca peptidica-polimerasa con albimina sérica bovina (BSA) lista para cargar (MgClz 1,5
mM)

Carril 3- mezcla de marca peptidica-polimerasa con BSA lista para cargar (MgCl> 2,0 mM)

Carril 4- mezcla de marca peptidica-polimerasa con BSA lista para cargar (MgClz 2,5 mM)

Carril 5- mezcla de marca peptidica-polimerasa con BSA (MgClz 1,5 mM)

Carril 6- mezcla de marca peptidica-polimerasa con BSA (MgClz 2,0 mM)
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Carril 7- mezcla de marca peptidica-polimerasa con BSA (MgClz 2,5 mM)

Carril 8- mezcla de marca peptidica-polimerasa MgCl> 1,5 mM

Carril 9- mezcla de marca peptidica-polimerasa MgCl> 2,0 mM

Carril 10- mezcla de marca peptidica-polimerasa MgCl> 2,5 mM

Carril 20- marca peptidica-polimerasa (MgClz 1,5 mM) DNA gendémico de ratén, 1 ng/ul en 1x PCR.
Carril 21- marca peptidica-polimerasa (MgClz 1,5 mM) ADN plasmidico.

Aunque se han mostrado y descrito en este documento realizaciones preferidas de la presente invencién, sera obvio
para los especialistas en la técnica que dichas realizaciones se proporcionan a modo de ejemplo solamente. Ahora
se les ocurriran numerosas variaciones, cambios, y sustituciones a los especialistas en la técnica sin alejarse de la
invencion. Debe entenderse que pueden emplearse diversas alternativas a las realizaciones de la invencion descrita
en este documento al ponerse en practica la invencion.
LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Solis BioDyne Kahre, olev Artma, Kadri Kahre, Tiina

<120> Composiciones para aumentar la estabilidad y actividad de polipéptidos, y métodos relacionados

<130> SMK/FP6734677

<140> A asignar
<141>19-11-2010

<150> 61/390.857
<151>07-10-2010

<150> 61/356.541
<151> 18-06-2010

<150> 61/350.457
<151> 01-06-2010

<150> 61/262.919
<151>19-11-2009

<160> 23

<170> Patentln versién 3.5
<210>1

<211>42

<212> PRT

<213> Polipéptido sintético

<400> 1

Tet ITe Asp Leu GIn Arg Pro Ser Ala Ala Thr Met val Asp ;l\sp Leu
5 5

GIn Arg Pro g‘is His His His His 5"'5 Pro Trp Asp Tyr't.gs Asp Asp
0 S 3

ASp Asp ligs Pro Arg Trp Asn igr Gly Trp

<210>2

<211> 870

<212> PRT

<213> Polipéptido sintético

<400> 2
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Met Ile Asp Leu gln Arg Pro Ser Ala A;I)a Thr Met val Asp ;lkgp Leu
1 1

61n Arg Pro ';"s His His His His I{;s Pro Trp Asp Tyr Lgs ASp ASD
0

ASp Asp |§)st Pro Arg Trp Asn igr Gly Trp Leu Pro Ii?u phe Glu Pro
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Lys

Phe

65

Ala

Gly

His

Asp

Gly

Ala

Leu

val

LysS

Gl

22

Thr

Lys

His

ASp

Glu
305

Gly

S0

His

val

Asp

Glu

Phe

130

Leu

ser

Thr

Leu

Tyr

ASp

Ala

Asn

Met

Leu

290

Arg

Arg

Ala

Tyr

Ala

Ala

115

pro

Ala

Leu

Ala

His

195

Gly

Glu

Arg

Leu

Asp

Pro

Leu

val

Leu

Gly

val

100

Tyr

Arg

Arg

Ala

Leu

Ser

Lys

Asp

Leu

Arg

Leu

Lys

Phe

85

Ile

Gly

Gln

Leu

165

Lys

Glu

Arg

Asp

Leu

245

Arg

Leuy

Glu

Ala
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Leu

Gly

70

Ala

val

Gly

Leu

Glu

val

55

Leu

Lys

val

Tyr

Ala

135

val

150

Lys

Asp

Gly

Pro

AsSn

230

Leu

Leu

Lys

val

Phe
310

Ala

Leu

Tyr

ASp

Leu

Glu

Lys

Leu

ASp

Leu

ASp
Thr
Ser
Phe
13
Leu
Pro
Glu
Tyr
Leu
200
GIn
Pro
Glu
Pro
Ser
280

Phe

Glu

38

Gly

Thr

Leu

Ile

Gly

Lys

Gln

Ile

Trp

Gly

Trp

Ala

265

Trp

Ala

Arg

His
Ser
Leu
90

Ala
Gly
Lys
Tyr
Glu
170
Leu
Thr

Ala

val

Asp
Lys

Leu

His

Arg

75

Lys

Lys

Arg

Glu

Glu
155
Gly
Léeu

Pro

ASp

Arg

Leu

Arg

Glu
315

Leu
60

Gly
Ala
Ala
Ala
Leu
140
Ala
Tyr
Ser
Ala
Tyr
220
Gly
Leu
Glu
Ala
Ar

30

Phe

Ala

Glu

Leu

Pro

Pro

125

val

ASp

Glu

ASp

Arg

Ile

Glu

Lys

Lys

Glu

Gly

Tyr

Pro

Lys

Ser

110

Thr

Asp

AsSp

val

Ar

19

Leu

Ala

Gly

Ala

Ile

270

val

Pro

Ser

Arg

val

Glu

95

Phe

Pro

Leu

val

Ar

17

Ile

Trp

Leu

Glu

Leu

255

Leu

Arg

ASp

Leu

Thr

GlIn

80

AsSp

Aryg

Glu

Leu

Leu

160

Ile

His

Glu

Thr

Lys

240

Leu

Ala

Thr

Arg

Leu
320



His

Trp

Glu

Arg

Glu

385

Glu

Led

Gly

Arg

Leu

465

His

Leu

Phe

Glu

Glu

545

Arg

Thr

Glu

Pro

Pro

val

370

Ala

Gly

Leu

Gly

Leu

450

Trp

‘Met

Ser
Arg
Ar
53
Lys
Glu

Lys

phe

Pro

Met

355

His

Arg

Leu

Asp

Glu

Phe

Leu

Glu

Leu

Leu

515

val

Thre

Ala

Leu

6ly
Pro
340
Trp
Arg
Gly
Gly
Pro
420
Trp
Ala
Tyr
Ala
Glu
500
Ala
Leu

Gly

His

580

Leu

325

Glu

Ala

Ala

Leu

Leu

405

Ser

Thr

Asn

Arg

Thr

485

val

Gly

Phe

Lys

Pro

56%

ser
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Leu

Gly

ASp

Pro

Leu

390

Pro

AsSn

Glu

Ley

Glu

470

Gly

Ala

His

ASp

Ar

55

Ile

Thr

Glu
Ala
Leu
s
Ala
Pro
Thr
Glu
frp
val
val
Glu
Pro
Glu
ser

val

Tyr

Ser

Phe

Leu

360

Pro

LYyS

Gly

Thre

Ala

440

Gly

Glu

Arg

Glu

Phe

520

Leu

Thr

clu

Ile

39

Pro
val
345
Ala
TYr
Asp
ASp
Pro
425
Gly
Arg
Arg
Leu
Ile
505
Asn
Gly

Ser

Lys

585

LyS
3%
Gly
Leu
Lys

Leu

Glu
Leu

Pro

Leu
Leu

Ala

Ala

Phe

Ala

Ala

Ser

395

Pro

Gly

Arg

Glu

Leu

475

val

Arg

ASnh

pro

Ala

Leu

Leu

Leu

val

Ala

Leu

380

val

Met

val

Ala

Ala

Leu

Ser

Ala

540

val

Gln

Pro

Glu

Leu

Ala

Arg

Leu

Leu

Ala

ala

445

Glu

Ala

Tyr

Glu

Arg

Ile

Leu

Tyr

ASp

Glu

ser

350

Arg

ASp

Ala

Leu

Ar

43

Leu

Glu

val

Leu

Ala

510

Asp

Gly

Glu

Arg

Leu
590

Ala
335
Arg
Gly
Leu
Leuw
%
Arg
Ser
Arg
Leu
Arg
Glu
Gln
LysS
Ala
Glu

575

Ile

Pro
Lys
Gly
Lys
Ar

40

Tyr
Tyr
élu
Leuy
Ala
480
Ala
val
Leu
Thr
Ley
560
Leu

His



Pro
Thr
Ar

62

Gly
Leu
Gly
Arg
Phe
705
Ala
Ser
Arg
Pro
Met
785
Leu
Met

Arg

Tyr

Arg

Gly

610

Thr

Trp

Ala

Arg

Glu

690

Gly

Ile

Phe

Arg

770

Ala

Ala

Leu

Ala

Pro
850

Thr
595
Arg
Pro
Leu
His
As

67

Ala
val
Pro
Pro
Ar

75

Leu
Phe

Met

Leu

Gly

Leu

Leu

Leu

Leu

660

Ile

val

Leu

Tyr

Glu

"Asn

val
Gln
820

Ala

Ala

Arg
ser
Gly
a
ser
His
ASD
Tyr
Glu
val
'i'yr
Ala

Met

val

val
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Leu
ser
GIn
630

Ala

Gly

Thr-

Pro

Gly

Glu

Arg

val

Arg

Pro

790

Leu

His

Ala

Pro

His
Ser
615
Arg
Leu
AsSp
Glu
Leu
695
Met
Ala
Ala
Glu
val
775
val
Phe
Asp

Arg

Leu
853

Thr

600

ASp

Ile

AsSp

Glu

Thr

680

Met

ser

GlIn

Trp.

Thr
760

LysS

Gln

Pro

Glu
Ley

840

Glu

40

Arg

Pro

Arg

TYr

Asn

665

Ala

Arg

Ala

Ala

e

745

Leu

Ser

Gly

Arg

Leu

825

Ala

val

Phe

AsSn

Arg

ser

650

Leu

Ser

Arg

His
Phe
730
Glu
Phe
val
Thr
Leu
810
val

Lys

Glu

AsSn
Leu
Ala
635
Gin
Ile
Trp
Ala
Ar

715
Ile
LYS
Gly
Arg
Ala
795
Glu
Leu

Glu

val

Glin

Gln

620

Phe

Ile

Arg

Met

Ala
700

g Leu

Glu

Thr

Arg

Glu

780

Ala

Glu

Glu

val

Thr

605

Ash

Ile

Glu

vail

Phe

685

Lys

ser

Arg

Leu

Asp

Met

Ala

Met

845

Ile

Ala

Ile

Ala

Leu

Phe

670

Gly

Thr

GIn

Tyr

Glu

750

Arg

Ala

Leu

Gly

Pro

830

Glu

Gly

Thr

Pro

Glu

val

Ile

Glu

Phe

73S

Glu

Tyr

Glu

Met

Ala

815

LysS

Gly

Glu

Ala

val

Glu

640

val

Glu

Pro

Asn

Leu

720

GlIn

Gly

val

Arg

Arg

Glu

val

AsSp
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Trp Leu Ser Ala Lys Glu

865

<210> 3

<211> 141

<212> ADN

<213> Polinucleétido sintético

<400> 3

acacaggaaa cagcgatgat cgacctgcag cggccateog ccgecaccat ggtcgacgac

ctgeagegge cgcaccatca ccatcaccat ccatgggatt acaaggacga cgatgacaag

ccgeggtgoa attcgggotyg ¢

<210> 4

<211> 2637

<212> ADN

<213> Polinucleétido sintético

<400> 4

acacaggaaa
ctgcagcggc
ccgcggtgga
gacggccace
gd99agccygg
gacgggogacyg
tacgggggot
ctcatcaagg
gcggacgacg
atcctcaceg
<ccgagggot
cagtgggecg
ggcatcgggy
ctcaagaacc
gatctgaagce
ttcgccaaaa
tttggcagec
ccetggeece
tgggccgatce
ccttataaag
gtrctggece
tacctcctag

cagcgatgat
cgcaccatca
attcggggtg
acctggecta
tgcaggcggt
cggtgatcgt
acaaggcggg
agctggtgga
tectggecag
ccgacaaaga
acctcatcac
actaccgggc
agaagacggc
tggaccggct
tctectgoga
ggcgggagece
tectccacga
cgceggaagg
ttctggeect
cectcaggga
tgagggaagg
acccttecaa

cgacctgeag
ccatcaccat
getgececte
ccgecacctece
ctacggettc
ggtcttrgac
ccgggeccee
cCtCCtagayg
cctggecaag
cctttaccag
cccogectgg
cctgacceggg
gaggaagctt
gaagcecgee
cctggccaag
cgaccgggag
gttcggcctt
ggccttogtyg
ggccgecgec
cctgaaggag
ccttggectce

caccacccec

cggccatcecg
ccatgggatt
tttgagceca
cacgecctga
gccaagagec
gccaagoccco
acgccggagg
€1gocococe
aaggcggaaa
ctecttieeg
ctttgggaaa
gacgagtceg
crggaggagt
atccgggaga
gtgcgcaccy
aggcttagog
ctggaaagee
ggcttigtge
aggggaggcc
9€gcgageac
ccgeccggeg

gaggggatog

41

870

ccgccaccat
acaaggacga
agggccgggt
agggccetcac
tcctcaagge
cctecttecg
actrtcecey
tcgaggtcec
aggagggcta
accgcatcca
agtacggcct
acaaccttcc
gggggagcct
agatcctggce
acctgecect
cctrtctgga
ccaaggeect
tttcccgcaa
gggtccaceqg
ttetcgecaa
acgaccccat

cccggegeta

ggtcgacgac
cgatgacaag
cctectggtg
caccageedg
cctcaaggag
ccacgaggec
gcaactcgec
gggctacgag
cgaggtcege
cgtccrecac
gaggcccgac
cggggtcaag
ggaageccctc
ccacatggac
ggaggtggac
gaggcttgag
ggaggaggcc
ggagcecatg
ggeccecgag
agacctgage
gctcctoged

c€ggcggggag

60
120
141

60
120
180
249
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9300
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
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42

tgyacggagg aggcggggga gegggccgee ctttecgaga ggctcttoge caacctgtgg 1380
gggaggcttg agggggagga gaggctectt tggctttacc gggaggtgga gaggceccctt 1440
tcegetgtee tggcccacat ggaggcecacg ggogrgcgee tggacgtdge ctatctcagg 1500
gccttgtece tggaggtggl cgaggagatc gcccgectcg aggecgaggt crtecgectg 1560
gccggecace ccttcaacct caactecegg gaccagetgg aaagggtcct ctitgacgag 1620
ctagggctte ccgccatcgyg caagacggag aagaccggca agegectccac cagegecgee 1680
gtcctggagg ccctccgega ggeccacecce atcgtggaga agatcctgea gtaccgyggag 1740
ctcaccaagc tgaagagcac ctacattgac.cccttgccgg acctcatcca ccccaggacg 1800
ggccgectec acaccegett caaccagacy gccacggeca cgggcaggcet aagtagetec 1860
gatcecaace tegagaacat cccegltocge accocgattg ggcagaggat €cgocgggec 1920
ttcatcgeeg aggagggotg goetattgotg gocectggact atagecagat agagetrcagg 1980
gtgctggecc acctotccgg cgacgagaac ctgatccggg tcettccagga ggggegggac 2040
atccacacgg agaccgccag ctggatgttc ggegteccee gggaggecygt ggacecectg 2100
atgcegeeggg cggccaagac catcaacttc ggggtcctct acggcatgtc ggcccaccygc 2160
ctcteccagg agetagcecat cccttacgag gaggeccagy ccttcattga gegeracttt 2220
cagagcttce ccaaggtgcg ggcctggatt gagaagacce tggaggaggg caggaggcgy 2280
gggtacgtgg agaccctctt cggcecgecge cgetacgtgc cagacctaga ggcecgggte 2340
aagagegtoc gggaggcage cgagegcatg gecttcaaca tgeecgtcea gggeaceged 2400
gccgacctca tgaagctgge tatggtgaag ctetteccca ggetggagga aatgggggec 2460
aggatgctce ttcaggtcca cgacgagetg grcctcgagg ccccaaaaga 9agggcggag 2520
gcegtyggece ggctggccaa ggaggtcato 9agggggtygt atcecctgge cgtgccccty 2580
gaggtggagg tggggatagg ggaggactgyg Ctctccgoca aggagtgata gatctga 2637

<210>5

<211> 2829

<212> ADN

<213> Polinucleétido sintético

<400> 5
acacaggaaa cagcgatgat cgacctgeag ¢ggccgcagg ccgccaccat ggactctaga 60
caccatcacc atcaccaccc atgggattac aaggacgacg atgacaagcc gcggtggaat 120
tcgagcgcaa ccgtaaagtt caagtacaaa ggcgaagaaa aagaggraga catrctccaag 180
atcaagaaag tatggcgtgt gggcaagatg atctccttca cctacgacga gogeggtggc 240
aagaccqgcec geggtgcogt aagcgaaaag gacgcgccga aggagctgct gcagatgcetg 300
gagaagcaga aaaagattaa gaattcgggt aacctgcccc tctttigagce caagggecgg 360
gtcctectgg tggacggcca ccacctggee taccgcacct tgcacgecct gaagggectco 420
accaccagcoce ggggggagec ggtgeaggeg gtctacgget tcgccaagag cctectcaag 480
gcecctcaagg aggacgggga cgcggtgatc gtggtctttg acgecaagge ccectectte 540



cgccacgagg
cggcraactcg
ccgggetacg
tacgaggrec
cacgrectcce
ctgaggeecg
cceggggtca
ctggaagecce
gcccacatgg
ctggaggtag
gagaggctrg
ctggaggagg
aaggagccca
cgggceccccg
aaagacctga
atgcetectcy
tacggcgggg
gccaacctgt
gagaggccce
gcctatctca
gtectrecgec
ctetrtgacy
accagcgccg
cagtaccggg
caccccagga
ctaagtagcet
atcegeeggg
atagagctca
9aggggcagg
gtggacccce
tcggcecace
gagcgcetact
gg9caggaggc
gaggccecggg

cctacggagg
ccctcatcaa
aggcggacga
gcatcctcac
accccgaggg
accagtgggc
agggcatcgg
tcctcaagaa
acgatctgaa
acttcgccaa
agtrtggcag
cececeetggec
tgtgggecga
agccttataa
gcgttctgge
cctacctect
agtggacgga
gggggaggct
tttccgetgt
gggccttgte
tggccggceca
agcraggget
ccgrectgga
agctcaccaa
cggygccgect
ccgatceocaa
cctteatcge
gggtgctgge
acatccacac
tgatgcgecg
gcetctecca
ttcagagctt
gggggtacgt
tgaagagcgt
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gtacaaggcg
ggagctagrg
cgtectggec
cgccgacaaa
gtacctcatc
cgactaccgg
ggagaagacg
cctggaccgg
geterectygg
aaggcgggag
cctectecac
cccgecggaa
TcrIctggec
agccectcagg
cctgagggaa
ggacccttcc
ggaggcgggg
tgagggggag
cctggcccac
cctggaggtg
cceccttcaac
tccegecate
ggcecctecyc
gctgaagage
ccacaceege
cctccagaac
cgaggaggyg
ccacctcetec
ggagaccgcc
ggcggccaag
ggagctagee
cCcccaaggty

ggagaccerc

9cgg9gaggcy

ggccgggecc
gacctectgg
agcctggeca
gacctttacc
accceggect
gccctgaceg
gcgaggaagce
ctgaagcceg
gacctggcca
cccgaccggg
gagttcggec
ggggcctrcy
ctggeccgceqg
gacctgaagg
ggccttggec
aacaccaccc
gagcgggeeg
gagaggctec
atggaggcca
gccgaggaga
ctgaactece
ggcaagacgg
gaggcccace
acctacattg
ttcaaccaga
atcccegtec
tggctattgg
ggcgacgaga
agctggatgt
accatcaact
atcccttacg
cgggeetgga
ttcggecgec

gccgagegea

43

ccacaccgga
ggctggeacg
agaaggcgga
agctcctree
ggerttggga
gggacgagtc
trctggagga
ccatccggga
aggtgcgcac
agaggcttag
ttctggaaag
tgggcttegt
ccaggggggg
aggcgcgagy
tccegecegg
ccgagggagt
ccetttcega
tttggcttta
cgggggtgcy
tegecegect
gggaccaget
agaagaccgg
ccatcgtoga
accecttgec
cggecacyge
gcaccccget
tggccctgga
acctgatceg
tcggegteec
tcggggtect
aggaggceca
ttgagaagac
gcegetacgt
tggccttcaa

ggactttccc
cctegaggec
aaaggagggc
cgaccgcate
aaagracgge
cgacaacctt
gtgggggagc
gaagatccrg
cgacctgeec
ggcectticeg
ccccaaggec
gerrtecege
ccgggrccac
gcrictegec
cgacgacece
ggcccggege
gaggctcttc
c€cgggaggtg
cctgoacgtg
cgaggccgag
ggaaagggtc
caagcgetec
gaagatcctg
ggacctcatc
cacgggcagey
tgggcagagg
ctatagccag
ggtcttccag
€cgggaggcc
ctacggcatg
ggcctrcatt
<ctggaggag
greagaccta
catgeecgec

600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320

1380

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
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cagggcaccg ccgcegacct catgaagetg gctatggtga agctcttcce caggoetggag 2640
gaaatggggg ccaggatgct ccttcaggtc cacgacgagce tggtcctcga ggocccaaaa 2700
gagagggcdg aggecgtgge ccggetggcc aaggaggtca tggagggagt gtatcccctg - 2760

gcegrgecee tggaggtgga ggtggggata ggggaggact ggetctocge caaggagtga 2820
tagatctga 2829
<210>6
<211> 935
<212> PRT

<213> Polipéptido sintético

<400> 6

Tet Ile Asp Leu GIn Arg Pro GIn Ala Ala Thr Met Asp Ser Arg His

His His His ggs His Pro Trp Asp ;gr Lys ASp Asp Asp ;gp Lys Pro

Arg Trp ggn Ser Ser Ala Thr 131 Lys Phe Lys Tyr kgs Gly Glu Glu

Lys Glu val Asp Ile Ser Lgs Ile Lys Lys val Trp Arg val Gly Lys
S0 5 60

Met Ile ser Phe Thr Tyr Asp Glu Gly Gly Gly Lys Thr Gly Arg Gly
65 70 : 75 9 80

Ala val ser Glu Lgs Asp Ala Pro Lys Glu Leu Leu Gln Met Leu Glu
8 90 _ . 95

Lys GIn Lys Lys Ile Lys Asn Ser Gly Asn Leu Pro Leu Phe Glu Pro
100 10 110

Lys Gly Arg val Leu Leu val Asp Gly His His Leu Ala Tyr Arg Thr
11 120 125

Phe His Ala Leu Lys Gly Leu Thr Thr Ser Arg Gly Glu Pro val Gln
130 135 140

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

Gly Asp Ala val Ile val val Phe Asp Ala Lys Ala Pro Ser Phe Arg
165 170 175

His Glu Ala Tyr Gly Gly Tyr Lys Ala Gly Arg Ala Pro Thr Pro Glu
180 Y Y 185 190

Asp Phe Pro Arg GIn Leu Ala Leu Ile Lys Glu Leu val Asp Leu Leu

44



Gly

Ala

Leu

val

LysS

Gly

Thr

305

Lys

His

ASp

Glu

His

385

Trp

Glu

Arg

Glu

Glu

Leu
210
Ser
Thr
Leu
Tyr
AS

29

aAla
Asn
Met
Leu
370
Glu
Pro
Pro
val
Ala

450

Gly

195

Ala

Leu

aAla

His

Gly

Glu

Arg

Leu

Asp

Pro

355

Leu

Phe

Pro

Met

His

435

Arg

Leu

Arg

Ala

Asp

Pro

260

Leu

Ser

Lys

Asp

Asp

340

Leu

Arg

Gly

Pro

Trp

Arg

Gly

Gly

Leu

Lys

Lys

245

Glu

Arg

Asp

Leu

Arg

325

Leu

Glu

Ala

Leu

Glu

405

Ala

Ala

Leu

Leu

ES 2533536 T3

Glu
Lys
330
AsSp
Gly
Pro
Asn
Leu
310
Leu
Lys
val
Phe
Leu
390
Gly
Asp
Pro

Leu

Pro

val

215

Ala

Leu

Tyr

ASpP

Leu

295

Glu

Lys

Leu

Asp

Leu

375

Glu

Ala

Leu

Glu

Ala

455

Pro

200

Pro

Glu

Tyr

Leu

Gln

280

Pro

Glu

Pro

Ser

fhe

360

Glu

Ser

Phe

Leu

Pro

440

Lys

Gly

45

Gly

Lys

Gln

Ile

263

Trp

Gly

Trp

Ala

Trp

Ala

Arg

Pro

val

Ala

Tyr

ASp

Tyr

Glu

Leu

250

Thr

Ala

val

Gly

Ile

ASp

Lys

Leu

Lys

Lys

Leu

ASp Asp

Glu

Gly

Leu

Pro

Asp

Lys

Ala
220

Tyr

ser

Ala

Tyr

Gly

300

Ser

315

Arg

Leu

Arg

Glu

Ala

395

Phe

Ala

Ala

Ser

Pro

Leu

Glu

Ala

Arg

rhe

380

Leu

val

Ala

Leu

val
460

Met

205

Asp

Glu

Asp

Trp

Ar

28

Ile

Glu

Lys

Lys

Glu

365

Gly

Glu

Leu

Ala

Ar

44

Leu

Leu

Asp

val

Arg

Leu
270
Ala
Gly
Ala
Ile
val
350
Pro

ser

Glu

ser.

Ar
43
ASp

Ala

Leu

val

Arg

Ile

Trp

Leu

Glu

Leu

Leu

335

Arg

ASp

Leu

Ala

Ar

41

Gly

Leu

Leu

Ala

Leu

Ile

240

His

Glu

Thr

Lys

Leu

320

Ala

Thr

Arg

Leu

Pro

400

Lys

Gly

Lys

Arg

TYr



465

Leu

Gly

Arg

Leu

Leu

Phe

Glu

Glu

Ar

62

Thr

Pro

Thr

Arg

Leu

Gly

Leu

Gly

Leuy

ser

Arg

Arg

LyS

610

Glu

Lys

Arg

Gly

Thr

690

Trp

Ala

Arg

Asp

Glu

Phe

515

Leu

Glu

Leu

Leu

val

595

Thr

Ala

Leu

Thr

Leu

His

Asp

Pro

Trp

500

Ala

Tyr

Ala

Glu

Ala

580

Leu

Gly

His

LyS

Gly

660

Leu

Leu

Leu

Leu

Ile

ser
485
Thr
AsSn
Arg
Thr
val
565
Gly
Phe
Lys
Pro
ser
645
Arg
sSer
Gly
val
ser

725

His

ES 2533536 T3

470

Asn
Glu
Leu

Glu

His
Asp
Arg
Ile
630
Thr
Leu
Ser
Gln
Ala
710

Gly

Thr

Thr

Glu

Trp

val

535

val

Glu

Pro

Glu

Ser

615

val

Tyr

His

Ser

Ar

69

Leu

Asp

Glu

Thr
Ala
Gly
520
Glu
Arg
Glu
Phe
Leu
600
Thr
Glu

Ie

Thr

ASp
Glu

Thr

Pro

Arg
Arg
Leu
1le
Asn
585
Gly
Ser
Lys
ASp
Ar

66

Pro
Arg
Tyr
ASn

Ala

46

Glu

490

Glu

Leu

Pro

Asp

Ala

570

Leu

Leu

Ala

Ile

Pro

650

Phe

Asn

Arg

Ser

Leu

730

Ser

475

Gly

val

Ala

Arg Ala Ala

Glu

Leu

val

555

Arg

Asn

Pro

Ala

Leu

635

Leu

ASn

Leu

Ala

Gln

715

Ile

Trp

Gly

Ser

540

Ala

Leu

Ser

Ala

val

620

GIn

Pro

Gln

GIn

Phe

700

Ie

Arg

Met

Glu

525

Ala

Tyr

Glu

Arg

Ile

605

Leu

Tyr

ASp

Thr

Asnh

685

Ile

Glu

val

Phe

Arg
Ley
510
Glu
val

Leuv

Ala

Glu

Arg

Leuy

Ala

670

Ile

ala

Leu

Phe

Gly

Ser

Arg

Leu

Arg

Glu

575

Gln

LyS

Ala

Gl

Ile

655

Thr

Pro

Glu

Arg

Glin

val

480

Tyr

Glu

Leu

Ala

Ala

560

val

Leu

Thr

Leu

Leu

640

His

Ala

val

Glu

val

720

Glu

pPro



Arg

Phe

Ala

785

Ser

Arg

Pro

Met

Leu

865

Met

APrg

Tyr

Trp

<210>7
<211> 325
<212> ADN

Glu

Gly

Ile

Phe

Arg

Asp

Ala

850

Ala

Leu

Ala

Pro

Leu
930

Ala

val

Pro

Pro

Arg

Leu

835

Phe

Met

Leu

Glu

Leu

915

Ser

740

val

Leu

Tyr

Lys

Ash

val

GIn

Ala

900

Ala

Ala

<213> Polinucleétido sintético

<400>7

ASp

Glu

val

805

Tyr

Ala

Met

Lys

val

885

val

val

LysS

ES 2533536 T3

Pro

Gly

Glu

790

Arg

val

Arg

Pro

Ley

870

His

Ala

Pro

Glu

Leu

Met

775

Ala

Ala

Glu

val

val

855

Phe

ASp

Arg

Leu

Met

760

Ser

GlIn

Trp

Thr

Lys

840

Gln

Pro

Glu

Leu

Glu
920

47

745

Arg

Ala

Ala

Ile

Leu

825

ser

Gly

Arg

Leu

Ala

905

val

Arg

His

Phe

Glu

810

Phe

val

Thr

Leu

val

890

Lys

Glu

ala

Arg

Ile

795

Lys

Gly

Arg

Ala

Glu

875

Leu

Glu

val

Ala Lys
765

Leu Ser
780
Glu Arg
Thr Leu
Arg Arg
6lu Ala
845
Ala Asp
860
Glu Met
Glu Ala

val Met

Gly Ile

750

Thr 1le Asn

GIn
Tyr
Glu
Ar

83

Ala
Leu
Gly
Pro
Glu

910

Gly

Glu

Phe

Glu

815

Tyr

Glu

Met

Ala

Glu

Leu
GIn
800
Gly
val
Arg
Lys
Al

88

Glu

val

ASD



10

15

20

25

atgatcgacce

cacccatggg

aagttcaagt

cgtgtgggca

gcggtaageg

attaagaatt
<210>8

<211> 106
<212> PRT

tgcagcggcc
attacaagga
acaaaggcga
agatgatctce
aaaaggacgc

cgggtaacct

ES 2533536 T3

gcaggeegee actcatggact ctagacacca tcaccatcac
tgacgatgac aagecgeggt ggaattcgag cgceaaccgta
agaaaaagag gtagacatct ccaagatcaa gaaagtatgg
cttcaccrac gacgagggcg gtggcaagac cggcecgcggt
gccgaaggag ctgctgcaga tgctggagaa gcagaaaaag

gceec

<213> Descripcion de la secuencia artificial: polipéptido sintético

<400> 8

Tet Ile Asp

\His

Arg

Lys
50

Met
65

Ala

Lys

<210>9
<211> 204
<212> ADN

His His
Trp Asn
35
Glu val
ITe Ser
val Ser

GIn Lys

Leu
5

His H
20

ser S

Asp I

Phe

Glu L

8

Lys I

<213> Polinucleétido sintético

<400>9

GlIn

Thr

Ala Thr

10

Arg Pro Gln Ala Met Asp Ser g;g

is Pro Trp ASp Lys Asp ASp Asp égp Lys

A

val Lys phe

40

er Ala Thr Lys Tyr hgs Gly Glu

le Ser Lgs Ile val val Gly

5

Lys Lys Trp Arg
60

Asp Glu Gly Gly g}y Lys Thr Gly Arg

-~
[~

Glu Leu GIn

90

gs Asp Ala Pro Lys Leu Met ;gu

le Lys Asn Ser Asn

agcgcaaccg taaagttcaa gtacaaaggc gaagaaaaag aggtagacat ctccaagatc

aagaaagtat ggcgtgtggg caagatgatc tccttcacct acgacgaggg cggtggcaag

accggecgeg gtgcggtaag cgaaaaggac gegecgaagg agetgetgca gatgctggag

aagcagaaaa agattaagaa ttcg

<210> 10
<211> 68
<212> PRT

<213> Polipéptido sintético

<400> 10

48

60
120
180
240
300
325

His

Pro

Glu

Lys

Gly

80

Glu

60
120
180
204



ES 2533536 T3

Ser ala Thr val Lys Phe Lys Tyr Lys Gly Glu 6lu Lys Glu val Asp

1 5 10 15

Ile Ser Lys Ile Lys Lys val Trp Arg val Gly Lys Met Ile Ser Phe
20 25 30

Thr Tyr Asp Glu Gly Gly Gly Lys Thr Gly Arg 6ly Ala val Ser Glu

35 40 ' 45

LYyS Agp Ala Pro Lys Glu '§§u Leu GIn Met Leu (63;IJu Lys GIn Lys Lys
5

Ile LyS Asn Ser
65

<210> 11

<211> 876

<212> PRT

<213> Polipéptido sintético

<400> 11

49



Met
His
Arg
Pro
3
Ser
Thr
Arg
Pro
TYyrP
Leu
Ile

Leu

Ile

His

Trp

val

50

Asp

Ala

val

Pra

Ala

130

Glu

Ile

Glu

Met

Asp

His

Asn

35

Ile

Arg

Ile

Arg

Ile

115

Ile

Tyr

Pro

Thr

Ile
195

Leu

His

20

ser

Arg

ASn

Glu

val

GlIn
S

His
Ile
Ile
Phe
Asp

85

val

100

Glu

Arg

Asp

Met

Leu

180

ser

val

Asp

Ile

Glu

165

Tyr

Tyr

ES 2533536 T3

Arg

Pro

Leu

Phe

Glu
70

val

Arg
Trp
Lys
Pro
150
Gly
His

Ala

Pro
Trp
Asp
Lys
31

Pro
Lys
Ala
Lys
Ile
135
Phe
ASp

Glu

Asp

GIn Ala
ASp Tyr
2
Thr Asp
40
Lys Glu
Tyr 1le
Lys Ile
Glu Lys
105
Leu Tyr
120
Lys Glu
Ala Lys
Glu Glu
Gly Glu
185

Glu Glu
200

50

Ala
10

Lys
Tyr
ASn
Tyr
The
90

val
rhe
His
Arg
Leuy
170

G6lu

Gly

The

Asp

Ile

Gly

Ala

75

Ala

Lys

Thr

Pro

Tyr

Lys

Phe

Ala

Met
ASp
Thr
Glu
60

Leu
6lu
Lys
His
Ala
140
Leu
Met

Ala

Arg

Asp

Asp

Glu

45

Phe

Leu

Arg

Lys

Pro

125

val

Ile

Leu

Glu

val
205

ser
30"
Asp
Lys
Lys
His
e
Gln
val
ASp
Ala
o

Ile

Arg
15

Lys
Gly
Ile
AsSp
Gly
95

Leu
ASp
Asp
Lys
Phe
178

Pro

Thr

His

Pro

Lys

ASp

ASp

80

Thr

Gly

val

Ile

Gly

Asp

Ile

Trp



LysS

Met

225

Leu

Arg

Glu

Gly

Leu

305

Pro

Gly

val

ser

Gly

Glu

Glu

Glu

Ile

Glu
465

AsSn
210
Ile
Ile
Ser
Pro
Ar

29

Pro
Lys

Glu

Thr

Leu
Ser
Asn
Thr

450

Tyr

Ile

LysS

Thr

Glu

LyS

Ile

Thr

Glu

Gly

L¥ )
%3

Leu

Leu

Ala

Tyr

e

435

His

ASp

Asp

Arg

Tyr

LyS

260

Ile

His

Tyr

Lys

Leu

340

Gy

val

val

Pro

Ala

420

val

Asn

val

Leu

Phe

AsSn

245

Leu

Gln

Phe

Thr

val

325

Glu

teu

Gly

Glu

AsSn

405

Gly

Tyr

val

Ala

ES 2533536 T3

Pro
Leu
230
Gly
Gly
Arg
ASp
Leu
310
Tyr
Arg
Gly
Gln
Trp
390
Lys
Gly
Leu

Ser

Pro
470

Tyr

215

Lys

ASp

val

Met

Leu

295

Glu

Ala

val

Lys

Ser

375

Phe

Pro

Tyr

Asp

Pro

455

Gln

val
val
Asn

Lys

Tyr
Ala
Glu
Ala
Glu
360
Leu
Leu
Asp
val
Phe
440

Asp

val

51

Asp
val
phe
phe
265
ASp
Pro
val
6lu
Arg
345
Phe
Trp
Leu
Glu
LyS
4!5
Arg

Thr

61y

val

Lys

Arg

val

Tyr

Ile

330

Tyr

Phe

Asp

Arg

Ar

41

Glu

Ser

Leu

His

val
Glu
235
phe
Leu
Phe
Ile
Glu
315
Ala
ser
Pro
val
395
Glu
Pro
Leu

AsSn

LyS

Ser

220

Lys

Ala

Gly

Ala

Arg

300

Ala

GIn

Met

Met

ser

380

Ala

Leu

Glu

Tyr

Ar

46

Phe

Thr

ASp

Tyr

Arg

val

285

Arg

Ile

Ala

Glu

Glu

365

Arg

Tyr

Ala

Arg

Pro

445

Glu

Cys

Glu

Pro

Leu

Glu
270

Glu:

Thr

Phe

Trp

Asp

350

Ala

Ser

Glu

Arg

Gly

LysS

Lys

ASp

LysS

Gly

val

Ile

Gly

Glu

335

Ala

G6In

sSer

Arg

Ar

41

Leu

Ile

Cys

ASp

Glu

val

240

Lys

Ser

Lys

Asn

Gln

320

Thr

Lys

Leu

Thr

Asn

400

Arg

Trp

Ile

Glu

Phe
480



Pro

Lys

Leu

Tyr

Ala

545

Arg

ASD

Lys

Leu

Thr

625

Arg

The

Glu

Glu

Ley

705

Leu

Ie

Gly

val

Leu

Glu

Gly

Lys

Ley

610

Lys

Gly

Gln

Ala

val

690

Lys

Ala

val

Phe
Lys
438
TYr
ser
Ile
Phe
B
Glu
Lys
Leu
Ala
2
Pro
ASD

ala

Leu

Ile

500

Tyr

Tyr

val

Glu

Phe

580

Lys

Leu.

Lys
Glu
Ar

66

Arg
Pro
Tyr

Arg

Lys
740

Pro
485

Lys

Arg

Gly

Thr

Glu

Glu

Tyr

Ile

645

val

Ile

Glu

Lys

Gly

Gly

ES 2533536 T3

ser

Met

Gln

Tyr

Ala

Lys

The

Phe

Tyr

Ala

630

val

Leu

val

Lys

Ala

710

Ile

Ser

Leu

Lys

Arg

Ala

Trp

Phe

Ile

Leu

Glu

615

val

Arg

Glu

LyS

Leu

695

Thr

Lys

Gly

Leu
Ala
Ala
520
Lys

Gly

Gly

Pro

Gly

Ile

Arg

Ala

Glu

680

val

Gly

Ile

Arg

52

Gly
Thr
505
Ile
Ala

ArgQ

Phe

Tyr

Phe

Asp

ASp

Ile

665

val

Ile

Pro

Arg

Ile
745

ASp
490
Ile
Lys
Arg
GIn
LysS
570
Ala
Ile

Tyr

Glu

teu
Thr
Tyr
His
Pro

730

Gly

Leu
Asp
Ile
Trp
535
val
Asp
Asn

Lys

Ser
Lys
Glu
Glu

val

715

Gly

ASp

Leu

Pro

Leu

Tyr

Glu

Ile

Ala

Cys

540

Ie
Leu
Ala
Ala
Ar

62

Asp
Glu
His
Lys
GIn
700
Ala

Thr

Arg

Glu

Tyr

Glu

Lys

Ile

Gly

Leu

685

Ile

val

val

Ala

Glu

Glu

ASD

Lys

Thr

Ala

Thr

590

Leu

Phe

Ile

Ala

Ser

Thr

Ala

Ile

Ie
750

LysS

ser

Glu

Thr

AsSp

val

Pro

fhe

Thr

LyS

val

LysS

Arg

Lys

ser

735

Pro

Glin
Lys
Phe
Cys
Ie
560
Thr
Lys
Gly
val
Thr
640
Glu
Glu
Tyr
Asp

Ar

72

Tyr

Phe



10

Asp Glu

Glu AsSn

770

Tyr Arg

Gly Ala
Phe Lys
Lys val

Gly

Glu
865

Phe

Asp
755

GIn val

Lys Glu

Trp Leu

Tyr
820

ir

Ar
83 g

Lys Thr

Leu GlIn

Pro

Leu

ASp

LyS

Gly

val

Gly

Met

ES 2533536 T3

Ala

Pro

Leuw

790

Pro

Glu

Gly

Arg

Leu
870

Lys

Ala

775

Arg

Lys

Glu

Lys

His

760

val

Tyr

The

Lys

Metl

840

Ala

Lys

Lys

Ghu

Gin

Ser

Glu

Ile

val

Gln

Tyr
Arg
LyS
810
val
ser
ser

Lys

Asn

Ile

Thre

795

Ile

Asp

Phe

Glu

Lys

Ala

Leu

780

Arg

Cys

Ile

Thr

Glu Tyr
765

Arg Ala

Gln val

Ala Thr

ser Lys

830

Tyr

Asp
845

Asp Ala

Tyr

Phe

Gly

val

815

Ile

6lu

Pro

<210> 12

<211> 2634

<212> ADN

<213> Polinucleétido sintético

<400> 12

atgatcgace
cacccatggg
gactacataa
ttcaaaatag
tctgcgattg
gtcaggacco
tacttcacte
gttgtggaca
traatcecga
tatcacgagg
gaaggggcgc
accgagaagg
ctcataacct

cteggagtea

tgeageggce
attacaagga
ctgaggatgg
actacgacag
aggacgtcaa
agaaagtgaa
acccccagga
tctacgagta
tggagggcga
gcgaggagtt
gcgrrattac
agatgataaa
acaacggcga

agttcatcct

gcaggeogee
cgacgatgac
aaagcccgtc
aaactttgag
gaagataact
gaagaagrtc
cgtrcccgea
cgacatceec
cgaggaactt
cgccgaagyq
ctggaagaat
gcgcttecte
caacttcgac

<ggaagggaa

accatggact
aagccgeggt
atcaggatct
ccatacatct
gccoagaggc
craggcagge
atcagggaca
ttcgegaage
aagatgctcg
cctatcctga
atcgaccttc
aaggtcgtca
ttcgectace

gggagcgagc

53

ctagacacca
ggaattccat
tcaagaagga
acgcgercte
acggcactac
cgatagaggt
agataaagga
gctaccteat
ccttcgacat
tgataagcta
cctatgtcga
aggaaaagga
tcaagaagceg

cgaaaatcca

tcaccatcac
cctcgataca
gaacggcgag
gaaggacgac
cgttagggtt
ctggaagetc
gcatcctgee
agacaaaggc
cgagacgctc
cgccgacgag
cgregritec
tcccgacgte
ctccgagaag

gcgcatgggce

Ile

Gly

Leu
800

Lys

Lys

Gly

Lys

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840



ES 2533536 T3

gatcgctttg cggtggaggt caagggaagg attcacttcg acctctacce cgtcattagg 900
agaacgatta acctccccac ttacaccctt gaggcagtat atgaagccat ctttggacag 960
ccgaaggaga aggtctacgc tgaggagata gcgcaggcect gggaaacggg cgagggatta 1020
gaaagggtgg cccgctactc gatggaggac gcaaaggtaa cctatgaact cggaaaagag 1080
ttctteocta tggaagceca gcetctegege ctegtagygee agagectctg ggatgtatce 1140
cgctcgagta ccggaaacct cgtcgagtgg tttitgotga ggaaggccta cgagaggaat 1200
gaacttgcac caaacaaycc ggacgagagg gagctggeaa gaagaaggga gagctacgcg 1260
ggtggatacg tcaaggagcc cgaaagggga ctgtgggaga acatcgtgta tctggacttc 1320
cgctecctgt atccttcgat aataatcacc cataacgtct cccctgatac actcaacagg 1380
gagggttgtg aggagtacga cgtggetcoct caggtaggec ataagttetg caaggacttc 1440
cceggettea teccaagect ccteggggac ctcttggagg agagacagaa ggtaaagaag 1500
aagatgaagg ccactataga c¢ccaatcgag aagaaactcc tcgattacag gcagcgagca 1560
atcaaaatcc ttgctaatag cttctacggt tactacgget atgcaaagge ccgetggtac 1620
tgcaaggagt gcgccgagag cgttaccgct tggggcagge agtacatcga gaccacgata 1680
agggaaatag aggagaaatt tggctttaangtcctctacg cggacacaga tggattittc 1740
gcaacaatac ctggagcgga cgccgaaacc gtcaaaaaga aggcaaagga gttcoctggac 1800
tacatcaacg ccaaactgcce cggccigctc gaactcgaat acgagggctt ctacaagcgc 1860
ggcttcttcg tgacgaagaa gaagtacgcg grtatagacg aggaggacaa gataacgacg 1920
cgcgggettg aaatagttag gegtgactgg agcgagatag cgaaggagac gcaggcgagg 1980
gttcttgagy cgatactaaa gcacggtgac gttgaagaag cggtaaggat tgtcaaagag 2040
gttacggaga agctgagcaa gtacgaggtt ccaccggaga agctggtcat ctacgagcag 2100
ataacccgeg acctgaagga ctacaaggce accgggecge atgtggetgt tgcaaaacge 2160
ctcgecgcaa gggggataaa aatcecggecce ggaacggtca taagctacat cgtgctcaaa 2220
goctcggogaa ggattgggga cagggctata ccctttgacg aatttgaccc ggcaaagcac 2280
aagtacaatg cagaatacta catcgagaac caggttcttc cagctgtgga gaggattctg 2340
agggcetttg gttaccgtaa agaagattta aggtatcaga aaacgcggca gattggctig 2400
gaggcgtgge taaaacctaa gacaagctgg atctgegcaa ccgtaaagtt caagtacaaa 2460
ggcgaagaaa aagaggtaga catctccaag atcaagaaag tatggcgtgt gogcaagatg 2520
atcteettea cctacgacga ggogeggtgge aagaccgoce goggtgcggt aagcgaaaag 2580
gacgcgecga aggagetget gcagatgctg gagaagcaga aaaagattta gtgg 2634

<210> 13

<211> 31

<212> PRT

<213> Polipéptido sintético

<400> 13
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Met val Asp Asp geu Gln Arg Pro His 235 His His His HiS Pro Trp
1 15

Asp Tyr Lys Asp ASp ASp ASp Lys Pro Arg Trp Asn Ser Gly Trp
20 25 30

<210> 14

<211> 36

<212> PRT

<213> Polipéptido sintético

<400> 14

Tet Ile Asp Leu ?In Arg Pro Gln Ala qaa Thr Met Asp Ser qgg His

His His His gas His Pro Trp Asp ;gr LysS ASp AsSp Asp ggp Lys Pro

Arg Trp Asn Ser
35

<210> 15

<211>108

<212> ADN

<213> Polinucleétido sintético

<400> 15

atgatcgacce tgcageggoe gcaggecgee accatggact ctagacacca tcaccatcac 60

cacccatggg attacaagga cgacgatgac aagecgcgat ggaaticce 108

<210> 16

<211> 40

<212> PRT

<213> Polipéptido sintético

<400> 16

Tet Ile Asp Leu g]n Arg Pro Ser Ala ?1a Thr Met val Asp ggp Leu
GIn Arg Pro His His His His His HisS Pro Trp Asp Tyr Lys AsSp Asp
20 25 30

Asp ASp Lys Pro Arg Trp Asn Ser
35 40

<210> 17

<211>120

<212> ADN

<213> Polinucleétido sintético

<400> 17

atgatcgacc tgeageggee atcegocgce accatggtcg acgacctgca goggecgeac 60

catcaccatc accatccatg ggattacaag gacgacgatg acaagccgcg gtggaattcg 120
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<210> 18

<211>29

<212> PRT

<213> Polipéptido sintético

<400> 18

Met val Asp Asp Leu GIn Arg Pro His His His His His His Pro Trp
1 . b 10 15
ASp Tyr Lys ;zzgp ASp ASp Asp Lys g;o Arg Trp Asn Ser

<210> 19

<211> 87

<212> ADN

<213> Descripcién de la secuencia artificial: polinucleétido sintético

<400> 19

atggtcgacg acctgcageg gecgeaccat caccatcacc atccatggga ttacaaggac 60
gacgatgaca agccgeggtg gaaticg 87
<210> 20
<211> 207

<212> PRT
<213> Polipéptido sintético

<400> 20
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Met
GIn
ASp
Asp
ASn
65

Thr
val

Glu

Trp

ser
145

Ser

Asp

Lys

<210> 21
<211> 621
<212> ADN

Ile

Arg

ASp

ser

50

Ile

val

Gly

Ala

Glu
130

Leu

Pro

Thr

Leu

Asp
Pro
oy
Arg
Thr
P"‘o
GIn
val

115

Pro
Thr
Pro
Phe

Lys
195

Leu

His

20

Pro

val

Thr

AsSp

GlIn

100

Leu

Leu

Thr

ASp

<213> Polinucleétido sintético

<400> 21

Gln
5
His
Arg
Leu
Gly
Thr
85
Ala
Arg

GlIn

Leu
Ala
165

Lys

Tyr

ES 2533536 T3

Arg

His

Trp

Glu

Lys

val

Gly

Leu

Leu
150
Ala

Leu

Thr

Pro
His
Asn
55°
Ala
val
Glu
Gln
His
Arg
Ser
Phe

Gly

Ser

His

Ser

40

TYyr

Glu

Asn

val

Ala

120

val

Ala

Ala

Arg

Glu
200

57

Ala
His
25

Gly
Leuy

His

Phe

ASp

Leu

Ala

val

185

Ala

Ala

10

Pro

Ala

Leu

Cys

Leu

Lys

Gly

Pro

170

Tyr

Cys

Thr

Trp

Pro

Glu

Ser

75

Ala

Gly

val

Ala

Ala

155

Leu

ser

Arg

Met

Asp

Pro

Ala

60

Leu

Trp

Leu

Asn

val

140

Gln

Arg

Asn

Thr

val

Tyr

Arg

45

Lys

AsSn

Lys

Ala

ser

125

ser

Lys

Thr

Phe

Leu

Glu

Glu

Arg

Leu

110

Ser

Gly

Glu

Ile

Leu

190

ASp

ASp

15

ASp

Ile

Ala

ASN

Met

95

Lau

Gln

Leu

Ala

Thr

175

Arg

Arg

Leu

Asp

Cys

Glu

Ile

80

Glu

Ser

Pro

Arg

Ile

160

Ala

Gly
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atgatcgace tgcageggec atccgecgec accatggrcg acgacctgea goggocgeac 60
catcaccatc accatecatg ggattacaag gacgacgatg acaagecgeg grggaatteg 120
ggggccccac cacgectcat ctgtgacage cgagtcctdg agaggtacct cttggaggec 180
aaggaggccg agaatatcac gacgggetgt gctgaacact gcagcttgaa tgagaatatc 240
actgtcccag acaccaaagt taatttctat gcctggaaga ggatggaggt cgggcageag | 300
gccgtagaag tetggoaggg cctggecctg ctgtcggaag ctgtoctgcg gggcecaggec 360
ctgttggtca actcttccca geecgtgggag ccccrgeage tgcatgtgga taaagccgteo 420
agtggecttc gcagectcac cactctgett cgggcfctgg gagcccagaa ggaagccate 480
t¢cceteccag atgeggectc agetgetcca crecgaacaa tcéctgctga cactrtcegc 540
aaactctice gagtctactc caatttcctc cggggaaage tgaagetgta cacaggggag 600
gcctgeagga caggggacag a 621

<210> 22

<211> 241

<212> PRT

<213> Polipéptido sintético

<400> 22

Tet Ile Asp Leu (;fln Arg Pro Ser Ala Ala Thr Met val Asp :ﬁgp Leu

GIn Arg Pro His His His His His His Pro Trp Asp Tyr Lys Asp Asp
20 25 30

Asp Asp ligs Pro Arg Trp Asn igr Lys val Leu Ala ﬂa Gly val val

Pro ggu Leu Leu Val Leu gl;_s Trp Lys His Gly g;l}a Gly Ser Pro Leu
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Pro

65

Asn

Ser

Phe

Pro

Tyr

145

ASp

Asn

Arg

Pro

Phe

<210> 23
<211> 723
<212> ADN

Ile

Asn

Ala

Pro

Pro

130

Arg

Glin

Ala

Leu

Thr

Leu

Asn

Asn

115

Phe

Ile

Lys

Thr

Cys

195

Thr

Leu

Pro

Met

Ala

100

Ash

His

val

Ile

Ala

180

ser

ser

Gly

<213> Polinucleétido sintético

<400> 23

val

Asn

85

Leu

Leu

Ala

val

Leu

165

Asp

LyS

Gly

Lys Ty

ES 2533536 T3

Asn
70

GlIn

Phe-

AsSp

Asn

Tyr

150

Asn

Ile

TYyr

Lys

Ala

Ile

Ile

Lys

Pro

Leu

His

Asp

Lys

Thr

Arg

Leu

lLeu

120

Thr

Gly

ser

Arg

val

200

val

Gin

59

Cys
Ser
i
Cys
Glu
Thr
Ala
Gly
Gly

Phe

Ile

Ala

Gln

90

Tyr

Gly

Lys

Ser

Ley

i70

Leu

His

GIn

Ile

Ile

75

Leu

Thr

Pro

Ala

Leu

155

ser

Leu

val

Lys

Ala
235

Arg
Ala
Ala
AsSn
140
Gly
Leu
ser
ASD
7%

val

His

Gln

Gin

val

125

Leu

Asn

His

Asn

val

205

Lys

Leu

Pro

Leu

val

Ile

Ser

val

190

Thr

Leu

Ala

Cys

Asn

95

Glu

Asp

Glu

Thr

LYS

Leu

Tyr

Gly

GIn

His

80

Gly

Pro

Phe

Ley

Arg

160

Leu

Cys

Gly

Cys

Ala
240



atgatcgace
catcaccatc
aaagtgetag
ggcageecge
aacaacctga
ctgtttattc
tgcggcocga

ctggtggaac
gatcagaaaa
gatattctge
ggccatgtgg
aaactgggct
tte

tgcageggec
accatccatg
cggcgggcgt
tgecgattac
tgaaccagat
tgtattatac

acgtgaccga

tgtatcgcat
ttctgaaccc
gcggectygct
atgtgaccta
gccagetget

ES 2533536 T3

atccgecgee
ggattacaag
ggrgccgetg
cecggtgaac
tcgeagecag
cgcgcaggge
tttrecgecy

tgtggtotat
gagcgcgctg
gagcaacgty
tggcccggat
gggcaaatat

accatggtcg
gacgacgatg
ctgctyggtge
gcgacctgeg
ctggegcage
gaaccgttte
tttcatgcga

ctgggcacca
agcctgcata
ctgtgcegee
accagcggca

aaacagatta

60

acgacctgca
acaagccgcg
tgcatrggaa
cgattcgeea
tgaacggcag
cgaacaacct

acggcaccga

gcctgagcaa
gcaaactgaa
tgtgcagcaa
aagatgtgee
ttgeggtoct

gcggecgeac
gtggaattcg
acatggcgeg
tcegtaccat
cgcgaacgeg
ggataaactg

aaaagcgaaa

cattacccge
cgcgaccgcg
atatcatgtg
tcagaaaaaa

ggcgcaggcy

60
120
180
240
300
360
420

480
540
600
660
720
723
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REIVINDICACIONES

1. Un método para aumentar la estabilidad de un polipéptido, que comprende unir dicho polipéptido a una marca
peptidica que tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos un 70 % idéntica a la SEC ID N@ 1.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que la marca peptidica tiene una secuencia de aminoacidos mostrada en la
SEC ID N2 1, SEC ID N2 13, SEC ID N°® 14, SEC ID N® 16, o SEC ID N® 18; o la marca peptidica esta codificada por
una secuencia de acido nucleico mostrada en la SEC ID N2 3, SEC ID N2 15, SEC ID N2 17, o SEC ID N2 19.

3. El método de la reivindicacion 1, en el que la marca peptidica comprende al menos uno a seis restos de histidina.

4. El método de la reivindicaciéon 1, en el que la marca peptidica comprende un sitio de escisién por proteasa,
opcionalmente en el que el sitio de escisién por proteasa comprende la secuencia de aminoacidos DDDDK.

5. El método de la reivindicacion 1, en el que la marca peptidica inhibe la degradacion o la desnaturalizacion o la
pérdida de la funcidn proteica del polipéptido a una temperatura de entre -20 °C y 50 °C, opcionalmente en el que la
funcién proteica del polipéptido después de exposicion a dicha temperatura es al menos el 50 % de la funcidn
proteica del polipéptido antes de su exposicion a dicha temperatura.

6. El método de la reivindicacién 1, en el que la marca peptidica mantiene la estabilidad del polipéptido durante al
menos un dia en una temperatura de entre -20 °C y 50 °C.

7. El método de la reivindicacién 1, en el que la marca peptidica se une covalentemente o no covalentemente al
polipéptido.

8. El método de la reivindicacién 1, en el que la marca peptidica se une al extremo amino o al extremo carboxi del
polipéptido.

9. El método de la reivindicacién 1, en el que el polipéptido es eritropoyetina, factor inhibidor de leucemia humana
(hLIF), factor estimulador de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF), insulina, factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF), leptina o bevacizumab, opcionalmente en el que el polipéptido comprende al menos una
mutacion.

10. El método de la reivindicacién 1, en el que el polipéptido unido a la marca peptidica tiene una secuencia de
aminoéacidos mostrada en la SEC ID N2 6, SEC ID N2 8, SEC ID N2 11, SEC ID N2 20, o SEC ID N2 22; o el
polipéptido unido a la marca peptidica esta codificado por una secuencia de acido nucleico mostrada en la SEC ID
Ne5, SEC ID N27, SEC ID N2 12, SEC ID N° 21, 0 SEC ID N° 23.

11. El método de la reivindicacién 1, en el que el polipéptido es una proteina o una enzima termoestables,
opcionalmente en el que:

(i) dicha proteina termoestable es un péptido o un polipéptido cosméticos; o
(ii) dicha enzima es una polimerasa, transcriptasa inversa, nucleasa, pirofosfatasa, desaminasa o proteasa,
opcionalmente en el que:

(1) la polimerasa es una ADN polimerasa |, ADN polimerasa | de Thermus aquaticus (Taq), ADN polimerasa
de Thermococcus gorgonarius (Tgo), ADN polimerasa de Thermus thermophilics (Tth), o ADN polimerasa
Z05, 0

(2) la pirofosfatasa es una pirofosfatasa de Thermoplasma acidophilum (TAPP), o

(3) la desaminasa es una dCTP desaminasa de Pirococcus horikoshii.

12. El método de la reivindicacion 11, en el que la enzima es una polimerasa util en amplificacién de &cidos
nucleicos.

13. El método de la reivindicacion 12, en el que la polimerasa muestra una actividad enzimatica después de su
exposicion a una temperatura de entre -20 °C y 50 °C.

14. El método de la reivindicacién 12, que comprende adicionalmente una segunda polimerasa, opcionalmente en el
que dicha segunda polimerasa se une a una secuencia peptidica que es al menos un 70 % homologa a la SEC ID N°
1, SEC ID N8, SEC ID N2 13, SEC ID N° 14, SEC ID N 16, 0 SEC ID N° 18.

15. El método de la reivindicacion 12, en el que la polimerasa muestra una actividad enzimatica después de su
exposicion a una temperatura de entre 20 °C y 30 °C durante al menos un dia, opcionalmente en el que la actividad
enzimatica es al menos el 50 % de la actividad enzimatica de la polimerasa antes de su exposiciéon a dicha
temperatura durante al menos un dia.
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FIGURA 1

100 vt

Polimerasa almacenada a

-20°C

Polimerasa

almacenada a +35 °C
durante 4 semanas

62



ES 2533536 T3

FIGURA 2
Secuencia de aminoacidos de péptido
(SECIDN°’1)

MIDLORPSAA TMVDDLORPH HHHHHPWDYK DDDDEPRWNS GW
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T8l
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TMVDDLORPH
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FIGURA 3
Secuencia de aminoacidos de proteina de fusion péptido-Taq

(SECID

HHAHHHPWDYE

N°: 2)

DDDDEKPRWNS

GWLPLFEPKG

AYRTFHALKG
AGRAPTPEDF
KPLYQLL.SDR
TARKLLEEWG
EPDRERLRAF
ALABARGGRV
SNTTPEGVAR
HMEATGVRLD
IGKTEXKTGEKR
RFNQTATATG
SGDENLIRVF
AIPYEEAQAF
AAERMAFNMP
AKEVMEGVYP

LTTSRGEPVQ
PRCLALIKEL
IHVLHPEGYI,
SLEALLKNLD
LERLEFGSLL
HRAPEPYKAI,
RYGGEWTEEA
VAYLRALSLE
STSAAVLEAL
RLSESDPNLO
QEGRDIHTET
IERYFQSFPK
VQGTAADLMK
LAVPLEVEVG

AVYGFAKSLL
VDLLGLARLE
ITPAWIWEKRY
RLKPAIREKI
HEFGLLESPK
RDLKEARGLL
GERAALSERL
VAEEIARLEA
REAHPIVEKI
NIPVRTPLGO
ASWMFGVPRE
VRAWIEKTLE
LAMVKLEFPRL
IGEDWLSAKE
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KALKEDGDAV
VPGYEADDVL:
GLRPDQWADY
LAHMDDLKLS
ALEEAPWPPP
ARDLSVLALR
FANLWGRLEG
EVFRLAGHPT
LOYRELTKLK
RIRRAFIAEE
AVDPLMRRAA
EGRRRGYVET
EEMGARMLLQ

IVVFDAKAPS
ASLAKKAEKE
RALTGDESDN
WDLAKVRTDL
EGAFVGFVLS
EGLGLPPGDD
EERLLWLYRE
NLNSRDQLER
STYIDPLPDL
GUWLLVALDYS
RTINFGVLYG
LFGRRRYVFED
VHDELVLEAP

RVLLVDGHHL
FRHEAYGGYK
GYEVRILTAD
LPGVKGIGEK
PLEVDFAKRR
RKEPMWADLL
PMLLAYLLDP
VERPLSAVLA
VLFDELGLPA
IHPRTGRLHT
QIELRVLAHL
MEAHRLSQEL
LEARVKSVRE
KERAEAVARL
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FIGURA 4
Secuencia de nucledtidos de péptido
(SECID N°: 3)

1 acacaggaaa cagcgatgat cgacctgcag cggccatceg ccgocaceat ggtcgacgac
6l ctgcagegge cogeaccatca ccatcaccat ccatgggatt acaaggacga cogatgacaag
121 ccgeggtgga attceggggtg g
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FIGURA 5§
Secuencia de nucleétidos de proteina de fusion péptido-Taq
(SECID N°: 4)

acacaggaaa cagcgatgat cgacctgcag cggccatccg

ctgcagoegge cygcaccatea ccatcaccat

ccgccacecat

ggtcgacgac

ceatgggatt

acaaggacga

cgatgacaag

cocgeggtgga atteggggtg gotgococte

gacggccace
ggygagccgg
gacggggacyg
tacggggage
ctcatcaagg
geggacgacyg
atcctcaceg
cecegaggggt
cagtgggcceyg
ggcatcdaggg
ctcaagaacce
gatetgaagc
ttogecaaaa
tttggcagec
ccetggeocee
tgggecgatc
ccttataaag
gttoetggeec
taceteobtyg
tggacggagy
gggaggcttyg
tecgetgtece
geettgteoee
gcoggocacce
ctagggcettce
gtcotggagg
creaccaage
ggcegectece
gatcocaace
ttcatcgoceg
gtgctggceoc
atccacacgg
atgcgecggyg
cteteecagy
cagagettee
gggtacgtgy
aagagcgtgce
gecegacctea
aggatgetece
googtggecao
gaggtggagg

acctggocta
tgcaggceggt
cggtgatoegt
acaaggcggy
agctogtgga
tectggocag
ccgacaaaga
accteateac
actaccgggce
agaagacggce
tggaccggct
tcteoetgygga
ggcgggagcec
tcetcoccacga
cgccggaagy
ttctggeecct
cocteoaggga
tgagggaagyg
acccttocaa
aggcggggyga
agggggagga
tggcccacat
tggaggtgge
ccttecaacct
cegoeategg
ccecteegega
tgaagagcac
acacccgctt
tcecagaacat
aggaggggtg
accteotecgyg
agaccgecag
cggeeaagac
agctagccat
ccaaggtgeg
agaccctett
gggaggeggce
tgqaagetgge
ttcaggteca
ggctggecaa
tggggatagg

cegeacette
ctacggette
ggtctttgac
cegggeocec
cctootggay
cectgygccaag
cectttaccag
cecggeetgy
cctgaceggy
gaggaagctt
gaagoeooged
cotggeocaay
cgaccgggag
gttcggeoett
ggoctteoaty
ggccygecgec
cctgaaggag
cecttggccte
caccacceee
gecggyceegec
gaggctectt
ggaggccacg
cgaggagate
caactccegg
caagacggag
ggocegaceec
ctacattgac
caaccagacyg
cecegtooge
getattggty
cgacgagaac
ctggatgtte
catcaacttc
cocettacgag
gycctyggatt
cggeogeege
cgagegeatg
tatggtgaag
cgacgagcty
ggaggtcatg
ggaggactgg

66

rttgagecca
cacgecctga
gccaagagec
gecaaggocc
acgceggagyg
ctggcgegcoce
aaggcggaaa
ctecettteeqg
cLrtgggaaa
gacgagtccg
ctggaggagt
atcegyggaga
gtgcgeaceg
aggcttaggy
ctggaaagdaec
ggctetgtge
agggggggcc
gegegggggc
cegeetggeg
gagggggtgg
ctttecgaga
tggctttace
ggggtgcegec
goeccgeeteg
gaccagctgyg
aagaccggca
atcgtggaga
cocttgecgyg
geecacggeca
acoccogettg
gocctggact
ctgatccgyy
ggegtecceoe
ggggtectet
gaggceccagyg
gagaagaccce
cgoetacgtge
gcottcaaca
ctetteoceca
gtcctogaqyg
gaggaggtygt
ctcteegeca

agggccgggt
agggectecac
tcetecaagge
cctecttecg
actttececog
tcgaggtoce
aggagggcta
accgeatcea
agtacggccet
acaaccttece
gggggagccet
agatcetgge
acccgececet
cctrtetgga
ccaaggecct
tttecegeaa
gggtccaccyg
ttectegecaa
acgaccceccat
coeggegeta
ggccettege
gggaggtgga
tggacgtgge
aggecgaggt
aaagggtcect
agcgctccac
agatcctgea
acctcatcca
cgggcaggct
ggcagaggat
atagccagat
tettececagyga
gggaggceegt
acggcatgtc
ccttcattga
tggaggaggg
cagacctaga
tgecegteca
ggctggagga
ccecaaaaga
atcecectygge
aggagtgata

ceceecbggty
caccageegyg
cctcaaggay
cracgaggec
gcaactcgeo
gggctacgag
tgaggtcege
cgtocgetecac
gaggoccgdac
tggggtcaag
ggaagecoctce
ccacatggac
ggagytggac
gaggcttgag
ggaggaggcc
ggageccatyg
ggcccoecgag
agacctgagc
gectoctegee
cggeggyggag
caacctgtog
gaggeccectt
ctateteagy
ctteegooctyg
ctttgacgag
cagcgeogece
gtaccgggag
ceccaggacyg
aagtagctec
ccgoegggeco
agagctcagg
ggggcgggac
ggacccocty
ggeccacoege
gocgetacett
caggagygcgg
ggccegggty
gggcaccgcec
aatgggggec
gagggcggag
cgtgececctg
gatctga
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FIGURA 6
Secuencia de nucleétidos de proteina de fusion péptido-DSP-Taq
(SECID N°: 5)

CGACCTGCAG

CGGCCGCAGG CCGCCACCAT

GGACTCTAGA

ATCACCACCC

ATGGGATTAC

AAGGACGACG

ATGACAAGCC

GCGGTGGAAT

TCGAGCGCAA

CCGTARAGTT

CAAGTACAAR

GGCGAAGAAA

AAGAGGTAGA

CATCTCCAAG

ATCAAGAAAG

TATGGCGTGT

GGGCAAGATG

ATCTCCTTCA

CCTACGACGA

GGGCGGTGGC

ARGACCGGCC

GCGGTGCGGT

AAGCGAAAAG

GACGCGCCGA

AGGAGCTGCT

GCAGATGCTG

GAGAAGCAGA

AAAAGATTAA

CGAATTCGGGT

AACCTGCCCC

GTCCTCCTGG
ACCACCAGCC
GCCCTCAAGG
CGCCACGAGG
CGGCAACTCG
CCGGGCTACG
TACGAGGTCC
CACGTCCTCC
CTGAGGCCCG
CCCGGGGTCA
CTGGAAGCCC
GCCCACATGG
CTGGAGGTGG
GAGAGGCTTG
CTGGAGGAGG
ARGGAGCCCA
CGGGCCCCCa
ARAGACCTGA
ATGCTCCTCG
TACGGCGGGG
GCCAARCCTGT
GAGAGGCCCC
GCCTATCTCA
GTCTTCCGCC
CTCTTTGACG
ACCAGCGCCG
CAGTACCGGG
CACCCCAGGA
CTAAGTAGCT
ATCCGCCGGG
ATAGAGCTCA
GAGGGGCGGG
GTGGACCCCC
TCGGCCCACC
GAGCGCTACT
GGCAGGAGGC
GAGGCCCGGG
CAGGGCACCG
GAAATGGGGG
GAGAGGGCGG
GCCGTGCCCC
TAGATCTGA

TGGACGGCCA
GGGGGGAGCC
AGGACGGGGA
CCTACGGGGG
CCCTCATCAA
AGGCGGACGA
GCATCCTCAC
ACCCCGAGGG
ACCAGTGGGC
AGGGCATCGG
TCCTCRAGAA
ACGATCTGAA
ACTTCGCCAA
AGTTTGGCAG
CCCCCTGGCC
TGTGGGCCGA
AGCCTTATAA
GCGTTCTGGC
CCTACCTCCT
AGTGGACGGA
GGGGGAGGCT
TTTCCGCTGT
GGGCCTTGTC
TGGCCGGCCA
AGCTAGGGCT
CCGTCCTGGA
AGCTCACCAA
CGGGCCGCCT
CCGATCCCAA
CCTTCATCGC
GGGTGCTGGC
ACATCCACAC
TGATGCGCCG
GCCTCTCCCA
TTCAGAGCTT
GGGGGTACGT
TGAAGAGCGT
CCGCCGACCT
CCAGGATGCT
AGGCCGTGGC
TGGAGGTGGA

CCACCTGGCC
GGTGCAGGCG
CGCGGTGATC
GTACARAGGCG
GGAGCTGGTG
CGTCCTGGCC
CGCCGACAAA
GTACCTCATC
CGACTACCGG
GGAGAAGACG
CCTGGACCGG
GCTCTCCTGG
ARGGCGGGAG
CCTCCTCCAC
CCCGCCGGAA
TCTTCTGGCC
AGCCCTCAGG
CCTGAGGGAA
GGACCCTTCC
GGAGGCGGGG
TGAGGGGGAG
CCTGGCCCAC
CCTGGAGGTG
CCCCTTCAAC
TCCCGCCATC
GGCCCTCCGC
GCTGAAGAGC
CCACACCCGC
CCTCCAGAAC
CGAGGAGGGG
CCACCTCTCC
GGAGACCGCC
GGCGGCCAAG
GGAGCTAGCC
CCCCAAGGTG
GGAGACCCTC
GCGGGAGGCG
CATGARGCTG
CCTTCAGGTC
CCGGCTGGCC
GGTGGGGATA

67

TACCGCACCT
GTCTACGGCT
GTGGTCTTTG
GGCCGGGCCC
GACCTCCTGG
AGCCTGGCCA
GACCTTTACC
ACCCCGGCCT
GCCCTGACCG
GCGAGGAAGC
CTGAAGCCCG
GACCTGGCCA
CCCGACCGGG
GAGTTCGGCC
GGGGCCTTCG
CTGGCCGCCG
GACCTGAAGG
GGCCTTGGCC
AACACCACCC
GAGCGGGCCG
GAGAGGCTCC
ATGGAGGCCA
GCCGAGGAGA
CTCAACTCCC
GGCARAGACGG
GAGGCCCACC
ACCTACATTG
TTCAACCAGA
ATCCCCGTCC
TGGCTATTGG
GGCGACGAGA
AGCTGGATGT
ACCATCAACT
ATCCCTTACG
CGGGCCTGGA
TTCGGCCGCC
GCCGAGCGCA
GCTATGGTGA
CACGACGAGC
ARGGAGGTCA
GGGGAGGACT

TCTTTGAGCC
TCCACGCCCT
TCGCCAAGAG
ACGCCAAGGC
CCACACCGGA
GGCTGGCGCG
AGAAGGCGGA
AGCTCCTTTC
GGCTTTGGGA
GGGACGAGTC
TTCTGGAGGA
CCATCCGGGA
AGGTGCGCAC
AGAGGCTTAG
TTCTGGAAAG
TGGGCTTTGT
CCAGGGGGGG
AGGCGCGGGG
TCCCGCCCGG
CCGAGGGGGT
CCCTTTCCGA
TTTGGCTTTA
CGGGGGTGCG
TCGCCCGCCT
GGGACCAGCT
AGAAGACCGG
CCATCGTGGA
ACCCCTTGCC
CGGCCACGGC
GCACCCCGCT
TGGCCCTGGA
ACCTGATCCG
TCGGCGTCCC
TCGGGGTCCT
AGGAGGCCCA
TTGAGAAGAC
GCCGCTACGT
TGGCCTTCAA
AGCTCTTCCC
TGGTCCTCGA
TGGAGGGGGT
GGCTCTCCGC

CAAGGGCCGG
GAAGGGCCTC
CCTCCTCRAG
CCCCTCCTTC
GGACTTTCCC
CCTCGAGGTC
AAAGGAGGGC
CGACCGCATC
AAAGTACGGC
CGACAACCTT
GTGGGGGAGC
GAAGATCCTG
CGACCTGCCC
GGCCTTTCTG
CCCCAAGGCC
GCTTTCCCGC
CCGGGTCCAC
GCTTCTCGCC
CGACGACCCC
GGCCCGGCGC
GAGGCTCTTC
CCGGGAGGTG
CCTGGACGTG
CGAGGCCGAG
GGAAAGGGTC
CAAGCGCTCC
GAAGATCCTG
GGACCTCATC
CACGGGCAGG
TGGGCAGAGG
CTATAGCCAG
GGTCTTCCAG
CCGGGAGGCC
CTACGGCATG
GGCCTTCATT
CCTGGAGGAG
GCCAGACCTA
CATGCCCGTC
CAGGCTGGAG
GGCCCCAAAA
GTATCCCCTG
CAAGGAGTGA
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FIGURA 7
Secuencia de aminoacidos de proteina de fusion péptido-DSP-Taq
(SECID N°: 6)

HPWDYRDDDD RPRWNSSATV

KFKYKGEEKE VDISKIKKVW

RVGKMISFTY

DEGGGKTGRG

AVSEKDAPKE

LLOMLEKQKK

IKNSGNLPLF

GHHLAYRTFH
GGYKAGRAPT
LTADKDLYQL
IGEKTARKLL
AKRREPDRER
ADLLALAAAR
LLDPSNTTPE
AVLAHMEATG
GLPAIGKTEK
RLHTRFNQTA
LAHLSGDENL
SQELAIPYEE
SVREAAERMA
VARLAKEVME

ALKCGLTTSRG
PEDFPRQLAL
LSDRIHVLHP
EEWGSLEALL
LRAFLERLEF
GGRVHRAPEP
GVARRYGGEW
VRLDVAYLRA
TGKRETSAAV
TATGRLSSSD
IRVFQEGRDI
AQAFIERYFQ
FNMBVQGTAA
GVYPLAVPLE

EPVQAVYGFA
IKELVDLLGL
EGYLITPAWL
KNLDRLEKPAL
GSLLHEFGLL
YKALRDLKEA
TEEAGERAAL
LSLEVAEEIA
LEALREAHPY
PNLONIPVRT
HTETASWMFG
SFPKVRAWIE
DLMKLAMVKL
VEVGIGEDWL
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KSLLKALKED
ARLEVPGYEA
WEKYGLRPDQ
REKILAHMDD
ESPKALEEAP
RGLLAKDLSV
SERLFANLWG
RLEAEVFRLA
VEKILQYREL
PLGQRIRRAF
VPREAVDPLM
KTLEEGRRRG
FPRLEEMGAR
SAKE**I¥

GDAVIVVFDA
DDVLASLAKK
WADYRALTGD
LKLSWDLAKY
WPPPEGAFVG
LALREGLGLP
RLEGEERLLW
GHPFNLNSRD
TKLKSTYIDP
TAEEGWLLVA
RRARKTINFG
YVETLFGRRR
MLLQVHDELV

EPKGRVLLVD
KAPSFRHEAY
AEKEGYEVRI
ESDNLPGVKG
RTDLPLEVDF
FVLSRKEPMW
PGDDPMLLAY
LYREVERPLS
QLERVLFDEL
LPDLIHPRTG
LDYSQIELRV
VLYGMSAHRI:
YVPDLEARVK
LEAPKERAEA



1
61
121
18l
241
301

ES 2533536 T3

FIGURA 8

Secuencia de nucledtidos de péptido-marca DSP

ATGATCGACC TGCAGCGECC

(SECID N°: 7)

GCAGGCCGCC ACCATGGACT CTAGACACCA TCACCATCAC

CACCCATGGG ATTACAAGGA

CGACGATGAC AAGCCGCEGT GOAATTCGAG CGCAACCGTA

AAGTTCAAGT ACAAAGGCGA

AGAAARRGAG GTAGACATCT CCARGATCAA GARAGTATGG

CGTGTGGGCA AGATGATCTC

CTTCACCTAC GACGAGGGCE GTGGCAAGAC CGGECCGCGGT

GCGGTAAGCG AARAGGACGC

GCCGAAGGAG CTGCTGCAGA TGCTGGAGAA GCAGAAAANLG

ATTAAGAATT CGGGTAACCT

GCCce

69
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FIGURA 9
Secuencia de aminoacidos de péptido-marca DSP
(SECID N°: 8)

1 MIDLORPQAA TMDSRHHHHH HEWDYRDDDD KPRWNSSATV KFKYKGEEKE VDISKIKKVW
61 RVCKMISFTY DEGGGKTGRG AVSEKDAPKE LLOMLEKQKK TKNSGN

70
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Figura 10
Secuencia de nucleotidos de marca DSP
(SECID N°: 9)

1 AGCGCAACCG TAAAGTTCAA GTACAARAGGC GAAGAAAAAG AGGTAGACAT CTCCAAGATC
61 AAGARAGTAT GGCGTGTGGEG CAAGATCGATC TCCTTCACCT ACGACGAGGEG COGTGGCAAG

121 ACCGGCCGCG GTGCGGTAAG CGAAAAGGAC GCGCCGAAGG AGCTGCTGCA GATGUTGGAG
181 AAGCAGAAAR AGATTAAGAA TTCG
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FIGURA 11
Secuencia de aminoacidos de marca DSP
(SEC ID N°: 10)

1 SATVKFKYKG EEKEVDISKI KKVWRVGKMI SFTYDEGGGK TGRGAVSEKD APKELLOMLE
61 KQKKIKNS

72
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FIGURA 12
Secuencia de aminoacidos de proteina de fusion péptido-TGO-DSP
(SECID N°: 11)

HEPWDYRKDLDD

EPRWNSILDT

FKIDYDRNFE
YFTHPQDVPA
YHEGEEFAEG
LITYNGDNEFD
RTINLPTYTL
FFPMEAQLSR
GGYVKEPERG
PGFIPSLLGD
CKECRESVTA
¥YINAKLPGLL
VLEAILKHGD
LAARGIKIRP
RAFGYRKEDL
ISFTYDEGGG

PYIYALLXDD
IRDKIKEHPA
PILMISYADE
FAYLKKRSEK
EAVYEAIFGQ
LVGQSLWDVS
LWENIVYLDF
LLEERQKVKK
WGRQYIETTI
ELEYEGFYKR
VEEAVRIVKE
GTVISYIVLK
RYQKTRQVGL
KTGRGAVSEK

SARIEDVKKIT
VVDIYEYDIP
EGARVITWKN
LGVKFILGRE
PKEKVYAEEL
RSSTGNLVEW
RSLYPSIIIT
KMKATIDPIE
REIEEKFGFK
GFFVTKKKYA
VTEKLSKYEV
GSGRIGDRAI
GAWLKPKTSW
DAPKELLOML

AERHGTTVRV
FAKRYLIDKG
IDLEYVDVVSE
GSEPKIQRMG
AQRWETGEGL
FLLRKAYERN
HNVSPDTLNR
KKLLODYRQRA
VLYADTDGFF
VIDEEDKITT
PPEKLVIYEQ
PFDEFDPRAKH
ICATVKFKYK

DYITEDGKPV
VRAEKVKKKF
LIPMEGDEEL
TEKEMIKRFL
DRFAVEVKGR
ERVARYSMED
ELAPNKFPDER
EGCEEYDVAP
IKILANSFYG
ATIPGADAET
RGLEIVRRDW
ITROLKDYKA
KYNAEYYIEN
GEEKEVDISK

IRIFKKENGE
LGRPIEVWKL
KMLAFDIETL
KVVKEKDPDV
IHFDLYPVIR
AKVTYELGKE
ELARRRESYA
QVGHKFCKDF
YYGYAKARWY
VEKEKKAKEFLD
SEIAKETQAR
TGPHVAVAKR
QVLPAVERIL
IKKVWRVGKM

EKQKKI
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Figura 13
Secuencia de acido nucleico de proteina de fusion péptido-TGO-DSP
(SECID N°: 12)

GCAGGLCCECC

ACCATGGACT

CTAGACACCA

TCACCATCAC

CACCCATGGG

ATTACAAGGA

CGACGATGAC

AAGCCGCGRET

GEGAATTCCAT

GACTACATAR
TTCAARATAG
TCTCCGATTG
GTCAGGGCCG
TACTTCACTC
GITGTGGACA
TTRATCCCGA
TATCACGAGS
GAAGGGGCGL
ACCGAGRAGGS
CTCATAACCT
CTCGGAGTCA
GATCGCTTTG
AGARACGATTA
CCGAAGGAGA
GARAGGCTGG
TTCTTICCCTA
CGCTCGAGTA
GARCTTGCAC
GGTGGATACG
CGCTCCCTET
GAGGGTTETG
CCCGGCTTCA
ARGATGAAGC
ATCAARATCC
TGCAAGGAGT
AGGGAAATAG
GCAACAATAC
TACATCARMCG
GECTICTTCG
CGCGEGCTTG
GTTCTTGAGG
GTTACGGAGA
ATARACCCGCG
CTCGCCGCAA
GGCTCGGGAA
AAGTACAATG
AGGGCCTTTC
GGGGCGTGGC
GGCGAAGAAA

CTGAGGATGG
ACTACGACAG
AGGACGTCAR
AGARAGTGAR
ACCCCCAGGA
TCTACGAGTA
TGGAGGGCGA
GCGAGGAGTT
GCGTTATTAL
AGATGATAAA
ACAACGGCGA
AGTTCATCCT
CGETGGAGGT
ACCTCCCCAC
AGGTCTACGC
CCCGCTACTC
TGGAAGCCCA
CCGGAARCCT
CARAACARGCC
TCARAGGAGCC
ATCCTTCGAT
AGGAGTACGA
TCCCAAGCCT
CCACTATAGA
TTGCTAATAG
GCGCCGAGAG
AGGAGAAATT
CTGGAGCGGA
CCARMACTGCC
TGACGAAGAA
ABATAGTTAG
CGATACTAAA
AGCTGAGCRA
ACCTGARGGA
GGGGGATAAR
GGATTGGGGA
CAGAATACTA
GTTACCGTRA
TAAARCCTAA
ARGAGGTAGA

AARGCCCGTC
BAACTTTGAG
GAAGATAACT
GAAGAAGTTC
CGTTCCCGCA
CGACATCCCC
CGAGGAACTT
CGCCGARGGE
CTGGAAGAAT
GCGCTTCCTC
CAACTTCGAC
CGGAAGGGAA
CAAGGGAAGG
TTACACCCTT
TGAGGAGATA
GATGGAGGAC
GUTCTCGCGC
CGTCGAGTGG
GGACGAGAGG
CGARAGGGGA
ARTARATCACC
CGTGGCTCCT
CCTCGGGGAC
CCCAATCGAG
CTTCTACGGT
CGTTACCGLT
TGGCTTTRAAA
CGCCGAMACC
CEGCCTGCTC
GAAGTACGLG
GCGTGACTGG
GCACGGTGAC
GTACGAGGTT
CTACAAGGCC
AATCCGGCCC
CAGGGCTATA
CATCGAGAAC
AGARGATTTA
GACAAGCTGGE
CATCTCCAAG

ATCAGGATCT
CCATACATCT
GCCGAGAGGEC
CTRAGGCAGGC
ATCAGGGACA
TTCGCGARGC
AAGATGCTCG
CCTATCCTGA
ATCGACCTTC
AAGGTCGTCA
TTCGCCTACC
GGGAGCGAGC
ATTCACTTCG
GAGGCAGTAT
GCGCAGGCCT
GCARAGGTAA
CTCGTAGGCC
TTTTTGCTGA
GAGCTGGCAA
CTGTGGGAGA
CATAACGTCT
CAGGTAGGCC
CTCTTGGAGE
ARGAMACTCC
TACTACGGLCT
TGGGGCAGGEC
GTCCTCTACG
CTCARRAAGA
GARCTCGAAT
GTTATAGACS
AGCGAGATAG
GTTGAAGRAG
CCACCGGAGA
ACCGEGCCGC
GGARCGGTCA
CCCTTTIGACG
CAGGTTCTTIC
AGGTATCAGA
ATCTGCGCAA

TCARGAAGGA
ACGCGCTCTT
ACGGCACTAC
CGATAGAGGT
AGATRAAGGA
GCTACCTCAT
CCTTCGACAT
TGATAAGCTA
CCTATGTCGA
AGGAAARGGA
TCAAGAAGCS
CGAARATCCA
ACCTCTACCC
ATGARGCCAT
GGGABACGGG
CCTATGAACT
AGAGCCTCTG
GGAAGGCCTA
GAAGAAGGGA
ACATCGTGTA
CCCCTGATAC
ATAAGTTCTG
AGAGACAGAA
TCGATTACAG
ATGCRAAGGC
AGTACATCGA
CGGACACAGA
AGGCABAAGGA
ACGAGGGCTT
AGGAGGACAA
COAAGGAGAC
CGGTAAGGAT
AGCTGGYCAT
ATETGECTET
TAAGCTACAT
BATTTGACCC
CAGCTGTGGA
ARACGCGGCA
CCGTAMAGTT

CCTCGATACA
CGARCGGCGAG
GARGGACGAC
CGTTAGGGTT
CTGGAAGCTC
GCATCCTGCC
AGACAARGGC
CGAGALGCTC
CGCCGACGAG
CGTCETTTCC
TCCCGACGTC
CTCCGAGAAG
GCECATGGEC
CGTCATTAGG
CTTTGGACAG
CGAGGGATTA
CGBAAARGAG
GGATGTATCT
CGAGAGGAAT
GARGCTACGCG
TCTGGACTTC
ACTCARCAGG
CARGGACTTC
GGTAAAGAAG
GCAGCGAGCA
CCGCTGETAL
GACCACGATA
TGGATTTTTC
GTTCCTGGAC
CTACAAGCGC
GATAACGACG
GCAGGCGAGG
TGTCARAGAG
CTACGAGCAG
TGCARAAACGCT
CATGCTCAAA
GGCAARAGCAC
GAGGATTCTG
GGTTGGCTTG
CAAGTACAAA

ATCANGARRAG

TATGGCGTGT

GGEGCAAGATG

ATCTCCTTCA

CCTACGACGA

GGGCGETGEC

AAGACCGGCC

GCGETGCGET

AAGCGAAMAG

GACGCGCLGA

AGGAGCTGCT

GCAGATGCTG

GAGAAGCAGA

AAAAGATTTA
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FIGURA 14
Secuencia de aminoacido de péptido corto
(SEC ID N°: 13)

MVDDLQRPH HHHHHPWDYE DDDDRPRWNS GW
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FIGURA 15
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FIGURA 16
Secuencia de aminoacidos de marca peptidica
(SECID N°: 14)

1 MIDLORPQAA TMDSRHHHHHE HPWDYEKDDDD KPRWNS
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FIGURA 17
Secuencia de acido nucleico que codifica marca peptidica
(SECID N°: 15)

1 ATGATCGACC TGCAGCGGCC GCAGGCCECC ACCATGGACT CTAGACACCA TCACCATCAC
€1 CACCCATGGGE ATTACAAGGA CGACGATGAC AAGCLCGCGGT GGAATTCC
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FIGURA 18
Secuencia de aminoacidos de marca peptidica
(SECID N°: 16)

1 MIDLQRPSAA TMVDDLORFH HHHEHPWDYK DDDDEPRWNHS
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FIGURA 19
Secuencia de acido nucleico que codifica marca peptidica
(SECID N°: 17)

1 ATGATCGACC TQCAGUGGCC ATCCACCGCC ACCATGETCS ACGACCTGCA GCGRCCGCAC
61 CATCACCATC ACCATCCATG GCGATTACAAG GACGACGATE ACAAGCCGCG GIGGAATICG
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FIGURA 20
Secuencia de aminoacidos de marca peptidica
(SECID N°: 18)

1 MVDDLQRPHH HHHHPWDYED DDDRPRWNS
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FIGURA 21
Secuencia de acido nucleico que codifica marca peptidica
(SECID N°: 19)

1 ATGGTCGACGE ACCTGCAGCE GCCGCACCAT CACCATCACC ATCCATGGGA TTACAAGGAC
61 GACGATGACA AGCCGLEGTE GAATTCE
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FIGURA 22
Secuencia de aminoacidos de marca peptidica-hEPO (eritropoyetina humana)
(SEC ID N°: 20)

1 MIDLORPSAA TMVDDLQRPH HHHHHPWDYR DDDDKPRWNS GAPPRLICDS RVLERYLLEA
61 KEAENITTGC AEHCSLNENI TVPDTEVNFY AWKRMEVGQQ AVEVWQGLAL LSEAVLRGQOA
121 LLVNSSQFWE PLOLEVDEKAV SGLRSLTTLL RALGAQKEAT SFPDAASAAP LRTITADTFR
181 KLFRVYSNFL RGKLELYTGE ACRTGDR
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ATGATCGACC
CATCACCATC
GAGGCCCCAL
AAGGAGGCCE
ACTGTCCCAG
GCCGTAGAAG
CTGTTGGTCA
AGTGGCCTTC
TCCCCTCCAG
AAACTCTICC
GCTTGCAGGA

TGCAGCGGCC
ACCATCCATG
CACGCCTICAT
AGAATATCAC
ACACCAAAGT
TCTGGCAGGG
ACTCTTCCCA
GCAGCCTCAC
ATGCGECCTC
GAGTCTACTC
CAGGGGACAG
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FIGURA 23
Secuencia de acido nucleico que codifica marca peptidica-hEPO
(SECID N°: 21)

ATCCGCLELC
GGATTACAAG
CTGTGACAGC
GACAGECTAET
TAATTTCTAT
CCTGRCCOTE
GCCGTAGCAG
CACTCTGCTIT
AGCTGCTCCA
CAATTTCCIC
A

84

ACCATGGTCG
GACGACGATG
CGAGTCCTAG
GUCTGAACACT
GCCTGGAAGA
CIETCGRAAG
CCCCTGCAGC
CGGGRCTCTGG
CTCCGAACAR
CGEGGAAAGC

ACGACCTGCA
ACAAGCUGLG
AGAGETACCT
GCAGCTTGAA
GGATGGAGGT
CTGTCCTGCG
TGCATGTGGA
GAGCCCAGAAL
TCACTGCTGA
TGAAGCTGTA

CGCGGCCGCAC
GTGUAATTCG
CTTGCAGGCC
TGAGAATATC
CGGGCAGCAG
GGGCCAGECC
TAAAGCCGTC
GGAAGCCATC
CACTTTCCGC
CACAGGGGAC
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Figura 24
Secuencia de aminoacidos de marca peptidica-hLIF (factor inhibidor de
leucemia humana)
(SEC ID N°: 22)

1 MIDLORPSAA TMVDDLQRPH HHEHHPWDYK DDDDKPRWNS KVLAAGVVEL LLVLHEWKHGA
61 GSPLPITPVN ATCAIRHPCH NNLMNOIRSQ LAQLNGSANA LFILYYTAQG EPFPNNLDKL
121 CCGPNVTDFPP FHANGTERAK LVELYRIVVY LGTSLGNITR DOKILNPSAL SLHSKLNATA
181 DILRGLLSNV LCRLCSKYHV GHVDVIYGRD TSGRKDVFQEK KLGCQLLGRY EQITAVLAQA
241 F
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ATGATCGACC
CATCACCATC
AARGTGCTGG
GECAGCCCEC
AACAACCTGA
CTGTTTATTC
TGCGGCCCGA
CTGGTGGAAC
GATCAGAAAA
GATATTCTGC
GGCCATGTGE
AAACTGGGCT
TTT
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TGCAGCEGRCC
ACCATCCATG
CAGCAEGECET
TGCCGATTAC
TGAMCCAGAT
TGTATTATAC
ACGTGACCGA
TETATCGCAT
TTCTGAACCC
GCEGCCTECT
ATGTGACCTA
GCCAGCTGLT

Figura 25
Secuencia de acido nucleico que codifica marca peptidica- hLIF
(SEC ID N°: 23)

ATCCGCCGCC
GGATTACAAG
GETGECCECTE
CCCGGTGAAC
TCGCAGCCAG
CGCGCAGEGC
TITTCCGCLG
TETGGTETAT
GAGCGCGCTG
GAGCAACGTG
TEGCCCGGAT
GGGCAAATAT
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ACCATGETCG
GACGACGATG
CTGCTEGTGC
GCGACCTGCG
CTEGCECAGC
GAACCGTTITC
TTTCATGCGA
CTGGGCACCA
AGCCTGCATA
CTETACCECC
ACCAGCGGCA
ABACAGATTA

ACGACCTGCA
ACAAGCCGCG
TGCATTGGAA
CGATTCGCCA
TGAACGGEUAG
CGARCAACCT
ACGGCACCGA
GCCTGGGCAR
GCAAACTGARL
TGTGCAGCAR
AAGATGTGTT
TTGCGGTECT

GCGGCCECAC
GTGGARITCE
ACATGGCGCG
TCCGTGCCAT
CECGAACGCG
GGATAMACTG
AAAAGCGAAA
CATTACCCGC
CGCGACCGCG
ATATCATGTG
TCAGAAAAAA
GGCGCAGGCE
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FIGURA 26

87



	Primera Página
	Descripción
	Lista de secuencias

	Reivindicaciones
	Dibujos


