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DESCRIPCION
Nuevos sustratos de coelenterazina y métodos de uso
Antecedentes

Se ha demostrado que la luciferasa secretada por el camarén de aguas profundas Oplophorus gracilirostris posee
muchas caracteristicas interesantes, tales como una alta actividad, un alto rendimiento cuantico y una amplia
especificidad de sustrato (incluyendo, por ejemplo, la coelenterazina, asi como diversos analogos de la
coelenterazina). La reaccién bioluminiscente de Oplophorus tiene lugar cuando la luciferasa de Oplophorus cataliza
la oxidacién de la coelenterazina (sustrato) con oxigeno molecular, dando lugar a una intensidad de luz maxima a
462 nm y a los productos CO2 y coelenteramida (Shimomura et al., Biochemistry, 17:994 (1978)). La luminiscencia
optima se produce a un pH 9 en presencia de NaCl 0,05-0,1 M a 40 °C vy, debido a la resistencia inusual de esta
enzima al calor, la luminiscencia visible se produce a temperaturas superiores a 50 °C, cuando se usa la enzima
altamente purificada, o a mas de 70 °C, cuando se usa la enzima parcialmente purificada. A pH 8,7, segun lo
publicado por Shimomura et al. (1978), la luciferasa natural tiene un peso molecular de aproximadamente 130 kDa,
comprendiendo aparentemente cuatro monémeros de 31 kDa cada uno; a pH inferior, la luciferasa natural tiende a
polimerizarse.

Trabajos posteriores han mostrado que la luciferasa de Oplophorus gracilirostris es un complejo de proteinas
naturales de 35 kDa y 19 kDa, es decir, un heterotetramero que consiste en dos componentes de 19 kDa y dos
componentes de 35 kDa. Inouye et al. (2000) informaron de la clonacién molecular de los ADNc que codifican las
proteinas de 35 kDa y 19 kDa de luciferasa de Oplophorus, y la identificacion del componente proteico que cataliza
la reaccion de luminiscencia. Los ADNc que codifican las proteinas se expresaron en células bacterianas y de
mamiferos, y la proteina de 19 kDa se identific6 como el componente capaz de catalizar la oxidacién luminiscente de
la coelenterazina (Inouye et al., 2000).

La proteina de 19 kDa de la luciferasa de Oplophorus (acceso del GenBank BAB13776, 196 aminoacidos) parece
ser el componente catalitico mas pequefio que tiene funcion de luciferasa, y su estructura primaria no tiene similitud
significativa con ninguna luciferasa publicada, incluyendo las luciferasas de imidazopirazinona (Lorenz et al., PNAS
EE.UU., 88: 4438 (1991); Thompson et al., PNAS EE.UU., 86:6567 (1989)). La expresién de la proteina de 19 kDa
en E. coli dio como resultado la formacién de cuerpos de inclusion (Inouye y Sasaki, “Protein Expression and
Purification”, 56:261-268 (2007)). La formacion de cuerpos de inclusion se debe probablemente a la inestabilidad de
la proteina.

La especificidad de sustrato de la luciferasa de Oplophorus es inesperadamente amplia (Inouye y Shimomura.
BBRC, 223:349 (1997)). Por ejemplo, la bisdesoxicoelenterazina (es decir, la coelenterazina-hh), un analogo de la
coelenterazina, es un excelente sustrato para la luciferasa de Oplophorus comparable con la coelenterazina
(Nakamura et al., Tetrahedron Lett., 38:6405 (1997)). Por otra parte, la luciferasa de Oplophorus es una enzima
secretada, como la luciferasa del ostracodo marino Cypridina (Vargula) hilgendorfii (Johnson y Shimomura, Meth.
Enzyme, 57: 331 (1978)), que también usa una luciferina de tipo imidazopirazinona para emitir luz.

Sumario

La divulgacion del presente documento se refiere a un compuesto que puede ser de férmula (Ia) o (Ib):
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R’ (1b)

en las que Rz se selecciona del grupo que consiste en alquilo de cadena lineal;

*,
ey

0 C2s
R® se selecciona del grupo que consiste en -H, -OH, -NH2, -OC(O)R 0 -OCH20C(O)R;
R® se selecciona del grupo que consiste en

R3
)<H
2
] R *
H o cicloalquilo inferior;

en la que R®y R* son ambos H o ambos alquilo C1-2;

W es -NHa, halo, -OH, -NHC(O)R, -CO:R;

X es -S-, -O- 0 -NR%2-;

Y es -H, -OH, 0 -OR'";

Z es -CH- 0 -N-;

cada R'" es, de manera independiente, -C(O)R" o -CH20C(O)R";

R22 es H, CH3 0 CH2CHs;

cada R es, de manera independiente, alquilo C1.7 de cadena lineal o alquilo C+17 ramificado;
R" es alquilo C1-7 de cadena lineal o alquilo C+-7 ramificado;

los enlaces de trazos indican la presencia de un anillo opcional, que puede estar saturado o insaturado;
con la condicion de que cuando R? sea

0
OH : YR
D
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0O

R
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R8 no sea

con la condicion de que cuando R? sea

5
R8 sea
RB
H
Rﬂ
o cicloalquilo inferior; y
con la condicion de que cuando R® esa NH2, R? sea
r,)(
I
VL
¥
10
o alquilo C2s;
o R®no sea

15  La divulgacion del presente documento también se refiere a un compuesto que se puede seleccionar entre:
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La divulgacion del presente documento se refiere a un compuesto que puede ser de formula:
.
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La divulgacion del presente documento también se puede referir a un polinucleétido aislado que codifica una
variante polipeptidica de OglLuc que tiene al menos un 60 % de identidad de secuencia de aminoacidos con SEQ ID
NO: 1 que comprende al menos una sustitucion de aminoacido en una posicion correspondiente a un aminoacido de
SEQ ID NO: 1 en el que la variante polipeptidica de OgLuc tiene la luminiscencia potenciada.

La divulgacion del presente documento también se puede referir a un polinucleétido aislado que codifica una
variante polipeptidica de OglLuc que tiene al menos un 60 % de identidad de secuencia de aminoacidos con SEQ ID
NO: 1 que comprende al menos una sustitucién de aminoacido en una posicion correspondiente a un aminoacido de
SEQ ID NO: 1, en el que la variante polipeptidica de OgLuc tiene la luminiscencia potenciada con respecto a un
polipéptido de OglLuc de SEQ ID NO: 3, con la condicién de que el polipéptido codificado por el polinucleétido no sea
uno de los que se enumeran en la Tabla 47.
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La divulgacion del presente documento también se puede referir a un polinucleétido aislado que codifica una
variante polipeptidica de OglLuc que tiene al menos un 60 % de identidad de secuencia de aminoacidos con SEQ ID
NO: 1 que comprende al menos una sustitucién de aminoacido en una posicion correspondiente a un aminoacido de
SEQ ID NO: 1, en el que la variante polipeptidica de OgLuc tiene la luminiscencia potenciada con respecto a un
polipéptido de SEQ ID NO: 31, con la condiciéon de que el polipéptido codificado por el polinucleétido no sea SEQ ID
NO: 3 ni 15.

La divulgacion del presente documento también se refiere a un polinucleétido aislado que codifica una variante
polipeptidica de OglLuc que tiene al menos un 60 % de identidad de secuencia de aminoacidos con SEQ ID NO: 1,
que comprende al menos una sustitucion de aminoacido en una posicién correspondiente a un aminoacido de SEQ
ID NO: 1, en el que la variante polipeptidica de OgLuc tiene la luminiscencia potenciada con respecto a un
polipéptido de SEQ ID NO: 29, con la condiciéon de que el polipéptido codificado por el polinucleétido no sea SEQ ID
NO: 3 ni 15.

La divulgacion del presente documento se puede referir a un polinucledtido aislado que codifica una variante
polipeptidica de OglLuc que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia de aminoacidos con respecto a un
polipéptido de OglLuc de SEQ ID NO: 1 que comprende las sustituciones de aminoacidos A4E, Q1 1R, A33K, V44,
P1 15E, Q124K, Y138I, N166R, 190V, F54l, Q18L, F68Y, L72Q y M75K correspondiente a SEQ ID NO: 1 y la
variante polipeptidica de OglLuc que tiene actividad de luciferasa.

La divulgacion del presente documento se puede referir a un polinucleétido aislado que codifica una variante
polipeptidica de OgLuc que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia de aminoacidos con un polipéptido de
OgLuc de SEQ ID NO: 1, en el que el aminoacido de la posicion 4 es glutamato, de la posicién 11 es arginina, de la
posicion 18 es leucina, de la posicion 33 es lisina, de la posicion 44 es isoleucina, de la posicion 54 es isoleucina, de
la posicion 68 es tirosina, de la posicidén 72 es glutamina, de la posicion 75 es lisina, de posicién 90 es valina, de la
posicion 115 es glutamato, de la posicion 124 es lisina, de la posicion 138 es isoleucina y de la posicion 166 es
arginina correspondiente a SEQ ID NO: 1y la variante polipeptidica de OglLuc que tiene actividad de luciferasa.

La divulgacion del presente documento también se puede referir a un polinucleétido aislado que codifica una
variante polipeptidica de OgLuc que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia de aminoacidos con un
polipéptido de OglLuc de SEQ ID NO: 1 que comprende las sustituciones de aminoacidos A4E, Q11R, A33K, V44,
P115E, Q124K, Y138l, N166R, Q18L, F54l, L92H e Y109F correspondientes a SEQ ID NO: 1 y la variante
polipeptidica de OgLuc que tiene actividad de luciferasa.

La divulgacion del presente documento también se puede referir a un polinucleétido aislado que codifica una
variante polipeptidica de OgLuc que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia de aminoacidos con un
polipéptido de OgLuc de SEQ ID NO: 1 que comprende las sustituciones de aminoacidos A4E, Q11R, A33K, V44,
A541, F77Y, 190V, P115E, Q124K, Y138l y N166R correspondientes a SEQ ID NO: 1 y la variante polipeptidica de
OgLuc que tiene actividad de luciferasa.

La divulgacion del presente documento también se puede referir a un polinucleétido aislado que codifica una
variante polipeptidica de OglLuc que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia de aminoacidos con un
polipéptido de OgLuc de SEQ ID NO: 1, en el que el aminoacido de la posicion 4 es glutamato, de posicion 11 es
arginina, de la posicion 18 es leucina, de la posicién 33 es lisina, de la posicion 44 es isoleucina, de la posicién 54 es
isoleucina, de la posicién 92 es histidina, de la posicion 109 es fenilalanina, de la posicion 115 es glutamato, de la
posicion 124 es lisina, de la posicion 138 es isoleucina y de la posicion 166 es arginina correspondiente a SEQ ID
NO: 1y la variante polipeptidica de OgLuc que tiene actividad de luciferasa.

La divulgacion del presente documento también se puede referir a un polinucleétido aislado que codifica una
variante polipeptidica de OglLuc que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia de aminoacidos con un
polipéptido de OgLuc de SEQ ID NO: 1, en el que el aminoacido de la posicion 4 es glutamato, de la posicién 11 es
arginina, de la posicion 33 es lisina, de la posicion 44 es isoleucina, de la posicion 54 es isoleucina, de la posicién 77
es tirosina, de la posicion 90 es valina, de la posicién 115 es glutamato, de la posicién 124 es lisina, de la posicion
138 es isoleucina y de la posicién 166 es arginina correspondiente a SEQ ID NO: 1 y la variante polipeptidica de
OgLuc que tiene actividad de luciferasa.

La divulgacién del presente documento también se puede referir a un polinucleétido aislado que comprende el
polinucleétido que codifica el polipéptido de SEQ ID NO: 19.

La divulgacion del presente documento también se puede referir a un polinucleotido aislado que comprende el
polinucleétido de SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 88 o SEC ID NO:
92.

La divulgacion del presente documento también se puede referir a un polinucleétido aislado que codifica un
polipéptido de luciferasa de decapodo que tiene al menos un 30 % de identidad de la secuencia de aminoacidos con
la SEQ ID NO: 1, comprendiendo el polipéptido un patrén de secuencia correspondiente al patron de secuencia de
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Férmula (VII) y que incluye no mas de 5 diferencias, en el que las diferencias incluyen diferencias de las posiciones
del patron 1, 2, 3, 5, 8, 10, 12, 14, 15, 17 o0 18 con respecto a la Formula (VII) de acuerdo con el patron de OglLuc
enumerado en la Tabla 4, asi como huecos o inserciones entre cualquiera de las posiciones del patrén de Férmula
(VII) de acuerdo con el patron de OglLuc enumerado en la Tabla 4, en el que la luciferasa de decapodo produce
luminiscencia en presencia de una coelenterazina.

La divulgacién del presente documento también se puede referir a una secuencia de nucleétidos sintética que
codifica una variante polipeptidica de OglLuc que comprende un fragmento de al menos 100 nucledétidos que tiene un
80 % o menos de identidad de secuencia de acido nucleico con una secuencia de acido nucleico parental que tiene
la SEQ ID NO: 2 y que tiene un 90 % o mas de identidad de secuencia de acido nucleico con SEQ ID NO: 22, SEQ
ID NO: 23, SEQ ID NO: 24 o SEQ ID NO: 25 o el complemento de las mismas, en el que la reduccién de la identidad
de la secuencia se debe a diferentes codones de la secuencia de nucleétidos sintética con respecto a los codones
de la secuencia de acido nucleico parental, en la que la secuencia de nucleétidos sintética codifica una variante de
OgLuc que tiene al menos un 85 % de identidad de secuencia de aminoacidos con la luciferasa correspondiente
codificada por la secuencia de acido nucleico parental, y en la que el secuencia de nucleétidos sintética tiene un
numero reducido de secuencias reguladoras con respecto a la secuencia de acido nucleico parental.

La divulgacién del presente documento también se puede referir a una secuencia de nucleétidos sintética que
codifica una variante polipeptidica de OglLuc que comprende un fragmento de al menos 300 nucleétidos que tiene un
80 % o menos de identidad de secuencia de acido nucleico con una secuencia de acido nucleico parental que tiene
la SEQ ID NO: 14 y que tiene un 90 % o mas de identidad de secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 22 o0 SEQ
ID NO: 23 o el complemento de las mismas, en la que la reduccién de la identidad de secuencia se debe a diferentes
codones de la secuencia de nucleétidos sintética con respecto a los codones de la secuencia de acido nucleico
parental, en la que la secuencia de nucleoétidos sintética codifica una luciferasa de luciérnaga que tiene al menos un
85 % de identidad de secuencia de aminoacidos con respecto a la luciferasa correspondiente codificada por la
secuencia de acido nucleico parental, y en la que la secuencia de nucleoétidos sintética tiene un numero reducido de
secuencias reguladoras con respecto a la secuencia de acido nucleico parental.

La divulgacion del presente documento también se puede referir a una secuencia de nucleétidos sintética que
codifica una variante polipeptidica de OglLuc que comprende un fragmento de al menos 100 nucleétidos que tiene un
80 % o menos de una identidad de secuencia de acido nucleico con una secuencia de acido nucleico parental que
tiene la SEQ ID NO: 18 y que tiene un 90 % o mas de identidad de secuencia de acido nucleico con SEQ ID NO: 24
o SEQ ID NO: 25 o el complemento de las mismas, en la que la disminucion de la identidad de secuencia se debe a
diferentes codones de la secuencia de nucleotidos sintética con respecto a los codones de la secuencia de acido
nucleico parental, en la que la secuencia de nucleétidos sintética codifica una variante de OgLuc que tiene al menos
un 85 % de identidad de secuencia de aminoacidos con la luciferasa correspondiente codificada por la secuencia de
acido nucleico parental, y en la que la secuencia de nucleétidos sintética tiene un niumero reducido de secuencias
reguladoras en relacién con la secuencia de acido nucleico parental.

La divulgacion del presente documento también se puede referir a un péptido de fusion que comprende un péptido
sefial de Oplophorus gracilirostris fusionado a una proteina heteréloga, en el que dicho péptido sefial es SEQ ID NO:
54, en el que el péptido de fusion es expresado en una célula y secretado de la célula.

La divulgacion del presente documento también se puede referir a un método de generacion de un polinucleétido
que codifiqgue una variante polipeptidica de OglLuc que comprenda: (a) el uso de una construccién de proteina de
fusién parental que comprenda un polipéptido de OglLuc parental y al menos un polipéptido heterélogo para generar
una biblioteca de variantes de proteinas de fusién; y (b) la exploracién de la biblioteca en busca de al menos una de
entre luminiscencia potenciada, estabilidad enzimatica potenciada o biocompatibilidad potenciada con respecto a la
construccioén de proteina de fusion parental.

La divulgacion del presente documento también se puede referir a un método de generacién de polinucleétidos de
codones optimizados que codifique una luciferasa para su uso en un organismo, que comprenda: para cada
aminoacido de la luciferasa, seleccionar de manera aleatoria un codén de los dos codones mas comunmente usados
que se usan en el organismo para codificar el aminoacido con el fin de producir un primer polinucleé6tido con
codones optimizados.

Breve descripcion de las figuras
La FIG. 1 muestra la estructura quimica de la coelenterazina natural, la bis-coelenterazina (coelenterazina-hh)
conocida y la coelenterazina-h conocida, en las que R2, R6 y R8 representan las regiones de la molécula en las

gue se realizaron modificaciones.

La FIG. 2 muestra la estructura quimica de las nuevas coelenterazinas PBI-3939, PBI-3889, PBI-394S, PBI-4002,
PBI-3841, PBI-3897, PBI-3896, PBI-392S, PBI-3894, PBI-3932 y PBI-3840.

La FIG. 3 muestra la determinacion de Km de PBI-3939.
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La FIG. 4 muestra la estructura quimica de diversas coelenterazinas nuevas descritas en el presente documento.

Las FIG. 5A-G muestran la luminiscencia (URL) generada por células bacterianas lisadas que expresan C1+A4E
usando coelenterazina natural, conocida y nueva como sustratos. Las FIG. 5A, 5C muestran las veces de
reduccion de la luminiscencia generada por C1+4AE usando los sustratos mostrados en la FIG. 5A en
comparacién con coelenterazina natural.

Las FIG. 6A-D muestran la luminiscencia generada por células bacterianas lisadas que expresan diversas
variantes de OgLuc usando coelenterazina natural ("Coelente"), coelenterazina-h conocida ("h"), coelenterazina-
hh conocida ("h,h"), 2-metil-coelenterazina conocida ("2-me"), coelenterazina-v conocida ('v') y las
coelenterazinas nuevas PBI-3840, PBI-3897, PBI-3889, PBI-3899, PBI-3900, PBI-3912, PBI-3913, PBI-3925,
PBI-3897, PBI-3899, PBI-3889, PBI-3939, PBI-3933, PBI-3932, PBI-3946, PBI-3897, PBI-3841, PBI-3896, PBI-
3925 y PBI-3945 como sustratos.

La FIG. 7 muestra las sustituciones de aminoacidos en diversas variantes de OglLuc.

La FIG. 8A-B muestran la luminiscencia generada por células bacterianas lisadas que expresan variantes de
OglLuc enumeradas en la FIG. 7 usando coelenterazina natural ("Coelenterazina"), coelenterazina-h conocida
("H"), coelenterazina-hh conocida ("h,h") y las coelenterazinas nuevas PBI-3840, PBI-3925, PBI-3912, PBI-3889
PBI-3939, PBI-3933, PBI-3932, PBI-3946, PBI-3941 y PBI-3896 como sustratos.

La FIG. 9 muestra la luminiscencia generada por células bacterianas lisadas que expresan diversas variantes de
OglLuc usando coelenterazina natural ("Coelenterazina"), coelenterazina-hh conocida ("h,h") y las nuevas
coelenterazinas PBI-3939, PBI-3945, PBI-3840, PBI-3932, PBI-3925, PBI-3894 y PBI-3896 como sustratos.

La FIG. 10 muestra las sustituciones de aminoacidos en diversas variantes de OglLuc.

La FIG. 11 muestra la luminiscencia generada por células bacterianas lisadas que expresan variantes de OglLuc
enumeradas en la FIG. 10 usando coelenterazina natural ("Coelenterazina"), coelenterazina-hh conocida ("h,h") y
las coelenterazinas nuevas PBI-3939, PBI-3945, PBI-3840, PBI-3932, PBI-3925, PBI-3894 y PBI-3896, como
sustratos.

La FIG. 12 muestra la luminiscencia generada por células bacterianas lisadas que expresan variantes de OglLuc
usando coelenterazina natural ("Coelenterazina"), coelenterazina-hh conocida ("h,h") y las coelenterazinas
nuevas PBI-3939, PBI-3945, PBI-3889, PBI-3840, PBI-3932, PBI-3925, PBI-3894, PBI-3896 y PBI-3897 como
sustratos.

La FIG. 13 muestra la luminiscencia generada por células bacterianas lisadas que expresan variantes de OglLuc
usando coelenterazina natural (“Coelenterazina”), coelenterazina-hh conocida ("H,H") y las nuevas
coelenterazinas PBI-3897, PBI-3896 y PBI-3894 como sustratos.

La FIG. 14 muestra las sustituciones de aminoacidos en diversas variantes de OglLuc.

La FIG. 15 muestra la luminiscencia generada por células bacterianas lisadas que expresan variantes de OglLuc
enumeradas en la FIG. 14 usando coelenterazina natural ("Coelenterazina"), coelenterazina-hh conocida ("h,h") y
las coelenterazinas nuevas PBI-3897, PBI-3841, PBI-3896 y PBI-3894 como sustratos.

La FIG. 16 muestra la luminiscencia generada por células bacterianas lisadas que expresan variantes de OglLuc
usando coelenterazina natural ("Coelenterazina"), coelenterazina-h conocida ("H"), coelenterazina-hh conocida
("HH") y las nuevas coelenterazinas PBI-3841 y PBI-3897 como sustratos.

La FIG. 17 muestra la luminiscencia generada por células bacterianas lisadas que expresan diversas variantes
de Ogluc vy luciferasa de Renilla humanizada (hRL) usando coelenterazina natural ("Coel"), coelenterazina-hh
conocida ("h,h") y las coelenterazinas nuevas PBI-3897 y PBI-3841 como sustratos.

La FIG. 18 muestra la luminiscencia generada por células bacterianas lisadas que expresan diversas variantes
de OglLuc usando coelenterazina natural ("Coelenterazina"), coelenterazina-hh conocida ("h,h”) y las nuevas
coelenterazinas PBI-3939, PBI-3945, PBI-3889 y PBI-4002 como sustratos.

La FIG. 19 muestra la luminiscencia generada por células bacterianas lisadas que expresan diversas variantes
de OglLuc usando coelenterazina natural (“Coelenterazina”), coelenterazina-h conocida ("H"), coelenterazina-hh
conocida ("h,h”) y las nuevas coelenterazinas PBI-3939, PBI-3945, PBI-3889 y PBI-4002 como sustratos.

La FIG. 20 muestra las sustituciones de aminoacidos en diversas variantes de OgLuc.

La FIG. 21 muestra la luminiscencia generada por células bacterianas lisadas que expresan variantes de OglLuc
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que aparecen en la FIG. 20 usando coelenterazina natural (“Coelenterazina”), coelenterazina-h conocida ("H"),
coelenterazina-hh conocida ("h,h") y las coelenterazinas nuevas PBI-3939, PBI-3945, PBI-4002, PBI-3932 y PBI-
3840 como sustratos.

La FIG. 22 muestra las sustituciones de aminoacidos en diversas variantes de OgLuc.

La FIG. 23 muestra la luminiscencia generada por células bacterianas lisadas que expresan variantes de OglLuc
que aparecen en la FIG. 22 usando coelenterazina natural (“Coelenterazina”), coelenterazina-h conocida ("H"),
coelenterazina-hh conocida ("h,h") y las coelenterazinas nuevas PBI-3939, PBI-3945, PBI-3889, PBI-4002, PBI-
3932 y PBI-3840 como sustratos.

La FIG. 24 muestra la luminiscencia generada por células bacterianas lisadas que expresan las diversas
variantes OgLuc y hRL ("Renilla") usando coelenterazina natural ("Coelenterazina"), coelenterazina-h conocida
("H"), coelenterazina-hh conocida ("H,H") y nuevas coelenterazinas PBI-3939 y PBI-3945 como sustratos.

La FIG. 25 muestra la luminiscencia generada por células bacterianas lisadas que expresan diversas variantes
de OglLuc y hRL ("Renilla") usando coelenterazina natural ("Coelenterazina"), coelenterazina-hh conocida ("h,h”)
y las nuevas coelenterazinas PBI-3939, PBI-3945, PBI-3889 y PBI-4002 como sustratos.

La FIG. 26 muestra las sustituciones de aminoacidos en diversas variantes de OgLuc.

La FIG. 27 muestra la luminiscencia generada por células bacterianas lisadas que expresan variantes de OglLuc
que aparecen en la FIG. 26 usando coelenterazina natural ("Coelenterazina"), coelenterazina-h conocida ("H"),
coelenterazina-hh conocida ("h,h") y las coelenterazinas nuevas PBI-3939, PBI-3945, PBI-3889 y PBI-4002 como
sustratos.

La FIG. 28 muestra la luminiscencia generada por células bacterianas lisadas que expresan diversas variantes
de OglLuc y hRL ("Renilla") usando coelenterazina natural ("Coel."), Coelenterazina-h conocida ("H"),
coelenterazina-hh conocida ("H,H") y las coelenterazinas nuevas PBI-3939, PBI-3945, PBI-3889 y PBI-4002
como sustratos.

La FIG. 29 muestra la luminiscencia de 9B8 opt y 9B8 opt+K33N en lisados bacterianos usando coelenterazina
natural y PBI-3939 como sustratos y la especificidad relativa de estas variantes hacia PBI-3939 en comparacion
con coelenterazina natural.

Las FIG. 30A-D muestran el analisis de las mutaciones en la posicién 166 usando coelenterazina natural (FIG.
30A), coelenterazina-h (FIG.30B) y PBI-399 (FIG. 30C).

La FIG. 31 muestra la luminiscencia de diferentes eliminaciones en la variante de OgLuc L27V, en la que (-) es el
fondo de la maquina.

La FIG. 32 muestra la luminiscencia normalizada generada por células HEK293 lisadas que expresan hRL
("Renilla") usando coelenterazina natural como sustrato, luciferasa de luciérnaga (Luc2) usando luciferina
(reactivo de ensayo BRIGHT-GLO™) como sustrato y diversas variantes de OglLuc usando la nueva PBI-3939
como sustrato.

La FIG. 33 muestra la estabilidad de la sefial de IV y 15C1 en lisados bacterianos usando la nueva
coelenterazina PBI-3945 como sustrato, e IV y 9B8 en lisados bacterianos usando la nueva coelenterazina PBI-
3889 como sustrato.

Las FIG. 34A-B muestran la mayor actividad (FIG. 34A) y estabilidad de la sefial (FIG. 34B) de la variante de
OglLuc L27V en comparacion con las luciferasas de luciérnaga (Fluc) y de Renilla (Rluc).

La FIG. 35 muestra la Vmax (URL/s) y los valores de Km (uM) para diversas variantes de OgLuc en lisados
bacterianos usando la nueva coelenterazina PBI-3939 como sustrato.

La FIG. 36 muestra la Vmax (URL/s) y los valores de Km (uM) para diversas variantes de OglLuc en lisados
bacterianos usando la nueva coelenterazina PBI-3939 como sustrato.

La FIG. 37 muestra la Vmax (URL/s) y los valores de Km (uM) para 9B8 opt y 9B8 opt+K33N tanto en lisados
bacterianos usando la nueva coelenterazina PBI-3939 como sustrato.

La FIG. 38 muestra la estabilidad de la proteina a 50 °C de diversas variantes de OglLuc en lisados bacterianos
usando coelenterazina natural como sustrato como la luminiscencia ent = 0 y la semivida en min.

Las FIG. 39A-B muestran la integridad estructural (determinada por la expresion, la estabilidad y la solubilidad,
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como se muestra mediante el analisis de SDS-PAGE) en lisados bacterianos de diversas variantes de OglLuc a
25°C (FIG. 39A) y 37 °C (FIG. 39B) en comparacion con Renilla (hRL) y luciferasa de luciérnaga (Luc2).

Las FIG. 40A-B muestran la estabilidad de la proteina a 60 °C en lisados bacterianos de 9B8 opt y 9B8 opt+K33N
usando la nueva coelenterazina PBI-3939 como sustrato como el logaritmo natural (In) de la luminiscencia (en
URL) frente al tiempo (FIG. 40A) y como la semivida en horas (FIG. 40B).

La FIG. 41 muestra el porcentaje de actividad de las variantes de OgLuc 9B8 y L27V a 60 °C.

Las FIG. 42A-B muestran la estabilidad proteica de la variante de OglLuc L27V a diversos pH (FIG. 42A) y las
concentraciones de sal (FIG. 42B).

Las FIG. 43A-B muestra el analisis cromatografico de filtracion en gel de C1+A4E purificada (FIG. 43A) y 9B8
(FIG. 43B).

La FIG. 44 muestra el analisis cromatografico de filtracion en gel que demuestra que la variante de OglLuc L27V
existe en una forma monomeérica.

Las FIG. 45A-B muestran los niveles de expresion de proteinas de diversas proteinas de fusion de variante de
OgLuc-HALOTAG® (HT7) en muestras de lisado bacteriano sin diluir y diluidas 1:1 analizadas por SDS-PAGE
(FIG.45A) y los niveles de expresién de proteina normalizados (FIG. 45B).

Las FIG. 46A-B muestran la expresién de proteinas (FIG. 46A) y la solubilidad de la variantes de OglLuc 9B8 opt,
V2y L27V (FIG. 46B).

La FIG. 47 muestra la luminiscencia normalizada en URL generada por células HEK293 lisadas que expresan 1V,
9B8 y hRL ("Renilla") usando coelenterazina natural y la nueva coelenterazina PBI-3939 como sustratos.

La FIG. 48 muestra la luminiscencia normalizada en URL generada por células HEK293 lisadas que expresan
pF4Ag-Ogluc-9B8-HT7, pF4Ag-Luc2-HT7 y pF4Ag-Renilla-HT7 usando PBI-3939, luciferina (reactivo de ensayo
BRIGHT-GLO™) y coelenterazina natural, respectivamente, como sustrato.

La FIG. 49 muestra la luminiscencia generada por células HEK293 lisadas que expresan 30 o 100 ng de ADN de
plasmido que codifica bien 9B8 opt o 9B8 opt+K33N ("K33N") usando la nueva coelenterazina PBI-3939 como
sustrato.

Las FIG. 50A-E muestran la luminiscencia de la variante de OglLuc L27V en comparacién con la luciferasa de
luciérnaga (Luc2) en células HEK293 (FIG. 50A) y células HelLa (no de fusion) (FIG. 50B), la luminiscencia de la
fusion HALOTAG® en comparacion con la variante de Ogluc L27V (FIG. 50C) y luciferasa de luciérnaga (Luc2)
(FIG. 50D) y la expresion de proteinas de HALOTAG®-OglLuc L27V en comparacién con HALOTAG®-luciferasa
de luciérnaga (Luc2) en células HEK293 ("HEK") y células HelLa ("HeLa").

La FIG. 51 muestra el analisis de la inhibicion de las variantes de OglLuc 9B8 y L27V contra una biblioteca de
LOPAC para determinar su susceptibilidad a las interacciones fuera de diana.

Las FIG. 52A-E muestran el analisis de la inhibicion de las variantes de OglLuc 9B8 y L27V por la suramina y Tyr
ag 835 (FIG. 52A-C) y las estructuras quimicas de la suramina (FIG. 52D) y Tyr ag 835 (FIG. 52E).

La FIG. 53 muestra la actividad de las variantes de OglLuc 9B8 y L27V que se analizé en presencia de BSA para
determinar la resistencia a las interacciones de proteinas no especificas.

La FIG. 54 muestra el porcentaje de actividad de las variantes de OglLuc 9B8 y L27V para determinar la
reactividad al plastico.

La FIG. 55 muestra la luminiscencia generada por células HEK293 que expresan el indicador de la transcripcion
de cAMP de IV en comparacion con hRL ("Renilla") usando la coelenterazina-h conocida como sustrato con
tratamiento de forskolina ("inducido") o sin tratamiento de forskolina ("basal"), y las veces de induccién
(respuesta) debidas al tratamiento con forskolina ("veces").

La FIG. 56 muestra la luminiscencia normalizada generada por células HEK293 lisadas que expresan el
indicador de la transcripcion de cAMP de 9B8, 9B8 opt, hRL ("Renilla") o luciferasa de luciérnaga ("Luc2"),
usando PBL-3939 (para 9B8 y 9B8 opt), coelenterazina natural (por hRL) o luciferina (reactivo de ensayo
BRIGHT-GLO™: para Luc2) como un sustrato con ("+FSK") o sin ("-FSK") tratamiento de forskolina, y las veces
de induccién (respuesta) debidas al tratamiento con forskolina ("VECES").

La FIG. 57 muestra la luminiscencia generada por células HEK293 lisadas que expresan los indicadores de la
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transcripcion de cAMP de 9B8 opt y 9B8 opt+K33N ("K33N") usando la nueva coelenterazina PBL-3939 como
sustrato con ("inducido") o sin ("basal") tratamiento de forskolina, y las veces de induccion debidas al tratamiento
con forskolina ("veces de induccién").

Las FIG. 58A-C muestran la luminiscencia de las construcciones de indicadores liticos de las variantes de OglLuc
9B8 y L27V para multiples vias en multiples tipos de células.

Las FIG. 59A-C muestran la luminiscencia de las construcciones de indicadores liticos de la variante de OglLuc
L27V en diversas lineas celulares y con varios elementos de respuesta.

Las FIG. B60A-B muestran la luminiscencia del indicador secretable de la variante de OglLuc L27V en
comparacion con la luciferasa de Metridia longa con un promotor CMV (FIG. 60A) o un elemento de respuesta de
NFkB (FIG. 60B).

Las FIG. 61A-F muestran la luminiscencia absoluta (FIG. 61A y 61B), la luminiscencia normalizada (FIG. 61C y
61D) y las veces de respuesta (FIG. 61E y 61F) de las versiones optimizadas de L27V (L27V01, L27V02 y
L27V03) en comparacién con L27V (L27V00) expresadas en células Hela.

Las FIG. 62A-B muestran la luminiscencia del indicador de la variante de OglLuc secretada L27V02 (que contiene
la sefial de secrecion de IL-6) (FIG. 62A) y los indicadores de L27V02 ("L27V(02)"), L27V02P ("L27V(02)P(01)") y
luc2 ("Fluc") (FIG. 62A) expresados en células HepG2 tratadas con diversas dosis de rhTNFa ("TNFa").

La FIG. 63 muestra la luminiscencia generada a partir de medios y muestras de lisado de células HEK293 que
expresan la variante de codones optimizados IV opt con o sin la secuencia sefial de secrecién usando la nueva
PBI-3939 como sustrato en comparacion con hRL ("Renilla") con o sin la secuencia de la sefial de secrecion
usando coelenterazina natural como sustrato.

Las FIG. 64A-D muestran la luminiscencia de los indicadores de las variantes de OglLuc secretadas de 9B8, V2 y
L27V expresados en células CHO (FIG. 64A y 64B) y HelLa (FIG. 64C y 64D).

Las FIG. 65A-B muestran una comparacién de la luminiscencia de las variantes de OglLuc secretadas 9B8 y V2
usando PBI-3939 como sustrato con la de la luciferasa secretada de Metridia longa usando Ready-to-Glow™
como sustrato numéricamente (FIG. 65A) y graficamente (FIG. 65B).

Las FIG. 66A-B muestran las veces de aumento de la luminiscencia frente al fondo generado por células HEK293
gue expresan hRL ("Ren") y 9B8 opt usando los derivados de coelenterazina ENDUREN™ (FIG. 66A) y
VIVIREN™ (FIG. 66B) y la nueva coelenterazina PBI-3939 (FIG. 66B) como sustratos.

Las FIG. 67A-D muestran imagenes confocales de células U20S que expresan transitoriamente la fusion L27V-
HALOTAG® (FIG. 67A) o la fusion IL-6-L27V (FIG. 67B-D). Barras de escala = 20 um.

La FIG. 68 muestra la luminiscencia generada por células bacterianas lisadas que expresan diversas variantes
de OgLuc y hRL ("Renilla") en presencia ("Sand") o ausencia de fondo sandwich ("pF4Ag") usando
coelenterazina natural como sustrato.

La FIG. 69 muestra las veces de reduccion de la actividad de diversas variantes de OgLuc y hRL ("Renilla")
debido a la presencia del fondo de sandwich usando coelenterazina natural como sustrato.

La FIG. 70 muestra las veces de reduccion de la actividad de 9B8 opt y 9B8 opt+K33N en lisados bacterianos
debido a la presencia del fondo de sandwich usando la nueva coelenterazina PBI-3939 como sustrato.

La FIG. 71 muestra el perfil espectral de la variante de OglLuc L27V.

La FIG. 72 muestra la luminiscencia de dos versiones permutadas circulares (CP) de la variante de OgLuc L27V,
CP84 y CP95, bien sin enlazador o con un enlazador de 5, 10 0 20 aminoacidos.

Las FIG. 73A-G muestran la luminiscencia de las diversas construcciones de L27V CP con proteasa TEV
expresadas en extracto de germen de trigo (FIG. 73A-D), E. coli (FIG. 73F-G) y células HEK293 (FIG. 73H). Las
FIG. 73A-D muestran la luminiscencia basal de las diversas construcciones de L27V CP con proteasa TEV antes
de la adicion de TEV. La FIG. 73E muestra la respuesta de las diversas construcciones de L27V CP con
proteasa TEV de las FIG. 73A-D.

La FIG. 74 muestra las veces de respuesta de diversos pares de L27V de complementacion de proteinas.

Las FIG. 75A-C muestran la luminiscencia de diversos pares de L27V de complementaciéon de proteinas (PCA):
se fusion6 un fragmento de L27V de cada par bien con FKBP o FRB usando una configuracion de un 1/4 (FIG.
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75A) o una configuracion de 2/3 (FIG. 75B) y la interaccion de FKBP y FRB controlada en células HEK293.
También se controld la luminiscencia de diversos controles negativos de complementacion de proteinas (PCA)
(FIG. 75C).

Las FIG. 76A-H muestran la luminiscencia de diversos pares de L27V de complementacion de proteinas (PCA):
se fusiond un fragmento de L27V de cada par bien con FKBP o FRB usando una configuracién de 2/3 (FIG. 76A
y 76C) o una configuracion de 1/4 (FIG. 76B y 76D), y la interaccion de FKBP y FRB controlada en el extracto de
germen de trigo (FIG. 76A y 76B) y lisado de reticulocitos de conejo (RRL) (FIG. 76C y 76D). También se
control6 la luminiscencia de diversos controles negativos de complementacion de proteinas (PCA) (FIG. 76E) en
el sistema libre de células. La configuracion de 1/4 se usé en un sistema libre de células (FIG. 76F), células
HEK293 (FIG. 76G) y en un sistema litico (FIG. 76H).

Las FIG. 77A-C muestran la luminiscencia de diversos pares L27V de complementaciéon de proteinas tratados
con FK506 y rapamicina (FIG. 77A) y la estructura quimica de FK506 (FIG. 77A) y la rapamicina (FIG. 77B).

La FIG. 78 muestra la actividad del biosensor de cAMP de la variante de OglLuc 9B8 con el tratamiento de
forskolina.

Las FIG. 79A-D muestran la luminiscencia de variantes L27V permutadas circularmente (FIG. 79A y 79C) y de
divisién lineal (FIG. 79B y 79D) en lisado de reticulocitos de conejo (FIG. 79A-B) y células HEK293 (FIG. 79C-D).

Las FIG. 80A-B muestran la distribucion subcelular de la variante de OglLuc L27V (FIG. 80A) y el vector de
control pGEM3ZF (FIG. 80B) en células U20S para diversos tiempos de exposicion.

Las FIG. 81A-C muestran la ubicacién subcelular de la variante de OglLuc L27V fusionada bien al factor de
transcripcion Nrf2 (FIG. 81B) o GPCR (FIG. 81C) en comparacion con un control de L27V no fusionado (FIG.
81A).

Las FIG. 82A-C muestran el uso de la variante de OglLuc 9B8 opt para controlar las rutas de sefalizacion
intracelular usando PBI-4377 (FIG. 82A). La luciferasa 9B8 opt se fusioné bien a IKB (FIG. 82B) u ODD (dominio
de degradacion dependiente del oxigeno Hif-1a) (FIG. 82C), y se controlaron mediante luminiscencia las veces
de respuesta a un estimulo (TNFa de IkB y fenantrolina para ODD).

Las FIG. 83A-C muestran el control de las vias de sefiales del estrés oxidativo usando la variante de OgLuc (FIG.
83A), L27V02 (FIG. 83B) o luciferasa de Renilla (Rluc) (FIG. 83C).

Las FIG. 84A-B muestran la comparaciéon del sensor Nrf2-L27V02 (FIG. 84A) e indicador de Nrf2(ARE)-Luc2P
(FIG. 84B).

Las FIG. 85A-B muestran los espectros de emisién de IV-HT7 con y sin ligando, usando TMR 1 uM (FIG. 85A) o
Rodamina 110 10 uM (FIG. 85B) como un ligando para HT7 y coelenterazina-h como sustrato para IV.

La FIG. 86 muestra la luminiscencia generada por células bacterianas lisadas que expresan 9B8 opt mezclada
con caspasa-3 (“+caspasa”) o sin caspasa 3 (“sin caspasa”) usando un sustrato de pro-coelenterazina.

Las FIG. 87A-C muestran la luminiscencia generada por variantes de L27V permutadas circularmente, de
division lineal, CP84 y CP103, USANDO PBI-3939 como sustrato con (FIG. 87B) o sin (no mostrado) tratamiento
de rapamicina, y la respuesta (FIG. 87C) debida al tratamiento de rapamicina. El concepto de las variantes
permutadas circularmente, de division lineal se muestra en la FIG. 87A.

La FIG. 88 muestra el porcentaje de actividad restante de la variante L27V tras la exposicion a diversas
cantidades de urea.

La FIG. 89 muestra el efecto de la urea 3 M sobre la actividad de la variante L27V.

Las FIG. 90A-B muestran las imagenes de bioluminiscencia de la translocacion del receptor nuclear (NR)
inducida por hormonas de las fusiones de OglLuc usando el sustrato PBI-3939.

Las FIG. 91A-B muestran las imagenes de bioluminiscencia de la translocacion de la proteina quinasa C alfa
(PKC alfa) inducida por el éster de forbol de fusiones de OglLuc usando el sustrato PBI-3939.

Las FIG. 92A-B muestran las imagenes de bioluminiscencia de la translocacién de proteinas autofagosémicas de
las fusiones de OglLuc usando el sustrato PBI-3939.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2567410713

Descripcion detallada

En los métodos descritos en el presente documento, las etapas de proceso se llevan a cabo a temperatura ambiente
(aproximadamente 22 °C) y a presion atmosférica, a menos que se especifique lo contrario. Ademas, se entiende
especificamente que cualquier intervalo numérico citado en el presente documento incluye todos los valores desde
el valor mas bajo hasta el valor méas alto. Por ejemplo, si se cita un intervalo de concentraciones o un intervalo de
efectos beneficiosos como del 1 % al 50 %, se pretende que valores tales como del 2 % al 40 %, del 10 % al 30 % o
del 1 % al 3 % etc. se enumeren expresamente en la presente memoria descriptiva. De igual manera, si se da un
intervalo de identidades de secuencia como de entre, por ejemplo, 60 % a < 100 %, se pretende que los valores
intermedios tales como 65 %, 75 %, 85 %, 90 %, 95 %, etc. estén enumerados expresamente en la presente
memoria descriptiva. Estos solo son ejemplos de lo que se pretende en concreto, estando todos los posibles valores
numéricos desde el valor mas bajo hasta el valor mas alto considerados como expresamente expuestos en la
solicitud.

A menos que se especifigue expresamente lo contrario, la expresion “que comprende” se usa en el contexto de la
presente divulgacion para indicar que, opcionalmente, puede haber miembros adicionales presentes ademas de los
miembros de la lista introducida por “que comprende”. Sin embargo, se contempla que, en la presente divulgacion, la
expresion “que comprende” puede englobar la posibilidad de que no haya mas miembros adicionales presentes, es
decir, “que comprende” se puede entender como que tiene el significado de “que consiste en”.

Salvo que se indique expresamente lo contrario, todas las indicaciones de cantidades relativas de la presente
divulgacion se realizan en peso/peso. Las indicaciones de cantidades relativas de un componente que se caracteriza
por un término genérico pretenden referirse a la cantidad total de todas las variantes o los miembros especificos
cubiertos por dicho término genérico. Si un determinado componente definido por un término genérico se especifica
como presente en una cierta cantidad relativa y si este componente se caracteriza ademas por ser una variante o un
miembro especifico cubierto por el término genérico, se entiende que ninguna otra variante ni miembro cubiertos con
el término genérico esta, ademas, presente, de modo que la cantidad relativa total de los componentes cubiertos por
el término genérico es superior a la cantidad relativa especificada. Mas preferentemente, no hay otras variantes ni
miembros cubiertos por el término genérico presentes en absoluto.

Visién de conjunto

La presente divulgacion se refiere a nuevos compuestos, nuevas luciferasas y combinaciones de los mismos. En el
presente documento, se desvelan métodos, composiciones y kits que incluyen los nuevos compuestos, nuevas
luciferasas y/o combinaciones de los mismos.

Los nuevos compuestos son coelenterazinas nuevas, que pueden ser usadas como sustratos por las proteinas que
utilizan las coelenterazinas para producir luminiscencia, incluyendo, pero sin limitacion, las luciferasas y las
fotoproteinas que se encuentran en diversos organismos marinos tales como cnidarios (por ejemplo, luciferasa de
Renilla), medusa (por ejemplo, aequorina de la medusa Aequorea) y luciferasas de decapodos (por ejemplo,
complejo de luciferasa de Oplophorus gracilirostris). Las nuevas coelenterazinas descritas en el presente documento
pueden tener al menos una de entre una estabilidad fisica potenciada (por ejemplo, una estabilidad potenciada de la
coelenterazina), una menor autoluminiscencia y una mayor biocompatibilidad con células (por ejemplo, ser menos
téxicas para las células, incluyendo tipos de células heterélogas) con respecto a la coelenterazina natural.

Las nuevas luciferasas desveladas en el presente documento incluyen variantes de la subunidad activa de una
luciferasa de decapodos. Las nuevas luciferasas pueden utilizar diversas coelenterazinas como sustratos,
incluyendo, pero sin limitacién, coelenterazinas naturales y conocidas, asi como las nuevas coelenterazinas
desveladas en el presente documento. Las nueva luciferasas muestran al menos una de entre: luminiscencia
potenciada (incluyendo mayor brillo, mayor estabilidad de la sefial y/o duraciéon de la sefial); mayor estabilidad
enzimatica (es decir, actividad enzimatica potenciada incluyendo una resistencia potenciada a la temperatura
elevada, cambios en el pH, inhibidores, desnaturalizantes y/o detergentes); alteracion de la especificidad de sustrato
(es decir, cambio en la especificidad de sustrato relativa); y una biocompatibilidad potenciada (incluyendo al menos
uno de entre una mejor expresion en las células, menor toxicidad y/o estrés celular). En el presente documento, se
describen nuevas luciferasas que pueden estar presentes en solucion como, mondémeros activos solubles,
guimicamente ligados a otras moléculas (por ejemplo, proteinas de fusion), o unidos a una superficie sélida (por
ejemplo, particulas, capilares, o tubos de ensayo o placas).

Ciertas combinaciones de las nuevas coelenterazinas y las nuevas luciferasas proporcionan ventajas técnicas
significativas para los ensayos bioluminiscentes incluyendo una luminiscencia potenciada, pudiendo deberse la
luminiscencia potenciada a uno o mas factores incluyendo estabilidad potenciada de la sefal y estabilidad
potenciada de la coelenterazina. Ademas, muchas de las nuevas coelenterazinas se disefiaron para que fueran mas
pequefias que las coelenterazinas disponibles en el mercado y/o conocidas. En algunos casos, las nuevas
luciferasas de la presente divulgacion utilizan preferentemente las nuevas coelenterazinas de menor tamario frente a
las coelenterazinas de mayor tamario disponibles en el mercado y/o conocidas.
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En el presente documento, se desvelan combinaciones de: las nuevas variantes de luciferasa con las nuevas
coelenterazinas; las nuevas variantes de luciferasa con coelenterazinas conocidas o naturales; y las nuevas
coelenterazinas con cualquier proteina conocida o natural (por ejemplo, luciferasas o fotoproteinas) que usa la
coelenterazina como sustrato.

El término “coelenterazina” se refiere a coelenterazina de origen natural ("natural"), asi como andlogos de las
mismas, incluyendo coelenterazina-n, coelenterazina-f, coelenterazina-h, coelenterazina-hcp, coelenterazina-cp,
coelenterazina-c, coelenterazina-e, coelenterazina-fcp, bis-desoxicoelenterazina ("coelenterazina-hh"),
coelenterazina-i, coelenterazina-icp, coelenterazina-v y 2-metil-coelenterazina, ademas de las desveladas en el
documento WO 2003/040100 y la solicitud de EE.UU. n.° de serie 12/056.073 (parrafo [0086]). El término
“coelenterazina” también se refiere a las nuevas coelenterazinas desveladas en el presente documento (véase mas
adelante). La expresion "coelenterazina conocida" se refiere a un analogo de coelenterazina conocido antes de la
presente divulgacion.

El término "OgLuc" se refiere a una proteina luciferasa de decapodo, o una variante de dicha proteina, que genera
luz en presencia de una coelenterazina. La proteina OglLuc puede, en su forma de origen natural, ser un monémero
o puede ser una subunidad de un complejo de proteinas. La OglLuc usada en los ejemplos desvelados en el
presente documento es la subunidad de 19 kDa del complejo de luciferasa de Oplophorus gracilirostris, aunque
también se podrian emplear polipéptidos comparables de otras especies de decapodos (incluyendo otras especies
de Oplophorus), y estan incluidos dentro de la divulgacion (véase R. D. Dennell, “Observations on the luminescence
of bathypelagic Crustacea decapoda of the Bermuda area”, Zool. J Linn. Soc., Lond. 42 (1955), pag. 393-406; véase
también Poupin et al. Sept 1999. “Inventaire documente des especies et bilan des formes les plus communes de la
mer d'lroise”. Rapport Scientifzque du Laboratoire d'Oceanographie de I'Ecole Navale (LOEN), Brest (83pgs),
incluyendo los ejemplos, sin limitacion, luciferasas de la familia Aristeidae, incluyendo Plesiopenaeus coruscans; la
familia Pandalidea, incluyendo Heterocarpus y Parapandalus richardi, la familia Solenoceridae, incluyendo
Hymenopenaeus debilis y Mesopenaeus tropicalis; la familia Luciferidae, incluyendo Lucifer typus; la familia
Sergestidae, incluyendo Sergestes atlanticus, Sergestes arcticus, Sergestes armatus, Sergestes pediformis,
Sergestes comutus, Sergestes edwardsi, Sergestes henseni, Sergestes pectinatus, Sergestes sargassi, Sergestes
similis, Sergestes vigilax, Sergia challengeri, Sergia grandis, Sergia lucens, Sergia prehensilis, Sergia potens, Sergia
robusta, Sergia scintillans, y Sergia splendens; la familia Pasiphaeidae, incluyendo Glyphus marsupialis, Leptochela
bermudensis, Parapasiphae sulcatifrons y Pasiphea tarda; la familia Oplophoridae, incluyendo Acanthephyra
acanthitelsonis, Acanthephyra acutifrons, Acanthephyra brevirostris, Acanthephyra cucullata, Acanthephyra
curtirostris, Acanthephyra eximia, Acanthephyra gracilipes, Acanthephyra kingsleyi, Acanthephyra media,
Acanthephyra microphthalma, Acanthephyra pelagica, Acanthephyra prionota, Acanthephyra purpurea,
Acanthephyra sanguinea, Acanthephyra sibogae, Acanthephyra stylorostratis, Ephyrina bifida, Ephyrina figueirai,
Ephyrina koskynii, Ephyrina ombango, Hymenodora glacialis, Hymenodora gracilis, Meningodora miccyla,
Meningodora mollis, Meningodora vesca, Notostomus gibbosus, Notostomus auriculatus, Oplophorus gracilirostris,
Oplophorus grintaldii, Oplophorus novaezealandiae, Oplophorus spinicauda, Oplophorus foliaceus, Oplophorus
spinosus, Oplophorus typus, Systellaspis braueri, Systellaspis cristata, Sostellaspis debilis y Sostellaspis pellucida; y
la familia Thalassocaridae, incluyendo Chlorotocoides spinicauda, Thalassocaris crinita'y Thalassocaris lucida.

La secuencia polipeptidica de la subunidad de 19 kDa madura (es decir, sin secuencia sefal) de la forma natural de
la luciferasa de Oplophorus gracilirostris (es decir, 169 aminoacidos, restos 28 a 196 de BAB 13776) se da en SEQ
ID NO: 1. Se pueden insertar un resto de metionina y un resto de valina al principio de la secuencia de Ogluc
sintética (por ejemplo, como se indica en la secuencia del polipéptido C1+A4E, SEQ ID NO: 3) para facilitar la
clonacion y la expresion en sistemas heterdlogos. No obstante, por uniformidad, los nimeros de posicion de las
diversas sustituciones de aminoacidos a las que se hace referencia en el presente documento, se especifican "en
relacién con" SEQ ID NO: 1, es decir, la secuencia polipeptidica de la subunidad de 19 kDa natural, madura (sin
secuencia sefial) del complejo de proteina luciferasa de Oplophorus gracilirostris.

En concreto, una proteina es una luciferasa de decapodos si, tras la alineacion de su secuencia de aminoacidos con
SEQ ID NO: 1, la identidad de secuencia es > 30 %, preferentemente > 40 % y lo mas preferentemente > 50 %, y la
proteina puede utilizar la coelenterazina como sustrato para catalizar la emisién de luminiscencia, comenzando la
secuencia de aminoacidos en la posicion correspondiente a la posicién 8 de SEC ID NO: 1 es:

[GSAIVK]-{FE} -[FYW]-x-[ LIVMFSY Q]-x-x- { K }-x-[NHGK]-x-[ DE]-x-
[LIVMFY]-[LIVMWF]-x-{G}-[LIVMAKRG]  (SEQ ID NO. 330) (VID),
con no mas de 5 diferencias, o0 mas preferentemente no mas de 4, 3, 2 o 1 diferencia, o lo mas preferentemente, sin
diferencias, produciéndose las diferencias en las posiciones correspondientes a la posicion del patrén 1, 2, 3, 5, 8,
10, 12, 14, 15, 17 0 18 de la Formula (VII) de acuerdo con la Tabla 4. Las diferencias también pueden incluir huecos

o inserciones entre las posiciones del patrén de la Tabla 4.

El término "variante" se refiere a una version modificada de una secuencia polipeptidica o polinucleotidica de partida.
El término "parental" es un término relativo que se refiere a una secuencia de partida, que se modifica después. La
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secuencia parental, en general, se usa como una referencia para la proteina codificada por la secuencia modificada
resultante, por ejemplo, para comparar los niveles de actividad u otras propiedades de las proteinas codificadas por
las secuencias parental y modificada. La secuencia de partida puede ser una secuencia de origen natural (es decir,
natural o de tipo silvestre). La secuencia de partida también puede ser una secuencia de variante que luego se
modifica adicionalmente. Una secuencia polipeptidica esta "modificada" cuando uno o mas aminoacidos (que
pueden ser de origen natural o sintético) estan sustituidos, eliminados y/o afiadidos al principio, en la mitad y/o al
final de la secuencia. Una secuencia polinucleotidica estda "modificada" cuando uno o mas nucleétidos estan
sustituidos, eliminados y/o afadidos al principio, en la mitad y/o al final de la secuencia, pero que pueden o no
alterar el aminoacido codificado por la secuencia. Las modificaciones pueden producir una variante que sea un
fragmento funcional de una determinada OglLuc o variante de OglLuc. Un fragmento funcional es un fragmento que
es menor que una secuencia parental de longitud completa que tiene la misma actividad funcional que la secuencia
parental de longitud completa. La actividad funcional es la capacidad de mostrar luminiscencia. Las modificaciones
pueden producir una variante que sea una secuencia permutada de la secuencia parental, tal como una secuencia
permutada circularmente y secuencias permutadas que comprenden eliminaciones e/o inserciones.

Varias de las variantes de OglLuc desveladas en el presente documento han recibido nombres abreviados para
facilitar la descripcion. El término "CI+A4E" (también conocida como "CIA4E") se refiere a una variante particular de
OgLuc con las sustituciones de aminoacidos A4E, QIIR, A33K, V44I, A54F, P115E, Q124K, Y138l y N166R relativos
ala SEQ ID NO: 1 (SEQ ID NO: 2 y 3) (donde el formato "xn.°" indica un aminodacido parental “x” en una posicién
"n.°" que se cambia al aminoacido de la variante “y”). Las variantes de la variante de OgLuc C1+A4E que se
presentan en el presente documento contienen al menos las sustituciones de aminoacidos que se encuentran en
CI+A4E, a menos que se indique lo contrario. El término "IVY" se refiere a una variante de la variante de OglLuc
C1+A4E que tiene sustituciones de aminoacidos adicionales F54l, 190V y F77Y con respecto a SEC ID NO: 1 (SEQ
ID NO: 8 y 9). El término "IV" se refiere a otra variante de la variante de OgLuc C1+A4E, que tiene sustituciones de
aminoacidos adicionales F541 e 190V con respecto a SEQ ID NO: 1 (SEQ ID NOS: 14 y 15). El término "QC27" se
refiere a otra variante mas de la variante de OgLuc C1+A4E, que tiene las sustituciones de aminoacidos adicionales
Q18L, F541, L92H y Y109F con respecto a SEC ID NO: 1 (SEQ ID NO: 4 y 5). El término "QC27-9a" se refiere a una
variante de la variante de OgLuc QC27 con las sustituciones de aminoacidos adicionales V21L, F68Y, L72Q, M75K,
H92R y V158F en comparaciéon con SEC ID NO: 1 (SEQ ID NO: 6 y 7). El término "9B8" se refiere a una variante de
la variante de OglLuc IV con las sustituciones de aminoacidos adicionales Q18L, F68Y, L72Q y M75K en
comparacién con SEC ID NO: 1 (SEQ ID NO: 18 y 19). El término "9B8 opt" se refiere a la versiéon de codén
optimizado de la variante 9B8 (SEQ ID NO: 24). El término "9B8 opt+K33N" se refiere a una variante de la variante
9B8 opt con la sustitucion de aminoacido adicional K33N en comparacion con SEC ID NO: 1 (SEQ ID NO: 42 y 43).
El término "9B8 opt+K33N+170G" se refiere a una variante de la variante "9B8 opt+K33N" con una glicina adicional
afnadida al extremo C-terminal de la variante, es decir, 170G en comparacién con SEC ID NO: 1 (SEQ ID NO: 68 y
69). Los términos "L27V+T39T+K43R+YB8D" y "L27V" se refieren a una variante de la variante "9B8 opt+K33N" con
las sustituciones de aminoacidos adicionales L27V, T39T, K43R y YB8D con respecto a SEQ ID NO: 1 (SEQ ID NO:
88 y 89). Los términos "T39T+K43R+YB8D" y "V2" se refieren a una variante de la variante "9B8 opt+K33N" con las
sustituciones de aminoacidos adicionales T39T, K434 y Y68D en comparacioén con SEQ ID NO: 1 (SEQ ID NO: 92 y
93).

En general, "potenciado/a" significa que la propiedad en particular (por ejemplo, luminiscencia, estabilidad de la
sefial, biocompatibilidad, estabilidad de la proteina (por ejemplo, la estabilidad de la enzima), o la expresiéon de
proteinas) es mayor en relaciéon con la de la luciferasa de referencia mas la combinacion de coelenterazina o
luciferasa en consideracién, siendo el aumento del al menos 1 %, al menos 5 %, al menos 10 %, al menos 20 %, al
menos 25 %, al menos 50 %, al menos 75 %, al menos 90 %, al menos 100 %, al menos 200 %, al menos 500 % o
al menos 1000 % mayor que la luciferasa de referencia mas la combinacion de coelenterazina o luciferasa en
consideracion.

El término "luminiscencia" se refiere a la produccion de luz de la variante de OglLuc en condiciones apropiadas, por
ejemplo, en presencia de un sustrato adecuado tal como una coelenterazina. La produccion de luz se puede medir
como una medida instantanea o casi instantanea de la produccién de luz (que a veces se denomina luminiscencia "T
= 0" o "ultrarrapida") al inicio de la reaccién de luminiscencia, que se puede iniciar tras la adicién del sustrato de
coelenterazina. La reaccion de luminiscencia se puede llevar a cabo en una solucién. La reacciéon de luminiscencia
también se puede llevar a cabo sobre un soporte sélido. La solucién puede contener un lisado, por ejemplo, de las
células en un sistema de expresién procariota o eucariota. La expresion se puede producir en un sistema libre de
células, o la proteina luciferasa se puede secretar en un medio extracelular, de modo que, en este ultimo caso, no
sea necesario producir un lisado. La reaccion se puede iniciar mediante la inyeccion de materiales apropiados, por
ejemplo, coelenterazina, tampoén, etc., en una camara de reaccién (por ejemplo, un pocillo de una placa de multiples
pocillos tal como una placa de 96 pocillos) que contenga la proteina luminiscente. La variante de OglLuc y/o la nueva
coelenterazina se pueden introducir en un hospedador, realizandose las mediciones de luminiscencia en el
hospedador o en una parte del mismo, que puede incluir un organismo completo o células, tejidos, explantes o
extractos de los mismos. La camara de reaccion puede estar situada en un dispositivo de lectura que pueda medir la
produccién de luz, por ejemplo, usando un luminémetro o fotomultiplicador. La produccion de luz o luminiscencia
también se pueden medir a lo largo del tiempo, por ejemplo, en la misma camara de reaccion durante un periodo de
segundos, minutos, horas, etc. La produccién de luz o luminiscencia se pueden presentar como la media a lo largo
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del tiempo, la semivida de descomposicién de la sefial, la suma de la sefial durante un periodo de tiempo o la
produccién maxima. La luminiscencia puede medirse en unidades relativas de luz (URL).

La "luminiscencia potenciada" de una variante de OglLuc se puede deber a una o mas de las siguientes
caracteristicas: una mayor producciéon de luz (es decir, brillo), mayor especificidad de sustrato, estabilidad de la
sefial potenciada y/o duracién de la sefial potenciada. La estabilidad de la sefial potenciada incluye un aumento en
el tiempo durante el que la sefal de una luciferasa sigue en luminiscencia, por ejemplo, medido por la semivida de
descomposicion de la sefial en un curso de tiempo. La luminiscencia potenciada se puede determinar con respecto a
la propiedad comparable de una luciferasa tal como OglLuc de tipo silvestre, una proteina variante de OglLuc,
luciferasa de Renilla (por ejemplo, hRIuc) o luciferasa de luciérnaga (por ejemplo, la luciferasa Luc2 de Photinus
pyralis) combinada con un sustrato natural conocido o nuevo, como se muestra en los siguientes Ejemplos. Por
ejemplo, la luminiscencia de una variante de OglLuc dada en combinacion con un determinada coelenterazina
(incluyendo coelenterazinas naturales, conocidas o nuevas) se puede comparar con las propiedades de una de las
variantes de OgLuc C1+A4E, IV o IVY en combinacién con cualquiera de entre una coelenterazina natural, conocida
0 nueva desvelada en el presente documento, usando uno o mas de los ensayos desvelados en los Ejemplos
siguientes. En particular, la luminiscencia potenciada se puede determinar mediante la medicién de la sefal de
luminiscencia (URL) procedente de la incubacién de lisados bacterianos que contienen variantes de OglLuc en
cuestion con el sustrato, PBI-3939. Las mediciones se realizan en un reactivo que puede contener TERGITOL™
para proporcionar una cinética de tipo Glo, por ejemplo, en el que se ralentiza la inactivacion de la enzima y se
estabiliza la sefial de luminiscencia, lo que se describe en otra parte de la solicitud. Algunas variantes de la
luciferasa, por ejemplo, L27V, con ciertos compuestos, por ejemplo, PBI-3939, proporcionan una duracion
prolongada de la emisién luminiscente o cinética de tipo resplandor, en ausencia de TERGITOL™. La sefial de
luminiscencia se puede comparar con la de un punto de referencia, tal como la variante C1+A4E con coelenterazina
o coelenterazina-h o luciferasa de Renilla con coelenterazina natural.

"Estabilidad enzimatica" se refiere a la estabilidad de la actividad enzimatica (es decir, la tolerancia de la actividad
enzimatica a las condiciones de reaccion). La estabilidad enzimatica potenciada se refiere a la estabilidad
potenciada de la actividad enzimatica (es decir, la tolerancia potenciada a las condiciones de reaccion). La
estabilidad enzimatica potenciada incluye una estabilidad térmica potenciada (por ejemplo, la estabilidad a
temperaturas elevadas) y la estabilidad quimica (por ejemplo, la estabilidad en presencia de inhibidores o agentes
desnaturalizantes tales como detergentes, incluyendo, por ejemplo, TRITON™ X-100). La estabilidad enzimatica se
puede usar como una medida de la estabilidad de la proteina, sobre todo en condiciones conocidas por ser
perjudiciales para la estructura proteica, tales como las altas temperaturas o la presencia de desnaturalizantes
quimicos. En particular, estabilidad de la proteina potenciada se puede determinar usando el analisis térmico como
se describe en otra parte de la solicitud (por ejemplo, en el Ejemplo 28). La sefial de luminiscencia se puede
comparar con el punto de referencia de la variante C1+A4E con coelenterazina o coelenterazina-h o luciferasa de
Renilla con coelenterazina natural.

"Biocompatibilidad" se refiere a la tolerancia de una célula (por ejemplo, procariota o eucariota) a una luciferasa y/o
compuesto de coelenterazina. La biocompatibilidad de una luciferasa y/o compuesto de coelenterazina esta
relacionada con el estrés que provoca en la célula hospedadora. Por ejemplo, una luciferasa que no es tolerada por
la célula (es decir, una que estrese a una célula) no se puede expresar eficazmente dentro de la célula, por ejemplo,
la luciferasa se puede expresar dentro de la célula, pero muestra actividad reducida debido a la formacién de
cuerpos de inclusién por la proteina expresada. La biocompatibilidad de una luciferasa se relaciona con la capacidad
de las células para tolerar la insercion del gen foraneo, es decir, un transgén que contiene el gen que codifica la
luciferasa o el fragmento de la misma, con lo que las células con el transgén no presentan manifestaciones de
estrés, incluyendo la induccién de las vias de respuesta al estrés, la reducciéon de la tasa de crecimiento y/o la
reduccion de la viabilidad (por ejemplo, menor numero de células vivas, menor integridad de la membrana o
mayores velocidades de apoptosis). Otras indicaciones de estrés celular pueden incluir cambios en la expresion
génica, las vias de sefalizacién y/o las vias de regulacion. La biocompatibilidad potenciada de una variante de
OgLuc se puede deber a factores tales como la expresion de proteinas potenciada y/o el menor estrés celular. La
expresion potenciada de luminiscencia para un determinado polinucleotido, que codifica una variante de OglLuc se
puede determinar en relacién con los niveles de expresion de luminiscencia para un polinucleétido que codifica
OgLuc de tipo silvestre o una proteina variante de OgL.uc, incluyendo polinucleétidos de codones optimizados, en los
que la actividad de luminiscencia se puede usar como un medio para controlar los niveles de expresion de proteinas.

En particular, la biocompatibilidad potenciada de la variante de OglLuc, el nuevo compuesto de coelenterazina y/o
una combinacion de los mismos se puede determinar mediante la medicion de la viabilidad celular y/o la tasa de
crecimiento de las células. Por ejemplo, la biocompatibilidad potenciada de las variantes de OglLuc se puede
determinar mediante la medicién de la viabilidad celular y/o la tasa de crecimiento de las células que contienen las
variantes de OglLuc en comparacién con las células que contienen luciferasa de luciérnaga o de Renilla o sin
luciferasa, en ausencia de cualquier compuesto de coelenterazina para determinar el grado de compatibilidad y/o
toxicidad de la luciferasa en las células. La biocompatibilidad potenciada de los nuevos compuestos de
coelenterazina se puede determinar mediante la medicién de la viabilidad celular en ausencia de la expresion de
luciferasa de las células expuestas al nuevo compuesto de coelenterazina en comparaciéon con coelenterazinas
naturales o conocidas para determinar el grado de compatibilidad y/o toxicidad del compuesto de coelenterazina en
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las células. La biocompatibilidad potenciada de una combinacién de una variante de OglLuc con un nuevo
compuesto de coelenterazina se puede determinar mediante la medicion de la viabilidad celular y/o de la tasa de
crecimiento de las células que contienen la variante de OglLuc y expuestas a la nueva coelenterazina y en
comparacioén con las células que contienen la luciferasa de luciérnaga o de Renilla o sin luciferasa y expuestas a
coelenterazinas naturales o conocidas.

En particular, la biocompatibilidad potenciada se puede determinar usando el analisis de la viabilidad celular como
se describe en otra parte de la solicitud (por ejemplo, usando un ensayo CellTiter-GLO® como se describe en el
Ejemplo 18 o un ensayo de apoptosis, tal como aquel en el que se usa la tecnologia CASPASE-GLO® de acuerdo
con las instrucciones del fabricante) o uno conocido en la técnica. El efecto de una variante de OglLuc sobre la
viabilidad celular o la apoptosis se puede comparar con el efecto de una luciferasa de referencia, tal como la variante
C1+A4E, una luciferasa de luciérnaga o luciferasa de Renilla. El efecto del nuevo compuesto de coelenterazina
sobre la viabilidad celular o la apoptosis se puede comparar con el efecto de los compuestos de coelenterazina
naturales o conocidos sobre la viabilidad o la apoptosis celular.

La biocompatibilidad potenciada también se puede determinar midiendo el efecto de la variante de OglLuc y/o el
nuevo compuesto de coelenterazina sobre el crecimiento celular o la expresién génica. Por ejemplo, la
biocompatibilidad potenciada de la variante de OglLuc se puede determinar midiendo el numero de células después
de un periodo de tiempo o mediante la determinacion de la expresion de genes de respuesta al estrés en una
muestra de células que contenga la variante de OglL.uc en comparacién con las células que contienen otro luciferasa
o sin luciferasa. La biocompatibilidad potenciada del nuevo compuesto de coelenterazina se puede determinar
midiendo el numero de células después de un periodo de tiempo o mediante la determinacién de la expresién de
genes de respuesta al estrés en una muestra de células que estén expuestas al nuevo compuesto coelenterazina en
comparacién con las células expuestas a coelenterazinas naturales o conocidas, o sin coelenterazinas. El efecto de
la variante de OgLuc sobre el crecimiento celular o la expresion génica se puede comparar con una luciferasa de
referencia, tal como la variante C1+A4E, una luciferasa de luciérnaga o luciferasa de Renilla. El efecto de la nueva
coelenterazina sobre el crecimiento celular o la expresion génica se puede comparar con coelenterazinas naturales
o conocidas.

La identificacién de lineas celulares estables, soélidas, que expresen una variante de OglLuc de la presente
divulgacion, ya sea en el citoplasma o como una forma secretada, puede verse facilitada por la sefial brillante de la
luciferasa y el pequefio tamafio del gen OglLuc. Se espera que la secuencia de genes relativamente pequefia
reduzca la probabilidad de inestabilidad genética resultante de la integracion del ADN foraneo en el genoma de una
célula. Como resultado del aumento de brillo de las variantes de OglLuc y/o de las nuevas coelenterazinas segun lo
desvelado en el presente documento, menos expresion de proteinas y, por tanto, menos ADN necesario para la
transfeccion, puede producir un nivel dado de brillo en comparaciéon con otras luciferasas conocidas tales como
luciferasa OgLuc natural, de luciérnaga o de Renilla, lo que contribuye a una biocompatibilidad potenciada para las
variantes de OglLuc y/o las nuevas coelenterazinas. La biocompatibilidad potenciada de las variantes de OglLuc se
puede medir mediante la cantidad de ADN o de los reactivos, por ejemplo, productos quimicos de transfeccion,
necesaria en las transfecciones transitorias para generar células con el mismo nivel de luminiscencia que las células
transfectadas con otras luciferasas, por ejemplo, luciferasa OglLuc natural, de luciérnaga o de Renilla. La cantidad de
ADN de la variante de OglLuc o reactivos necesaria para la transfeccién es inferior a la cantidad necesaria para otra
luciferasa, por ejemplo, OglLuc natural, luciferasa de luciérnaga o de Renilla, para generar células transfectadas con
el mismo nivel de luminiscencia obtenido con la otra luciferasa. La biocompatibilidad potenciada de las variantes de
OglLuc se puede medir por el tiempo de recuperacion de las células tras la transfeccién. La cantidad de tiempo
necesaria para la recuperacion después de la transfecciéon con la variante de OglLuc puede ser inferior al tiempo
necesario para otra luciferasa, por ejemplo, luciferasa OglLuc natural, de luciérnaga o de Renilla.

La "especificidad de sustrato relativa" se determina dividiendo la luminiscencia de una luciferasa en presencia de un
sustrato de coelenterazina de ensayo entre la luminiscencia de la luciferasa en presencia de un sustrato de
coelenterazina de referencia. Por ejemplo, la especificidad relativa se puede determinar dividiendo la luminiscencia
de una luciferasa con una coelenterazina nueva descrita en el presente documento entre la luminiscencia de la
luciferasa con una coelenterazina diferente (por ejemplo, coelenterazina natural o conocida, véase la FIG. 1 para
consultar ejemplos, o una nueva coelenterazina diferente de la presente divulgacion). El sustrato de coelenterazina
de ensayo y el sustrato de coelenterazina de referencia que se comparan se consideran un par de sustratos de
comparacién para determinar la especificidad de sustrato relativa.

Un "cambio en la especificidad de sustrato relativa" se determina dividiendo la especificidad de sustrato relativa de
una luciferasa de ensayo usando un par de sustratos de comparacién entre la especificidad de sustrato relativa de
una luciferasa de referencia usando el mismo par de sustratos de comparacién. Por ejemplo, un cambio en la
especificidad relativa se puede determinar dividiendo la especificidad de sustrato relativa de una luciferasa de
ensayo con una nueva coelenterazina desvelada en el presente documento en comparacion con un coelenterazina
diferente (por ejemplo, coelenterazina natural o conocida, o una nueva coelenterazina diferente de la presente
divulgacion), entre la especificidad de sustrato relativa de una luciferasa de referencia con la misma nueva
coelenterazina de la presente divulgacién en comparacion con la misma coelenterazina diferente usada para la
luciferasa de ensayo.
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La luminiscencia con una nueva coelenterazina se puede comparar con la luminiscencia con una nueva
coelenterazina diferente. La luminiscencia con una coelenterazina natural o conocida se puede comparar con la
luminiscencia con otra coelenterazina natural o conocida. La luminiscencia con una coelenterazina natural o
conocida se puede comparar con la luminiscencia con una nueva coelenterazina.

Las nuevas coelenterazinas descritas en el presente documento incluyen propiedades tales como estabilidad fisica
potenciada (por ejemplo, estabilidad de la coelenterazina potenciada) o menor autoluminiscencia. La estabilidad
fisica de la coelenterazina se refiere al grado de estabilidad de la coelenterazina en ciertas condiciones de manera
que mantenga la capacidad de luminiscencia cuando sea usado como un sustrato por una luciferasa. La
luminiscencia que no depende de la actividad de una luciferasa o una fotoproteina se denomina autoluminiscencia.
La autoluminiscencia es la luminiscencia de una sustancia producida por la energia que se libera en forma de luz
durante la desintegracién o descomposicién. Por ejemplo, la autoluminiscencia puede ser causada por la oxidaciéon
espontanea del sustrato luminégeno de la coelenterazina.

Como se usa en el presente documento, "pura" o "purificada" significa que una especie objeto es la especie
predominante presente (es decir, en una base molar y/o masica, es mas abundante que cualquier otra especie
individual, ademas del agua, disolventes , tampones u otros componentes comunes de un sistema acuoso de la
composicion) y una fraccion purificada puede ser una composicion en la que la especie objeto comprende al menos
aproximadamente el 50 % (en una base molar) de todas las especies macromoleculares presentes. En general, una
composicion "sustancialmente pura" comprenderd mas del aproximadamente 80 % de todas las especies
macromoleculares presentes en la composicion, en algunas realizaciones, mas del aproximadamente 85 %, mas del
aproximadamente 90 %, mas del aproximadamente 95 % o mas del aproximadamente 99 %. La especie objeto se
puede purificar hasta la homogeneidad esencial (las especies contaminantes no pueden detectarse en la
composicion mediante métodos de deteccidn convencionales) en la que la composicidén consiste esencialmente en
una unica especie macromolecular.

Derivados de coelenterazina

La presente divulgacion proporciona nuevos derivados de coelenterazina que pueden ser de férmula (la) o (Ib):

(Ib)
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en las que R? se selecciona del grupo que consiste en alquilo de cadena lineal;

A ) )

o alquilo C25 de cadena lineal;
R® se selecciona del grupo que consiste en -H, -OH, -NH2, -OC(O)R o -OCH20C(O)R;
R® se selecciona del grupo que consiste en

R3
/I<H
R&
H o cicloalquilo inferior;

en la que R® y R* son ambos H o ambos alquilo C1-2;

W es -NHz, halo, -OH, -NHC(O)R, -CO:zR;

X es -S-, -O- 0 -NR%2-;

Y es -H, -OH, o0 -OR'";

Z es -CH- 0 -N-;

cada R'" es, de manera independiente, -C(O)R" o -CH20C(O)R";

R?? es H, CHs 0 CH2CHs;

cada R es, de manera independiente, alquilo C1.7 de cadena lineal o alquilo C+1-7 ramificado;
R" es alquilo C1.7 de cadena lineal o alquilo C+.7 ramificado;

los enlaces de trazos indican la presencia de un anillo opcional, que puede estar saturado o insaturado;
con la condicion de que cuando R? sea

*

OH : D}-ﬂ
D
o)

oval

¥

R8 no sea

con la condicion de que cuando R? sea
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R8 sea

RH
H

&
R
o cicloalquilo inferior; y con la condicién de que cuando R® esa NH2, R? sea

%,
v Navy

o alquilo C25; 0 R® no sea

El término "alquilo”, como se usa en el presente documento, se refiere a un resto monovalente obtenido mediante la
eliminacion de un atomo de hidrogeno de un compuesto de hidrocarburo y que puede ser saturado, parcialmente
insaturado o totalmente insaturado. El grupo alquilo puede ser una cadena lineal o ramificada. Un grupo alquilo
puede estar opcionalmente sustituido con, por ejemplo, halo. Los ejemplos de grupos alquilo de cadena lineal
incluyen, pero sin limitacion, etilo, n-propilo, n-butilo y n-propilo, n-hexilo y n-heptilo. Los ejemplos de grupos alquilo
insaturados que tienen uno o mas dobles enlaces de carbono-carbono incluyen, pero sin limitacion, etenilo (vinilo,
-CH=CHz), 2-propenilo (alilo, -CH-CH=CHz2) y butenilo. Los ejemplos de alquilo insaturado que tienen uno o mas
enlaces triples carbono-carbono incluyen, pero sin limitacién, etinilo y 2-propinilo (propargilo). Los ejemplos de
grupos alquilo ramificados incluyen isopropilo, iso-butilo, sec-butilo, t-butilo e iso-pentilo.

El término "cicloalquilo inferior", como se usa en el presente documento, se refiere a un resto monovalente obtenido
mediante la eliminacion de un atomo de hidrégeno de un compuesto de hidrocarburo que tiene de 3 a 5 atomos de
carbono. Los ejemplos de grupos cicloalquilo inferior saturados incluyen, pero sin limitaciéon, grupos tales como
ciclopropilo, ciclobutilo y ciclopentilo. Los ejemplos de grupos cicloalquilo inferior insaturados que tienen uno o mas
dobles enlaces de carbono-carbono incluyen, pero sin limitacion, grupos tales como ciclopropenilo, ciclobutenilo y
ciclopentenilo.

El término "halo", como se usa en el presente documento, se refiere a un halégeno, tal como CI, F, Bro I.

R? puede ser

X
N \.
yXesOoS.
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R2 también puede ser alquilo C2s de cadena lineal. R® puede ser

R
H
RL
cicloalquilo inferior o H. R® también puede ser bencilo. R" puede ser -C(CHs)s, -CH(CH3)2, -CH2C(CHa3)s o
-CH2CH(CHa)2.
5
La presente divulgacion proporciona compuestos que pueden ser de Férmula (l1a) o (llb):
x
o
{Ilb)
10

enlas que Xes O 0 S, Ré es H o OH, R'" es como se ha definido anteriormente, y los enlaces de trazos indican la
presencia de un anillo opcional.

La presente divulgacion proporciona compuestos que pueden ser de Férmula (l11a) o (lllb):
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H";Z

N/é)

(llle)
M

F

I=

Rr1Z
(]
R"X 7"’(

N
/yéj
N
(111b)

en las que R'? es alquilo C2s de cadena lineal, furilo o tienilo, R® es H o OH, R'" es como se ha definido
anteriormente, y los enlaces de trazos indican la presencia de una anillo opcional.

En el presente documento, se desvelan compuestos que pueden ser de Férmula (IVa) o (IVb):

Y
N \”
X
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\

-

R

(3
R (1Vh)

enlasque XesOo0S,R°es Ho OH, R"® es H,

N
R3
)<H
o cicloalquilo inferior, R3, R* y R'" son como se ha definido anteriormente, y los enlaces de trazos indican la
presencia de un anillo opcional.

En el presente documento, se describen compuestos que pueden ser de Férmula (Va) o (Vb):

OH

(Va)
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OH

(Wb}
en las que R® es bencilo, R'" es como se ha definido anteriormente, y los enlaces de trazos indican la presencia de
un anillo opcional.

5 La presente divulgacion proporciona nuevos derivados de coelenterazina que pueden ser de formula (Via) o (Vib):

R'«
G

RS

{1}
R (VTb)

en las que R? se selecciona del grupo que consiste en

X\ |x o Y o W

o alquilo C25 de cadena lineal;
R® se selecciona del grupo que consiste en -H, -OH, -NH2, -OC(O)R o -OCH20C(O)R;

10
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R® se selecciona del grupo que consiste en

RIS
H
R"
H o cicloalquilo inferior;

en la que R®y R* son ambos H o ambos alquilo C1-2;

W es -NHa, halo, -OH, -NHC(O)R, -CO:R;

X es -S-, -O- 0 -NH-;

Y es -H, -OH 0 -OR"";

Z es -CH- 0 -N-;

cada R'" es, de manera independiente, -C(O)R" o -CH20C(O)R";

cada R es, de manera independiente, alquilo C1.7 de cadena lineal o alquilo C+1.7 ramificado;

R" es alquilo C1-7 de cadena lineal o alquilo C+-7 ramificado;

los enlaces de trazos indican la presencia de un anillo opcional, que puede estar saturado o insaturado;
con la condicion de que cuando R? sea

¥

OH : D}—R
D

[0}
Q
R
~O-
R® no sea }

con la condicion de que cuando R? sea

R8 sea
R3

o cicloalquilo inferior; y
con la condicion de que cuando R® sea NH2, R2 sea

%,
/—L,;,Z_ /_“12’)_
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o alquilo C25; 0 R® no sea

Los compuestos adecuados de acuerdo con la presente divulgacion incluyen
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Isémeros, sales y formas protegidas

Ciertos compuestos pueden existir en una o mas determinadas formas geométricas, Opticas, enantioméricas,
diastereoméricas, epiméricas, estereoisdméricas, tautoméricas, conformacionales o anoméricas, incluyendo, pero
sin limitacion, formas cis y trans; formas E y Z; formas ¢, t y r; formas endo y exo; formas R, S y meso; formas Dy L;
formas d y |; formas (+) y (-); formas ceto, enol y enolato; formas sin y anti; formas sinclinales y anticlinales; formas a
y B; formas axiales y ecuatoriales; formas de barco, silla, onda, sobre y media silla; y combinaciones de las mismas,
denominadas en lo sucesivo colectivamente "isémeros" (o "formas isoméricas").

Cabe sefalar que, a excepcion de lo tratado a continuacion para las formas tautoméricas, se excluyen
especificamente del término "isémeros", como se usa en el presente documento, los isbmeros estructurales (o
constitucionales) (es decir, isomeros que difieren en las conexiones entre los atomos en lugar de simplemente en la
posicion de los atomos en el espacio). Por ejemplo, una referencia a un grupo metoxi, -OCHs, no se debe interpretar
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como una referencia a su isdmero estructural, un grupo hidroximetilo, -CH20H. Del mismo modo, una referencia a
orto-clorofenilo no se debe interpretar como una referencia a su isémero estructural, meta-clorofenilo. Sin embargo,
una referencia a una clase de estructuras bien puede incluir formas estructuralmente isoméricas incluidas en esa
clase (por ejemplo, alquilo C1.7 incluye n-propilo e iso-propilo; butilo incluye n-, iso-, sec- y terc-butilo; metoxifenilo
incluye orto-, meta- y para-metoxifenilo).

Cabe sefalar que incluidos especificamente en el término "isomero" estan los compuestos con una o mas
sustituciones isotopicas. Por ejemplo, H puede estar en cualquier forma isotopica, incluyendo 'H, 2H (D) y °H (T); C
puede estar en cualquier forma isotopica, incluyendo '2C, '3C y 'C; O puede estar en cualquier forma isotopica,
incluyendo '®0 y 80; y similares.

A menos que se especifique lo contrario, una referencia a un determinado compuesto incluye la totalidad de dichas
formas isoméricas, incluyendo mezclas (total o parcialmente) racémicas y otras mezclas de los mismos. Los
métodos de preparaciéon (por ejemplo, sintesis asimétrica) y separacion (por ejemplo, cristalizacién fraccionada y
medios cromatograficos) de dichas formas isoméricas bien son conocidos en la técnica o se obtienen facilmente
adaptando los métodos ensefiados en el presente documento, o métodos conocidos, de una manera conocida.

A menos que se especifique lo contrario, una referencia a un determinado compuesto también incluye la forma
i6nica, salina, de solvato y protegida de los mismos, por ejemplo, como se describe a continuacion. Puede ser
conveniente o deseable preparar, purificar y/o manipular una sal correspondiente del compuesto activo, por ejemplo,
una sal farmacéuticamente aceptable. Los ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables se tratan en Berge et
al., J. Pharm. Sci., 66: 1-19 (1977).

Por ejemplo, si el compuesto es anionico, o tiene un grupo funcional que puede ser aniénico (por ejemplo, -COOH
puede ser -COO-), entonces se puede formar una sal con un catién adecuado. Los ejemplos de cationes inorganicos
adecuados incluyen, pero sin limitacién, iones de metales alcalinos tales como Na* y K*, cationes alcalinotérreos
tales como Ca?* y Mg?* y otros cationes tales como Al*. Los ejemplos de cationes organicos adecuados incluyen,
pero sin limitacién, i6n amonio (es decir, NH*) e iones amonio sustituidos (por ejemplo, NHsR*, NH2R2*, NHRs*,
NR4*). Los ejemplos de algunos iones amonio sustituidos adecuados son aquellos derivados de: etilamina,
dietilamina, diciclohexilamina, trietilamina, butilamina, etilendiamina, etanolamina, dietanolamina, piperazina,
bencilamina, fenilbencilamina, colina, meglumina y trometamina, asi como aminoacidos, tales como lisina y arginina.
Un ejemplo de un ién amonio cuaternario comun es N(CHa)4*.

Si el compuesto es catiodnico, o tiene un grupo funcional que puede ser catidénico (por ejemplo, -NH2 puede ser -
NHs*), entonces, se puede formar una sal con un anion adecuado. Los ejemplos de aniones inorganicos adecuados
incluyen, pero sin limitacién, aquellos derivados de los siguientes &cidos inorganicos: acidos clorhidrico, bromhidrico
yodhidrico, sulfarico, sulfuroso, nitrico, nitroso, fosférico y fésforo. Los ejemplos de aniones organicos adecuados
incluyen, pero sin limitacién, aquellos derivados de los siguientes &cidos organicos: acidos acético, propionico,
succinico, glicélico, estearico, palmitico, lactico, malico, pamoico, tartarico, citrico, gluconico, ascorbico, maleico,
hidroximaleico, fenilacético, glutamico, aspartico, benzoico, cinamico, piruvico, salicilico, sulfanilico, 2-
acetoxibenzoico, fumarico, fenilsulfénico, toluenosulfénico, metanosulfonico, etanosulfénico, etanodisulfénico,
oxalico, pantoténico, isetidnico, valérico, lactobiénico y glucénico. Los ejemplos de aniones poliméricos adecuados
incluyen, pero sin limitacion, aquellos derivados de los siguientes acidos poliméricos: acido tanico,
carboximetilcelulosa.

Puede ser conveniente o deseable preparar, purificar y/o manipular un solvato correspondiente del compuesto
activo. El término "solvato" se usa en el presente documento en el sentido convencional para referirse a un complejo
de soluto (por ejemplo, compuesto activo, sal de compuesto activo) y disolvente. Si el disolvente es agua, se puede
hacer referencia convenientemente al solvato como un hidrato, por ejemplo, un monohidrato, un di-hidrato, un tri-
hidrato, etc.

Puede ser conveniente o deseable preparar, purificar y/o manipular el compuesto activo en una forma quimicamente
protegida. La expresion "forma quimicamente protegida", como se usa en el presente documento, se refiere a un
compuesto en el que uno o mas grupos funcionales reactivos estan protegidos de reacciones quimicas no deseadas,
es decir, estan en forma de un grupo protegido o protector (también conocido como un grupo enmascarado o de
enmascaramiento, o un grupo bloqueado o de bloqueo). Mediante la proteccion de un grupo funcional reactivo, se
pueden realizar reacciones que incluyan otros grupos funcionales reactivos no protegidos, sin afectar el grupo
protegido; el grupo protector se puede retirar, por lo general, en una etapa posterior, sin afectar sustancialmente al
resto de la molécula. Véase, por ejemplo, “Protective Groups in Organic Synthesis” (T. Green y P. Wuts, Wiley,
1999).

Por ejemplo, se puede proteger un grupo hidroxi como un éter (-O) o un éster (-OC(=O)R), por ejemplo, como: un t-
butiléter; un bencil, benzhidril(difenilmetil) o tritil(trifenilmetil)-éter; un trimetilsili o t-butildimetilsilil-éter; o un
acetiléster (-OC(=0)CHs, -OAc). Por ejemplo, un grupo aldehido o cetona puede protegerse como un acetal o cetal,
respectivamente, en los que el grupo carbonilo (>C=0) se convierte en un diéter (>C(OR)2), mediante la reaccion
con, por ejemplo, un alcohol primario. El grupo aldehido o cetona se regenera faciimente por hidrélisis usando un
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gran exceso de agua en presencia de acido. Por ejemplo, un grupo amina se puede proteger, por ejemplo, como una
amida o un uretano, por ejemplo, como: una metilamida (-NHCO-CHs); una benciloxiamida (-NHCO-OCH:2CsHs,
-NHCbz); como una t-butoxi-amida (-NHCO-OC(CHzs)s, -NH-Boc); una 2-bifenil-2-propoxi-amida (-NHCO-
OC(CHs3)2CeH4CsHs, -NH-Bpoc), como una 9-fluorenilmetoxiamida (-NH-Fmoc), como una 6-nitroveratriloxiamida
(-NH- Nvoc), como una 2-trimetilsililetiloxiamida (-NH-Teoc), como una 2,2,2-tricloroeiloxiamida (-NH-Troc), como
una aliloxiamida (-NH-Alloc), como una 2(-fenilsulfonil)etiloxiamida (-NH-Psec); o, en casos adecuados, como un N-
oxido.

Por ejemplo, un grupo de acido carboxilico se puede proteger como un éster, por ejemplo, como: un éster de alquilo
C17 (por ejemplo, un éster de metilo; un éster de t-butilo); un éster de haloalquilo C1.7 (por ejemplo, un éster de
trihaloalquilo C1-7); un éster de tri-alquil C1-7-silil-alquilo C1.7; o un éster de aril Cs-20-alquilo C1-7 (por ejemplo, un éster
de bencilo; un éster de nitrobencilo); o como una amida, por ejemplo, como una metilamida.

Por ejemplo, un grupo tiol se puede proteger como un tioéter (-SR), por ejemplo, como: un tioéter de bencilo; un éter
de acetamidometilo (-S-CH2NHC(=0)CHzs).

Sintesis de derivados de coelenterazina

Los derivados de coelenterazina descritos en el presente documento se pueden sintetizar de acuerdo con los
métodos detallados en los Ejemplos 1-16.

Luciferasa de Oplophorus mutante

Se pueden usar varias técnicas como las descritas en el presente documento para identificar los sitios de sustitucion
de aminoacidos para producir un polipéptido OglLuc sintético mejorado. Se usaron técnicas adicionales para
optimizar los codones de los polinucleétidos que codifican los diversos polipéptidos con el fin de aumentar la
expresion de los polipéptidos. Se encontré que la realizacion de una o mas sustituciones de aminoacidos, ya sea
solas o en diversas combinaciones, produjo polipéptidos de tipo OglLuc sintéticos que tenian una mayor
luminiscencia (por ejemplo, mayor brillo, mayor estabilidad de la sefial, mayor estabilidad enzimatica y/o cambio en
la especificidad de sustrato relativa). Ademas, al incluir una o mas sustituciones de optimizaciéon de codones en los
polinucleétidos que codifican los diversos polipéptidos sintéticos de variantes de Ogluc potencié la expresién de los
polipéptidos en diversos sistemas de expresion eucariotas y procariotas. En el presente documento, se desvela un
polinucleétido que codifica un polipéptido sintético de variante de OglLuc que es soluble y activo en la forma
monomeérica, cuando se expresa en células procariotas y/o eucariotas.

Las variantes de OglLuc descritas en el presente documento se pueden acoplar a cualquier proteina de interés o
molécula de interés. Las variantes pueden ser proteinas de fusién, por ejemplo, algunas variantes se acoplan a un
polipéptido HALOTAG® unido bien por el extremo N-terminal o por el extremo C-terminal. A menos que se indique lo
contrario, las variantes que son fusiones HALOTAG® incluyen “HT7” como parte del nombre, por ejemplo, "IVY-HT7”.
Una secuencia sefial (por ejemplo, la secuencia sefial natural de Oplophorus gracilirostris) también se puede unir al
extremo N-terminal de la proteina de fusiéon para facilitar la secrecion de la proteina de fusion de la célula. Las
secuencias sefal, distintas de la secuencia sefal de origen natural de OglLuc luciferasa, se conocen en la técnica
por facilitar la secrecion de proteinas en células de mamifero u otros tipos de células. Las secuencias sefial, en
combinacién con secuencias de anclaje a la membrana, se pueden usar para colocar o mostrar variantes de Ogluc
en la superficie externa de la membrana celular. Otros métodos, conocidos en la técnica también se pueden usar
para colocar variantes de OglLuc en la membrana o en otros lugares dentro de la célula.

En el presente documento, se desvela una luciferasa de decapodo modificada que puede tener la luminiscencia
potenciada con respecto a la correspondiente luciferasa de decapodo de variante parental. Por ejemplo, la variante
parental de OglLuc es CI+A4E, IVY, IV, QC27, QC27-9a, 9B8, 9B8 opt+K33N, 9B8 opt+K33N+170G, V2 o "L27V".
En el presente documento, se describe una luciferasa de decapodo modificada que puede utilizar una nueva
coelenterazina. La luciferasa de decapodo modificada puede tener un cambio en la especificidad relativa por
coelenterazinas naturales, conocidas o nuevas. Como alternativa, la luciferasa de decapodo modificada puede tener
un cambio en la especificidad relativa con respecto a una variante de luciferasa de decapodo, parental
correspondiente.

La variante de luciferasa de decapodo, parental correspondiente, puede ser una especie de decapodo, incluyendo
diversas especies de familias del orden de los decapodos que incluye, sin limitacién, las luciferasas de la familia,
Aristeidae, incluyendo Plesiopenaeus coruscans; la familia Pandalidea, incluyendo Heterocarpus y Parapandalus
richardi, la familia Solenoceridae, incluyendo Hymenopenaeus debilis y Mesopenaeus tropicalis; la familia
Luciferidae, incluyendo Lucifer typus; la familia Sergestidae, incluyendo Sergestes atlanticus, Sergestes arcticus,
Sergestes armatus, Sergestes pediformis, Sergestes comutus, Sergestes edwardsi, Sergestes henseni, Sergestes
pectinatus, Sergestes sargassi, Sergestes similis, Sergestes vigilax, Sergia challengers, Serbia grandis, Sergia
lucens, Sergia prehensilis, Sergia potens, Sergia robusta, Sergia scintillans y Serbia splendens; la familia
Pasiphaeidae, incluyendo Glyphus marsupialis, Leptochela bermudensis, Parapasiphae sulcatifrons y Pasiphea
tarda; la familia Oplophoridae, incluyendo Acanthephyra acanthitelsonis, Acanthephyra acutifrons, Acanthephyra
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brevirostris, Acanthephyra cucullata, Acanthephyra curtirostris, Acanthephyra eximia, Acanthephyra gracilipes,
Acanthephyra kingsleyi, Acanthephyra media, Acanthephyra microphthalma, Acanthephyra pelagica, Acanthephyra
prionota, Acanthephyra purpurea, Acanthephyra sanguinea, Acanthephyra sibogae, Acanthephyra stylorostratis,
Ephyrina bifida, Ephyrina figueirai, Ephyrina koskynii, Ephyrina ombango, Hymenodora glacialis, Hymenodora
gracilis, Meningodora miccyla, Meningodora mollis, Meningodora vesca, Notostomus gibbosus, Notostomus
auriculatus, Oplophorus gracilirostris, Oplophorus grimaldii, Oplophorus novaezealandiae, Oplophorus spinicauda,
Oplophorus folinceus, Oplophorus spinosus, Oplophorus typus, Sistellaspis braueri, Systellaspis cristata, Systellaspis
debilis y Systellaspis pellucida; y la familia Thalassocaridae, incluyendo Chlorotocoides spinicauda, Thalassocaris
crinita y Thalassocaris lucida. La luciferasa modificada puede tener mayor emision de luminiscencia, por ejemplo, al
menos 1,3 veces, al menos 2 veces o al menos 4 veces, en una célula procariota y/o una célula eucariota con
respecto a la luciferasa correspondiente de tipo silvestre. Se pueden comparar una o mas propiedades de la
luciferasa de decapodo modificada con propiedades comparables de una luciferasa de otra especie, por ejemplo,
una luciferasa de luciérnaga o una luciferasa de Renilla.

La variante de OglLuc puede tener al menos 60 %, por ejemplo, al menos 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %,
95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 %, o 100 %, de identidad de secuencia de aminoacidos con SEQ ID NO: 3, 5, 7, 9, 11,
13, 15,17, 19, 21, 27, 35, 37, 39, 41, 43 , 45, 47, 49, 51, 53, 56, 58, 60, 62, 64, 69, 71, 73, 75, 77, 79, 81, 83, 85, 87,
89, 91, 93 0 95. La variante de OglLuc, o un fragmento funcional de la misma, puede tener no mas de 5 diferencias, o
mas preferentemente, no mas de 4, 3, 2 o 1 diferencias, o lo mas preferentemente ninguna diferencia, estando las
diferencias en las posiciones correspondientes a la posicion del patrén 1, 2, 3, 5, 8, 10, 12, 14, 15, 17 o0 18 de la
Férmula (VIl) de acuerdo con la Tabla 4. Las diferencias también pueden incluir huecos o inserciones entre las
posiciones del patrén de la Tabla 4.

La variante de OglLuc desvelada en el presente documento puede tener una o mas secuencias de aminoacidos
heterologas en el extremo N-terminal, C-terminal o ambos (un polipéptido de fusién tal como uno con un epitopo o
marcador de fusion) que, opcionalmente, interaccionen directa o indirectamente con una molécula de interés. La
presencia de la/s secuencial/s heter6loga/s puede no alterar sustancialmente la luminiscencia de la variante de
OgLuc bien antes o después de la interacciéon con la molécula de interés. La secuencia de aminoacidos heteréloga
puede ser un marcador de epitopo. La secuencia de aminoacidos heteréloga puede ser aquella que, durante o
después de la interaccién con una molécula de interés, sufra un cambio de configuracion, que a su vez modifique la
actividad de la variante de OglLuc, por ejemplo, una variante de OgLuc con dicha secuencia de aminoacidos es util
para detectar interacciones alostéricas. La variante de OglLuc o una fusién con la variante de OgLuc o un fragmento
de la misma se puede emplear como un indicador.

Un fragmento de una variante de OgLuc como la desvelada en el presente documento se puede fusionar a una
secuencia de aminoacidos heterdloga, formando la fusion de este modo un barril beta, siendo la proteina de fusién
capaz de generar luminiscencia desde un coelenterazina de origen natural o un analogo de la misma incluyendo las
diversas coelenterazinas conocidas descritas en el presente documento, o una nueva coelenterazina de la presente
divulgacion.

También se proporciona un polinucleétido que codifica una variante de OglLuc descrita en el presente documento o
una fusion de la misma, una célula hospedadora aislada que tiene el polinucleétido o la variante de OgLuc o una
fusién de la misma, y métodos de uso del polinucleétido, de la variante de OglLuc o de una fusion de la misma o
célula hospedadora descrita en el presente documento.

El término "identidad", en el contexto de dos o mas acidos nucleicos o secuencias polipeptidicas, se refiere a dos o
mas secuencias 0 subsecuencias que son iguales o tienen un porcentaje especificado de restos de aminoacidos o
nucleétidos que son iguales cuando se comparan y alinean para una correspondencia maxima en una franja de
comparacién o region designada medida usando cualquier nimero de algoritmos de comparacién de secuencias o
mediante alineacion manual e inspeccién visual. Los métodos de alineacion de secuencia para la comparacion son
bien conocidos en la técnica. La alineacién 6ptima de secuencias para su comparacion se puede realizar mediante
el algoritmo de Smith et al., (J. Mol. Biol. 147: 195-197 (1981)), mediante el algoritmo de alineacién de homologia de
Needleman y Wunsch, (J. Mal. Biol., 48: 443-453 (1970)), mediante la busqueda del método de similitud de Pearson
y Lipman, (Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 85: 2444-2448 (1988)), mediante implementaciones computarizadas de
algoritmos, por ejemplo, FASTA, SSEARCH, GGSEARCH (disponible en el servidor FASTA de la Universidad de
Virginia por Wiliam R. Pearson http://fasta.bioch.virginia.edu/fasta_wwwz2/fasta_intro.shtml), la serie Clustal de
programas (Chenna et al., Nucl. Acids Res. 31(13):3497-3500 (2003); ejemplos disponibles en http://www.ebi.ac.uk o
http://www.ch.embnet.org), u otro programa informatico de analisis de secuencias. Se sabe en la técnica que la
generacion de alineaciones con la maxima correspondencia entre las secuencias de polipéptidos con importantes
modificaciones de la secuencia (por ejemplo, alteracion del orden de dominio, dominios que faltan/afiadidos,
repeticion de dominios, transposicion de dominios, permutaciéon circular) puede implicar el uso de métodos
especializados, tales como el método ABA (Raphael et al., Genome Res. 14(11):2336-2346 (2004)), otros métodos
adecuados, o realizar la alineacién con dos copias idénticas concatenadas de las secuencias polipeptidicas.

Las expresiones "molécula de acido nucleico" o "secuencia de acido nucleico" y el término “polinucleétido” como se
usan en el presente documento, se refieren a acido nucleico, incluyendo ADN o ARN, que comprende las
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secuencias de codificacion necesarias para la produccion de un precursor de polipéptido o proteina. El polipéptido
codificado puede ser un polipéptido de longitud completa, un fragmento del mismo (de longitud inferior a la completa)
o una fusién de bien el polipéptido de longitud completa o fragmento del mismo con otro polipéptido, produciendo un
polipéptido de fusién.

Un polinucleétido que codifica una proteina o un polipéptido significa una secuencia de &acido nucleico que
comprende la region de codificacién de un gen, o en otras palabras, la secuencia de acido nucleico que codifica un
producto génico. La regién codificante puede estar presente en forma de ADNc, de ADN gendémico o de ARN.
Cuando esta presente en una forma de ADN, el oligonucleétido puede ser de cadena sencilla (por ejemplo, la
cadena sentido) o de doble cadena. Se pueden colocar elementos de control adecuados tales como
potenciadores/promotores, uniones de corte y empalme, sefiales de poliadenilacion, etc., en estrecha proximidad
con la regiéon codificante del gen si es necesario para permitir la iniciacion adecuada de la transcripcion y/o el
procesamiento correcto de la transcripcion de ARN principal. Otros elementos de control o reguladores incluyen,
pero sin limitacion, los sitios de unién de factores de transcripcion, sefiales de corte y empalme, sefiales de
poliadenilacion, sefiales de terminacion y elementos potenciadores.

Los términos "péptido"”, "proteina" y "polipéptido" pretenden significar cadenas de aminoacidos de diferentes
longitudes, independientemente de la modificacion posterior a la traduccién (por ejemplo, glicosilacion o
fosforilacion). Las moléculas de acido nucleico desveladas en el presente documento codifican una variante de una
proteina variante artificial (es decir, sintética) o fragmento polipeptidico de la misma, que tiene una secuencia de
aminoacidos que es al menos 60 %, por ejemplo, al menos 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia de aminoacidos con la secuencia de aminoacidos de la proteina
parental de la que se deriva, pudiendo ser la proteina parental una secuencia de origen natural (natural o de tipo
silvestre) o una secuencia variante que posteriormente se modifica adicionalmente. La expresion "polipéptido de
fusion" o "proteina de fusion" se refiere a una proteina quimérica que contiene una proteina de referencia (por
ejemplo, variante de OglLuc) unida por el extremo N- y/o C-terminal a una o mas secuencias heterélogas (por
ejemplo, un polipéptido no OglLuc). La secuencia heterdloga puede incluir, pero sin limitacion, proteinas indicadoras
tales como la proteina de fusion HALO-TAG® (Promega Corp.), FIAsH (aglutinante de hélice de arsénico de
fluoresceina) y ReAsH (aglutinante de hélice de arsénico rojo) (por ejemplo, la secuencia de reconocimiento de
marcador LUMIO™ (Invitrogen)), cloranfenicol acetiltransferasa (CAT), B-galactosidasa (3-Gal), lactamasa (P-gal),
resistencia a la neomicina (Neo), GUS, galactopiranésido, proteina verde fluorescente (GFP), luciferasa (por
ejemplo, una luciferasa de Renilla reniformis, una luciferasa de luciérnaga (por ejemplo, Photinus pyralis o Photuris
pennsylvanica) o una luciferasa de elatérido (por ejemplo, Pyrophorus plagiophthalamus o termitilluminans
Pyrearinus) o una luciferasa de bicho de luz (por ejemplo, Phrixothrix hirtus), xilosidasa, timidina quinasa,
arabinosidasa y marcador SNAP, marcador CLIP, marcador ACP y marcador MCP (New England Biolabs). Una
proteina quimérica puede contener una variante de OglLuc unida en el extremo N-terminal a una proteina de fusion
HALOTAG® (Promega Corp.). Una proteina quimérica también puede contener una variante de OglLuc unida en el
extremo C-terminal a una proteina de fusion HALOTAG®.

Se sabe que los acidos nucleicos contienen diferentes tipos de "mutaciones”, lo que se refiere a una alteracion en la
secuencia de un nucleétido en la posicion de una determinada base con respecto a la secuencia de tipo silvestre.
Las mutaciones también pueden referirse a la insercion o eliminacién de una o mas bases de modo que la secuencia
de acido nucleico difiera de una referencia, por ejemplo, una secuencia de tipo silvestre, o la sustitucion con un
codon de parada. Una "sustitucion" se refiere a un cambio en un aminoacido de una posicién particular de una
secuencia, por ejemplo, un cambio de A a E en la posicién 4.

El término "vector" se refiere a moléculas de acido nucleico en las que se pueden insertar o clonar fragmentos de
ADN, y que se pueden usar para transferir uno o mas segmentos de ADN a una célula, siendo capaces de replicarse
en una célula. Los vectores se pueden derivar de plasmidos, bacteriéfagos, virus, cédsmidos y similares.

La expresion "de tipo silvestre" o el término "natural”, como se usan en el presente documento, se refieren a un gen
o producto génico que tiene las caracteristicas de ese gen o producto génico aislado de una fuente de origen
natural. Un gen de tipo silvestre es el que se observa con mayor frecuencia en una poblacién y, por lo tanto, se
designa arbitrariamente la forma de "tipo silvestre" del gen. Por el contrario, el término "mutante" se refiere a un gen
o producto génico que muestra modificaciones en la secuencia y/o propiedades funcionales (es decir, caracteristicas
alteradas) cuando se compara con el gen o el producto génico de tipo silvestre. Se observa que los mutantes de
origen natural pueden estar aislados; estos se identifican por el hecho de que tienen caracteristicas modificadas en
comparacién con el gen o el producto génico de tipo silvestre.

Polinucleétidos y proteinas ilustrativos

En el presente documento, se desvela una variante de OgLuc o fragmentos proteicos de la misma, por ejemplo,
aquellos con eliminaciones, por ejemplo una eliminacién de 1 a aproximadamente 5 restos, y quimeras (fusiones) de
los mismos (véase la publicacion de patente de EE.UU. n.° 2009/0253131 y la publicacion WIPO n.° WO
2007/120522) que tiene al menos una sustitucion de aminoacido con relacidon a una OglLuc de tipo silvestre,
sustitucion que da lugar a la variante de Ogluc que tiene una estabilidad potenciada, luminiscencia potenciada, por
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ejemplo, mayor emision de la luminiscencia, mayor estabilidad de la cinética de luminiscencia y/o color modificado
de la luminiscencia. Las secuencias de una variante de OglLuc son sustancialmente iguales la secuencia de
aminoacidos de una OgLuc de tipo silvestre correspondiente. Un polipéptido o péptido que tiene sustancialmente la
misma secuencia significa que una secuencia de aminoacidos es, en gran parte, pero no del todo, igual y conserva
la actividad funcional de la secuencia con la que esta relacionada. En general, dos secuencias de aminoacidos son
sustancialmente iguales si tienen al menos 60 %, por ejemplo, al menos 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 % 0 99 %), pero menos del 100 %, de identidad de secuencia de aminoacidos. La variante de OglLuc
puede estar codificada por un polinucleétido recombinante. La variante de OglLuc, o un fragmento funcional de la
misma, puede tener no mas de 5 diferencias, o mas preferentemente no mas de 4, 3, 2 o 1 diferencia, o lo mas
preferentemente ninguna diferencia, estando las diferencias en posiciones correspondientes a la posicion del patron
1,2, 3,5, 8,10, 12, 14, 15, 17 o0 18 de la Férmula (VIl) de acuerdo con la Tabla 4. Las diferencias también pueden
incluir huecos, inserciones o permutaciones entre las posiciones del patrén de la Tabla 4.

Las proteinas variantes de OglLuc o proteinas de fusion descritas en el presente documento se pueden preparar
mediante métodos recombinantes o métodos de sintesis quimica de péptidos en fase sélida. Dichos métodos son
conocidos en la técnica.

Métodos de uso y kits

Los compuestos y las proteinas desvelados en el presente documento se pueden usar en cualquier forma en la que
se hayan usado luciferasas y sustratos de luciferasa, por ejemplo, coelenterazinas. Por ejemplo, se pueden usar en
un método bioluminogénico que emplee un analogo de coelenterazina para detectar una o mas moléculas en una
muestra, por ejemplo, una enzima, un cofactor para una reacciéon enzimatica, un sustrato enzimatico, un inhibidor
enzimatico, un activador enzimatico o radicales OH, o una o mas condiciones, por ejemplo, condiciones redox. La
muestra puede incluir un animal (por ejemplo, un vertebrado), una planta, un hongo, fluido fisiolégico (por ejemplo,
sangre, plasma, orina, secreciones mucosas y similares), una célula, un lisado celular, un sobrenadante celular o
una fraccién purificada de una célula (por ejemplo, una fraccion subcelular). La presencia, la cantidad, la distribucion
espectral, la cinética de emision o la actividad especifica de dicha molécula pueden detectarse o cuantificarse. La
molécula se puede detectar o cuantificar en solucién, incluyendo soluciones multifasicas (por ejemplo, emulsiones o
suspensiones), o sobre soportes sélidos (por ejemplo, particulas, capilares o vasos de ensayo). La variante de
OglLuc se puede usar en ensayos basados en luminiscencia para detectar una enzima de interés, por ejemplo,
enzima CYP450, enzima MAO A o B, una caspasa, etc. Las nuevas coelenterazinas se podrian usar con
fotoproteinas tales como aequorina, obelina o iPhotina. La variante de OglLuc se puede usar como un donante de
energia a otra molécula (por ejemplo, a un fluoréforo, un croméforo o una nanoparticula).

En el presente documento, se describe un polinucleétido que codifica un indicador de la transcripcién. En algunas
realizaciones, la variante de OglLuc o el fragmento de la misma se podrian ligar operativamente a secuencias
reguladoras de la transcripcién, por ejemplo, uno o méas potenciadores, un promotor, una secuencia de terminacion
de la transcripcion o una combinacion de los mismos, para formar un casete de expresion. Por ejemplo, la variante
de OgLuc se podria ligar operativamente a un promotor minimo y un elemento de respuesta a cAMP (CRE).

Las proteinas desveladas en el presente documento se pueden usar como biosensores, por ejemplo, una variante
de OglLuc, que, en presencia de otra molécula (por ejemplo, una o mas moléculas de interés), o en ciertas
condiciones, tiene una o mas actividades alteradas. Al interactuar con una molécula de interés o someterse a ciertas
condiciones, el biosensor experimenta un cambio de configuracién o es modificado quimicamente, lo que provoca
una alteracion de la actividad enzimatica o de la luminiscencia, por ejemplo, actividad especifica, distribucion
espectral o cinética de emision. Por ejemplo, la variante de OglLuc desvelada en el presente documento, por
ejemplo, una variante permutada circularmente, puede comprender un dominio de interaccién para una molécula de
interés. Como alternativa, por ejemplo, la variante de OgLuc puede acoplarse a un aceptor de energia, por ejemplo,
una proteina fluorescente, y comprenden un dominio de interaccion que altera la eficiencia de la transferencia
energética desde la enzima al aceptor de energia. Por ejemplo, el biosensor se podria generar para detectar
proteasas, quinasas, un ligando, una proteina de unién tal como un anticuerpo, nucleétidos ciclicos tales como
cAMP o cGMP, o un metal tal como el calcio, mediante la insercion de una regién de sensor adecuada en la
secuencia de la variante de OglLuc. Se pueden insertar una o mas regiones de sensor en el extremo C-terminal, el
extremo N-terminal y/o en una o mas ubicaciones adecuadas de la secuencia polipeptidica, comprendiendo la regién
de sensor uno o mas aminoacidos. En el caso de una variante de OgLuc permutada circularmente, la regiéon de
sensor se puede insertar entre los extremos N- y C-terminales de la variante de OglLuc parental. Ademas, una o
todas las regiones de sensor insertadas pueden incluir aminoacidos enlazadores para acoplar el sensor al resto de
la variante polipeptidica de OglLuc. Los ejemplos de biosensores de luciferasa se desvelan en las publicaciones de
solicitud de patente de EE.UU. n.° 2005/0153310 y 2009/0305280 y la publicacién PCT n.° WO 2007/120522 A2.

Se pueden usar las variantes de OglLuc desveladas en el presente documento para transferir energia a un aceptor
de energia, por ejemplo, en un analisis de transferencia de energia de resonancia de bioluminiscencia (BRET). Por
ejemplo, las variantes de Ogluc usadas en el analisis de BRET se pueden usar para determinar si dos moléculas
son capaces de unirse entre si o ubicarse conjuntamente en una célula. Por ejemplo, una variante de OglLuc se
puede usar como una molécula donante de bioluminiscencia que se combina con una molécula o proteina de interés
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para crear una primera proteina de fusidén. La primera proteina de fusién puede contener una variante de OglLuc y
una proteina de interés. Las primeras proteinas de fusion que contienen la variante de OglLuc se pueden usar en el
analisis de BRET para detectar la interaccién proteina/proteina en sistemas que incluyen, pero sin limitacion, lisados
celulares, células intactas y animales vivos. Se puede usar HALOTAG® como una molécula aceptora fluorescente.
HALOTAG® puede fusionarse a una segunda proteina de interés o a una variante de OgLuc. Por ejemplo, una
variante de OglLuc puede fusionarse al HALOTAG®, expresado en células o animales, y marcarse con un ligando de
HALOTAG® fluorescente tal como ligando HALOTAG® TMR. La fusion se puede excitar posteriormente para que
emita fluorescencia en presencia de un sustrato de OglLuc que penetra a través de las células. Se puede realizar
una BRET usando variantes de OglLuc en combinacién con proteinas fluorescentes, incluyendo, pero sin limitacion,
la proteina verde fluorescente (GFP) o proteina roja fluorescente (RFP) o marcadores fluorescentes incluyendo
fluoresceina, verde de rodamina, verde Oregon o Alexa 488, para nombrar unos cuantos ejemplos no limitantes.

Las variantes de OgLuc y/o las nuevas coelenterazinas de la presente invencion se pueden usar en ensayos de
complementacién de proteinas (PCA) para detectar la interaccion de dos biomoléculas, por ejemplo, polipéptidos.
Por ejemplo, una variante de OgLuc descrita en el presente documento se puede separar en dos fragmentos en uno
0 mas sitios tolerantes a la separacion y cada fragmento de la variante de OglLuc separada se puede fusionar a uno
de un par de polipéptidos de interés que se cree que interactian, por ejemplo, FKBP y FRB. Si los dos polipéptidos
de interés realmente interactuan, entonces, los fragmentos de OglLuc entran en estrecha proximidad entre si para
reconstituir la variante de OglLuc activa, funcional. La actividad de la variante de OglLuc reconstituida se puede
entonces detectar y medir usando un coelenterazina natural o conocida, o una nueva coelenterazina de la presente
divulgacion. La variante de OgLuc dividida se puede usar en un sistema de complementacién mas general similar a
lac-Z (Langley et al., PNAS 72:1254-1257 (1975)) o ribonucleasa S (Levit y Berger, J. Biol. Chem. 251: 1333-1339
(1976)). Un fragmento de variante de OgLuc (designado "A") conocido por complementarse con otro fragmento de
variante de OgLuc ("B") pueden fusionarse a una proteina diana, y la fusiéon resultante se puede controlar a través de
la luminiscencia en un una célula o lisado celular que contenga el fragmento B. La fuente del fragmento B puede ser
la misma célula (por ejemplo, si el gen para el fragmento B se integra en el genoma de la célula o esta contenido en
otro plasmido dentro de la célula) o podria ser un lisado o una proteina purificada derivada de otra célula. En
algunas realizaciones, esta misma proteina de fusiéon (fragmento A) se podria capturar o inmovilizar usando una
fusién entre el fragmento B y un polipéptido tal como HALOTAG® capaz de unirse a un soporte sélido. La
luminiscencia se puede usar para demostrar la captura con éxito o para cuantificar la cantidad de material capturado.

Las variantes de OgLuc y/o las nuevas coelenterazinas de la presente invencion se pueden usar para cuantificar la
coelenterazina. Una coelenterazina (por ejemplo, una coelenterazina natural o conocida, o una nueva coelenterazina
de la presente divulgacién) se puede usar como una sonda de una actividad bioquimica especifica, por ejemplo, la
apoptosis y el metabolismo de los farmacos. La concentracion de coelenterazina se puede acoplar a una actividad
enzimatica especifica mediante una "pro-coelenterazina" o un "pro-sustrato” que pueda ser activado por la enzima
especifica de interés. La pro-coelenterazina puede ser una molécula que no pueda soportar directamente la
luminiscencia cuando se combine con la luciferasa, pero que se pueda convertir en coelenterazina a través del
procesamiento catalitico de una enzima especifica de interés. La metodologia se puede usar para enzimas tales
como las usadas en el metabolismo de farmacos, por ejemplo, las enzimas del citocromo P450, monoamina oxidasa
y glutation S-transferasa; y la apoptosis, por ejemplo, caspasas. Por ejemplo, la coelenterazina (por ejemplo, una
coelenterazina natural o conocida, 0 una nueva coelenterazina descrita en el presente documento) se puede
modificar para contener un grupo escindible, tal como 6'-O-metilo. Cuando se incuba con una enzima del citocromo
P450, la 6'0O-metilo se puede escindir y la pro-coelenterazina se puede convertir en coelenterazina que se puede
detectar con una variante de OglLuc desvelada en el presente documento. La pro-coelenterazina se puede combinar
con otros componentes necesarios para soportar la luminiscencia, por ejemplo, proteina luminiscente tal como una
variante de OgLuc descrita en el presente documento, para proporcionar un Unico reactivo y un ensayo homogéneo.
Por ejemplo, cuando se afiade el reactivo a una muestra, se puede generar luminiscencia cuando la pro-
coelenterazina se convierte en coelenterazina. Se pueden desarrollar ensayos similares para otras enzimas,
moléculas pequenas u otros procesos celulares que pueden estar vinculados a la generacion de coelenterazinas de
pro-coelenterazinas.

Las variantes de OgLuc y/o las nuevas coelenterazinas de la presente invencién se pueden usar como sistemas
indicadores de la transcripcion genética. Las variantes de Ogluc se pueden multiplexar con una luciferasa que emita
luz a una longitud de onda diferente, por ejemplo, luciferasa de escarabajo de resorte rojo (CHROMA-LUC™;
Promega Corp.). Por ejemplo, si se usa una variante de OgLuc de la presente divulgacién como un indicador
funcional, entonces se podria usar la luciferasa CHROMA-LUC™ roja para controlar los efectos inespecificos sobre
la regulacion genética o para normalizar la eficacia de transfeccion. La luminiscencia generada a partir de la variante
de OglLuc (aproximadamente 460 nm) y CHROMA-LUC™ roja (aproximadamente 610 nm) se puede resolver
facilmente usando un luminémetro con filtros diferenciadores de la longitud de onda, lo que permite la medicion de
las dos sefiales de la misma muestra. En otro ejemplo, se podria usar una variante de OglLuc desvelada en el
presente documento como un indicador de la transcripcion y emparejarla con una luciferasa que emita luz a una
longitud de onda diferente contenida en un reactivo de ensayo. Por ejemplo, se podria usar una variante de OglLuc
descrita en el presente documento como indicador de la transcripcién y emparejarla con cualquiera de aequorina o
un biosensor de luciferasa de luciérnaga permutada circularmente con cAMP, o ambos a la vez, para la deteccion de
multiples vias en una sola muestra. En dicho sistema, por ejemplo, se podria usar aequorina para la deteccién y/o la
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medicion del calcio, el biosensor para la deteccion y/o la medicién de AMPc y una variante de OglLuc para el control
de la expresidon génica cadena abajo. En otro ejemplo, se puede usar una variante de OglLuc con una o mas
luciferasas, en el que la luminiscencia de cada luciferasa se puede medir por separado mediante el uso de
inhibidores enzimaticos selectivos. Por ejemplo, la luminiscencia de una primera luciferasa se puede medir después
de la adicion de sustratos y tampones apropiados, seguida de la medicion de una segunda luciferasa tras una
posterior adicion de sustratos y tampones apropiados y uno o mas inhibidores selectivos de la primera luciferasa. En
otro ejemplo, la luciferasa contenida en un reactivo de ensayo se puede usar para medir un aspecto especifico de la
fisiologia celular, por ejemplo, ATP para estimar la viabilidad celular, o la actividad de caspasa para estimar la
apoptosis celular.

Las variantes de OgLuc desveladas en el presente documento se pueden usar como indicadores en lineas celulares
dificiles de transfectar o incluso en células primarias que no se dividen, por ejemplo, células madre o células HepG2.
Debido a su alta intensidad de sefal, las variantes de OglLuc descritas en el presente documento permitiran la
luminiscencia detectable cuando la eficacia de la transfeccion sea baja. Las variantes de OglLuc se pueden usar
como indicadores en células que sean especialmente sensibles a las condiciones asociadas con la transfeccion, por
ejemplo, que sean sensibles a concentraciones de ADN elevadas o la adicién de reactivo de transfeccion. Por lo
tanto, debido a la luminiscencia potenciada de las variantes de OgLuc de la presente divulgacién, se puede lograr un
nivel adecuado de luminiscencia usando concentraciones mas bajas de ADN, menos reactivo de transfeccion y/o
tiempos posteriores a la transfecciéon mas cortos antes de comenzar un ensayo de modo que haya una reduccién de
la carga de toxicidad en las células sensibles. La luminiscencia potenciada de las variantes de OglLuc también
permitira que una sefial se detecte en puntos temporales muy posteriores. Las variantes de OglLuc también se
pueden usar como indicadores de los promotores naturales de una sola copia.

Las variantes de OglLuc de la presente divulgacion se pueden usar como marcadores de fusion para una proteina
diana de interés como una forma de controlar los niveles intracelulares de la proteina diana. Las variantes de OglLuc
se pueden usar para controlar las proteinas especificas que participan en las vias de respuesta al estrés (por
ejemplo, dafio en el ADN, estrés oxidativo, inflamacion) en las células como una forma de probar el papel que
diversos tipos de estimulos pueden desempefar en estas vias. Las variantes de OglLuc también se pueden usar
como un medio para controlar el trafico celular de una proteina diana. Por ejemplo, las variantes de OglLuc también
se pueden fusionar a genomas virales (por ejemplo, VIH, VHC), de modo que se puedan controlar los niveles de
titulacion, es decir, la infectividad, en las células después del tratamiento con agentes antivirales potenciales. Las
variantes también se pueden fusionar a la proteina verde fluorescente (GFP) o HALOTAG® (ademas de una
proteina diana) para la clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS) con el fin de identificar clones de
expresion alta.

La identificacion de lineas celulares estables, sélidas, que expresan una variante de OglLuc desvelada en el presente
documento, ya sea en el citoplasma o como una forma secretada, puede verse facilitada por la sefial potenciada de
la variante de OglLuc y el pequefio tamafio del gen OglLuc. La secuencia del gen relativamente pequefio deberia
reducir la probabilidad de inestabilidad genética resultante de la integracion del ADN foraneo en el genoma de una
célula.

Las variantes de OglLuc de la presente divulgacion se pueden integrar en varios conceptos diferentes de
inmunoensayo. Por ejemplo, una variante de OglLuc puede fusionarse a un anticuerpo principal o secundario para
proporcionar un método de deteccién para un determinado analito. Como otro ejemplo, una variante de OglLuc
puede fusionarse a la proteina A o proteina G, y la fusion se podria usar después para detectar un anticuerpo
especifico unido a un analito en particular. Como otro ejemplo, una variante de OglLuc puede fusionarse con
estreptavidina y usarse para detectar un anticuerpo biotinilado especifico unido a un determinado analito. Como otro
ejemplo mas, los fragmentos complementarios de una variante de OglLuc pueden fusionarse con anticuerpos
primarios y secundarios, en los que el anticuerpo principal reconoce un determinado analito y el anticuerpo
secundario reconoce el anticuerpo principal. La actividad de la variante de OglLuc se puede reconstituir en presencia
de analito. Como otro ejemplo mas, una variante de OglLuc puede conjugarse con un analito (por ejemplo,
prostaglandinas) y usarse en un formato de ELISA de tipo sandwich competitivo. La variante de OglLuc conjugada
con un analito también se puede usar para detectar anticuerpos capaces de unirse al analito, permitiendo la
actividad de unién que la variante de OglLuc se una selectivamente al anticuerpo. Un ejemplo en el que se usa
luciferasa de Renilla para medir cuantitativamente los titulos de anticuerpos de los pacientes contra una diana
antigénica es el sistema de inmunoprecipitacion de la luciferasa (Burbelo et al., “Expert Review of Vaccines”
9(6):567-578 (2010)).

Las variantes de OgLuc y los nuevos sustratos descritos en el presente documento se pueden usar para la deteccion
de la luminiscencia en células vivas. Se puede expresar una variante de OglLuc en células (como indicador o de otra
manera) y las células tratadas con una coelenterazina, por ejemplo, una nueva coelenterazina tal como PBI-3939,
que penetrara a través de las células en cultivo, reaccionan con la variante de OglLuc y generan luminiscencia.
Ademas de atravesar las células, PBI-3939 muestra biocompatibilidad comparable a la coelenterazina natural en
términos de viabilidad celular. Se puede sintetizar una version de PBI-3939 que contenga las modificaciones
quimicas conocidas por aumentar la estabilidad de la coelenterazina natural en los medios y usarse para ensayos
con indicador basados en la variante de OglLuc en células vivas, mas potentes. Se puede ensayar una muestra
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(incluyendo células, tejidos, animales, etc.) que contenga una variante de OglLuc y/o una nueva coelenterazina
desvelada en el presente documento usando diversas técnicas de microscopia y de imagen. Se puede expresar una
variante de OgLuc secretable en las células como parte de un sistema indicador en células vivas.

Las variantes de OglLuc y/o las nuevas coelenterazinas desveladas en el presente documento se pueden
proporcionar como parte de un kit. El kit puede incluir una o mas variantes de OgLuc desveladas en el presente
documento (en forma de un polipéptido, un polinucleétido, o ambos) y/o un coelenterazina, junto con los reactivos y
las instrucciones adecuadas para permitir a un usuario realizar ensayos tales como los desvelados en el presente
documento. La coelenterazina puede ser cualquiera de las coelenterazinas naturales, conocidas o nuevas
desveladas en el presente documento. El kit también puede incluir uno o mas tampones, tales como los desvelados
en el presente documento.

Vectores y células hospedadoras que codifican la luciferasa modificada o fusiones de la misma

Una vez que se prepara una molécula de acido nucleico deseable que codifique una variante de OglLuc o un
fragmento de la misma, tal como aquella con actividad de luminiscencia o que se pueda complementar por otra
molécula que produzca actividad de luminiscencia, o una fusion de la misma con actividad de luminiscencia, se
puede preparar un casete de expresion que codifique la variante de OglLuc o un fragmento de la misma, por ejemplo,
uno para la complementacién, o una fusion del mismo con actividad de luminiscencia. Por ejemplo, una molécula de
acido nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica una variante de OglLuc se liga
opcionalmente operativamente a secuencias reguladoras de la transcripcion, por ejemplo, uno o mas potenciadores,
un promotor, una secuencia de terminacion de la transcripcion o una combinaciéon de los mismos, para formar un
casete de expresion. La molécula de acido nucleico o el casete de expresion se pueden introducir en un vector, por
ejemplo, un plasmido o un vector viral, que incluya opcionalmente un gen marcador seleccionable, y el vector
introducido en una célula de interés, por ejemplo, una célula procariota tal como E. coli, Streptomyces sp., Bacillus
sp., Staphylococcus sp. y similares, asi como células eucariotas, incluyendo una planta (dicotiledénea o
monocotiledénea), hongo (incluyendo levadura, por ejemplo, Pichia, Saccharomyces o Schizosaccharomyces) o una
célula de mamifero, lisados de la misma o en una mezcla de transcripcion/traduccién in vitro. Las células de
mamifero incluyen, pero sin limitacion, especies células bovinas, caprinas, ovinas, caninas, felinas, de primate no
humano, por ejemplo, de simio y humanas. Las lineas celulares de mamifero incluyen, pero sin limitacién, CHO,
COS, HEK293, HelLa, CV-1, SH-SY5Y y NIH 3T3, aunque también se pueden usar otras numerosas lineas
celulares.

La expresién de una variante de Ogluc codificada puede ser controlada por cualquier promotor capaz de expresarse
en células procariotas o células eucariotas incluyendo promotores sintéticos. Los promotores procariéticos incluyen,
pero sin limitacion, los promotores SP6, T7, TS, fac, bla, trp, gal, lac o de maltosa, incluyendo cualquier fragmento
que tenga actividad de promotor. Los promotores eucariotas incluyen, pero sin limitacién, promotores constitutivos,
por ejemplo, promotores virales tales como promotores CMV, SV40 y RSV, asi como promotores regulables, por
ejemplo, un promotor inducible o reprimible tal como el promotor tet, el promotor hsp70 y un promotor sintético
regulado por CRE, incluyendo cualquier fragmento que tenga actividad de promotor. La expresién de una variante de
OgLuc codificada también se puede controlar por procesos posteriores a la transcripcién, tales como por la
regulacién del procesamiento del ARN o la regulaciéon de la traduccion, por ejemplo, por ARNi, ARNim, ARNhc,
ARNip o por ARN o la degradacion de proteinas. La molécula de acido nucleico, el casete de expresion y/o el vector
desvelados en el presente documento se pueden introducir en una célula mediante cualquier método incluyendo,
pero sin limitacion, transformacién mediada por calcio, electroporacién, microinyeccion, lipofeccion y similares.

Secuencias optimizadas, y vectores y células hospedadoras que codifican las variantes de OgLuc

También se proporciona una molécula aislada de acido nucleico (polinucleétido) que comprende una secuencia de
acido nucleico que codifica una variante de OglLuc descrita en el presente documento, un fragmento funcional de la
misma o una de sus proteinas de fusion. La molécula de acido nucleico aislada puede comprender una secuencia de
acido nucleico que esté optimizada para la expresion en al menos un hospedador seleccionado. Las secuencias
optimizadas incluyen secuencias con optimizacion de los codones, es decir, los codones que se emplean mas
frecuentemente en un organismo con respecto a otro organismo, por ejemplo, un organismo alejado, asi como
modificaciones para afadir o modificar secuencias de Kozak y/o intrones y/o para eliminar las secuencias no
deseadas, por ejemplo, sitios de union de posibles factores de transcripcion potencial. Dichas secuencias
optimizadas pueden proporcionar una mayor expresion, por ejemplo, mayores niveles de expresién de proteinas,
cuando se introducen en una célula hospedadora. Los ejemplos de secuencias optimizadas se desvelan en la
patente de EE.UU. n.° 7.728.118 y las publicaciones de solicitud de patente de EE.UU. n.° 2008/0070299,
2008/0090291 y 2006/0068395.

El polinucleétido puede incluir una secuencia de acido nucleico que codifique una variante de OglLuc descrita en el
presente documento, cuya secuencia de acido nucleico esta optimizada para la expresibn en una célula
hospedadora de mamifero. Un polinucleétido optimizado ya no se puede hibridar con la secuencia no optimizada
correspondiente, por ejemplo, no se hibrida con la secuencia no optimizada en condiciones de media o alta
rigurosidad. El término "rigurosidad" se usa en referencia a las condiciones de temperatura, fuerza ionica y presencia
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de otros compuestos, en las que se realizan las hibridaciones de acidos nucleicos. Con condiciones de "alta
rigurosidad”, solo se producira el apareamiento de bases de acido nucleico entre fragmentos de acido nucleico que
tengan una alta frecuencia de secuencias de bases complementarias. Por lo tanto, las condiciones de rigurosidad
"media" o "baja" a menudo se usan cuando se desea que los acidos nucleicos que no sean completamente
complementarios entre si se hibriden o se apareen. En la técnica, se sabe bien que se pueden emplear nhumerosas
condiciones equivalentes que comprendan condiciones de rigurosidad media o baja.

El polinucleétido puede tener menos del 90 %, por ejemplo, menos del 80 %, de identidad de secuencia de acido
nucleico con la secuencia no optimizada correspondiente y, opcionalmente, codifica un polipéptido que tiene al
menos 60 %, por ejemplo, al menos 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %,
de identidad de secuencia de aminoacidos con el polipéptido codificado por la secuencia no optimizada. También se
proporcionan construcciones, por ejemplo, casetes de expresion y vectores que comprendan la molécula de acido
nucleico aislada, por ejemplo, con la secuencia de acido nucleico optimizada, asi como kits que comprendan la
molécula de acido nucleico aislada, la construccién o el vector.

Una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica una variante de
OglLuc descrita en el presente documento, un fragmento de la misma o una de sus fusiones se optimiza
opcionalmente para la expresion en una célula hospedadora en particular y también opcionalmente se liga
operativamente a secuencias reguladoras de la transcripcion, por ejemplo, uno o mas potenciadores, un promotor,
una secuencia de terminaciéon de la transcripcion o una combinacién de los mismos, para formar un casete de
expresion.

Una secuencia de acido nucleico que codifica una variante de OglLuc desvelada en el presente documento, un
fragmento de la misma o una de sus fusiones se optimiza mediante el reemplazo de codones, por ejemplo, al menos
el 25 % de los codones de una secuencia de OglLuc parental por codones que se empleen preferentemente en una
determinada célula (seleccionada). Los codones preferidos tienen una frecuencia relativamente alta de uso de
codones en una célula seleccionada y, preferentemente, su introduccion da lugar a la introduccion de relativamente
pocos sitios de union a factores de transcripcion para los factores de transcripcién presentes en la célula
hospedadora seleccionada, y relativamente pocos atributos estructurales no deseados distintos. Los ejemplos de
atributos estructurales no deseados incluyen, pero sin limitacion, sitios de enzimas de restriccion, elementos de
secuencias eucariotas, médulos de promotor de vertebrados y sitios de unién a factores de transcripcién, elementos
de respuesta, elementos de secuencia de E. coli, estructura secundaria de ARNm. Por lo tanto, el producto de acido
nucleico optimizado puede tener un mayor nivel de expresién debido a la mejor frecuencia de uso de los codones, y
un menor riesgo de comportamiento de la transcripcién inadecuado debido a un menor nimero de secuencias
reguladoras de la transcripciéon no deseadas.

Una molécula de acido nucleico aislada y optimizada puede tener una composiciéon de codones que difiera de la de
la secuencia de acido nucleico de tipo silvestre correspondiente en mas del 30 %, 35 %, 40 % o mas del 45 %, por
ejemplo, 50 %, 55 %, 60 % o mas de los codones. Los codones de ejemplo para su uso segun lo desvelado en el
presente documento son aquellos que se emplean mas frecuentemente que al menos otro codén para el mismo
aminoacido en un determinado organismo y, también pueden no ser codones de bajo uso en ese organismo y no ser
codones de bajo uso en el organismo usado para clonar o rastrear la expresion de la molécula de acido nucleico.
Por otra parte, los codones para ciertos aminoacidos (es decir, aquellos aminoacidos que tienen tres o mas
codones) pueden incluir dos o mas codones que se emplean mas frecuentemente que el otro o los otros codones
(no preferidos). La presencia de codones en la molécula de acido nucleico que se emplean mas frecuentemente en
un organismo que en otro organismo genera una molécula de acido nucleico que, cuando se introduce en las células
del organismo que emplea esos codones mas frecuentemente, se expresa en esas células a un nivel que es mayor
que la expresién de la secuencia de acido nucleico de tipo silvestre o parental en esas células.

Los codones que son diferentes pueden ser los que se emplean con mayor frecuencia en un mamifero, mientras que
los codones que son diferentes pueden ser los que se emplean mas frecuentemente en una planta. Los codones
preferidos para diferentes organismos se conocen en la técnica, por ejemplo, véase http://www.kazusa.or.jp./codon/.
Un tipo particular de mamifero, por ejemplo, un ser humano, puede tener un conjunto diferente de codones
preferidos que otro tipo de mamifero. Del mismo modo, un determinado tipo de planta puede tener un conjunto
diferente de codones preferidos que otro tipo de planta. La mayoria de los codones que difieren pueden ser los que
son codones preferidos en una célula hospedadora deseada. Los codones preferidos para organismos incluyendo
los mamiferos (por ejemplo, seres humanos) y las plantas son conocidos en la técnica (por ejemplo, Wada et al.,
Nucl. Acids Res., 18:2367 (1990); Murray et al., Nucl. Acids Res., 17:477 (1989)).

Ejemplos

Ejemplo de referencia 1 - Sintesis de a-aminonitrilo (Compuesto 1):

35



10

15

20

25

30

35

40

ES 2567410713

CHM
CHO £ ‘]/ » HCI

Se carg6 un matraz con bisulfito de sodio (71,4 mmol) y 17 ml de agua. A esto, se afiadidé una solucion de aldehido
(69,3 mmol) en 14 ml de tetrahidrofurano (THF) gota a gota a una velocidad que mantuvo la temperatura interna por
debajo de 60 °C. La suspensién resultante se agité a temperatura ambiente durante 40 min y se afadié soluciéon de
hidréxido de amonio (4,85 ml) durante 2 min. La solucion resultante se agitdé magnéticamente mientras se calentaba
en un bafo de aceite a 60 °C durante 1 hora y luego se dej6 a temperatura ambiente durante la noche. La solucién
se enfri6 en un bafo de hielo/agua salada hasta que la temperatura interna resulté ser inferior a 5 °C. A esto, se
afnadié una solucion de cianuro de sodio (71,4 mmol) en 14 ml de agua gota a gota durante 30 min. La mezcla
resultante se agitd a aproximadamente 10 °C durante 20 min, 30 °C durante 2 horas y a temperatura ambiente
durante 18 h. La mezcla de reaccién se extrajo en tres porciones de 200 ml de éter dietilico, y los extractos
combinados se secaron sobre sulfato de sodio anhidro. La mezcla se filtré y la solucion se enfrié en un bafo de hielo
durante 20 min. A la solucién agitada, se afnadié cloruro de hidrogeno gaseoso hasta que cesé la precipitacion, y la
suspension se agitd durante 1 h. El solido se aislé por filtracion y se lavd con tres porciones de 50 ml de éter
dietilico. El material se secé al vacio y se obtuvieron 6,4 g (47,5 mmol) de un sélido blanco (69 %). El procedimiento
fue adaptado de: Freifelder y Hasbrouck, "Synthesis of Primary 1,2-Diamines by Hydrogenation of alpha-
Aminonitriles", Jounal of the American Chemical Society, 82(3):696-698 (1960).

Ejemplo de referencia 2 - Sintesis de oxima de 2-oxo-2-fenilacetaldehido (Compuesto 2):

O O
=N,

I OK

Rg R2
2

Se cargé un matraz con terc-butéxido potasico (58 mmol) y 63 ml de alcohol terc-butilico. La mezcla se agitdé hasta
que se formé una solucion, y se afadié una solucion de la benzofenona apropiada (50 mmol) en 35 ml de alcohol
terc-butilico gota a gota durante 15 min. La mezcla de reaccién se agit6é durante 1 h, y se afiadi6 el nitrito de isoamilo
puro (75 mmol) durante cinco min. La mezcla de reaccion se controlo para determinar su finalizacion, y después se
diluyé con 100 ml de heptanos. El sélido resultante (38 mmol) se recogié mediante filtracion por succion y se secé a
un peso constante al vacio. El procedimiento fue adaptado de: Hagedorn et al., Chem. Ber., 98:193 (1965).

Ejemplo de referencia 3 - Sintesis de derivados de pirazina (Compuesto 3)

HN__N
H N CHN I |
* HCI — R \N

Ra
3

Se doté un matraz de 3 bocas de un termometro, septo y linea de argdn. A esto, se afiadieron aminonitrilo
(47,5 mmol), piridina seca (190 ml) y oxima (61,75 mmol). La mezcla se agité bien durante 15 min, y se afadio
complejo de tetra-cloro(bis-piridil)titanio (94,9 mmol) en cinco porciones durante 35 min, asegurandose de que la
temperatura interna permaneciera por debajo de 40 °C. Una vez completada la adicién, se agité la mezcla de
reaccion durante la noche a temperatura ambiente. Se afadi6é la mezcla de reaccion lentamente a una solucién de
bicarbonato de sodio (21,75 g en 174 ml de agua) en pequefias porciones. La mezcla resultante se agité bien
durante 15 min, y se afadieron 80 g de celite. La suspensién se agitdé durante 30 min y se filtrd a través de un
embudo Buchner. El filtrado se retiré mediante un embudo de decantacion, y la torta del filtro se suspendié en 400
ml de metanol. La mezcla se agité durante 30 min y se filtr6 de nuevo. Este proceso se repitié un total de cuatro
veces. Los filtrados metandlicos se combinaron y se concentraron, y el resto se disolvié en 200 ml de acetato de etilo
(EtOACc). Se afadio la solucion al embudo de decantacion que contenia el filtrado original, y la mezcla se extrajo
adicionalmente con tres porciones de 100 ml de EtOAc. Los extractos combinados se lavaron con dos porciones de
100 ml de carbonato de sodio saturado y dos porciones de 100 ml de solucion de salmuera. El disolvente organico
se evaporo, y se obtuvo 6xido de pirazina bruto en forma de un aceite marrén. El material se disolvié en 3 ml de
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metanol, y se afiadieron 89 ml de diclorometano (DCM). A esta solucion, se afadio polvo de cinc (80,7 mmol) y se
obtuvo la mezcla enfriada en un bafio de hielo hasta una temperatura interna de 15 °C. La mezcla se traté con acido
acético glacial (3 ml) y se calenté a una temperatura interna de 30 °C en un bafio de aceite durante 40 min. La
mezcla de reaccion se enfrié hasta la temperatura ambiente y se filtr6 a través de un lecho corto de celite. La torta
del filtro se enjuagd con DCM vy los filtrados combinados se lavaron con una solucién acuosa de bicarbonato sodico
saturado. El producto bruto se purificd por cromatografia sobre gel de silice usando un gradiente de heptano/EtOAc.
Esto dio 2,9 g (29 %) de la pirazina como un soélido marrén. El procedimiento fue adaptado de: Kishi et al., "The
structure confirmation of the light-emitting moiety of bioluminescent jellyfish". Tetrahedron Lett., 13(27):2747 (1972).

Ejemplo de referencia 4 - Sintesis de coelenterazinas

Método A: (los siguientes compuestos se pueden sintetizar mediante el Método A: compuestos PBI-3840, PBI-3886,
PBI-3857, PBI-3887, PBI-3913, PBI-3894, PBI-3896, PBI-3897, PBI-3841 y PBI-3842)

HOQCW/\RS

| NTNH? i/ I"-l\ NH
+ —_— -
e R = | I
g[N R1 H02C /@/[Nf R1
R 3 Ry

4 5

N_N _— |
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Ry

R
R C 3

i Y
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|
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H
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Se carg6 un matraz con pirazina (8,25 mmol), acido piravico (14,0 mmol), acido alcanforsulfénico (0,8 mmol) y 2-
metil-THF anhidro (150 ml). Se dot6 al matraz de un condensador y extractor soxhlet cargado con tamices
moleculares de 4 angstrom, y la mezcla de reaccion se calent6 en un bafo de aceite a 110 °C durante 18 horas. Los
tamices se reemplazaron por otros nuevos, y se continu6 el reflujo durante 24 horas. La mezcla de reaccién se filtrd
y se concentro, y el resto se disolvié en EtOAc (200 ml). Esta solucién se lavo con tres porciones de 25 ml de
solucion saturada de bicarbonato so6dico, 100 ml de tampdn de acetato de sodio 0,1 M, pH 5y 100 ml de solucion de
salmuera. La solucion se sec6 sobre sulfato de magnesio, se filtr6 y se concentro, dando 2,3 g (6,2 mmol, 75 %) de
la enamina/acido en bruto. Este material se disolvi6 en THF anhidro (30 ml) y la solucién se enfri6 en un bafio de
hielo/agua durante 10 min. A esto, se afadieron la carbodiimida (9,0 mmol) y diisopropiletilamina pura (14,9 mmol).
El bafo frio se retiré después de 10 min y la mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 3 h. A la
mezcla de reaccion, se afiadieron 50 ml de tampon de acetato de sodio 0,1 M a pH 5, y la mezcla se agité bien
durante 10 min. La mezcla bifasica se extrajo con tres porciones de 100 ml de EtOAc y los extractos combinados se
lavaron con soluciéon de salmuera. La solucidén organica se concentrd, y el residuo se purificé por cromatografia
sobre gel de silice usando un gradiente de DCM/metanol. Esto dio 336 mg (0,94 mmol, 16 %) de la
deshidrocoelenterazina en forma de un sélido rojo. Este material se suspendidé en 10 ml de metanol y la mezcla se
enfrié en un bafo de hielo. A esto, se afiadio borohidruro de sodio (100 mg, 2,6 mmol) en tres porciones durante 1 h.
La mezcla de reaccion se agité durante 30 min mas, y se afiadi6 acido acético glacial puro gota a gota hasta que se
alcanzd un pH 5. La solucién se concentr6 y el residuo se tritur6 con 15 ml de agua. El sélido se aisl6 mediante
filtracién por succion y se secé al vacio durante varias horas, dando 318 mg (94 %) de la coelenterazina en bruto en
forma de un so6lido amarillo. El procedimiento fue adaptado de: Kakoi e Inoue, Chem. Lett. 11(3):299-300 (1980).

Método B: (los siguientes compuestos se pueden sintetizar mediante el método B: compuestos PBI-3882, PBI-3932,
PBI-3881)
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Se cargdé un matraz con el glioxal (2,2 mmol), aminopirazina (1,1 mmol), etanol (20 ml), HCI 12 N (0,6 ml) y agua
(1 ml). La mezcla de reaccion se calenté a reflujo durante 24 horas y se concentr6. El resto se purifico por
cromatografia en columna sobre gel de silice usando un gradiente de DCM/metanol. Esto dio 100 mg (0,25 mmol,
23 %) del producto de coelenterazina en forma de un sélido oscuro. El procedimiento fue adaptado de: Inoue et al.
"Squid bioluminescence. Il. Isolation from Watasenia scintillans and synthesis of 2-(p-hydroxybenzyl)-6-(p-
hydroxyphenyl)-3,7-dihydroimidazo[1,2-a]pyrazin- 3-one". Chem. Lett., 4(2):141-4 (1975).

Método C: Sintesis de nuevas coelenterazinas (los siguientes compuestos se pueden sintetizar mediante el método
C: PBI-3939, PBI-3945, PBI-3889, PBI-4002)

El compuesto 4-(5-amino-6-bencilpirazin-2-il)fenol se puede preparar de acuerdo con métodos descritos previamente
(Kishi et al., Tetrahedron Lett., 13: 2747 (1972); Mosrin et al., Organic Letters, 11: 3406 (2009); Kakoi, Chem. Pharm.
Bull., 50: 301 (2002)).

Sintesis de 2-amino-3-bencil-5-fenilpirazina. Se cargd un matraz de fondo redondo con 5 g (33,5 mmol) de 2-
isonitrosoacetofenona, 6,7 g (36,8 mmol) de clorhidrato de 2-amino-3-fenilpropanonitrilo y 100 ml de piridina seca. La
mezcla se enfrid hasta -20 °C, y se afnadieron 4,6 ml (40,0 mmol) de TiCls gota a gota. La reaccién se mantuvo a -
20 °C durante 30 min y se calentd hasta 80 °C durante 2,5 h. El disolvente se evapor6 y el residuo se recogié en 1 |
de DCM. Esta solucion se lavé con solucion saturada de NaHCO3 y salmuera. Todos los volatiles se evaporaron vy el
residuo se volvié a disolver en etanol (400 ml). Se afiadié Ni Raney (2,0 g, suspensién acuosa), y la reaccion se dejo
en agitacion durante 5 dias bajo 1 atmésfera de hidrégeno. La mezcla se pas6 a través de celite y las sustancias
volatiles se eliminaron. El residuo se someti6é a cromatografia sobre gel de silice (heptano/DCM), dando 2,5 g (29 %)
de 2-amino-3-bencil-5-fenilpirazina.

Sintesis de clorhidrato de 2-amino-3-fenillpropanonitrilo. Se cargé un matraz de fondo redondo con 65 g (0,624 mol)
de hidrogenosulfito de sodio y 150 ml de agua. Se afadié gota a gota una solucion de 75 g (0,624 mol) de
fenilacetaldehido en 150 ml de THF. Después de agitar durante 20 min, se afiadieron 37 ml de hidréxido de amonio
14 M en una porcién, y la mezcla se calenté hasta 60 °C durante 60 min. Tras enfriar hasta 0 °C, la mezcla se diluyé
con 150 ml de agua, y se afiadié una solucion de cianuro de sodio (27,5 g, 0,560 mol) en 100 ml de agua gota a
gota, manteniendo la temperatura interna por debajo de 10 °C. Tras la adicion, la mezcla se calenté hasta 30 °C
durante 2 horas y se extrajo con éter. Después de secar con sulfato de sodio, se evaporaron todas las sustancias
volatiles, y el residuo se disolvié en 3,5 | de éter y se traté con 400 ml de HCI etandlico 3,3 M. El precipitado
resultante se filtro y se sec6 al vacio, dando 55 g (60 %) de producto.

Sintesis de acido 3-(furan-2-il)-2-oxopropanoico. A una matraz de 100 ml, se afadi6 3-(furan-2-il)-2-oxopropanoato
(940 mg) junto con 23 ml de NaOH 6 N frio. La mezcla insoluble se agité en un bafio de 90 °C durante 5 min hasta
que se disolvié. Se afiadié HCI 1 N frio hasta que la solucién se volvi6é acida (aproximadamente 120 ml). Se extrajo
la solucién 2 veces con 50 ml de EtOAc. Las capas organicas combinadas se lavaron con 40 ml de salmuera y se
secaron con Na2S0as. La soluciéon se evapord, proporcionando 540 mg de solido marron. El sélido se purifico
adicionalmente mediante cromatografia liquida de alto rendimiento de fase inversa (HPLC) con rampa de acido
trifluoroacético acuoso al 97 % (TFA) a acetonitrilo (ACN).

Sintesis de 3-(furan-2-il)-2-oxopropanoato de etilo. A una matraz de 500 ml que contiene la mezcla de isémeros
(E/Z)-etil-2-formamido-3-(furan-2-il)acrilato (5,0 g), se afiadié una solucién enfriada de 220 ml de HCI 1,4 M (5 %) en
etanol/agua a 50/50. Después de 5 h, la reaccion se repartié entre 200 ml de EtOAc y 30 ml de salmuera. La capa
acuosa se extrajo 2 veces con 50 ml de EtOAc. Las capas organicas combinadas se lavaron con 1 x 50 ml de agua y
1 x 50 ml de salmuera, y se secaron sobre Na2SQO4. Las capas organicas se evaporaron conjuntamente con 26 g de
celite y se eluyeron a través de 80 g de oro de silice con rampa de heptano a EtOAc. Las fracciones combinadas
apropiadas se evaporaron, dando 2,1 g.

Sintesis de (E/Z)-etil-2-formamido-3-(furan-2-il)acrilato. A un matraz de 500 ml, se afiadieron 50 ml de éter dietilico,

Cu20 (320 mg) y aldehido furilo (5,2 ml).Se enfrié el matraz en un bario de hielo, y se afiadié 2-isocianoacetato de
etilo (5,3 ml). Después de 1,5 horas, se afadi6 terc-butdxido de potasio (5 g) a la reaccion. Después de 4 horas, se
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filtrd la reacciéon heterogénea. Se afnadieron 60 ml de acido citrico al 30 % y 20 ml de EtOAc, y se agitdé durante 10
min. La capa acuosa se extrajo con 50 ml de EtOAc. Las capas organicas combinadas se secaron sobre sulfato de
sodio anhidro. Las capas de EtOAc se evaporaron junto con 24 g de celite, y se eluyeron a través de 80 g de oro de
silice con rampa de heptano a EtOAc. El jarabe de color amarillo se uso6 sin purificacién adicional.

Sintesis de &acido 2-oxo-3-(tiofen-2-il)propanoico. A una matraz de 250 ml, se afadieron (E/Z)-5-(tiofen-2-
ilmetilen)imidazolidin-2,4-diona (5,0 g) y 100 ml de NaOH 6 N frio. La mezcla se calent6é hasta 100 °C durante 1 h.
Se afiadié HCI concentrado a la solucién enfriada hasta la acidez (pH = 1). La mezcla se extrajo 8 veces con 50 ml
de éter dietilico. Las capas de éter combinadas se lavaron con 50 ml de salmuera, se secaron sobre Na:SOsy se
evaporaron, dando 3,36 g de sdlido. La muestra se purificé adicionalmente por recristalizacién con a,a,a-
trifluorotolueno, dando 1,63 g.

Sintesis de (E/Z)-5-(tiofen-2-ilmetilen)imidazolidin-2,4-diona. A un matraz de 250 ml, se afadieron hidantoina (9,8 g)
y tiofen-2-carbaldehido (10 g). A la mezcla, se goted piperidina (9,6 ml). La mezcla se calentd hasta 100°°C durante
1 hora y después se vertié en 300 ml de HCI 1 N. El sélido se filtr6, se lavé con agua y se seco6 al vacio, dando 4,9 g
de sélido.

C
|<\)\r0|- | D R o R
Etapa 1 Hu’l‘“]/“ R Etapa }_{_
M

v N NH, T N Etapaz B N (si R" = OAc)
s
S s
R Fh R Ph

Etapa 1 - En un vial de microondas (10 ml), se calentaron la fenilpirazin-2-amina apropiada (100 mg), el acido
piravico apropiado (2 equivalentes), DCM (1 ml) y 1,1,1-trifluoroetanol (1 ml) con agitacién durante 30 min a 80 °C.
La reaccion se coadsorbié en 2 gramos de celite, y los disolventes retiraron al vacio. Se cargé el Celite en 24 g de
gel de silice esférica y se eluyd con una rampa de heptanos a acetato de etilo. Las fracciones apropiadas se
combinaron y se evaporaron.

Etapa 2 - Se enfrié el material aislado en la etapa 1 disuelto en THF (0,5 ml) en un bafio de hielo. Se afiadieron
anhidrido acético (25 pl), dimetilaminopiridina (8,5 mg) y trietilamina (25 pl). Después de 2 horas, la mayoria del THF
se habia eliminado al vacio. El producto se precipitd con una solucién acuosa de acido citrico al 30 % (2 ml). El
sélido se lavé con agua (2 ml) y después se disolvié en 3 ml de DCM. El DCM se lavé 1 vez con 2 ml de agua
seguidos de 1 vez con 2 ml de salmuera. La capa de DCM se coadsorbié en 2 gramos de celite y el disolvente se
eliminé al vacio. Se cargo el Celite en 12 g de gel de silice esférica y se eluyé con una rampa de heptanos a DCM.
Las fracciones apropiadas se combinaron y se evaporaron.

Etapa 3 - Se enfrié el material de la etapa 2 disuelto en DCM (1 ml) en un bafio de hielo. A la solucion, se afiadieron
metanol (0,5 ml) y una solucién de borohidruro de sodio en diglima (325 ul de 0,5 M). Después de 2 horas, se afiadio
acido acético (10 pl), y se dividi6é rapidamente la solucion entre una soluciéon acuosa de acido citrico al 30 % (1 ml) y
DCM (2 ml). La capa de DCM se coadsorbié en 1 gramo de Celite, y el disolvente se eliminé al vacio. Se cargo el
Celite en 4 g de gel de silice esférica y se eluyé con una rampa de DCM a EtOAc. Las fracciones apropiadas se
combinaron y se evaporaron.

Etapa 4 (solo si R" = OAc) - El material de la etapa 3 se disolvié en THF (200 pl) y se enfrié en un bafio de hielo. Se
afnadi6é 1 equivalente de metoxido de potasio 1,35 M en THF a la solucién. Tras 30 min, se dividi6 la reaccidén entre
DCM (1 ml) y acido citrico al 30 % (1 ml). La capa de DCM se coadsorbi6é en 0,5 g de Celite, y el disolvente se
elimin6 al vacio. Se cargé el Celite en 4 g de gel de silice esférica y se eluyé con una rampa de DCM a EtOAc. Las
fracciones apropiadas se combinaron y se evaporaron.

Método D: (los siguientes compuestos se pueden sintetizar mediante el método D: compuestos PBI-3899, PBI-3900,
PBI-3925, PBI-3933, PBI-3946). En general, se condens6 una aminopirazina con 2 equivalentes de un 2-oxoacido
en una atmosfera de hidrégeno en presencia de catalizador de paladio. El acido alfa-amino producido se purificé y
posteriormente se activd para la condensacion intramolecular, dando lugar a la imidazopirazinona correspondiente.
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Ejemplo 5 - Sintesis de 8-bencil-6-(4-hidroxifenil)-2-propilimidazo[1,2-a]pirazin-3(7H)-ona

Acido 2-((3-bencil-5-(4-hidroxifenil)pirazin-2-illamino)pentanoico. Se mezclé 4-(5-amino-6-bencilpirazin-2-il)fenol
(100 mg, 0,36 mmol) con acido 2-oxovalérico (84 mg, 0,72 mmol) en etanol (20 ml). Se afadié Pd/C (paladio al 10 %
en carbén activo, 40 mg) y la mezcla de reaccién se calentd hasta 65 °C. Se burbujeé aire mediante gas N2 y se
aplico un globo de hidrégeno al matraz de reaccion. La reaccion se agité continuamente durante 4 horas. Después
de enfriar, se filtrd y la solucién resultante se purificé por cromatografia ultrarrapida (disolvente de elucién: EtOAc al
50 % en heptano), dando el producto en forma de un polvo amarillo (70 mg, 52 %). RMN de 'H (300 MHz, CD2Clz,
0): 8,31 (s, 1H), 7,82 (d, 2H, J = 9,0 Hz), 7,31 (m, 5H), 6,92 (d, 2H, J = 9,0 Hz), 5,34 (s, 2H), 4,20 (m, 1H), 1,10 (m,
2H), 0,98 (m, 2H), 0,87 (t, 3H); MS (ESI) m/z 378,3 (M+1).

8-Bencil-6-(4-hidroxifenil)-2-propilimidazo[1, 2-ajpirazin-3(7H)-ona. Se disolvidé 2-((3-bencil-5-(4-hidroxifenil)pirazin-2-
illamino)pentanoico (49 mg, 0,13 mmol) en DCM (10 ml). Se afadi6 piridina (0,5 ml) seguida de N,N'-
diciclohexilcarbodiimida (54 mg, 0,26 mmol). La mezcla de reaccién se agité lentamente a temperatura ambiente
durante 1 h. El disolvente se evaporo y el residuo se purificé por cromatografia ultrarrapida (disolvente de elucion:
EtOAc a DCM a metanol al 10 % en DCM), dando el producto en forma de un polvo amarillo (40 mg, 86 %). RMN de
"H (300 MHz, CDs0D, d): 7,35 (m, 8H), 6,88 (d, J = 9,0 Hz, 2H), 4,40 (s, 2H), 2,81 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 1,81 (m, 2H),
1,02 (t, J = 7,5 Hz, 3H); MS (ESI) m/z 359,0.

Ejemplo 6 - Sintesis de 8-bencil-2-butil-6-(4-hidroxifenil)imidazo[1,2-a]pirazin-3(7H)-ona

Acido  2-((3-bencil-5-(4-hidroxifenil)pirazin-2-il)amino)hexanoico. Se mezclé 4-(5-amino-6-bencilpirazin-2-il)fenol
(200 mg, 0,72 mmol) con la sal de sodio de acido 2-cetohexanoico (220 mg, 1,44 mmol) en etanol (20 ml). Se afiadio
Pd/C (paladio al 10 % en carbon activo, 100 mg) con unas cuantas gotas de acido acético, y se calentoé la mezcla de
reaccion hasta 65 °C. Se burbuje6 aire mediante gas N2 y se aplicd un globo de hidrégeno al matraz de reaccion. La
reaccion se agitdé continuamente durante 4 horas. Tras volver a enfriar, se filtrd y la solucion resultante se purificé por
cromatografia ultrarrapida (disolvente de elucion: EtOAc al 50 % en heptanos), dando el producto en forma de un
polvo amarillo (130 mg, 46 %). MS (ESI): m/z 392,2 (M+1).

8-Bencil-2-butil-6-(4-hidroxifenil)imidazo[1,2-aJpirazin-3(7H)-ona. Se disolvio acido 2-((3-bencil-5-(4-

hidroxifenil)pirazin-2-il)amino)hexanoico (130 mg, 0,33 mmol) en DCM (10 ml). Se afiadio piridina (0,5 ml) seguida
por N,N'-diciclohexilcarbodiimida (137 mg, 0,67 mmol). La mezcla de reaccion se agité lentamente a temperatura
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ambiente durante 1 h. El disolvente se evaporé y el residuo se purifico mediante cromatografia ultrarrapida
(disolvente de elucion: EtOAc a DCM a metanol al 10 % en DCM), dando el producto en forma de un polvo amarillo
(110 mg, 89 %). RMN de 'H (300 MHz, CD30D, d): 7,30 (m, 8H), 6,88 (d, 2H), 4,40 (s, 2H), 2,84 (t, 2H), 1,77 (m,
2H), 1,51 (m, 2H), 0,89 (m, 3H); MS (ESI) m/z 374,3 (M + 1).

Ejemplo 7-Sintesis de 8-bencil-2-etil-6-fenilimidazo[1,2-a]pirazin-3(7H)-ona (PBI- 3925)

Acido 2-((3-bencil-5-fenilpirazin-2-il)Jamino)butanoico. Se mezclé 3-bencil-5-fenilpirazin-2-amina (200 mg, 0,77 mmol)
con acido 2-oxobutirico (157 mg, 1,54 mmol) en etanol (20 ml). Se afiadié Pd/C (paladio al 10 % en carb6n activo,
100 mg) y la mezcla de reaccién se calent6 hasta 65 °C. Se burbuje6 aire mediante gas N2 y se aplicd un globo de
hidrégeno al matraz de reaccion. La reaccion se agité continuamente durante 4 horas. Después de enfriar, se filtrd y
la solucion resultante se purificé por cromatografia ultrarrapida (disolvente de elucion: EtOAc al 50 % en heptano),
dando el producto en forma de un polvo amarillo (90 mg, 34 %). RMN de 'H (300 MHz, CD2Clz, 8): 7,72 (s, 1H),
7,32-7,48 (m, 10H), 4,46 (s, 2H), 4,20 (m, 2H), 2,25 (c, 2H), 0,99 (t, 3H); MS (ESI): m/z 348,3 (M+1).

Se disolvié acido 2-((3-bencil-5-fenilpirazin-2-il)amino)butanoico en DCM (10 ml). Se afiadioé piridina (0,5 ml) seguida
de N,N'-diciclohexilcarbodiimida (137 mg, 0,67 mmol). La mezcla de reaccién se agitd lentamente a temperatura
ambiente durante 1 h. El disolvente se evapor6 y el residuo se purificd por cromatografia ultrarrapida (disolvente de
elucion: EtOAc a DCM a metanol al 10 % en DCM), dando el producto en forma de un polvo amarillo (110 mg,
89 %). RMN de "H (300 MHz, CDsOD, 8): 7,26 (m, 3H), 6,84-7,07 (m, 8H), 4,03 (s, 2H), 2,47 (c, J = 9,0 Hz, 2H), 0,96
(t, J = 9,0 Hz, 3H); MS (ESI): m/z 330,2 (M+1).

Ejemplo 8 - Sintesis de 8-bencil-6-fenil-2-(3,3,3-trifluoropropil)imidazo[1,2-a]pirazin-3(7H)-ona
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Acido 5,5, 5-trifluoro-2-oxopentanoico. Se disolvieron 4,4 4-trifluorobutirato de etilo (1 g, 5,88 mmol) y oxalato de
dietilo (3,87 g, 26,5 mmol) en etanol. Se afiadi6 etéxido de sodio (21 % en etanol, 2,09 g) a la solucién y se agito6 la
mezcla de reaccion durante 0,5 h. Se separé el disolvente por destilacion, y el residuo se extrajo con EtOAc/agua.
Las capas organicas se recogieron y se secaron sobre sulfato de sodio. Después de la filtracion, se elimin6 el
disolvente, dando un liquido transparente. MS (ESI): m/z 269,1 (M-1). A continuacion, se disolvié el liquido en HCI
3 N (20 ml) y se sometié la mezcla de reaccion a reflujo durante 4 h. Después de enfriar, se extrajo la mezcla de
reaccion con EtOAc. Las capas organicas se recogieron y se secaron sobre sulfato de sodio. Después de la
filtracion, se elimind el disolvente y el residuo se usé directamente en la siguiente etapa. MS (ESI): m/z 169,7 (M-1).

Acido 5,5, 5-trifluoro-2-((3-bencil-5-fenilpirazin-2-il)amino)butanoico. Se mezclé  3-bencil-5-fenilpirazin-2-amina
(240 mg, 0,92 mmol) con acido 5,5,5-trifluoro-2-oxopentanoico (150 mg, 0,88 mmol) en etanol (20 ml). Se afiadioé
Pd/C (paladio al 10 % en carbén activo, 100 mg) y la mezcla de reaccién se calent6é hasta 65 °C. Se burbujeé aire
mediante gas N2 y se aplico un globo de hidrégeno al matraz de reaccion. La reaccion se agitdé continuamente
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durante 4 horas. Después de enfriar, se filtr6 y la solucién resultante se purificé por cromatografia ultrarrapida
(disolvente de elucion: EtOAc al 50 % en heptano), dando el producto en forma de un polvo amarillo (200 mg, 54 %).
RMN de "H (300 MHz, CD2Clz, d): 11,45 (s, 1H), 10,20 (s, 1H), 7,94 (s, 1H), 7,34 (m, 10H), 5,34 (s, 2H), 3,96-4,23
(m, 2H), 3,02-3,28 (m, 2H); FNMR: -76,3; MS (ESI): m/z 416,1 (M+1).

Coelenterazina (R1 = H, R2 = -CH2CH:CF3). Se disolvi6 acido 5,5,5-trifluoro-2-((3-bencil-5-fenilpirazin-2-
illamino)butanoico (100 mg, 0,24 mmol) en DCM (10 ml). Se afadi6 piridina (0,5 ml) seguida de N,N'-
diciclohexilcarbodiimida (100 mg, 0,48 mmol). La mezcla de reaccién se agitdé lentamente a temperatura ambiente
durante 1 h. El disolvente se evaporo y el residuo se purificé por cromatografia ultrarrapida (disolvente de elucion:
EtOAc a DCM a metanol al 10 % en DCM), dando el producto en forma de un polvo amarillo (80 mg, 87 %). RMN de
"H (300 MHz, CD2Clz, 8): 7,36 (m, 11H), 3,43 (s, 2H), 1,60-1,92 (m, 4H); FNMR: 67,4 (t, J = 18 Hz); MS (ESI): m/z
398,2 (M+1).

Ejemplo 9 - Sintesis de 8-bencil-2-(furan-2-ilmetil)-6-fenillimidazo[1,2-a]pirazin-3(7H)-ona (PBI-3939)

PBI-3939

8-Bencil-2-(furan-2-ilmetil)-6-fenilimidazo[1,2-ajpirazin-3(7H)-ona: sintetizada a partir del método C usando acido 3-
(furan-2-il)-2-oxopropanoico y 3-bencil-5-fenilpirazin-2-amina como materiales de partida. RMN de 'H (300 MHz,
dmso) 6 8,88 (s, 1H), 8,02 (d, J = 7,9, 2H), 7,61-7,38 (m, 6H), 7,37-7,14 (m, 3H), 6,38 (s, 1H), 6,26 (d, J = 3,2, 1H),
4,64 (s, 3H), 4,40 (s, 3H); masa exacta calculada para C24H20N302* m/z + 382,16; encontrada m/z+ 382.

Ejemplo 10 - Sintesis de 8-bencil-6-fenil-2-(tiofen-2-ilmetil)imidazo[1,2-a]pirazin-3(7H)-ona (PBI-3889)

PBI-3889
8-Bencil-6-fenil-2-(tiofen-2-ilmetil)imidazo[1, 2-a]pirazin-3(7H)-ona: sintetizada a partir del método C usando acido 2-
oxo-3-(tiofen-2-il)propanoico y 3-bencil-5-fenilpirazin-2-amina como materiales de partida. RMN de 'H (300 MHz,
dmso) 6 8,85 (s, 1H), 7,99 (d, J = 6,8, 2H), 7,63-7,02 (m, 10H), 6,94 (dd, J = 3,5; 5,1, 1H), 4,62 (s, 2H), 4,58 (s, 2H),
2,69 (contaminado); masa exacta calculada para C24H20NsOS* m/z+ 398,13, encontrada m/z+ 398.

Ejemplo 11 - Sintesis de 8-ciclopropil-2-(4-hidroxibencil)-6-fenilimidazo[1,2-a]pirazin-3(7H)-ona (PBI-3897)

e

©/E Iﬁ PBI-3897

8-Ciclopropil-2-(4-hidroxibencil)-6-fenilimidazo[1, 2-ajpirazin-3(7H)-ona: sintetizada usando el método A con 3-
ciclopropil-5-fenilpirazin-2-amina y acido 3-(4-hidroxifenil)-2-oxopropanoico como materiales de partida. Masa exacta
calculada para C22H1sN302- m/z- 356,14, encontrada m/z- 356.
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Ejemplo 12 - Sintesis de 8-bencil-2-metil-6-fenilimidazo[1,2-a]pirazin-3(7H)-ona (PBI-3932)

UH
o
PBI-3932

8-Bencil-2-metil-6-fenilimidazo[1, 2-ajpirazin-3(7H)-ona: sintetizada usando el método B con 1,1-dimetoxipropan-2-
ona y 3-bencil-5-fenilpirazin-2-amina como materiales de partida. Masa exacta calculada para C20H1sN3sO* m/z+
316,14, encontrada m/z+ 316.

Ejemplo 13 - Sintesis de 2-(4-hidroxibencil)-8-metil-6-fenilimidazo[1,2-a]pirazin-3(7H)-ona (PBI-3896)
o (A
L
I [
X
|r_~ Me
PBI-3896

2-(4-Hidroxibencil)-8-metil-6-fenilimidazo[1, 2-a]pirazin-3(7H)-ona: sintetizada usando el método A con 3-metil-5-
fenilpirazin-2-amina y acido 3-(4-hidroxifenil)-2-oxopropanoico como materiales de partida. RMN de 'H (300 MHz,
dmso) © 8,84 (s, 1H), 8,00 (d, J = 7,6, 2H), 7,47 (dd, J = 8,6; 16,2, 3H), 7,17 (d, J = 7,3, 2H), 6,69 (d, J = 8,4, 2H),
6,26 (s, 4H), 4,17 (s, 2H), 2,86 (s, 3H), 2,48 (s, 1H).

Ejemplo 14 - Sintesis de 8-bencil-2-(4-hidroxibencil)-6-fenilimidazo[1,2-a]pirazin-3(7H)-ona (PBI-3840)
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PBI-3840

8-Bencil-2-(4-hidroxibencil)-6-fenilimidazo[1,2-aJpirazin-3(7H)-ona: sintetizada usando el método A con acido 3-(4-
hidroxifenil)-2-oxopropanoico y 3-bencil-5-fenilpirazin-2-amina como materiales de partida. Masa exacta calculada
para C2sH22N302 m/z+ 408,17, encontrada m/z+ 408.

Ejemplo 15 - Sintesis de Coelenterazina protegida (estabilizada) (PBI-4377)

A una mezcla de PBI-3939, carbonato de potasio (1,1 equiv) y yoduro de potasio (1,1 equiv) en dimetilformamida
(DMF), bajo una atmoésfera de argon, se afiadié un equivalente de pivalato de clorometilo a temperatura ambiente.
Se control6 el progreso de la reaccion mediante cromatografia en capa fina y, al finalizar, la mezcla de reaccién se
enfri6 en un bafio de hielo durante varios minutos antes de la adicién de un volumen de agua igual al volumen de
reaccion. La mezcla resultante se extrajo con un disolvente organico adecuado (por ejemplo, EtOAc) y el extracto se
concentrd, dando el producto en bruto. El material se purifico adicionalmente por cromatografia sobre gel de silice.

Ejemplo 16 - Sintesis de 8-bencil-2-((1-metil-1H-imidazol-2-il)metil)-6-fenilimidazo[1,2-a]pirazin-3(7H)-ona

(PBI-4525), 8-bencil-6-(4-hidroxifenil)-2-((1-metil-1H-imidazol-2-il)metil)-6-fenilimidazo[1,2-a]pirazin-3(7H)-ona
(PBI-4540) y 2-((1H-imidazol-2-il)metil)-8-bencil-6-fenilimidazo[1,2-a]pirazin-3(7H)-ona (PBI-4541)
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A un matraz que contenia 10 mmol de derivado 1 o 2 de 2-metil-imidazol bajo una atmésfera de argon, se afiadieron
20 ml de THF seco, y la solucién se enfrié en un bafio de hielo seco/acetona hasta aproximadamente -78 °C. A la
mezcla fria, se afadieron 9,3 mmol de una solucion de n-butil-litio (2,46 M en hexanos) gota a gota durante varios
minutos. La solucion resultante se agitd a aproximadamente -78 °C durante 30 min, y se afiadieron 6,7 mmol de
compuesto 3 con una jeringa. La mezcla de reaccién se agité durante 3 horas y se inactivo con la adicion de 20 ml
de solucion saturada de cloruro de amonio y 20 ml de solucién saturada de bicarbonato soédico. El bafio frio se retiré
y, después de calentar hasta la temperatura ambiente, la mezcla se extrajo 3 veces con 100 ml de EtOAc. Los
extractos combinados se secaron (MgSOQa4), se concentraron al vacio y los compuestos 4 o 5 en bruto se purificaron
por cromatografia en columna usando gel de silice (EtOAc/heptano).

Se carg6 un vial de microondas con 100 mg (1 eq) de compuesto 6 o 7 y 2 equivalentes de compuesto 8 0 9. A la
mezcla, se afadieron 4,5 ml de etanol y 0,25 ml de HCI concentrado. La mezcla de reaccién se calent6 en un
microondas a 100 °C durante 1,5 h. La mezcla resultante se afiadié a 50 ml de EtOAc y se lavd secuencialmente con
20 ml de solucion saturada de bicarbonato sédico y 20 ml de salmuera. La fase organica se concentro al vacio y el
residuo se purific6 mediante cromatografia en columna usando gel de silice (metanol/diclorometano), dando los
compuestos 10-12.

Ejemplo 17 - Estabilidad y caracterizacién de la autoluminiscencia de las nuevas coelenterazinas

Se determinaron la estabilidad y la caracterizacién de la autoluminiscencia de las nuevas coelenterazinas PBI-3939,
PBI-3889, PBI-3945, PBI-4002 o PBI-3896. Una mayor estabilidad y una menor autoluminiscencia es una
caracteristica técnica atractiva en un sustrato/reactivo.

Para determinar la estabilidad, se colocaron 20 uM de las nuevas coelenterazinas PBI-3939, PBI-3889, PBI-3945,
PBI-4002 o PBI-3896, 30 uM de coelenterazina natural o 22 yM de coelenterazina-h conocida o coelenterazina-hh
conocida en un tampén de reactivo indicador que contenia CDTA 50 mM, KCI 150 mM, DTT 50 mM, tiourea 35 mM,
TERGITOL® NP-9 al 1 % (v/v) y MAZU® DF 204 al 0,1 %. Se incubaron muestras idénticas a temperatura ambiente
(es decir, a 22-24 °C) durante distintos periodos de tiempo y después se transfirieron a -70 °C. Una vez recogidas y
congeladas todas las muestras, se descongelaron y se mezclaron con 10 yl de lisado celular bacteriano que
contenia la variante de OgLuc IV en 40 yl de DMEM sin rojo de fenol + PRIONEX® al 0,1 %. La luminiscencia de la
muestra se ley6 a los 5 min de la adicién de IV.

"Teo" indica la cantidad de tiempo que tardd la sefial luminiscente en desintegrarse en un 10 % (es decir, pérdida de
actividad del 10 %) a temperatura ambiente, es decir, a 22 °C. La tasa de desintegraciéon de la sefial luminiscente
("Too") se determiné a partir de la pendiente del ajuste lineal de los datos representados como URL en funcion del
tiempo, que se calcul6 a partir de la siguiente ecuacion: t = In (A/Ao) / (-k), donde A = intensidad en el tiempo t, Ao =
intensidad en el tiempo 0 y k = la tasa de desintegracion. Como se muestra en la Tabla 1, los valores de Teo para las
coelenterazinas-h y -hh conocidas, las nuevas coelenterazinas PBI-3939, PBI-3889, PBI-3945, PBI-4002 y PBI-3896
fueron superiores a los de la coelenterazina natural, lo que indica que estas coelenterazinas fueron compuestos mas
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estables que la coelenterazina natural.

Para determinar la caracterizacion de la autoluminiscencia, se cultivaron las células HEK293 durante la noche a
15.000 células por pocillo en DMEM + FBS al 10 % + piruvato. Se eliminé el medio y se reemplaz6 con 20 uM de
cada una de las nuevas coelenterazinas mostradas en la FIG. 2, es decir, PBI-3939, PBI-3889, PBI-3945, PBI-4002,
PBI-3841, PBI-3897, PBI-3896, PBI-3925, PBI-3894, PBI-3932 y PBI-3840, coelenterazina natural y coelenterazinas
conocidas, coelenterazina-h y coelenterazina-hh, diluidas en medios independientes de CO2 mas FBS al 10 %. La
luminiscencia se midid poco después de la adicién del sustrato en el luminémetro GLOMAX® (1 s/pocillo). La
luminiscencia de fondo fue de 154 + 15 URL. La Tabla 1 muestra la caracterizacion de la autoluminiscencia
normalizada con respecto a la coelenterazina natural ("Autolum (normalizada con respecto a coel)"). Aunque la
coelenterazina-h tuvo una mayor autoluminiscencia que la coelenterazina natural, el resto de coelenterazinas
ensayadas resulté tener menos autoluminiscencia.

Tabla 1: Experimentos de estabilidad y caracterizacion de la autoluminiscencia de IV con diversas
Coelenterazinas

ID del sustrato Estabilidad (pH 8) (Tsoen by [ utolum ("°"ma'(':zoi‘i')a con respecto a
Coel 1,7 1
Coel h 2.1 12
Coel hh 2,0 0,3
3939 41 0,2
3889 2.9 0,2
3045 3,3 0,5
4002 35 0,6
3841 0,1
3897 0,1
3896 2.8 0,1
3894 0,2
3932 0,1
3840 0,2
3925 0,2

Ejemplo 18-Toxicidad de las nuevas coelenterazinas

La toxicidad de las nuevas coelenterazinas se examin6 en células HEK293. Se cultivaron las células HEK293
durante la noche a 15.000/pocillo en DMEM + FBS al 10 % + piruvato. Se retiré6 el medio y se sustituyé con los
nuevos compuestos de coelenterazina (o control de DMSO) diluidos en medio independiente del CO2 mas FBS al
10 %. La viabilidad celular se midi6é 24 horas después de la adiciéon de los compuestos usando reactivo de ensayo
CELLTITER-GLO® (Promega Corp.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante y la luminiscencia se midi6 en el
luminometro GLOMAX® (1 s/pocillo). La Tabla 2 muestra la toxicidad de la coelenterazina natural, y la
coelenterazina-h y la coelenterazina-hh conocidas, y las nuevas coelenterazinas PBI-3939, PBI-3889, PBI-3841,
PBI-3897, PBI-3945, PBI-4002 y PBI-3840 en células HEK293. A excepciéon de PBI-3840, las nuevas
coelenterazinas resultaron tener al menos la misma toxicidad que la coelenterazina-hh. Algunas de las nuevas
coelenterazinas resultaron tener la misma toxicidad que la coelenterazina natural y la coelenterazina-h.

Tabla 2: Toxicidad de diversas coelenterazinas en células HEK293 basada en CELLTITER-GLO®

Viabilidad (normalizada con respecto al control de

Sustrato ( vehiculo (DMSO))p(%)
Coelenterazina natural 100
Coelenterazina h 100
Coelenterazina hh 87
PBI-3939 89
PBI-3889 90
PBI-3841 100
PBI-3897 100
PBI-3945 100
PBI-4002 100
PBI-3840 60

Ejemplo 19 - Km de PBI-3939

Para determinar la Km de PBI-3939, se purifico la variante de OglLuc L27V (descrita en el Ejemplo 26) a través de la
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fusion HALOTAG® usando el Sistema de Purificacion de Proteinas HALOTAG® de acuerdo con las instrucciones del
fabricante, y se diluyeron en DMEM sin rojo de fenol y PRIONEX® al 0,1 %. Se afiadieron 50 ul de tampon de ensayo
(MES 100 mM, pH 6, tiourea 35 mM, TERGITOL® NP-9 al 0,5 % (v/v), CDTA 1 mM, DTT 2 mM y KCI 150 mM) con
cantidades variables de PBI-3939-50 a 50 pl de enzima diluida (concentracién final de enzima de aproximadamente
20 pM), y se midi6 la luminiscencia a los 3 minutos a 22 °C. Como los datos de la FIG. 3 demuestran, la Km de PBI-
3939 es de aproximadamente 10 uM.

Ejemplo 20 - Caracterizacion de los compuestos PBI-4525, PBI-4540 y PBI-4541

Se seleccionaron los compuestos PBI-4525, PBI-4540 y PBI-4541 por su capacidad para detectar la luminiscencia.
Para el analisis, se afiadieron 20 yM de cada compuesto a tampon de ensayo (MES 100 mM pH 6, tiourea 35 mM,
TERGITOL® NP-9 al 0,5 % (v/v), CDTA 1 mM, DTT 2 mM y KCI 150 mM), que se ajustd a pH 7 con HEPES 100 mM
pH 7 para crear un reactivo de ensayo. A continuacién, se mezcl6 el reactivo de ensayo con la enzima L27V02
purificada 36 pM (descrita en el Ejemplo 25B), en DMEM sin rojo de fenol y PRIONEX® al 0,1 %. Como control, se
us6 tampén de ensayo con PBI-3939 o PBI-4528 20 uM. La luminiscencia se midié como se ha descrito previamente
3 min después de la adiciéon del reactivo de ensayo a la mezcla de enzima. La Tabla 3 demuestra que los
compuestos PBI-4525, PBI-4540 y PBI-4541 se pueden usar para detectar la luminiscencia de una luciferasa que
utiliza coelenterazina.

Tabla 3
Comp. URL +/-
4525 20.655 1.006
4528 202.080 5.688
3939 | 9.808.880 | 307.565
4540 909 7
4541 5.676 80

Ejemplo 21 - Secuencia de patrones de OgLuc

Se pueden reconocer familias de enzimas, incluyendo las diferentes clases de luciferasas, por tener estructuras
tridimensionales comunes y actividad catalitica definida. Dado que las familias de enzimas comparten antecedentes
evolutivos con otras familias de enzimas, también presentaran similitudes en sus estructuras tridimensionales. A
través de diversos medios de analisis estructural y funcional, los inventores han determinado que OglLuc, como
representante de las luciferasas de decapodos, tiene una estructura tridimensional sorprendentemente similar a las
proteinas de unién a los acidos grasos (FABP), lo que indica antecedentes evolutivos comunes. Por lo tanto, la
luciferasa de decapodo puede definirse como aquella que tiene una estructura tridimensional caracteristica similar a
las FABP y la utilizacion de coelenterazina como sustrato para catalizar la emisién de la luminiscencia. Otras
luciferasas, por ejemplo, luciferasa de luciérnaga, luciferasa de Renilla, luciferasa bacteriana, etc., tienen estructuras
tridimensionales claramente distintas, lo que indica que pertenecen a diferentes familias de enzimas y no comparten
antecedentes evolutivos. La luciferasa de dinoflagelado tiene una estructura tridimensional que presenta algunas
similitudes con las FABP, lo que sugiere antecedentes evolutivos compartidos, pero no utiliza la coelenterazina como
sustrato y, por tanto, no pertenecen a la misma familia de enzimas luciferasas de decapodo.

Dado que las secuencias de aminoacidos no estan tan bien conservadas como las estructuras tridimensionales, la
definicion de familias de enzimas basadas Unicamente en las comparaciones de las secuencias puede ser dificil. Por
ejemplo, a pesar de que todas las FABP tienen una forma tridimensional caracteristica de barril, la comparacién de
sus secuencias de aminoacidos a menudo revela niveles muy bajos de identidad de secuencia. Sin embargo, la
identidad de secuencia se puede usar para demostrar que las estructuras tridimensionales son comunes. Dos
proteinas tendran estructuras tridimensionales analogas si sus secuencias de aminoacidos se pueden alinear para
revelar > 30 % de identidad de secuencia, preferentemente > 40 % de identidad de secuencia y lo mas
preferentemente > 50 % de identidad de secuencia (Chothia y Lesk, EMBO J. 5(4):823-826 (1986); Tramontano,
Genomics, 4:402-405 (2003)). Por lo tanto, una proteina es una luciferasa de decapodo si, tras la alineacién de su
secuencia de aminoacidos con la secuencia de OglLuc, la identidad de secuencia es > 30 %, preferentemente >
40 % y lo mas preferentemente > 50 %, y la proteina puede utilizar coelenterazina como sustrato para catalizar la
emision de luminiscencia.

Debido a las limitaciones estructurales necesarias para mantener la estructura tridimensional caracteristica de una
familia de enzimas, algunas partes de las secuencias de aminoacidos de una familia de enzimas presentan mayores
cantidades de conservacion (es decir, un mayor nivel de identidad de secuencia). Por lo tanto, estas regiones
conservadas pueden servir como una prueba mas de una estructura tridimensional comun compartida entre dos
proteinas. Un patrén de secuencia conservada, también denominado distintivo, motivo o identificacion genética, se
puede generar mediante métodos manuales o de calculo que son conocidos en la técnica. Los patrones se pueden
encontrar en bases de datos publicas tales como PROSITE (http://fexpasy.org/prosite; Sigrist et al., Nucleic Acids
Res. 38(supl 1):D161-D166 (2010)).
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Por ejemplo, se puede encontrar un patrén de aminoacidos conservados examinando un gran numero de FABP
conocidas. PROSITE (version 20.67, de 05 de octubre de 2010) contiene un patrén de FABP (nimero de acceso
PS00214, creado en abril de 1990, datos actualizados en abril de 2006). Este patrén de FABP abarca 18 posiciones
de aminoacidos y se define como:

[GSA]VK]- {FE} -[F‘f' W]-x-[LIVMF]-x-x- 1K} -x-[N H(’i]-[FY]-[DE]-x-[LIV MF"«’]-
[LIVM]-{N =16 }-[Ll\-"MAKR] (SEQ 1D NO: 329) (V1),
donde:

e se usan los codigos de una letra IUPAC convencionales para los aminoacidos.

e Se usa el simbolo “x” para una posicion en la que se acepta cualquier aminoacido.

e Los aminoacidos alternativos de un sitio se indican enumerando los aminoacidos entre corchetes “[ ]” (por
ejemplo: [ALT] representa la posibilidad de una Ala, Leu o Thr en la posicion).

¢ La ausencia de determinados aminoacidos de un sitio se indica mediante corchetes redondos “{}" (por ejemplo:
{AM} representa cualquier aminoacido de una posicion excepto Ala y Met).

e Cada posicion de la secuencia (o elemento del patrén) se separa de su vecino por “-“. Cada posicion de la
secuencia se conoce como una "posicion del patron”, por ejemplo [GSAIVK] se consideraria la posicién 1 del
patrén de Férmula (VI), {FE} se considera la posicion 2 del patron de Férmula (VI), etc.

Aunque un patrén de secuencia conservado procede de una estructura tridimensional subyacente comun, se pueden
permitir algunos cambios en el patron de secuencia sin interrupcién en la estructura tridimensional. Por ejemplo,
para algunos miembros de la familia de FABP, se encuentran diferencias en cuatro sitios del patrén PROSITE. Estos
miembros adicionales de la familia de FABP incluyen cinco proteinas enumeradas en PROSITE como falsos
negativos, es decir, los miembros de la familia de proteinas FABP que no han sido recogidos por el patron FABP
(numeros de acceso de la base de datos UniProt FBP12_HUMAN, FABP1_FASGI, FABP2_FASHE, FABPL_SCHBI,
RET5_BOVIN) y una proteina conocida por tener un pliegue de FABP (niumero de acceso del Protein Data Bank
2A02). Aunque OglLuc comparte una estructura tridimensional muy similar con las FABP, los patrones de secuencia
de las secuencias de aminoacidos naturales y variantes también difieren ligeramente, con diferencias en 5
posiciones del patron PROSITE. El patron de OglLuc puede comenzar en una posicion correspondiente a la posicion
8 de la SEC ID NO: 1. Una sustitucién, eliminacién o insercién de aminoacidos del patréon de secuencia se cuenta
como una diferencia.

Con la combinacién de la informacion de la secuencia de estas FABP adicionales y las variantes de OglLuc, se
puede obtener un patrén de secuencia mejorado:

[GSAIVK]-{FE}-[FYW]-x-[LIVMESYQ]-x-x-{K } -x-[NHGK]-x-
[DE]-x- [LIVMFYJ-[LIVMWF]-x-{G}-[LIVMAKRG] (SEQ ID NO: 330)
(VIL).

La informaciéon de la secuencia usada para obtener este patron se muestra en la Tabla 4. La columna 1 identifica la
posicion del patron (enumeradas desde el extremo N-terminal al C-terminal; siendo la longitud del patron de 18
aminodcidos) y la columna 6 identifica la posicion de la secuencia correspondiente de OglLuc (numeracién de
acuerdo con SEQ ID NO: 1). La columna 2 muestra el elemento del patron de FABP PROSITE (Formula (V1)) para
cada posicion del patron. La columna 3 enumera los aminoacidos presentes en seis miembros de la familia FABP
que no estan representadas por el patron de FABP PROSITE. La columna 4 enumera los aminoacidos presentes en
OgLuc (SEQ ID NO: 1) o las variantes de OgLuc que no estan representadas por el patron de PROSITE. La columna
5 enumera el patron mejorado ("patron de OglLuc") (férmula (VIl)) creado combinando la informacién del patron de
las columnas 2, 3 y 4. La columna 7 enumera los aminoacidos de OglLuc (SEQ ID NO: 1) correspondientes a las
posiciones del patron de FABP PROSITE. La columna 8 enumera los aminoacidos encontrados en las secuencias
de luciferasa de dinoflagelado (8 especies diferentes) en las posiciones correspondientes al patron mejorado
(numeros de acceso del GenBank 2021262A, AAA68491, AAC36472, AAV35379, AAV35380, AAL40676,
AAL40677, AAV35378, AAV35377, AAV35381 y nimero de acceso del Protein Data Bank 1VPR).

El patrén mejorado (Formula (VII)) sirve como indicativo (es decir, una identificacion genética) de la estructura
tridimensional de las proteinas compartida entre las FABP y OglLuc. Sin embargo, no es necesario coincidir
estrictamente con este patrdén para indicar concordancia de la estructura tridimensional. A partir de los ejemplos
dados en el presente documento, una estructura tridimensional comun puede existir incluso con hasta 5 cambios en
el patrén. También, por ejemplo, si bien la luciferasa de dinoflagelado tiene una estructura tridimensional similar a las
FABP y OgLuc, tiene 4 diferencias con el patron mejorado.

Por lo tanto, aunque es posible reconocer una proteina como una luciferasa de decapodo basandose en la similitud
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de secuencia y en la utilizacién de la coelenterazina para la luminiscencia, se puede reconocer ademas por tener
también el patron de secuencia mejorado. En concreto, una proteina es una luciferasa de decapodo si, al alinear su
secuencia de aminoacidos con SEQ ID NO: 1 o variantes de la misma, la identidad de secuencia es > 30 %,
preferentemente > 40 % y lo mas preferentemente > 50 %, y la proteina puede utilizar coelenterazina como sustrato
para catalizar la emision de luminiscencia, y la secuencia de aminoacidos que comienza en la posicion
correspondiente a la posicion 8 de la SEC ID NO: 1 es:

[GSAIVK]-{FE}-[FYW]-x-[LIVMFSY QJ-x-x-{ K } -x-[NHGK]-x-[ DE]-x-
[LIVMFY]-[LIVMWF]-x- { G }-[LIVMAKRG] (SEQ ID NO: 330) (V1I),

con no mas de 5 diferencias, o mas preferentemente no mas de 4, 3, 2 o 1 diferencia, o lo mas preferentemente sin
diferencias, estando las diferencias en las posiciones correspondientes a la posicién del patrén 1, 2, 3, 5, 8, 10, 12,
14, 15, 17 o 18 de Formula (VIlI) de acuerdo con la Tabla 4. Las diferencias también pueden incluir huecos o
inserciones entre las posiciones del patrén de la Tabla 4.

Tabla 4: Patrones de secuencias de proteinas

. Patrén de FABP L, Secuencia
ng;;?rgn PROSITE Otras FABP | O9MUC WY | patron e Ogluc ggso";‘ﬁzc wt de Luc de Dinofl.
PS00214 OgLuc
] [GSAIVK] (SEQ [GSAIVK] (SEQ | 4 o G
ID NO: 427) ID NO: 579)
2 | FE) (FE} 9 D R
3 [FYW] [FYW] 10 w W
4 X X 11 Q I
LIVMFSYQ
5 EE'\,{I'\(’;F]E&EQ sY Q ESEQ DNo. 12 Q T
-590) 591)
6 |x X 13 T V]
7 X X 14 A S
8 K K 15 G G
9 X X 16 Y G
NHGK] (SEQ ID
10 | [NHG] K kO; 58]0§ 17 N Q
SILM (SEQ AVTK] (SEQ
" [F¥] ID NO(: sg1)| (MY} X 18 Q ED NO:] ész)
12| [DE] [DE] 19 D [AE]
13 | X X 20 Q F
1a | [LVMFY] (SEQ [LIVMFY] (SEQ |, v |
ID NO: 583) ID NO: 584)
LIVM] (SEQ ID LIVMWF] (SEQ
15 ko; 51855) w F {D NO: 58]€f) 22 L K
[EKTQ]
16 | (K K X 23 E (SEQ ID NO:
587)
17| (G} (G} 24 Q [AV]
[LIVMAKR] [LIVMAKRG]
18 | (SEQID NO: G (SEQ ID NO: 25 G VI]
588) 589)

Ejemplo 22 - Generacion de variantes de OgLuc

Datos experimentales

A menos que se indique lo contrario, se generaron variantes adicionales de una secuencia de variante de OglLuc de
partida con sustituciones aleatorias usando el sistema basado en la PCR mutagénica, propensa a errores
GeneMorph I Random Mutagenesis Kit (Stratagene; Daughtery, PNAS EE.UU., 97(5):2029 (2000)), de acuerdo con
las instrucciones del fabricante y la saturacion del sitio de NNK (Zheng et al., Nucleic Acids Research, 32:e115
(2004)).

Se generaron otras variantes adicionales de una variante de OglLuc de partida que tenia mutaciones especificas
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usando el kit de mutagénesis dirigida basada en oligo QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene;
Kunkel, PNAS EE.UU., 82 (2): 488 (1985)), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Las variantes resultantes se construyeron en el contexto del pF1K FLEXI® para la expresion basada en el promotor
de T7 (Promega Corp.). Como alternativa, las variantes resultantes se construyeron en el contexto del vector pF4Ag
(una version del PF4A disponible en el mercado (Promega Corp.), que contenia los promotores de T7 y CMV
modificados para contener un sitio de union a ribosomas de E. coli con o sin un HALOTAG® C-terminal (Promega
Corp.; denominado en el presente documento "HT7") (Ohana et al., “Protein Expression and Purification”, 68: 110-
120 (2009)) para generar una proteina de fusién. Por ejemplo, para obtener variantes C1+A4E, se realizaron
experimentos de mutagénesis de saturacion de NNK en un fondo de vector pF1K. La biblioteca de C1+A4E se
gener6 en un fondo de vector pF4Ag sin HT7 C-terminal. Las bibliotecas de QC27, QC27-9a e IVY se generaron en
un fondo de vector pF4Ag con HT7 C-terminal. Las variantes basadas en IV se generaron en un fondo de vector
pF4Ag sin HT7. Los vectores resultantes se usaron para transformar KRX de E. coli usando técnicas conocidas en la
materia.

Las variantes de OglLuc generadas se nombran por las sustituciones de aminoacidos identificadas en la variante y/o
para el clon de E. coli que contenia la variante, por ejemplo, la FIG. 6A muestra, entre otros resultados, que el clon
de E. coli 16C5 tiene la sustitucion Q20R.

Datos de la exploracion

Las bibliotecas resultantes se expresaron en E. coli y se realizé una exploracién primaria con un sistema robético de
variantes de OglLuc que tenian una mayor produccion de luz (es decir, mayor luminiscencia, mayor brillo o mayor
emision de luz) o un cambio en la especificidad relativa en comparacién con la correspondiente variante de OglLuc
de partida. La exploracion robética primaria se llevé a cabo de la siguiente manera: se usaron colonias individuales
de la biblioteca generada para inocular medio minimo en placas de 96 pocillos y se cultivaron a 37 °C durante 17 a
20 horas ("cultivo M1"). Se diluy6 el cultivo M1 1:20 con medio minimo recién preparado y se cultivd a 37 °C durante
17-20 horas ("cultivo M2"). Se diluy6 el cultivo M2 1:20 en medios de induccion y se cultivé durante 17-20 horas a
25 °C con la induccién guiada, es decir, autoinduccion (Stratagene; Daughtery, PNAS EE.UU., 97(5):2029 (2000)),
de acuerdo con las instrucciones del fabricante, y saturacion del sitio de NNK (Schagat et al., "KRX Autoinduction
Protocol: A Convenient Method for Protein Expression". Promega Notes, 98:16-18 (2008)). Los medios de induccion
contenian ramnosa y glucosa cuando se usaron las nuevas coelenterazinas PBI-3841, PBI-3842, PBI-3857, PBI-
3880, PBI-3881, PBI-3886, PBI-3887, PBI-3897, PBI-3896 o PBI-3894 como sustratos en la exploracion primaria.
Los medios de inducciéon no contenian ramnosa ni glucosa cuando se usaron coelenterazina natural, coelenterazina-
h conocida o las nuevas coelenterazinas PBI-3840, PBI-3889, PBI-3899 o PBI-3900 como sustratos en la
exploracion primaria. El uso de los diferentes medios de induccién se determiné basandose en la luminiscencia
generada entre C1+A4E y las nuevas coelenterazinas, es decir, se usaron los medios de induccion que contenian
ramnosa y glucosa con nuevas coelenterazinas que generaron menos luminiscencia con C1+A4E en comparacion
con las otras nuevas coelenterazinas con C1+A4E.

Se lisaron diez yl de células inducidas usando 60 ul de tampdn de lisis que contenia HEPES 300 mM, pH 8,0,
tiourea 300 mM, 0,3 x tampodn de lisis pasivo ("PLB"; Promega Corp. N.° de catalogo E194A), 0,3 mg/ml de lisozima
y 0,003 U/ul de RQI Onasa, y se midi6 la luminiscencia con 50 pl de tampo6n de ensayo que contenia KCI 150 mM,
COTA 1 mM, OTT 10 mM, TERGITOL® NP-9 al 0,5 % (v/v) y 20 uM de una coelenterazina natural, conocida o
nueva como sustrato. Se tomaron mediciones de luminiscencia para cada variante 3 min después de la adicion de
reactivo, y los valores las unidades relativas de luminiscencia (URL) se normalizaron con respecto a una media de 8
pocillos de control de la variante de OglLuc de partida correspondiente para cada placa. El ensayo se completé en un
sistema roboético TECAN®,

Se secuenciaron las variantes de OglLuc de interés usando técnicas de secuenciacién convencionales conocidas en
la técnica para identificar cualquier sustitucion de aminoacido adicional de cada variante. Se realizé una exploracion
secundaria usando un sistema no robético (manual) en los clones de variantes de interés. La exploracion manual se
realiz6 de la siguiente manera: se cultivaron clones de variantes, por triplicado, en placas de 96 pocillos, y se
expresaron y se ensayaron como se describe para el ensayo automatizado, a excepcion de la adicion de tampon de
ensayo de forma manual con una pipeta multicanal. Para cada variante, se midié la luminiscencia, se calcul6 la
media y se normalizé con respecto a la variante de OglLuc de partida correspondiente. Se realizaron mediciones de
luminiscencia usando un luminometro TECAN® INFINITE® F500.

Determinacion del cambio en la especificidad relativa

Se determiné la especificidad relativa de sustrato dividiendo la luminiscencia de una luciferasa en presencia de un
sustrato de coelenterazina de ensayo entre la luminiscencia de la luciferasa en presencia de un sustrato de
coelenterazina de referencia. Por ejemplo, la especificidad relativa se determiné dividiendo la luminiscencia de una
luciferasa con una nueva coelenterazina desvelada en el presente documento entre la luminiscencia de la luciferasa
con una coelenterazina diferente (por ejemplo, coelenterazina natural o conocida, o una nueva coelenterazina
diferente de la presente divulgacion). El sustrato de coelenterazina de ensayo y el sustrato de coelenterazina de
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referencia que se compararon se consideraron un par de sustratos de comparacién para determinar la especificidad
de sustrato relativa.

Se determind un cambio en la especificidad de sustrato relativa dividiendo la especificidad de sustrato relativa de
una luciferasa de ensayo usando un par de sustratos de comparacién entre la especificidad de sustrato relativa de
una luciferasa de referencia usando el mismo par de sustratos de comparaciéon. Por ejemplo, un cambio en la
especificidad relativa se determin6 dividiendo la especificidad de sustrato relativa de una luciferasa de ensayo con
una nueva coelenterazina descrita en el presente documento en comparacién con una coelenterazina diferente (por
ejemplo, coelenterazina natural o conocida, o una nueva coelenterazina diferente de la presente divulgacion), entre
la especificidad de sustrato relativa de una luciferasa de referencia con la misma nueva coelenterazina de la
presente divulgacién en comparacién con la misma coelenterazina diferente usada para la luciferasa de ensayo.

Se compard la luminiscencia con una nueva coelenterazina con la luminiscencia con una nueva coelenterazina
diferente. La luminiscencia con una coelenterazina natural o conocida se compard con la luminiscencia con otra
coelenterazina natural o conocida. La luminiscencia con una coelenterazina natural o conocida se compar6 con la
luminiscencia con una nueva coelenterazina.

Un aumento de la luminiscencia (URL) para la variante de OgLuc en comparacion con el molde de OglLuc de partida
correspondiente para la nueva coelenterazina, y una disminucién o ningun cambio en la luminiscencia de una
coelenterazina de referencia eran indicativos de un cambio en la especificidad relativa. Una disminucion de la
luminiscencia de una variante de OglLuc tanto para la coelenterazina nueva como para la de referencia en
comparacion con la correspondiente OgLuc de partida, pero la mayor reduccion de la luminiscencia de la variante de
OglLuc con la coelenterazina nueva, también fueron indicativas de un cambio en la especificidad relativa. Un
aumento de la luminiscencia de la variante de OgLuc en comparacion con la OglLuc de partida correspondiente para
la coelenterazina nueva y de referencia indicé una mejora de la actividad/estabilidad/expresion. Si la luminiscencia
de la variante de OgLuc tanto con la coelenterazina nueva como la de referencia aumentoé, pero el aumento de la
luminiscencia con la coelenterazina nueva fue superior, ello indicé un aumento en la especificidad relativa y una
mejora en la actividad/estabilidad/expresion de la variante de OglLuc.

A. Variantes CI+A4E

Se us6 CI+A4E (SEQ ID NO: 2 y 3), anteriormente descrita en la solicitud de EE.UU. con n° de serie 12/773.002
(solicitud publicada de EE.UU. n.° 2010/0281552) como una secuencia de partida principal (es decir, la secuencia
parental) para la generacion de variantes de OglLuc adicionales, sintéticas. CI+A4E tiene las siguientes sustituciones
de aminoacidos: A4E, QIIR, A33K, V44l, A54F, P115E, Q124K y 1381 y N166R, con respecto a SEQ ID NO: 1. La
luminiscencia de CI+A4E que contiene lisados bacterianos, usando las nuevas coelenterazinas descritas en los
Ejemplos 1-14 (véase la FIG. 4 para consultar ejemplos) como sustratos, se midi®6 como se ha descrito
anteriormente y en comparacion con la luminiscencia usando coelenterazinas naturales y conocidas como sustratos
(FIG. 5A-G). La FIG. 5A muestra la luminiscencia de C1+A4E usando coelenterazina natural (“coelenterazina”), PBI-
3880 conocida y las nuevas coelenterazinas PBI-3842, PBI-3857, PBI-3881, PBI-3882, PBI-3886 y PBI-3887 como
sustratos. Las mediciones de luminiscencia usando coelenterazinas conocidas y nuevas se normalizaron con
respecto a la luminiscencia de CI+A4E usando coelenterazina natural y las veces de reduccion en comparacion con
la coelenterazina natural (FIG. 5B). Las Fig. 5C-E muestran la luminiscencia de C1+A4E usando coelenterazina
natural y nuevas coelenterazinas PBI-3945, PBI-3894 y PBI-4002, respectivamente. La FIG. 5F muestra la
luminiscencia de C1+A4E usando coelenterazina natural y las nuevas coelenterazinas PBI-3840, PBI-3897, PBI-
3889, PBI-3899 y PBI-3900. La FIG. 5G muestra la luminiscencia de C1+A4E usando coelenterazina natural,
coelenterazina conocida PBI-3912 y las nuevas coelenterazinas PBI-3913, PBI-3925, PBI-3939, PBI-3933, PBI-
3932, PBI-3946, PBI-3841 y PBI-3896. Los datos indican que la variante C1+A4E puede usar cada una de las
nuevas coelenterazinas como sustratos.

Se generaron variantes C1+A4E que tenian al menos las sustituciones de aminoacidos identificadas en C1+A4E, a
menos que se indique lo contrario. Se gener6 una biblioteca (Biblioteca 1) de 400 clones de variantes C1+A4E por
mutagénesis aleatoria como se ha descrito anteriormente y se explor6 como se ha descrito previamente para
determinar la mejora del cambio de especificidad relativa y/o el cambio de actividad, por ejemplo, el brillo. Las
variantes se realiz6 una exploracion primaria con coelenterazina natural, coelenterazina-h conocida, PBI-3880
conocida y las nuevas coelenterazinas PBI-3840, PBI-3841, PBI-3842, PBI-3857, PBI-3881, PBI-3886, PBI-3887,
PBI-3889, PBI-3897 y PBI-3900 como sustratos. Ademas, la mitad de las variantes se explord con las nuevas
coelenterazinas PBI-3896 y PBI-3894 como sustratos. Se exploraron las placas que contenian variantes que tenian
mutaciones conocidas de interés identificadas a partir de la exploracién de los nuevos compuestos anteriores. Las
variantes que mostraron una mejora (ya sea en el cambio especificidad relativa o en el cambio de actividad) para
una o mas de las nuevas coelenterazinas ensayadas en la exploracion primaria se aislaron, se secuenciaron y se
exploraron en una exploraciéon secundaria.

En la exploraciébn manual secundaria, las variantes se ensayaron con las coelenterazinas conocidas PBI-3912,

coelenterazina-h, coelenterazina-hh, 2-metil-coelenterazina y coelenterazina v; y las nuevas coelenterazinas PBI-
3840, PBI-3897, PBI-3889, PBI-3899, PBI-3900, PBI-3925, PBI-3944, PBI-3932, PBI-3945, PBI-3913 y PBI-3896
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como sustratos. Las FIG. 6A-D resumen la luminiscencia media normalizada con respecto a C1+A4E para las
variantes ("clon"). Las FIG. 6A-D resumen las sustituciones en estas variantes ("secuencia de aa"), que tenian por lo
menos una de las siguientes sustituciones de aminoacidos adicionales: A14V, G15R, Q18L, Q20R, L22|, E23K,
L27V, L27M, K33N, T39I, E49K, F54S, F54I, D55G, 156V, V58I, V58L, 159T, S66T, G67S, F68S, L72Q, M75K, 176N,
F77T, F77C, K89E, 190V, 90T, L92H, HI93R, M106K, Y109F, P113T, 30 I1117F, T126R, V127A, L136M, D139G,
P145L, S148T, C164S o A169V.

Las sustituciones de aminoacidos de la posicion 54, 92 y 109 fueron de interés, pues las sustituciones en estas
posiciones proporcionaron una mayor produccion de luz o mejor especificidad relativa, es decir, la especificidad
alejada de la coelenterazina natural y hacia al menos una nueva coelenterazina, como se muestra en las FIG . 6A-C.
La sustitucion de aminoacido F54l en el clon 29H7 proporciond una mayor produccion de luz con la coelenterazina
natural y varios de las nuevas coelenterazinas. La sustitucion de aminoacido Q18L en el clon 40H11, la sustitucion
de aminoacido L92H en el clon 04A12 y la sustitucion de aminoacido Y109F en el clon 43F9 proporcion6 mejor
especificidad relativa.

La Tabla 5 enumera las variantes C1+A4E con una sustitucién de aminoacido adicional en la posicion 77, 92 o 109
("cambio de aa"), generada como se ha descrito anteriormente. Estas variantes se analizaron para determinar la
mayor produccion de luz como se ha descrito anteriormente, es decir, se exploraron las variantes que eran al menos
1,3 veces mas brillantes que C1+A4E, usando coelenterazina natural, coelenterazina-hh conocida y las nuevas
coelenterazinas PBI-3939, PBI-3894, PBI-3896, PBI-3897, PBI-3932 o PBI-3925 como sustrato. Los siguientes
sustituciones adicionales produjeron una variante que era al menos 1,3 veces mas brillante que C1+A4E: L92G,
L92Q, L92S, L92A, L92M, L92H, L92Y, F77W, F77Y, F77S, F77T, F77V, F77A, F77G, F77C, F77D, F77M y Y109F.
Como se muestra en la Tabla 5, las sustituciones L92H, F77W y F77A tuvieron las mejoras mas espectaculares con
PBI-3897, PBI-3896 y PBI-3932.

Tabla 5: Saturacion del sitio de las posiciones 77, 92 y 109

Cambio de aa| natural | hh PBI-3939 | PBI-3894 | PBI-3896 | PBI-3897 | PBI-3932 | PBI-3925
L92G 2,2

L92Q 2 1,8 |16 1,3 1,4 2,8 1,4 3,4
L92S 29 1,5 2,9 2,7 6
L92A 25 1,3

L92M 1,3

L92H 2,2 21 9,1 3,4 59
L92Y 2,5
F77W 1,4 1,4 1,4 8,3 3,2 1,7 2,3
F77Y 1,6 1,3 49 6,5
F77S 26

F77T 23

F77V 23

F77A 7.9 25
F77G 3.1

F77C 2,3

F77D 1,5

F77M 1,5 1,6
Y109F 1,34 14

Se generaron variantes C1+A4E adicionales (Grupo A) por mutagénesis dirigida como se ha descrito anteriormente
para tener una sustitucién adicional en al menos una de las siguientes posiciones de aminoacidos con relaciéon a
SEQ ID NO: 1: 18, 20, 54, 59, 72, 77, 89, 92, 109, 113, 127, 136 o 164. Se seleccionaron estas posiciones de
aminoacidos porque, basandose en la exploracién primaria y secundaria de la biblioteca 1, las sustituciones en estas
posiciones habian aumentado la produccion total de luz en comparacién con C1+A4E usando al menos una de las
siguientes como sustrato: las nuevas coelenterazinas PBI-3841, PBI-3896, PBI-3897, PBI-3894, PBI-3925 o PBI-
3932, o las coelenterazinas conocidas 2-metil-coelenterazina o PBI-3912. La FIG. 7 enumera las variantes ("Clon") y
las sustituciones de aminoacidos adicionales contenidas en cada variante. Los clones de las variantes se ensayaron
por triplicado como se describe para la exploracibn manual secundaria como se ha descrito anteriormente y
normalizado con respecto a C1+A4E. Las FIG. 8A-B y 9 muestran la luminiscencia media normalizada de las
variantes enumeradas en la FIG. 7 con varias coelenterazinas como sustratos. Las FIG. 8A-B y 9 muestran variantes
ya sea con un gran aumento de la luminiscencia para los nuevos compuestos enumerados en comparacién con
C1+A4E, o ningln cambio o una disminucion de la luminiscencia para la coelenterazina conocida en comparacién
con C1+A4E. El clon QC27, que tiene sustituciones de aminoacidos adicionales Q18L, F54l, L92H y Y109F, resulté
tener un aumento de 561,32 veces de luminiscencia con PBI-3896, un aumento de 392,98 veces con PBI-3894 y un
aumento de 283,85 veces con PBI-3896 en comparacion con C1+A4E. Estos datos muestran que Q18L, L92H y
Y109F se pueden combinar entre si y con sustituciones adicionales, dando lugar a variantes con una mejor
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especificidad relativa.

Se combinaron otras sustituciones de interés identificadas a partir de la biblioteca 1 para generar variantes
adicionales (Grupo B) (FIG. 10). Se crearon sustituciones de aminoacidos adicionales en al menos una de las
siguientes posiciones de aminoacidos con relacién a SEQ ID NO: 1: 18, 20, 54, 71, 77, 90, 92, 109 o 127. Estas
sustituciones mostraron una mejoria con al menos una de las siguientes nuevas coelenterazinas como sustrato: PBI-
3841, PBI-3896, PBI-3897, PBI-3894, PBI-3925 o PBI-3932. Estas variantes se analizaron como se ha descrito para
el grupo A de variantes usando coelenterazina natural, coelenterazina-hh conocida y las nuevas coelenterazinas
PBI-3939, PBI-3945, PBI-3840, PBI-3932, PBI-3925, PBI-3894 y PBI-3896. Los clones de las variantes se ensayaron
por triplicado como se ha descrito para la exploracion manual secundaria como se ha descrito anteriormente y
normalizado con respecto a C1+A4E. La FIG. 11 muestra la luminiscencia media normalizada de las variantes
enumeradas en la FIG. 10 con las diversas coelenterazinas como sustratos. La FIG. 11 muestra variantes bien con
grandes aumentos de la luminiscencia para las nuevas coelenterazinas enumeradas en comparacion con C1+A4E, o
sin cambio o una disminucién de la luminiscencia para la coelenterazina natural y conocida en comparacién con
C1+A4E.

Se generaron variantes adicionales con la sustitucion de aminoacido adicional 190V y/o Y109F (Grupo C) y se
compararon con las variantes generadas del Grupo A o B (véase la FIG. 12). Se compararon los clones que
contenian las variantes con una sustitucion 190V ("I90V"), una sustitucién Y109F ("Y109F") o ambas sustituciones
("LE2") con los clones QC #27, QC#2 E7, QC#2 F4 y QC#1 A11 usando ensayos como se ha descrito para los
recombinantes del Grupo A con coelenterazina natural, coelenterazina-hh conocida y las nuevas coelenterazinas
PBI-3939, PBI-3945, PBI-3889, PBI-3840, PBI-3925, PBI-3932, PBI-3894, PBI-3896 y PBI-3897 como sustratos
(FIG. 12). Los clones de las variantes se ensayaron por triplicado como se ha descrito para la exploracion manual
secundaria como se ha descrito anteriormente y normalizado con respecto a C1+A4E (FIG. 12). La FIG. 12 muestra
variantes ya sea con grandes aumentos de la luminiscencia para las nuevas coelenterazinas enumeradas en
comparacioén con C1+A4E, y ningin cambio o una reduccion de la luminiscencia para la coelenterazina natural o
conocida en comparacion con C1+A4E. La FIG. 12 muestra que 190V proporciond una mayor produccion de luz para
la coelenterazina natural y varios de los nuevos sustratos.

B. Variantes QC27

La variante QC27 (SEQ ID NO: 4 y 5) de A, que tiene las sustituciones de aminoacidos adicionales Q18L, F54l,
L92H y Y109F, se clon6é en un vector PF4A modificado como se ha descrito anteriormente para crear una proteina
de fusion de HT7 C-terminal (Promega Corp.) ("QC27-HT7") (SEQ ID NO: 44 y 45). Se generaron 4.400 variantes de
QC27-HT7 (Biblioteca 2) por mutagénesis aleatoria como se ha descrito anteriormente, y se realizé6 una exploracién
primaria para determinar el aumento en el cambio de especificidad relativa como se ha descrito anteriormente
usando coelenterazina natural y las nuevas coelenterazinas PBI-3896 y PBI-3897 como sustratos. Se seleccionaron
los clones de las variantes, se secuenciaron y se analizaron en una exploracién manual secundaria como se ha
descrito anteriormente usando coelenterazina natural, coelenterazina-hh conocida y las nuevas coelenterazinas PBI-
3897, PBI-3896 y PBI-3894 como sustratos.

La FIG. 13 enumera las sustituciones de aminoacidos adicionales ("Secuencia") identificadas en estas variantes
("Muestra") y la luminiscencia de las variantes usando coelenterazina natural, coelenterazina-hh conocida y las
nuevas coelenterazinas PBI-3897, PBI-3896 y PBI-3894 como sustratos en la exploracion secundaria normalizada
con respecto a la QC27-HT7 de partida correspondiente. Las variantes de la FIG. 14 tenian al menos una de las
siguientes sustituciones de aminoacidos adicionales: F1l, R11Q, L18I, L18Q, V21L, V21M, L22F, F31l, Q32H, V45E,
L46Q, S47P, G48R, E49D, G51E, D55E, G67S, F68Y, F68L, Q69H, L72Q, E74K, E74l, M75K, I76F, 176V, H86R,
190T, H92Q, HI92R, T96A, VI8F, 199V, 199T, V102M, M106l, F109Y, L142V, V158I, T159S, L168F o G170R (G170R
esta situada en la region enlazadora entre HT7 y la variante de OglLuc).

Las sustituciones de aminoacidos F68Y de la variante 24B12, L72Q de la variante 29C4 y M75K de la variante 3H11
proporcionaron una mayor produccion de luz para la coelenterazina natural y varios de los nuevos sustratos. Las
sustituciones de aminoacidos V21L de la variante 25A11 y H92R de la variante 1B6 proporcionaron una mejor
especificidad relativa. Ambas sustituciones fueron casos en los que las sefiales de luminiscencia se redujeron
usando las nuevas coelenterazinas como sustratos, pero se redujeron mas usando coelenterazinas naturales y
conocidas como sustratos.

Se generaron variantes QC27-HT7 adicionales que tenian sustituciones de aminoacidos especificas (FIG. 14)
usando mutagénesis dirigida como se ha descrito anteriormente. Se realizaron sustituciones adicionales en al menos
una de las siguientes posiciones de aminoacidos con respecto a SEQ ID NO: 1: 21, 68, 72, 75, 76, 90, 92 y 158, ya
gue estas posiciones mostraron una mejora en el cambio de especificidad relativa, como se muestra en la FIG. 14.
La FIG. 15 muestra la luminiscencia de las variantes QC27-HT7 usando coelenterazina natural, coelenterazina-hh
conocida y las nuevas coelenterazinas PBI-3897, PBI-3841, PBI-3896 y PBI-3894 como sustratos normalizados con
respecto a la QC27-HT7 de partida correspondiente. Como se observa en la FIG. 15, la combinacién de las tres
sustituciones de aminoacidos F68Y, L72Q y M75K con VI58], como, por ejemplo, en la variante QC27#1,
proporcionaron una mayor produccion de luz para cada coelenterazina ensayada.
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C. Variantes QC27-9a

Se us6 la variante QC27-9a (SEQ ID NO: 6 y 7) de B, una proteina de fusion QC27-HT7 con las sustituciones de
aminodacidos adicionales V21L, H29R, F68Y, L72Q, M75K y VI58I, como secuencia de partida para generar una
biblioteca. Se generaron 4.400 variantes de QC27-9a (Biblioteca 3) por mutagénesis aleatoria como se ha descrito
anteriormente y se exploraron para determinar el aumento del cambio en la especificidad relativa mediante
coelenterazina natural y las nuevas coelenterazinas PBI-3841 y PBI-3897. Se seleccionaron clones de las variantes,
se secuenciaron y se analizaron en una exploracién manual secundaria como se ha descrito anteriormente usando
coelenterazina natural, coelenterazina-hh conocida, coelenterazina-h conocida y las nuevas coelenterazinas PBI-
3841 y PBI-3897 como sustratos. La FIG. 16 enumera las sustituciones adicionales ("cambio de aa") identificadas en
las variantes ("Muestra") y la luminiscencia media de las variantes que usan coelenterazina natural, coelenterazina-
hh conocida, coelenterazina-h conocida y las nuevas coelenterazinas PBI-3841 y PBI-3897 como sustratos en la
exploraciéon secundaria normalizada con respecto a la correspondiente QC27-9a de partida. El aumento de la
especificidad relativa representa casos en los que habia una reduccién de la luminiscencia para la variante con las
coelenterazinas nuevas, naturales y conocidas en comparaciéon con el molde de partida, pero la luminiscencia con
las coelenterazinas naturales y conocidas disminuyé mas. Por ejemplo, la variante 30D12 con la sustitucion de
aminoacidos L22F tuvo una pérdida de aproximadamente tres veces de actividad con las nuevas coelenterazinas
PBI-3841 y PBI-3897. Sin embargo, con coelenterazina natural, coelenterazina-h conocida y coelenterazina-hh
conocida, la luminiscencia de la variante 30D12 se redujo en diez veces o mas.

La FIG. 17 muestra una comparacién de la luminiscencia de C1+A4E, QC27-HT7 y QC27-9a en comparacién con la
luciferasa de Renilla humanizada (denominada en el presente documento "hRL") (SEQ ID NO: 30 y 31) usando
coelenterazina natural, coelenterazina-hh conocida y las nuevas coelenterazinas PBI-3841 y PBI-3897 como
sustratos. Aunque la reaccion de QC27-9a con PBI-3897 fue mas brillante que QC27-9a con PBI-3841 (véase la
FIG. 17), la tendencia de la evolucién, es decir, la magnitud de mejora de la luminiscencia, fue mayor para PBI-3841
(Tabla 6). La combinacion de la mejora de la luminiscencia (440 veces) con la disminucién de la luminiscencia para
la coelenterazina natural (800 veces) indicd un cambio en la especificidad relativa (350.000 veces) de QC27-9a
usando PBI-3841 en comparacion con la coelenterazina natural.

Tabla 6: Cambio en la especificidad relativa de las variantes de OgLuc para PBI-3897 y PBI-3841 en
comparacion con la coelenterazina natural y coelenterazina-hh

Compuesto Tendencia Cambio en la especificidad relativa (nueva
evolutiva: coelenterazina/coelenterazina natural)
C1A4E a QC27
#9a

coelenterazina BAJADA x 800
Coelenterazina- BAJADA x 300

hh
PBI-3897 SUBIDA x 100 x 80.000
PBI-3841 SUBIDA x 440 x 350.000

D. Variantes IVY

IVY (SEQ ID NO: 8 y 9), una variante C1+A4E con las sustituciones de aminoacidos adicionales F54l, 190V y F77Y,
se clon6 en un vector pF4A modificado como se ha descrito anteriormente para crear una proteina de fusion HT7 C-
terminal ("IVY-HT7"). Se generaron 4.400 variantes de IVY-HT7 (Biblioteca 4) por mutagénesis aleatoria y se
seleccionaron para determinar el aumento de produccion de luz (es decir, el aumento del brillo) y el aumento de la
especificidad relativa usando coelenterazina natural, coelenterazina-hh conocida y las nuevas coelenterazinas PBI-
3840, PBI-3889 PBI-3925, PBI-3932 y PBI-3945 como sustratos. Se seleccionaron clones de variantes, se
secuenciaron y se ensayaron por triplicado en una exploracion secundaria como se ha descrito anteriormente
usando coelenterazina natural, coelenterazina-hh conocida y las nuevas coelenterazinas PBI-3889, PBI-3939, PBI-
3945 y PBI-4002 como sustratos. Las FIG. 18 y 19 se enumeran las sustituciones adicionales ("cambio de aa")
identificadas en las variantes ("Muestra") y la luminiscencia media de las variantes normalizadas con respecto a IVY-
HT7 usando coelenterazina natural, coelenterazina-hh conocida y las nuevas coelenterazinas PBI-3889, PBI-3939,
PBI-3945 y PBI-4002 como sustratos en la exploracién secundaria. La FIG. 18 enumera las variantes seleccionadas
basadas en el rendimiento con PBI-3945 (Grupo A), que tenia al menos una de las siguientes sustituciones de
aminoacidos: Q18H, D19N, Q20P, Q32P, K33N, V38I, V38F, K43N, 144F, E49G, 160V, Q69H, I76N, Y77N, Y94F,
G958, G95D, F110I, V119M, K124M, L149] o R152S. La FIG. 19 enumera las variantes seleccionadas basandose
en el rendimiento con PBI-3889 (Grupo B), que tenia al menos una de las siguientes sustituciones de aminoacidos:
FBY, Q18L, L27V, S28Y, Q32L, K33N, V36E, P40T, Q42H, N50K, G51R, H86L, N135D o I155T.

Se generaron variantes de IVY-HT7 adicionales que tenian sustituciones de aminoacidos especificas adicionales
usando mutagénesis dirigida tal como se ha descrito anteriormente. La FIG. 20 enumera variantes con al menos una
de las siguientes posiciones de aminoacidos adicionales con respecto a la SEQ ID NO: 1: 19, 20, 27, 32, 38, 43, 49,
58, 77, 95, 110 y 149, ya que estas sustituciones se identificaron en las variantes de la FIG. 18, que mostré
especificidad hacia PBI-3945 y PBI-4002. La FIG. 21 muestra la luminiscencia de las variantes enumeradas en la
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FIG. 20 normalizada con respecto a IVY-HT7 usando coelenterazina natural, coelenterazina-h conocida,
coelenterazina-hh conocida y las nuevas coelenterazinas PBI-3939, PBI-3945, PBI-4002, PBI-3932 y PBI-3840 como
sustratos. Ninguna de las variantes mostré6 una mejora con respecto IVY-HT7, pero hubo casos, tales como la
variante C5.19 (SEQ ID NO: 12 y 13), en los que la luminiscencia con un coelenterazina natural o conocida se redujo
aproximadamente 3-4 registros, pero la luminiscencia con PBI-3945 y PBI-4002 disminuyeron solo dos veces. La
variante C5.19 tiene las sustituciones de aminoacidos adicionales L27V, V38l y L149I.

La FIG. 22 enumera variantes con al menos una de las siguientes posiciones de aminoacidos adicionales con
respecto a la SEQ ID NO: 1: 6, 18, 27, 28, 33, 34, 36, 40, 50, 51, 135 y 155, ya que estas sustituciones se
identificaron en las variantes de la FIG. 19, que mostraron especificidad hacia PBI-3889 y PBI-3939. La FIG. 23
muestra la luminiscencia de las variantes enumeradas en la FIG. 21 usando coelenterazina natural, coelenterazina-h
conocida, coelenterazina-hh conocida y las nuevas coelenterazinas PBI-3939, PBI-3945, PBI-3889, PBI-4002, PBI-
3932 y PBI-3840 como sustratos normalizados con respecto a la IVY-HT7. La luminiscencia se redujo para cada una
de las variantes en comparacion con IVY-HT7. La variante C1.3 (SEQ ID NO: 10 y 11) resultd6 tener
aproximadamente 2.000 veces mas luminiscencia con PBI-3939 que con la coelenterazina natural o conocida. La
variante C1.3 tiene las sustituciones de aminoacidos adicionales F6Y, K33N, N135D e [155T.

Las mejores variantes de IVY-HT7 para el cambio de especificidad relativa en comparacion con hRL e IVY HT7
fueron C5.19, que tuvo la mejor luminiscencia con PBI-3945, y C1.3, que tuvo la mejor luminiscencia con PBI-3889.
La FIG. 24 muestra la luminiscencia de hRL, IVY-HT7, C5.19 (una fusién de HT7 C-terminal) y C1.3 (una fusién de
HT7 C-terminal) con coelenterazina natural, coelenterazina-h conocida, coelenterazina-hh conocida y las nuevas
coelenterazinas PBI-3939 y PBI-3945.

E. Variantes IV

IV (SEQ ID NO: 14 y 15), una variante C1+A4E con las sustituciones de aminoacidos adicionales F54I| e 190V, se
generd como se ha descrito previamente. Para determinar la variante mas brillante para su uso como un indicador
de la transcripcién, se midi6 la luminiscencia como se ha descrito previamente proporcionada para C1+A4E (SEQ ID
NO: 2y 3), IVY (SEQ ID NO: 8y 9) e IV (SEQ ID NO: 14 y 15) usando coelenterazina natural, coelenterazina-hh
conocida y las nuevas coelenterazinas PBI-3939, PBI-3945, PBI-3889 y PBI-4002 como sustratos. hRL se us6 como
control. Como se observa en la FIG. 25, IV fue mas brillante que tanto C1+A4E como IVY. La sustitucién de
aminoacido F541 en IV proporcion6 una mayor produccion de luz para la coelenterazina natural y varios de los
nuevos sustratos. Las tres variantes fueron mas brillantes que hRL con los coelenterazinas ensayadas.

Se revisaron los datos de la A, B y D (es decir, la exploraciones de las bibliotecas generadas a partir de C1+A4E,
IVY y QC27 como secuencias de partida) para determinar aquellas sustituciones de aminoacidos adicionales con
aumento de la producciéon de luz (es decir, el aumento del brillo) con varias coelenterazinas. Se generaron variantes
de IV como se ha descrito previamente que tenian sustituciones adicionales con menor especificidad hacia la
coelenterazina natural en dos a diez veces. Como se enumera en la FIG. 26, las variantes de IV ("clon") tenian una
sustitucion de aminoacido adicional ("Secuencia") de al menos una de las siguientes sustituciones de aminoacidos:
F11, E4K, Q18L, L27V, K33N, V38I, F68Y, M70V, L72Q, M75K o V102E.

Se realizé una exploracién primaria en dieciséis placas de clones de variantes para todas las combinaciones de
sustituciones de aminoacidos y se ensayaron usando el método de robética automatizado descrito previamente con
coelenterazina natural, coelenterazina-h conocida, coelenterazina-hh conocida y las nuevas coelenterazinas PBI-
3889 y PBI-3945 como sustratos. Se seleccionaron variantes con una mejor luminiscencia, se secuenciaron y se
ensayaron por triplicado usando la exploracién manual como se ha descrito anteriormente. Se midié la luminiscencia
usando coelenterazina natural, coelenterazina-h conocida, coelenterazina-hh conocida y las nuevas coelenterazinas
PBI-3889, PBI-3939, PBI-3945 y PBI-4002 como sustratos. Se usaron las correspondientes secuencias de partida IV
y hRL como controles.

La FIG. 26 enumera las variantes y las sustituciones de aminoacidos adicionales identificadas en las variantes. La
FIG. 27 muestra la luminiscencia media de las variantes en la exploracién secundaria normalizada con respecto a IV.
La variante 8A3 (SEQ ID NO: 26 y 27), que tiene las sustituciones de aminoacidos adicionales F1l, L27V y V38I,
resultaron tener mejor especificidad relativa con las nuevas coelenterazinas, pero no fue mas brillante que IV. La
variante 8F2 (SEQ ID NO: 46 y 47), que tiene la sustitucion de aminoacidos adicional L27V, ofreci6 mejor
especificidad relativa y brillo con 3 de las 4 nuevas coelenterazinas usadas. La variante 9B8 (SEQ ID NO: 18 y 19),
que tiene las sustituciones de aminoacidos adicionales Q18L, F68Y, L72Q y M75K, fue mas brillante para todos los
substratos y ofrecié alguna ventaja de especificidad relativa frente a la coelenterazina natural también. La variante
9F6 (SEQ ID NO: 20 y 21), que tiene las sustituciones de aminoacidos adicionales Q18L, L27V, V38I, F68Y, L72Q y
M75K, mostré6 mejoras similares como se ha visto con 8F2. La variante 15C1 (SEQ ID NO: 16 y 17), que tiene las
sustituciones de aminoacidos adicionales E4K, K33N, F68Y, L72Q y M75K, fue mas brillante para todas las
coelenterazinas nuevas, pero no tuvo ningun beneficio de especificidad relativa potenciado. La sustitucién de
aminoacido Q18L en la variante 1D6 proporcioné mejor especificidad relativa, es decir, alejada de la coelenterazina
natural y hacia los nuevos sustratos, en el contexto de IV. En general, la sustitucion de aminoacidos L27V
proporcioné especificidad relativa potenciada en el contexto de IV.
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La FIG. 28 muestra la luminiscencia de las variantes 8A3, 9B8, 9F6 y 15C1 en la exploracién secundaria usando
coelenterazina natural, coelenterazina-hh conocida, coelenterazina-h conocida y las nuevas coelenterazinas PBI-
3939, PBI-3945, PBI-3889 y PBI-4002 como sustratos en comparacion con IV y hRL. La variante 8A3 tuvo 2
registros menos de brillo con la coelenterazina natural en comparacion con IV. La variante 9F6 tuvo 1 registro menos
de brillo con la coelenterazina natural en comparacion con IV. La variante 15C1 con PBI-3945 fue la mas brillante,
pero la semivida de la sefal fue corta (véase el Ejemplo 27).

F. Variantes 9B8

La variante 9B8 de E se modificd adicionalmente para generar variantes adicionales con una mayor emision de luz
y/o mejor especificidad relativa por PBI-3939. La sustitucion de aminoacido L72Q parecié ser una sustitucion de
aminoacido beneficiosa para el aumento de la emision de luz (es decir, el brillo), pues dicha sustitucion se identifico
en las variantes 9B8, 9F6 y 15C1, mostrando todas ellas una mejor emision de luz. Para determinar si otras
sustituciones de aminoacidos de la posicion 72 proporcionarian aumentos similares en el brillo, se generaron
variantes adicionales de 9B8 como se ha descrito anteriormente mediante la saturacién de la posicién 72 con restos
alternativos. Se prepararon cuatro repeticiones de lisados de E. coli y se analizaron para determinar el brillo como se
ha descrito anteriormente usando PBI-3939 como sustrato, excepto que el tampdn de ensayo contenia CDTA
10 mM, KCI 150 mM, DTT 10 mM, HEPES 100 mM, pH 7,0, tiourea 35 mM y TERGITOL® NP-9 al 0,5 % (v/v). La
Tabla 7 enumera las variantes 9B8 ("variantes") con la luminiscencia similar o potenciada en comparaciéon con 9B8
segun lo indicado por la luminiscencia normalizada con respecto a 9B8 ("URL (normalizada con respecto a 9B8)"),
es decir, veces de mejora. Las sustituciones de aminoacidos de A, G, N, R y M en la posicion 72 proporcionaron al
menos el mismo beneficio de brillo que el aminoacido Q, es decir, 1 vez.

Tabla 7: Variantes con luminiscencia similar en comparacion con la variante 9B8

Variante URL (normalizadas con respecto a
9B8)
9B8 + Q72A 1.1
9B8 + Q72G 1
9B8 + Q72N 1
9B8 + Q72R 1
9B8 + Q72M 1

Se generaron variantes adicionales con especificidad relativa potenciada con relacion a la nueva PBI-3939 como se
ha descrito previamente mediante la saturacioén de las posiciones de aminoacidos 18, 68, 72, 75 y 90 de la variante
9B8. Se prepararon lisados de E. coli y se analizaron para determinar el brillo como se ha descrito anteriormente
usando coelenterazina natural y la nueva PBI-3939 como sustratos. Se determiné la especificidad relativa a partir de
la proporcién de la luminiscencia de la variante con PBI-3939 con respecto a la luminiscencia de la variante con
coelenterazina natural, normalizada con respecto a la proporcién de la luminiscencia correspondiente de 9B8. La
Tabla 8 enumera variantes 9B8 ("variantes") con al menos 1,1 veces de aumento de la especificidad relativa por PBI-
3939. Los resultados demuestran que al menos un cambio adicional en cada uno de los sitios proporcion6
especificidad relativa potenciada por PBI-3939 frente a la coelenterazina natural. Las variantes 9B8 con
sustituciones de aminoacidos K, D, F, G, Y, Wy H en la posicion 18 tuvieron el nimero de veces de mejora mas alta
en la especificidad relativa.

Tabla 8: Variantes con especificidad relativa potenciada por PBI-3939

Vari Especificidad relativa (URL de PBI-3939/URL de coelenterazina natural;
ariante .
normalizadas con respecto a 9B8)
9B8 + L18K 40,7
9B8 + L18D 25,8
9B8 + L18F 25,6
9B8 + L18G 18,2
9B8 + L18Y 17,8
9B8 + L18W 11,2
9B8 + L18H 9.1
9B8 + L18R 3,5
9B8 + L18M 3,4
9B8 + L18N 29
9B8 + L18P 26
9B8 + L18S 23
9B8 + Y68W 1.1
9B8 + Q72W 6,1
9B8 + Q72Y 25
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9B8 + Q72F 2,2
9B8 + Q72V 2,2
9B8 + Q72| 2,1
9B8 + Q72T 1,9
9B8 + Q72N 1,8
9B8 + Q72R 1,7
9B8 + Q72P 1,6
9B8 + Q72G 1,5
9B8 + Q72A 1,4
9B8 + Q72M 1,3
9B8 + Q72C 1,3
9B8 + Q72H 1,2
9B8 + Q72S 1,2
9B8 + M75F 1,2
9B8 + VOOR 24
9B8 + VOOY 1,6
9B8 + VI0D 1,4
9B8 + VOOP 1,4
9B8+VI0K 1,3
9B8 + V90Q 1,2

G. Variantes 9B8+K33N

Se generd una variante adicional, 9B8 opt+K33N (SEQ ID NO: 42 y 43) para examinar los beneficios de la
sustitucion de aminoacido K33N en el brillo, la especificidad relativa y la estabilidad térmica. Se examin6 9B8
opt+K33N y se compar6 con 9B8 opt (descrito en el Ejemplo 25A) en diversas aplicaciones.

Se prepararon lisados de E. coli que contenian la variante 9B8 opt o 9B8 opt+K33N y se analizaron como se ha
descrito anteriormente, excepto el tampon de ensayo que contenia TERGITOL® NP-9 al 0,1 % (v/v). Se midi6 la
luminiscencia generada de los lisados usando la nueva PBI-3939 y la coelenterazina natural como sustratos. Se
calcul6 la especificidad relativa de las variantes para PBI-3939 y para la coelenterazina natural como se ha descrito
anteriormente. 9B8 opt+K33N ("K33N") tuvo una mayor produccién de luz (URL) y una especificidad relativa mas
alta por PBI-3939 que la coelenterazina natural en comparacion con 9B8 opt (FIG. 29), lo que indica que la
sustitucion K33N proporciona una mayor produccion de luz y mejora la especificidad relativa.

Se cre6 una nueva biblioteca de OglLuc usando 9B8opt+K33N como molde de partida. La biblioteca aleatoria se cre6
usando el kit de mutagénesis aleatoria DIVERSIFY® PCR (Clontech; n.° de catalogo 630703). Se uso6 la condicion 5
(como se indica en el manual del usuario) para generar variantes adicionales, y la tasa de mutacién media se calculo
en 2,6 mutaciones por gen mediante la compilacién de los datos de secuencias de 83 clones seleccionados al azar.
Se clono6 esta biblioteca PCR en el fondo de vector no de fusion, basado en pF4Ag, descrito anteriormente y el fondo
de tipo sandwich, es decir, 1d-OgLuc-HT7 (que se describe en el Ejemplo 45). Las variantes del fondo de vector no
de fusion, basado en pF4Ag se designan con (NF). Las variantes en el fondo del vector de tipo sandwich se
designan con (F). Para clonar el producto de PCR en ambos vectores, se afiadidé un aminoacido, es decir, una
glicina, a la secuencia variante en pF4Ag, generando una nueva posicién 170 en la variante de OgLuc ("170G").
170G esta presente en la construccion de sandwich, pero, en este caso, se considera parte del enlazador entre
OglLuc y HT7. Para cada biblioteca, se ensayaron 4.400 clones de E. coli como se ha descrito anteriormente con las
siguientes excepciones. El tampén de lisis contenia MES 300 mM, pH 6,0, en lugar de HEPES y TERGITOL® NP-9
al 0,5 % (v/v), pero no contenia tiourea. El tampdn de ensayo contenia MES 100 mM, pH 6,0 en lugar de HEPES y
tiourea 35 mM. Los volumenes de ensayo fueron los siguientes: 10 pl de células, 40 pl de tampén de lisis y 50 ul de
tampon de ensayo.

Se exploro la biblioteca de PCR del fondo de no fusion basado en pF4Ag para determinar variantes adicionales con
mayor luminiscencia en comparacién con 9B8 opt+K33N+170G (SEQ ID NO: 68 y 69). Las variantes seleccionadas
se ensayaron en células HEK293 y NIH3T3. Para cada tipo de células, se sembraron 15.000 células y se cultivaron
durante la noche a 37 °C. Al dia siguiente, se transfectaron las células como se describe en el Ejemplo 25 con 10 ng
de pGL4.13 (Promega Corp.) como control de transfeccion y 100 ng del ADN de ensayo de OgLuc. se retir6 el medio
y las células se lisaron con 100 pl de tampén de lisis como se describe en el Ejemplo 25, a excepcién de que el
tampon de lisis contenia MES 100 mM, pH 6,0, en lugar de HEPES y la luminiscencia se midié6 usando un
luminémetro GLOMAX®. Para cada muestra, se ensayaron 10 pl de lisado con 50 pl de tampon de lisis que contenia
PBI-3939 20 uM. Para el control de transfeccion, se ensayaron 10 pl de lisado con 50 pl de Reactivo de ensayo
BRIGHT-GLO™,
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La Tabla 9 muestra las veces de aumento de la luminiscencia de variantes en células de E. coli, HEK293 y NIH3T3,
y las sustituciones de aminoacidos que se encuentran en las variantes. Las variantes 27A5 (NF) (SEQ ID NOS: 70 y
71), 23D4 (NF) (SEQ ID NO: 72y 73) y 24C2 (NF) (SEQ ID NO: 74 y 75) tuvieron al menos 1,3 veces de aumento de
la luminiscencia en células de E. coli y HEK293.

Tabla 9: Aumento de la luminiscencia generada por variantes de OgLuc en comparacién con 9B8

opt+K33N+170G en células de E. coli, HEK293 y NIH3T3
Muestra Secuencia \Veces frente a 9B8 opt+K33N + 170G
E. coli HEK293 NIH3T3
27A5 (NF) T39T,170G 1,3 1,5 1,3
23D4 (NF)G26G, M106L, R112R,170G] 1,56 1,6 1,2
24C2 (NF), R11Q, T39T, 170G 1,5 1,5 1,1

Basandose en los datos anteriores, se disefiaron otras variantes de combinacién y se generaron (véase la Tabla 10)
en el contexto del fondo de vector de no fusion basado en pF4Ag sin 170G. Las variantes se analizaron en células
de E. coli, HEK293 y NIH3T3 como se ha descrito anteriormente y se compararon con 9B8 opt+K33N. También se
examinaron las variantes para determinar la luminiscencia con la coelenterazina natural. La Tabla 10 muestra las
veces de aumento de la luminiscencia de las variantes en células de E. coli, HEK293 y NIH3T3, y las sustituciones
de aminoacidos encontradas en las variantes ("Muestra"). Las variantes se nombraron mediante la adiciéon de las
sustituciones de aminoacidos adicionales en la variante al prefijo "9B8 opt+K33N". La Tabla 11 muestra la
especificidad relativa de las diferentes variantes por PBI-3939 en comparacion con la coelenterazina natural en
células de E. coli, NIH3T3 y HEK293. Como se muestra en la Tabla 10, la variante 9B8
opt+K33N+T39T+K43R+Y68D ("V2"; SEQ ID NO: 92 y 93) tuvo mejor luminiscencia en E. coli y una ligera mejora de
la luminiscencia en las células NIH3T3. La variante 9B8 opt+K33N+L27V+K43R+Y68D ("L27V, K43R, Y68D") tuvo
una mejora neutral de la luminiscencia (Tabla 10) y un aumento de cinco veces de la especificidad relativa frente a
9B8 opt+K33N (Tabla 11) en los tres tipos de células examinadas.

Tabla 10: Aumento de la luminiscencia generada por variantes de combinacion de OgLuc en comparacion

con 9B8 opt+K33N en células de E. coli, NIH3T3 y HEK293

Muestra \Veces frente a 9B8 opt +K33N
E. coli | NIH3T3 | HEK293

T39T 1,8 1,1 1,1
K43R 1,2 1,1 11
T39T, K43R 1,3 0,9 11
Y68D 1,0 1,0 1,2
K43R, Y68D 1,2 1,2 1,2
T39T, K43R, Y68D ("V2") 1,8 1,1 1,3
L27V 0,9 0,7 0,8
L27V, K43R 0,7 0,6 0,6
L27V, K43R, Y68D 1,2 0,8 0,

L27V, Y68D 1,2 0,8 0,7
S66N, K43R 0,9 1,1 1.1
L27V, K43R, S66N 1,0 0,6 0,7
9B8 opt + K33N 1,0 1,0 1,0

Tabla 11: Cambio en la especificidad relativa de variantes de combinacion de OglLuc por PBI-3939 en
comparacion con la coelenterazina natural en células de E. coli, NIH3T3 y HEK293

Muestra \Veces frfente a la Coelenterazina natural
E. coli NIH3T3 HEK293
T39T 18,2 18 20
K43R 29,5 31 32
T39T, K43R 294 30 32
Y68D 11,4 10 12
K43R, Y68D 18,6 19 21
T39T, K43R, Y68D ("V2") 18,5 18 21
L27V 85,2 85 97
L27V, K43R 120,1 131 147
L27V, K43R, Y68D 98,3 98 101
L27V, Y68D 59,9 61 64
S66N, K43R 22.9 23 25
L27V, K43R, S66N 100,4 97 106
9B8 opt + K33N 19,0 19 19
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Se generaron variantes de OglLuc adicionales a partir de 9B8 opt+K33N para que contuvieran al menos una de las
siguientes sustituciones de aminoacidos adicionales con respecto a SEQ ID NO: 1: L27V, T39T, K43R, Y68D o
S66N (véase "Muestra" en la Tabla 12 para las sustituciones de aminoacidos de las variantes). Las variantes se
nombraron mediante la adicién de las sustituciones de aminoacidos adicionales en la variante detras del prefijo "9B8
opt+K33N". Se examinaron estas variantes adicionales y las variantes 9B8 opt+K33N+L27V+Y68D ("L27V, Y68D"),
9B8 opt+K33N+L27V+K43R+Y6B8D ("L27V, K43R, Y68D"), 9B8 opt+K33N+L27V+K43R+S66N ("L27V, K43R,
S66N") y 9B8 opt+K33N+T39T+K43R+Y68D ("T39T, K43R, Y68D"; también conocidas como "V2") de lo anterior,
para determinar el brillo, la especificidad relativa, la estabilidad de la sefial y la estabilidad térmica. Las variantes se
compararon con la variantes 9B8 opt ("9B8") y 9B8 opt+K33N ("K33N").

Se prepararon lisados de E. coli que contenian las variantes, y se analizaron como se ha descrito previamente. Se
midié la luminiscencia generada por los lisados usando la PBI-3939 nueva y la coelenterazina natural como
sustratos. La luminiscencia de las variantes se normalizé con respecto a la luminiscencia generada por 9B8 opt
(Tabla 12). Se calculé la especificidad relativa de las variantes por PBI-3939 y la coelenterazina natural dividiendo la
luminiscencia de las variantes usando PBI-3939 como sustrato con la luminiscencia de las variantes usando la
coelenterazina natural como sustrato (Tabla 12). Estos datos indican que la sustitucion de aminoacido L27V
disminuye la especificidad por la coelenterazina natural.

Tabla 12: Aumento de la luminiscencia generada por variantes de OglLuc en comparaciéon con 9B8 y cambio
en la especificidad de las variantes de OgLuc por PBI-3939 en comparacion con la coelenterazina natural en
lisados bacterianos

Muestra Veces frente a 9B8 Veces frente a la coelenterazina

9B8 1,0 7

K33N 1,1 21

T39T, Y68D 0,9 12
T39T, L27V, K43R 1,2 149
L27V, T39T, K43R, Y68D 1,8 110
T39T, K43R, Y68D 1,6 21

L27V, T39T, K43R, S66N 1,3 114
L27V, K43R, Y68D 1,3 110
L27V, Y68D 1,0 63
L27V, K43R, S66N 1,1 114

H. Variantes V2

Se disefid un conjunto de variantes adicionales usando V2 (9B8opt con las sustituciones de aminoacidos adicionales
K33N+T39T+K43R+Y68D) como molde. Las sustituciones que se muestran en la Tabla 13 se disefiaron basandose
en cualquiera de 1) la diversidad conocida de acuerdo con la alineacién basada en la estructura de 28 proteinas de
unién a acidos grasos (1VYF, 1FDQ, 2A0A, 108V, 1BWY, 2ANS, 1VIV, 1PMP, 1FTP, 2HNX, 1JJJ, 1CBR, 2CBS,
1LPJ, 1KQW, 2RCAQ, 1EIl, 1CRB, 1IFC, 2PYI, 2JU3, 1MVG, 2Q04, 1P6P, 2FT9, 1MDC, 101U, 1EIO; véase la
solicitud publicada n.° 2010/0281552); o 2) el sondeo de restos alternativos en las posiciones identificadas
anteriormente que desempefian un papel en la especificidad de sustrato. Los cambios que aparecen en "Consenso"
de la Tabla 13 se refieren a los restos identificados en al menos el 50 % de las proteinas de union a acidos grasos
mencionadas anteriormente, alineadas. Los cambios que aparecen en "Minoria predominante" se refieren a los
restos identificados en muchas de las proteinas de unién a acidos grasos mencionadas anteriormente, pero que se
encuentran en menos del 50 % de las secuencias alineadas. Los cambios que aparecen en "Otros" se refieren a los
restos que se identificaron con menor frecuencia que el resto de la minoria predominante en una posiciéon dada de
las secuencias alineadas. Por ultimo, los cambios que aparecen en "Especificidad" se refieren a las posiciones
sospechosas de participar en la determinacion de la especificidad de una variante por la coelenterazina o un analogo
de coelenterazina. Por ejemplo, los cambios de especificidad disefiados en la posicion 27 (resto de leucina de la
secuencia parental, es decir, V2) se cambiaron a otros restos o aminoacidos hidréfobos que representaban
compuestos quimicos alternativos (por ejemplo, otros restos hidréfobos que contienen anillos, restos que contienen
cadenas laterales polares sin carga o restos que contienen cadenas laterales cargadas); y los cambios de
especificidad disefiados en la posicién 40 (prolina en la secuencia parental) eran de una muestra de diferentes
compuestos quimicos (compuestos quimicos (por ejemplo, otros restos hidréfobos que contienen anillos, restos que
contienen cadenas laterales polares descargadas o restos que contienen cadenas laterales cargadas); cabe sefialar
que la glicina, glutamina, isoleucina y leucina se identifican en esta posicién las proteinas de unién a acidos grasos
alineadas).

Tabla 13
Consenso Minoria Otro Especificidad
predominante
9T 9K 9R 27A,1,M,G,D
14 S 10Y 40 G 40T,S,F,D,Y
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16 E 23R
22M 32T
23K 63T
24 A 87 P
25L 100 |
32R 111N, D
35A 118 |
39K 134K
46 Q 142 K, W
57 F 147 N
63 S 149 M
87N 152 E
97 E 162 Q
98 F

100 E

102T

110D

113K

118V

125 L

126 V

129 Q

130K

142 E

146 G

147D

150V

152 T

165 K

Las variantes se construyeron usando protocolos convencionales de mutagénesis dirigida (véanse los ejemplos
anteriores) y los plasmidos resultantes se transformaron en E. coli para su analisis. Los cultivos se desarrollaron
mediante induccion guiada convencional en medio minimo como se ha descrito anteriormente. A 10 pl de las células
de E. coli cultivadas transformadas, se afiadieron 40 pl de tampén de lisis (MES 100 mM, pH 6,0, 0,3 x PLB,
0,3 mg/ml de lisozima, 0,003 U/ul de RQ1 DNasa | y TERGITOL® NP 9 al 0,25 % (v/v)) seguidos de la adicion de un
volumen igual (50 ul) de reactivo de ensayo (CDTA 1 mM, KCI 150 mM, DTT 2 mM, PBI-3939 20 uM o
coelenterazina natural, MES 100 mM, pH 6,0, tiourea 35 mM y TERGITOL® NP-9 al 0,5 % (v/v)). Se midi6 la
luminiscencia en un luminémetro de microplacas GLOMAX® 96 (Promega Corp.).

La Tabla 14 resume las diferentes sustituciones de aminoacidos identificadas en el analisis. Los datos se presentan
como normalizados con respecto al clon parental (V2) con respecto a la luminiscencia medida tanto para PBI-3939
como para la coelenterazina natural. También se muestra el cambio relativo en la especificidad hacia PBI-3939 con
respecto a la coelenterazina natural.

Tabla 14
Sustitucion PBI-3939 COELENTERAZINA CI%I\I/:I’?EI((ZDIIEIEII_SXIIDVF?OERN
NORMALIZADA NORMALIZADA
PBI-3939
10Y 0,7 0,2 35
14 S 1,3 1,2 1.1
16 E 0,5 0,2 2,5
23K 1,3 4 0,3
24 A 0,4 0,2 2,0
25L 0,0001 0,000023 4.3
27 A 0,8 0,1 8,0
27D 0,006 0,001 6,0
27 G 0,088 0,005 17,6
27 1 0,2 0,024 8,3
27 M 2,2 0,9 24
401 0,0017 0,0002 8,5
40 L 0,0007 0,0001 7.0
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40Q 0,0001 0,000026 3,8
87H 1,2 1,5 0,8
87T 1.3 1,6 0,8
97E 0,014 0,01 1.4
100 | 0,002 0,002 1,0
102 T 1.1 1,1 1,0
111N 0,6 0,6 1,0
113K 1,2 0,6 2,0
125 L 0,6 0,4 1,5
129 Q 0,0003 0,0001 3,0
130K 1.1 0,9 1,2
142 E 0,9 0,3 3,0
142 K 0.9 0,3 3,0
142 N 0.8 0.4 2,0
146 G 0,9 0,8 1.1
147 N 0.4 0,4 1,0
149 M 0,7 0,4 1.8
150 V 0,9 0.4 2,3
152 E 0,9 0,5 1,8
152 T 0,9 0,3 3,0

I. Variantes L27V

Usando la variante de OglLuc L27V como molde de partida, es decir, secuencia de partida o secuencia parental, se
realizaron variantes adicionales en las que algunos de los aminoacidos (Tabla 15) de la variante L27V se revirtieron
a los aminoacidos que se encuentran en la luciferasa de OglLuc natural de SEQ ID NO: 1. Las variantes se
construyeron mediante mutagénesis dirigida como se ha descrito anteriormente. Entonces, se exploraron las
variantes como se ha descrito anteriormente para determinar la actividad relativa ya sea con la coelenterazina
natural o con PBI-3939. La luminiscencia se midié en un TECAN® INFINITE® F500, 5 min después de la adicion del
sustrato/reactivo de ensayo (como se describe en H) y se normaliz6é con respecto al molde de partida de la variante
L27V. El analisis por SDS-PAGE de los lisados indica niveles de expresiéon comparables (datos no mostrados).

La Tabla 15 muestra las actividades relativas de las variantes L27V con la coelenterazina natural o PBI-3939. Las
actividades relativas < 1 indican que la reversiéon es perjudicial en comparacion con el resto en ese sitio de la
variante L27V. Las actividades relativas > 1 indican que la reversién es favorable para la actividad en comparacion
con el resto en ese sitio de la variante L27V. Algunos datos adicionales sobre estos mutantes indicaron lo siguiente:
166K, 54F, 54A y L27V se ensayaron para determinar la estabilidad térmica. Los T12 a 60 °C para 166K, 54F y 54A
fueron del 87, 74 y 33 %, respectivamente, lo que indica que estas sustituciones causan una reduccion de la
estabilidad térmica. Los valores de Km para estas mismas 4 variantes fueron las siguientes: para la coelenterazina
natural, L27V fue de 16 uM, 54A fue de 23 uM, 54F fue de 40 uM y 166K fue de 21 uM; para PBI-3939, L27V fue de
18 uM, 54A fue de 62 uM, 54F fue de 163 uM y 166K fue de 23 pM. Esto indica una mayor afinidad de sustrato por
L27V, en particular para las sustituciones de la posicion 54.

Tabla 15
Coelenterazina natural (50 mM) PBI-3939 (50 mM)
Sustitucién de aa| Actividad relativa (5 min) | Sustitucion de aa | Actividad relativa (5 min)

72L 0,2 72L 0,6
4A 1,0 4A 1,0
124Q 1,6 124Q 1,0
43K 1,9 43K 1,1
115P 0,6 115P 0,9
166N 2 166N 20
75M 11 75M 1,2
54F 0,1 54F 0,4
68F 0,5 68F 0,9
33A 1,7 33A 1,0
138Y 1,0 138Y 1,0
54A 0,6 54A 1,6
90l 0,8 90l 0,6
33K 4,2 33K 0,8
44V 0,7 44V 1
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166K 2,1 166K 2

11Q 1,6 11Q 1,3
166F 0,3 166F 0,4
18Q 4,1 18Q 0,6

Ejemplo 23 - Analisis mutacional de la posicién 166

A. Para evaluar el efecto de diferentes aminoacidos en la posicion 166 sobre la actividad de la luciferasa, se
sustituy6 el resto de arginina (R) de la posicién 166 con cada uno de los otros 19 aminoacidos usando mutagénesis
dirigida como se ha descrito anteriormente en el contexto de un vector pF4Ag (es decir, en el contexto de la
secuencia de OglLuc de tipo silvestre SEQ ID NO: 1). A continuacion, se expresaron estas variantes de la posicién
166 en E. coli como se ha descrito anteriormente.

Para crear lisados, se afiadieron 50 pl de 0,5 x reactivo de lisis celular FASTBREAK™ (Promega Corp.) a 950 pl de
cultivos inducidos y se incubaron las mezclas durante 30 minutos a 22 °C. Para el andlisis, se ensayaron 50 pul de
lisado en 50 pul de reactivo de ensayo (como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo 22H) ya sea con PBI-3939
100 pM, coelenterazina natural 30 uM o coelenterazina-h 22 uM). Se midié la luminiscencia como se ha descrito
previamente (FIG. 30A-C). Las FIG. 30A-C muestran la actividad relativa de los mutantes N166. El analisis Western
confirmo la expresion comparable de todas las variantes (datos no mostrados).

B. Se evaluaron las sustituciones de aminoacidos individuales especificas L27V, A33N, K43R, M75K, T39T, L72Q y
F68D del fondo de OglLuc de tipo silvestre o N166R. Las sustituciones de aminoacidos individuales se generaron
mediante mutagénesis dirigida como se ha descrito anteriormente, se expresaron en E. coli como se ha descrito
anteriormente y se midié la luminiscencia usando el reactivo de ensayo (descrito previamente en el Ejemplo 22H)
con coelenterazina natural 22 yM (FIG. 30D). El analisis Western confirmé la expresion comparable de todas las
variantes (datos no mostrados).

Ejemplo 24-Variantes de eliminacién

Las eliminaciones en la variante L27V se realizaron de la siguiente manera:

Tabla 16

Eliminacién n.° Eliminacion realizada
27 Restos 1-27 y Val-1
52 Restos 1-52 y Val-1
64 Restos 1-64 y Val-1
84 Restos 1-84 y Val-1
19 Restos 65-83

23 Restos 65-87

23A1 Restos 65-87 + G64D

El extremo N-terminal de la variante de OglLuc L27V es metionina, valina y fenilalanina, es decir, MVF. Con fines de
numeracion, la fenilalanina se consider6 el primer aminoacido. "Val-1" indica que la valina de "MVF" se eliminé. La
metionina de "MVF" se incluy6 en estas eliminaciones. Se clonaron las variantes de eliminacién L27 en el vector
pF4Ag y se expresaron en células KRX de E. coli como se ha descrito anteriormente. Se realizaron inducciones y
preparaciones de lisado como se ha descrito. Los lisados se analizaron usando el reactivo de ensayo (descrito con
anterioridad; PBI-3939 100 uM) y la luminiscencia se midié como se ha descrito anteriormente (FIG. 31). Los datos
demuestran que los fragmentos mas pequefios de las variantes de OglLuc también pueden generar luminiscencia.

Ejemplo 25-Optimizacion de codones de las variantes de OgLuc
A. IVy9B8

Se usaron las variantes de OgLuc IV y 9B8 como moldes para la optimizacion de codones. Los objetivos, como se
entiende por los expertos en la materia, eran de dos tipos: 1) eliminar los sitios de union a los factores de
transcripcion conocidos, u otras secuencias reguladoras, por ejemplo, moédulos de promotor, sitios
donantes/aceptores de corte y empalme, silenciadores del corte y empalme, secuencias de Kozak y sefales de poli-
A, que pudieran interferir en la regulacién o la expresion de las variantes de OglLuc; y 2) modificar la secuencia de
ADN (a través de mutaciones silenciosas que no modificaran la secuencia de proteinas) para eliminar los codones
usados raramente y favorecer los codones mas usados en células de E. coli, organismos humanos, de otros
mamiferos u otros organismos eucariotas (Wada ef al., Nucleic Acids Res., 18:2367 (1990))

Se disefiaron dos secuencias optimizadas diferentes para IV y 9B8, denominadas opt (aka optA) y optB, para cada
variante. La primera secuencia optimizada, es decir, opt/optA para cada variante, se disefi®6 mediante la
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identificacion de los dos mejores, es decir, mas comunes codones humanos para cada sitio (véase la Tabla 17) y
luego se escogi6 uno al azar uno de los dos para su incorporacion en cada sitio. Para las versiones optB, se usé la
version optimizada de uso de codones anterior, es decir, opt/optA, como molde de partida y se reemplazé cada
codon con el otro de los dos mejores codones humanos identificados para esta estrategia de optimizacion de
codones. Como ejemplo, la leucina de la posicién 3 ya sea de la secuencia de IV o de 9B8 esta codificada por el
codon TTG. TTG no es uno de los dos codones mas comunes para la leucina en una célula humana vy, por lo tanto,
el coddn se cambioé por los codones mas comunes, alternativos, para la leucina, CTC (opt/optA) o CTG (optB). Este
mismo proceso se repitid para todas las leucinas de la secuencia y, debido a la naturaleza aleatoria de la
metodologia, un codén CTC pudo terminar en optB y la CTG pudo terminar en optA. Debido a dicha metodologia de
uso de dos codones para la optimizacion, las secuencias opt/optA y optB resultaron tener una distincion maxima de
los codones.

Tabla 17: Codones usados en la optimizacién de codones

Aminoécido | Elecciénn.° 1 Eleccién n.° 2
Gly GGC GGG
Glu GAG GAA
Asp GAC GAT
Val GTG GTC
Ala GCC GCT
Ser AGC TTC
Lys AAG AAA
Asn AAC AAT
Met ATG

lle ATC ATT
Thr ACC ACA
Trp TGG

Cys TGC TGT
Tyr TAC TAT
Phe TTC TTT
Arg CGG CGC
GIn CAG CAA
His CAC CAT
Leu CTG CTC
Pro CCC CCT

A continuacion, se analiz6 cada una de las 4 secuencias (IV opt, IV optB; 9B8 opt, 9B8 optB) (programa informatico
Genomatix, Alemania) para determinar la presencia de sitios de union a factores de transcripcion u otras secuencias
reguladoras como se ha descrito anteriormente, y se interrumpieron estas secuencias no deseadas a través de
cambios de nucleétidos silenciosos. En algunos casos, cuando habia otros codones no poco frecuentes tanto para
seres humanos como para E. coli, los sitios de unién a factores de transcripcién u otros elementos reguladores se
eliminaron cambiandolos a uno de estos codones, a pesar de no ser la eleccién n.° 1 ni la eleccion n.° 2 (véase la
Tabla 18). En algunos casos, en los que la eliminacion de un sitio de unién a factores de transcripciéon u otro
elemento regulador habria implicado la introduccién de un codén poco frecuente, el sitio de unién a la transcripcion
(u otro elemento regulador), por lo general, no se cambi6.

Tabla 18: Codones adicionales usados para eliminar sitios de unién a factores de transcripcion y otros
elementos reguladores

Aminoacido| Eleccién n.° 3 Elecciéon n.° 4
Gly GGA GGT
Val GTA GTT
Ala GCG GCA
Ser AGT TCA
Thr ACG ACT
Leu TG CTT
Pro CCG CCA

Se generaron versiones de codones optimizados de IV ("IV opt" (SEQ ID NO: 22) y "IV optB" (SEQ ID NO: 23)) y
9B8 ("9B8 opt" (SEQ ID NO: 24) y "9B8 optB "(SEQ ID NO: 25)), y se clonaron en pF4Ag mediante métodos
conocidos en la técnica. Se sembraron células HEK293 en placas de 96 pocillos a 15.000 células/pocillo y se
cultivaron durante la noche a 37 °C. Al dia siguiente, las células se transfectaron transitoriamente en 6 duplicados de
pocillos usando reactivo de transfeccion TRANSIT®-LT1 (Minis Bio) con 100 ng de ADN de plasmido codificante de
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las versiones de codones optimizados en pF4Ag y se cultivaron durante la noche a 37 °C. Las células HEK293
también se transfectaron bien con pGL4.13 (Luc2/SV40) (Paguio et al., "pGL4 Vectors: A New Generation of
Luciferase Reporter Vectors" Promega Notes, 89:7-10 (2005)) o pGL4.73 (hRL/SV40) (/d.) para normalizar las
diferencias en la eficacia de la transfeccién. Se usaron diez ng/transfeccion o 10 % del ADN total transfectado. Se
elimin6 el medio, y las células se lisaron con 100 pl de tampdn de lisis que contenia CDTA 10 mM, KCI 150 mM,
DTT 10 mM, HEPES 100 mM, pH 7,0, tiourea 35 mM y TERGITOL® NP-9 al 0,5 % (v/v) para crear una muestra de
lisado. Se midi6 la luminiscencia de la muestra de lisado en un luminémetro TECAN® INFINITE® F500 de la siguiente
manera: para hRL y las variantes de OglLuc, se ensayaron 10 pl de la muestra de lisado para determinar la
luminiscencia con 50 ul de tampon de lisis que contenia 20 uM de sustrato (coelenterazina natural para hRL y PBI-
3939 para las variantes de OglLuc). Para Luc2 (SEQ ID NO: 28 y 29), una luciferasa de luciérnaga, se ensayaron
10 pyl de muestra de lisado para determinar la luminiscencia con 50 pl de reactivo de ensayo de la luciferasa
BRIGHT-GLO™ (Promega Corp.).

La FIG. 32 muestra una comparacién de la luminiscencia medida para los lisados que contienen las versiones de
codones optimizados de las variantes de OglLuc en comparacion con hRL y Luc2. hRL y la variantes de OgLuc se
normalizaron con respecto a pGL4.13 y Luc2 se normalizé con respecto a pGL4.73 usando métodos conocidos en la
técnica. Como se muestra en la FIG. 32, Luc2 resultd tener aproximadamente 14 veces mas luminiscencia que hRL.
Las variantes de OglLuc tuvieron mayor luminiscencia en comparacién con Luc2 y hRL. Las versiones de codones
optimizados de IV ("opt IV" y "IV optB") y 9B8 ("9B8 opt") mostraron un aumento de la luminiscencia en comparacion
con las versiones no optimizadas.

Como resultado de esta optimizacioén, las versiones "opt/optA" se expresaron mejor en células HEK293 humanas
que su secuencia parental, mientras que las versiones "optB" no se expresaron asi en células HEK293 en
comparacioén con la secuencia parental.

B.L27v

Se optimizé la variante L27V (SEQ ID NO: 88) para minimizar la aparicién de elementos de respuesta de
vertebrados comunes (cualquier sitio de unioén a factor de transcripcion (TFBS) en la base de datos Genomatix). Se
crearon tres versiones optimizadas diferentes de la variante L27V:

1. L27V01 - version 1 (SEQ ID NO: 319) - se eliminaron los médulos de promotor y el resto de elementos de
secuencia no deseados (datos adicionales a continuacion) mediante sustituciones de nucleétidos a excepcioén de los
TFBS individuales.

2. L.27V02 - versién 2 - se us6 L27V01 como punto de partida, es decir, se eliminaron la secuencia parental y la
mayor cantidad de TFBS posible usando criterios de coincidencia de alta rigurosidad (una rigurosidad mayor implica
una mayor coincidencia con el sitio de unién y, por lo tanto, se encontrard un menor nimero de coincidencias que a
una rigurosidad inferior). Hubo dos versiones, A (SEQ ID NO: 322) y B ((SEQ ID NO: 318)), creadas para L27V02.
Estas dos versiones se crearon mediante la seleccion de diferentes codones para cada version con el fin de eliminar
los elementos de secuencia no deseados. Ambas versiones se analizaron mediante la busqueda de TFBS con
rigurosidad inferior.

3. L27V03 - version 3 (SEQ ID NO: 325) - se us6 L27V02B (SEQ ID NO: 318) como secuencia de partida. Se
retiraron las coincidencias de TFBS a rigurosidad inferior dentro de lo posible. Se cre6 L27V03 para que tuviera
codones muy distintos de L27V02A.

Se usaron los siguientes criterios para crear las variantes L27V optimizadas:

1. Uso de codones: preferentemente, se usaron los dos mejores codones humanos para cada aminoacido (como se
hizo para la variante de 1V), y se evité el uso de los codones humanos poco frecuentes (HS; codificacién para < 10 %
de los aminoacidos) (Tabla 19). Se empleé el uso de codones de E. coli poco frecuentes (EC), cuando fue
necesario, para eliminar los elementos de secuencia no deseados.

Tabla 19
Aminoacido Mejores Co_dones Aminoacido Mejores Co_dones
codones evitados codones evitados
A GCT N AAT
A GCC N AAC
C TGT P CCT
C TGC P CCC
D GAT Q CAG
D GAC Q CAA
E GAG R CGG
E GAA R CGC CGT [HS]
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F TTT s AGC TCG [HS]
F TTC s TCC
G GGG T ACA
G GGG T ACC
H CAT Vv GTG
H CAC Vv GTC
| ATT w TGG
| ATC Y TAT
K AAG Y TAC
K AAA

L cTG TTA [HS]

L oTe CTA [HS,EC]

M ATG

2. Los elementos de secuencia no deseados que se eliminaron en lo posible:

A. Sitios de enzimas de restriccion (RE): se eliminaron sitios RE que serian utiles para la clonacion y que, en
cambio, no deberian estar presentes en el marco de lectura abierto (ORF).

B. Elementos de secuencia eucarittica: se eliminaron los sitios donantes y aceptores de corte y empalme,
silenciadores de corte y empalme, secuencia de Kozak y secuencias de PolyA en la cadena de ARNm (+).

C. Se eliminaron los médulos promotores de vertebrados (PM) (en la categoria Genomatix: Vertebrados).

D. En lo posible, se eliminaron los TFBS de vertebrados (en categorias de Genomatix: vertebrado, elementos
promotores del nucleo generales y otras diversas secuencias). Esto solo se aplica a las versiones optimizadas 2
y 3 de L27V, pero no a la versién 1.

E. Elementos de secuencia de E. coli: se eliminaron los promotores de E. coli.

F. Estructura secundaria de ARNm: se eliminaron estructuras secundarias potentes (alta energia de plegamiento
de ARNm) cercanas al extremo 5' (Zuker, Nucleic Acid Res. 31(13): 3406-3415 (2003)) y otras estructuras de
horquilla potentes.

En la Tabla 20, se proporciona una comparacion de secuencias, el porcentaje de identidad de pares de secuencias
("(" indica el numero de diferencias de nucleétidos).

Tabla 20
L27V01 | L27V02A | L27V02B L27V03
L27V00 | 99 % (3) 97 % 97 % 94 %
L27V01 98 % (12) 98 % 94 % (32)
L27V02A 99 % (4) | 95 % (26)
L27V02B 96 %

Ejemplo 26 - Estabilidad de la sefial de variantes de OgLuc
A. 15C1,9Be IV

Se midio6 la estabilidad de la sefial de 15C1 con PBI-3945 y de 9B8 con PBI-3889, y se compararon con IV. Se
cultivaron E. coli que contenia ADN de plasmido codificante de 15C1, 9B8 o IV, y se indujeron como se ha descrito
anteriormente en duplicados de 8 pocillos. Las células se lisaron usando un tampén de lisis que contenia HEPES
300 mM, pH 8,0, 0,3 x tampén de lisis pasiva ("PLB"; Promega Corp. n.° de catalogo E194A), 0,3 mg/ml de lisozima
y 0,003 U/ul de RQ1 DNasa. Los lisados se diluyeron 1:1.000 en tampon de lisis y se midieron para determinar la
luminiscencia usando un luminémetro TECAN® INFINITE® F500. Las mediciones se tomaron inmediatamente
después de la adicion de 10 pl de la muestra de lisado diluida de 50 pl de tampon de ensayo TERGITOL "Glo" al
0,5 % ("TERGITOL al 0,5 %"), que contenia KCI 150 mM, CDTA 1 mM, DTT 10 mM, tiourea 100 mM, TERGITOL®
NP-9 (v/v) al 0,5 % y 20 uM de cualquiera de nuevas coelenterazinas PBI-3945 o PBI 3889.

La estabilidad de la sefial de las variantes se determiné volviendo a realizar la lectura de la placa cada 30 segundos
durante un periodo de tiempo posterior a la adicion del tampdn de ensayo a la muestra. La semivida de la sefial se
determiné a partir de estas mediciones usando métodos conocidos en la técnica. Se comparé la semivida de la sefal
entre las variantes y entre IV. Tanto 15C1 como 9B8 resultaron tener una semivida de la sefial de al menos 30 min
(FIG. 33). Aunque 15C1, ensayada con PBI-3945, resulto tener una luminiscencia mas alta en t = 0, la sefial se
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desintegré mas rapidamente que la variante 9B8 ensayada con PBI-3889. En t = 10 min, la luminiscencia de 15C1
con PBI-3945 y la de 9B8 con PBI-3889 fueron equivalentes.

B. 9B8 opt+K33N

Se examiné la estabilidad de la sefial de las variantes 9B8 opt+K33N. Se prepararon lisados de E. coli que contenian
las variantes y se analizaron como se ha descrito previamente, a excepcion de que el tampdn de ensayo contenia
TERGITOL® NP-9 al 0,25 % (v/v), MES 100 mM, pH 6,0, CDTA 1 mM, KCI 150 mM, tiourea 35 mM, DTT 2 mM y
PBI-3939 20 uM. La Tabla 22 muestra la semivida de la sefial en min de las variantes, e indica que la sustitucién de
aminoacidos L27V mejora la estabilidad de la sefial.

Tabla 22: Estabilidad de la sefial de variantes de OglLuc
en lisados bacterianos.

Muestra Semivida de la sefal (min)
9B8 74
K33N 55
T39T, Y68D 87
T39T, L27V, K43R 139
L27V, T39T, K43R, Y68D 114
T39T, K43R, Y68D 61
L27V, T39T, K43R, S66N 124
L27V, K43R, Y68D 122
L27V, Y68D 139
L27V, K43R, S66N 124

Se midieron la actividad de la sefal y la estabilidad de la variante L27V (9B8+K33N+L27V+T39T+K43R+Y68D; SEQ
ID NO: 88 y 89) y compararon con la de las luciferasas de luciérnaga (Luc2) y de Renilla. Se fusionaron la variante
L27V, las luciferasas de Luc2 y Renilla a HALOTAG®, y se expresaron en E. coli. Las luciferasas se purificaron
usando HALOTAG® como marcador de la purificacién de acuerdo con el protocolo del fabricante (pFN18A; Sistema
de purificacion de proteinas HALOTAG®). Se mezclaron 10 pM de cada luciferasa purificada (diluidos en DMEM sin
rojo de fenol que contenia PRIONEX® al 0,01 %) con un volumen equivalente de un reactivo de ensayo (MES
100 mM, pH 6, tiourea 35 mM, TERGITOL® NP-9 al 0,5 % (v/v), CDTA 1 mM, DTT 2 mM, KCI 150 mM y PBI-3939
100 M para la variante L27V; Sistema de ensayo de luciferasa ONE-GLO™ (Promega Corp.) para la luciferasa de
luciérnaga; y Sistema de ensayo de luciferasa RENILLA-GLO™ (Promega Corp.) para la luciferasa de Renilla), y se
controlé la luminiscencia a lo largo del tiempo (3, 10, 20, 30, 45 y 60 min). Las FIG. 34A-B demuestran la alta
actividad especifica (FIG. 34A) y la estabilidad de la sefial (FIG. 34B) de la variante L27V si se compara con la
luciferasa de luciérnaga y de Renilla.

Ejemplo 27 - Cinética enzimatica de las variantes de OgLuc
A. IV, 15C1, 9B8, 9F6 y 9A3

Usando los métodos conocidos en la técnica, se realizaron ensayos de cinética enzimatica para medir la
luminiscencia con los lisados de E. coli que contenian IV y las variantes de IV 15C1, 9B8, 9F6 y 9A3. Se indujeron
las células, se lisaron y se diluyeron como se describe en el Ejemplo 26, excepto que el tampon de lisis tenia un pH
de 7,5. Se ensayaron dos diluciones en serie de PBI-3939 en el tamp6n de ensayo descrito anteriormente en el
Ejemplo 26 con los lisados diluidos. La FIG. 35 muestra los valores de Km y Vmax calculados usando un ajuste
hiperbdlico de IV y las variantes 15C1, 9B8, 9F6 y 9A3. Las variantes 9B8 y 9F6 tuvieron mayores valores de Km en
comparacioén con IV, mientras que los valores de Km para las otras variantes se mantuvieron sin cambios. Todas las
variantes 15C1, 9B8 y 9F6 tuvieron valores mas altos de Vmax, mientras que 8A3 tuvo un valor de Vmax inferior en
comparacion con V.

15C1, que tuvo la luminiscencia mas alta con PBI-3945 contenia la sustitucion de aminoacidos K33N, lo que indica
que K33N proporcion6é un aumento de la luminiscencia. Se gener6 una variante 9B8 que tuviera esta sustitucién
adicional para proporcionar una mejora de la luminiscencia para esta variante. Se generaron variantes adicionales
de 9B8 y 9F6 para tener al menos una de las sustituciones de aminoacidos K33N o V38| ("9B8+K33N+V38!I" y
"OF6+K33N"). La variante 1D6 se us6 para resaltar la importancia de las sustituciones de aminoéacidos en las
posiciones 68, 72 y 75 para aumentar la produccién de luz y la estabilidad. La FIG. 36 muestra los valores de Km y
Vmax calculados usando un ajuste hiperbolico de IV y el variantes 9B8, 9B8+K33N+V38I, 9F6, 9F6+K33N y 1D6.
Aunque los valores de Km reales fueron diferentes entre las FIG. 35 y 36 para 9B8 y 9F6, la tendencia general entre
las variantes fue uniforme.

La cinética enzimatica, es decir, los valores de Vmax y Km, se determinaron y se compararon para las variantes 9B8
opt y 9B8 opt+K33N como se ha descrito anteriormente, excepto que los lisados de E. coli se ensayaron con un
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tampén que contenia CTDA 1 mM, KCI 150 mM, DTT 2 mM, MES 100 mM, pH 6,0, tiourea 35 mM, TERGITOL® NP-
9 al 0,25 % (v/v), 10 mg/ml de 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina y PBI-3939 20 yM. La luminiscencia se mididé en un
luminémetro TECAN® INFINITE® F500. Como se muestra en la FIG. 37, los valores de Vmax y Km para 9B8
opt+K33N fueron mas altos que 9B8 opt, lo que indica que este clon es mas brillante y tiene una menor afinidad por
el sustrato.

B. VARIANTES 9B8 OPT+K33N

Se determinaron los valores de la cinética enzimatica para la variantes de OglLuc como se ha descrito anteriormente,
excepto que la luminiscencia se midié usando un lumindémetro GLOMAX®. Se usaron tres duplicados para cada
variante. La Tabla 23 muestra los valores de Km y Vmax medios con la desviacioén estandar ("Km (+/-)" y "Vmax (+/-
)", respectivamente) calculados usando FIYPER.EXE, Versién 1.0.

Tabla 23: Valores de Vmax (URL/0,5 s) y Km (uM) para las variantes de OglLuc

Muestra Km Km(+/-) Vmax Vmax (+/-)
9B8 7,7 2,0 86.000.000 14.000.000
K33N 12,5 3,0 110.000.000 17.000.000
T39T, Y68D 7,9 1,8 74.000.000 10.000.000
T39T, L27V, K43R 214 54 150.000.000 28.000.000
L27V, T39T, K43R, Y68D 13,9 2,9 190.000.000 28.000.000
T39T, K43R, Y68D 10,5 28 140.000.000 25.000.000
L27V, T39T, K43R, S66N 16,3 4,8 130.000.000 28.000.000
L27V, K43R, Y68D 13,7 43 130.000.000 28.000.000
L27V, Y68D 10,2 3,0 97.000.000 19.000.000
L27V K43R, S66N 20,0 6,2 130.000.000 30.000.000

Ejemplo 28-Protein Estabilidad de variantes de OgLuc

Como la estabilidad de la proteina luciferasa es otro factor que afecta a la luminiscencia, se determiné la estabilidad
de la proteina, es decir, la estabilidad térmica, de las variantes.

A. 15C1, 9B8, 9F6, 8A3 e IV

Se prepararon lisados de E. coli que contenian 15C1, 9B8, 9F6, 8A3 o IV y E. coli que expresaba hRL (SEQ ID NO:
30 y 31) a partir de cultivos inducidos como se ha descrito anteriormente. Las muestras de lisados se diluyeron
1:1.000 con un tampon que contenia HEPES 10 Mm, pH 7,5 con gelatina al 0,1 %. Se incubaron muestras de lisado
diluidas (100 ul), en placas de 96 pocillos por duplicado, a 50 °C. En diferentes puntos temporales, las placas se
colocaron a -70 °C (menos setenta grados centigrados). Antes de la medicién de la luminiscencia como se ha
descrito anteriormente, se descongelé cada placa a temperatura ambiente, es decir, a 22 °C, durante 10 min. Las
muestras (10 plde cada muestra descongelada) se analizaron usando coelenterazina natural como sustrato. La
luminiscencia se midi6 inmediatamente después de la adicion del tampdn de ensayo para cada placa de punto
temporal. La semivida de la proteina, lo que indica la estabilidad de la proteina, se calculé a partir de los datos de
luminiscencia para cada punto temporal usando métodos conocidos en la técnica.

La Tabla 24 muestra la estabilidad de las proteinas de variantes 15C1, 9B8, 9F6 y 8A3 que tienen semividas en min
(horas) de 630,1 (10,5), 346,6 (5,8), 770,2 (12,8) y 65,4 (1,1), respectivamente. En comparacion, hRL resulté tener
una semivida de 9,6 min, mientras que IV tuvo una semivida de 27,2 min. La Tabla 24 muestra también que a las 4
horas, el 79 %, 61 % y 80 % de 15C1, 9B8 y 9F6, respectivamente, permanecieron activos.

Tabla 24: Estabilidad de proteinas de variantes de OglLuc a 50 °C

Muestra Sem!V|da Semivida % restanteent=4h
(min) (horas)
Renilla 9,6
\% 27,2
15C1 630,1 10,5 79 %
9B8 346,6 5,8 61 %
9F6 770,2 12,8 80 %
8A3 65,4 1,1

B. 1D6, 9B8, 9B8+K33N+V38I, 9F6, 9F6+K33N e IV

Se prepararon lisados de E. coli que contenian 1D6, 9B8, 9B8+K33N+V38I, 9F6, 9F6+K33N o IV a partir de cultivos
inducidos y se ensayaron para determinar la luminiscencia como se ha descrito anteriormente. Se ensayo la
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estabilidad de la proteina, es decir, la estabilidad térmica de los lisados, como se ha descrito anteriormente en este
Ejemplo. La FIG. 38 muestra la semivida en minutos (min) de las variantes a 50 °C y la luminiscencia de la muestra
medida al iniciarse el periodo de incubacién, es decir, t = 0, usando coelenterazina natural como sustrato. La
diferencia entre la variante 9B8+33+38 y 9F6 era una sustitucion de aminoacido, L27V, lo que indica que esta
sustitucion de aminoacido aumentd la estabilidad. La adicidén de sustituciones de "actividad/expresion" en las
posiciones 68, 72 y 75 aumenté la estabilidad. La FIG. 38 muestra que K33N proporcion6 una mayor estabilidad
térmica que la variante 9F6 y que la variante 9B8 tuvo una mayor produccién de luz y estabilidad de la variante 1D6.
La diferencia entre estas dos variantes, es decir, 9B8 contiene sustituciones de aminoacidos adicionales F68Y, L72Q
y M75K, indica la importancia de estas tres sustituciones.

Ademés de la estabilidad térmica, la integridad estructural determinada por la expresidn, la estabilidad y la
solubilidad también puede afectar a la luminiscencia. Como una forma de probar mejor la integridad estructural de
las variantes potenciadas, se cultivaron KRX de E. coli que portaban las variantes de OglLuc basadas en pF4Ag (es
decir, no HT7) N166R (previamente descrita en la solicitud de EE.UU. con n° de serie 12/773.002 (solicitud publicada
de EE.UU. n.° 2010/0281552)), C1+A4E, IV, 9B8, 9F6 a 37 °C en caldo de Luria (LB) a un DOsoo = 0,6 y después se
indujeron a la sobreexpresion mediante la adicion de ramnosa (concentracion final del 0,2 %). A continuacion, se
cultivaron cultivos inducidos por duplicado bien a 25 o 37 °C durante 17 horas, momento en el que se prepararon
fracciones totales (T) y solubles (S), y se analizaron por SDS-PAGE usando SIMPLYBLUE™ SafeStain (Invitrogen)
para tefiir los geles (FIG. 39A-B). hRL y Luc2 se usaron como controles.

Las variantes de OglLuc, hRL y Luc2 se expresaron bien y resultaron ser solubles cuando la induccién se produjo a
25°C (FIG. 39A; caben destacar la banda oscura de aproximadamente 19 kDa de la fraccion "soluble" para las
variantes de OglLuc, excluyendo la variante N166R y las bandas de aproximadamente 36 y 64 kDa de la fraccion
"soluble" para hRL y Luc2, respectivamente). En cambio, aunque C1+A4E, IV, 9B8 y 9F6 expresado bien a 37 °C
(significativamente mejor que hRL o Luc2, como se muestra en la fraccion "total"), solo las variantes 9B8 y 9F6
fueron solubles cuando se empleé la induccién a alta temperatura (véase la FIG. 39B; cabe destacar la banda
oscura de aproximadamente 19 kDa de la fraccién "soluble" para 9B8 y 9F6). Estos resultados rastreados con los
datos de estabilidad térmica se muestran en la Tabla 24 y en la FIG. 38.

C. 9B8 OPT Y 9B8 OPT+K33N

Se compard la estabilidad térmica de las variantes 9B8 opt y 9B8 opt+K33N. Se prepararon lisados de E. coli que
contenian la variante 9B8 opt o 9B8 opt+K33N y se analizaron como se ha descrito anteriormente, con las siguientes
excepciones: los lisados se diluyeron 1:100 en tampén de lisis descrito anteriormente y los lisados diluidos por
duplicado se incubaron a 60 °C en una termociclador. Se retiraron alicuotas en diferentes puntos temporales y se
colocaron en hielo seco para congelar las muestras. Se descongelaron los lisados congelados a 22°C y se
ensayaron con un tampén que contenia CDTA 20 mM, KCI 150 mM, DTT 10 mM, PBI-3939 20 uM, HEPES 100 mM,
pH 7,0, tiourea 35 mM y TERGITOL® NP-9 al 0,1 % (v/v). La luminiscencia se midié en un luminémetro GLOMAX®
(Promega Corp.). La FIG. 40A muestra la evolucién en el tiempo de la produccion de la luz del valor del logaritmo
natural (In) de la luminiscencia medida en URL a lo largo del tiempo en minutos. Como se muestra en la FIG. 40B,
9B8 opt+K33N tuvo una semivida a 60 °C de 6,8 horas, que resultd ser mas larga que la semivida de 5,7 horas de
9B8 opt.

La Tabla 25 muestra los datos de estabilidad térmica a 60 °C ("T1.2 (60 °C)") de 9B8 opt y 9B8 opt+K33N, y de
luminiscencia ("URL") al inicio del periodo de incubacion (es decir, t = 0). 9B8 opt+K33N resulté ser mas estable y
aproximadamente 1,8 veces mas brillante que 9B8 opt, lo que indica que la sustitucion de aminoacidos K33N
proporcioné tanto una mayor produccién de luz como una mayor estabilidad térmica.

Tabla 25: Datos de estabilidad térmica y de luminiscencia para 9B8 opt y 9B8 opt +K33N

Variante T12 (60°C) URL
9B8 opt 57h 23.283.252.000
9B8 opt+K33N 6,8 h 42.278.732.000

D. Variantes 9B8+K33N

Se examind la estabilidad térmica de las variantes a 60 °C como se ha descrito anteriormente, excepto que el
tampoén de ensayo contenia MES 100 mM, pH 6,0 en lugar de HEPES. La Tabla 26 y la FIG. 41 muestran la
semivida en horas de las variantes a 60 °C. Los datos indican que la sustitucion de aminoacidos L27V mejora la
estabilidad térmica.

Tabla 26: Estabilidad térmica de variantes de OglLuc a 60 °C

Muestra Semivida en horas
9B8 51
K33N 6,7
T39T, Y68D 16,3
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T39T, L27V, K43R 11,8
L27V, T39T, K43R, Y68D 21,7
T39T, K43R, Y68D 15,2
L27V, T39T, K43R, S66N 11,8
L27V,K43R, Y68D 23,2
L27V, Y68D 28,5
L27V, K43R, S66N 10,7

También se exploraron las variantes 9B8 y V2 (9B8+K33N+T39T+K43R+Y68D) en las células HEK293 para
determinar su estabilidad. Las variantes se clonaron en pF4Ag y se transfectaron en células HEK293 (15.000
células/pocillo) como se ha descrito anteriormente. Después de la transfeccion, las células se lisaron en reactivo de
ensayo (como se ha descrito previamente; no PBI-3939) y se midi6 la luminiscencia medidos el reactivo de ensayo
con PBI-3939 20 uM. 9B8 tuvo una semivida de 5,2 horas, mientras que V2 tuvo una semivida de 16,8 h. Esto
coincide con la semivida observada para estas variantes en E. coli (Tabla 26).

E. Variante L27V

Se ensayé la actividad de la variante L27V (9B8+K33N+L27V+T39T+K43R+Y6B8D) en diversos valores de pH y
diferentes condiciones de sal. 9B8 y 9B8+K33N mostraron previamente tener una estabilidad similar a pH 6 y pH 7
(datos no mostrados). Para evaluar la actividad en diferentes condiciones de sal, se mezclaron 50 pl de tampoén de
ensayo con PBI-3939 20 pM y cantidades variables de KCl o NaCl con 50 pl de células HEK293 transfectadas
transitoriamente con L27V (pF4Ag). Se midi6 la luminiscencia y se determind el porcentaje de actividad (la
proporcién de la luminiscencia con respecto a la ausencia de sal) (FIG. 42B). Para evaluar la actividad a diversos
pH, se prepard un reactivo que contenia citrato 100 mM, MES 100 mM, PIPES 100 mM, HEPES 100 Mm, TAPS
100 mM, TERGITOL® NP-9 al 0,5 % (v/v), MAZU® DF 204 al 0,05 %, CDTA 1 mM y DTT 1 mM valorado a diversos
valores de pH. Se mezclé L27V 362 pM en reactivo de ensayo con sustrato PBI-3939 100 uM y se midi6 la
luminiscencia (FIG. 42A).

Ejemplo 29-Gel filtracién analisis cromatografico de variantes de OglLuc
A. C1+A4E y 9B8

Se uso el analisis de filtracién en gel para verificar el peso molecular esperado de las proteinas OglLuc purificadas
basandose en los valores teéricos y, por consiguiente, para determinar su estado oligomérico. Se realizé una
comparacién entre el volumen hidrodinamico relativo de las variantes de OgLuc C1+A4E y 9B8 mediante
cromatografia de filtracion en gel. Para este analisis, se clonaron la secuencia de nucleétidos para las variantes de
OgLuc C1+A4E y 9B8 en un Vector FLEXI® marcado con HQ (Promega Corp.) para crear una proteina marcada
terminalmente con HQHQHQ se sobreexpresara en células KRX de E. coli. Las proteinas sobreexpresadas se
purificaron usando el Sistema de purificacion de proteinas HISLINK™ (Promega Corp.) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Las muestras de cada patrén individual y proteina de muestra se analizaron por
cromatografia de filtracion en gel, que se realiz6 a 24 °C en un HPLC Agilent 1200, usando una columna de
Superdex 200 5/150 GL (GE Healthcare) con un caudal de 0,25 ml/min (FIG. 43A-B). La fase movil (es decir, tampon
de ejecuciodn) consistio en Tris 50 mM y NaCl 150 mM, pH 7,5. Se controld la elucién de la proteina a 214 y 280 nm.
Se generd una curva de patron de calibracion usando: 1) ovoalbumina, 43 kDa (GE Healthcare), 2) anhidrasa
carbonica, 29 kDa (Sigma) y 3) mioglobina, 17 kDa (Horse Heart, Sigma). Los pesos moleculares de las proteinas
purificadas se calcularon directamente a partir de la curva de calibracion.

La elucion relativa de las proteinas observadas con esta columna fue ovoalbimina a los 7,98 min, anhidrasa
carbonica a los 8,65 min, 9B8 a los 8,97 min y mioglobina a los 9,06 min (FIG. 43A-B). Como se muestra en la FIG.
43B, 9B8 se eluye como una proteina de 21 kDa (PM predicho de aproximadamente 19 kDa) lo que indica que la
variante 9B8 existia como un monémero, mientras que C1+A4E se eluy6 en aproximadamente 4,3 min (FIG. 43A), lo
que indica que C1+A4E se expresd y existe como un multimero, por ejemplo, posiblemente como un complejo
tetramérico o algo mayor.

B. Variante L27V

Para demostrar que la variante de Ogluc L27V existe en un estado monomérico, se us6 el andlisis de filtraciéon en
gel para verificar el peso molecular esperado de la proteina L27V purificada en funcion del valor tedrico y, por
consiguiente, para determinar su estado oligomérico. Se prepard el volumen hidrodinamico relativo de la variante
L27V mediante cromatografia de filtracion en gel. Para este analisis, se clon6 la secuencia de nucleétidos para la
variante L27V en un vector pFN18A HaloTag® (Promega Corp.) para crear una proteina marcada terminalmente con
HaloTag® que se sobreexpresa en células KRX de E. coli (Promega Corp.). La proteina sobreexpresada se purifico
usando el Sistema de purificacién de proteinas HaloTag® (Promega Corp.) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Las muestras de cada patrén individual y proteina de muestra se analizaron por cromatografia de
filtracion en gel, que se realiz6 a 24 °C en un HPLC Agilent 1200, usando una columna de Superdex 200 5/150 GL
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(GE Healthcare) con un caudal de 0,25 ml/min (FIG.56). La fase movil (es decir, tampoén de ejecucion) consistié en
Tris 50 mM y NaCl 150 mM, pH 7,5. Se controlé la elucion de la proteina a 214 y 280 nm. Se gener6 una curva de
patrén de calibracion usando: 1) ovoalbimina, 43 kDa (GE Healthcare), 2) mioglobina, 17 kDa (Horse Heart, Sigma)
y 3) ribonucleasa, 14 kDa (pancreas bovino, GE Healthcare). Como se muestra en la FIG. 44, la variante L27V se
eluy6 como una proteina de 24 kDa (el PM predicho es de aproximadamente 19 kDa) lo que indica que existia como
un monoémero.

Ejemplo 30 - Niveles de expresion de proteinas de variantes de OglLuc
A. IV, 8A3, 8F2, 9B8, 9F6 y 15C1

La normalizacion de la expresion de proteinas proporciona informacién acerca de las posibles diferencias en la
actividad especifica. Para proporcionar un medio para la cuantificacién de la expresion de proteinas, las variantes de
OgLuc se clonaron en un vector pF4Ag que contenia HT7 C-terminal para generar proteinas de fusion de variante de
OgLuc-HT7 como se ha descrito anteriormente. Se generaron las siguientes proteinas de fusion: IV-HT7 (SEQ ID
NO: 48 y 49), 8A3-HT7 (SEQ ID NO: 34 y 35), 8F2-HT7 (SEQ ID NO: 50y 51), 9B8-HT7 (SEQ ID NO: 36 y 37), 9F6-
HT7 (SEQ ID NO: 38 y 39) y 15C1-HT7 (SEQ ID NO: 52 y 53). Se cultivaron E. coli que contenia las fusiones de
variante de OglLuc-HT7 y se indujeron como se ha descrito anteriormente. Se lisaron 900 ul de cultivo celular con
100 pl de 10 x reactivo de lisis celular FASTBREAK™ (Promega Corp.). Se afiadi6 ligando de TMR HALOTAG®
(Promega Corp.) a cada muestra de lisado bacteriano para obtenerse una concentracién final de 0,5 pM. Se
incubaron los lisados bacterianos con el ligando de TMR HALOTAG® durante 30 min a temperatura ambiente de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se diluyeron 10 yl de cada muestra 1:1 con 1 x FASTBREAK™, es
decir, 10 pl de muestra por 10 pl de 1 x FASTBREAK™. Se analizaron 15 pl del lisado y 15 pl de la dilucion 1:1 para
cada muestra por SDS PAGE. Las proteinas de fusidn marcadas se resolvieron mediante SDS-PAGE, se tifieron
con SIMPLYBLUE™ SafeStain (FIG. 45A) y fluorimaged (GE Healthcare Typhoon). Las bandas se cuantificaron
usando el programa informatico ImageQuant (GE Healthcare). La FIG. 45B muestra el volumen de la banda medido
a partir de la FIG. 45A para IV-HT7 ("IV"), 15C1-HT7 ("15C1"), 9B8-HT7 ("9B8"), 9F6-HT7 ("9F6") y 8F2-HT7 ("8F2"),
normalizado con respecto a IV-HT7. Los datos muestran que las variantes de IV se expresaron bien en comparacion
con V.

B. 9B8 opt, V2 y L27V

Se compararon los niveles de expresion y solubilidad de 9B8 opt, V2 y L27V. Se usaron estas tres variantes, en el
contexto de un fondo de pF4Ag, para transformar células KRX de E. coli. Los clones resultantes se usaron para un
experimento de expresion en el que se cultivaron colonias individuales durante la noche a 30 °C, se diluyeron 1:100
en LB, se cultivaron a una DOsoo de aproximadamente 0,5 y después se indujeron con ramnosa al 0,2 % durante 18
horas a 25 °C. A continuacion, se incubaron las células durante 30 min a temperatura ambiente en presencia de 0,5
x reactivo de lisis FASTBREAK™ (Promega Corp.) y los lisados resultantes se almacenaron a -20 °C. Después de
una lenta descongelacion en hielo, se prepararon fracciones solubles por centrifugacion a alta velocidad durante 10
min a 4 °C. A continuacién, se analizaron las fracciones totales (T) y solubles (S) en bruto para los niveles de
expresion usando SDS-PAGE + tincidén con Simply Blue (FIG. 46A), asi como mediante la medicion de la
luminiscencia (FIG. 46B). Para la medicion de la luminiscencia, se mezclaron 50 pl de lisados solubles en placas de
microtitulacion de 96 pocillos con 50 pl de reactivo de ensayo (descrito anteriormente; PBI-3939 40 pM) y se midio la
luminiscencia usando un lector de placas de muitiple deteccion TECAN® INFINITE® F500. Estos resultados indican
que la clasificacion de estas tres variantes, en funcion de sus niveles de expresion y solubilidad, es L27V > V2 >
9B8opt.

Ejemplo 31 - Brillo de las variantes de OgLuc expresadas en células de mamifero
A. IV y9B8

Se las variantes IV y 9B8 en el vector pF4Ag (es decir, sin HT7) para determinar el brillo en las células HEK293. Se
us6 hRL como control. En resumen, las células HEK293, sembradas a 15.000 células/pocillo en una placa de 96
pocillos, se transfectaron transitoriamente usando TRANSIT®-LT1 con ADN de plasmido que codificaban las diversas
variantes y/o secuencias de control. Las células se cultivaron, se lisaron y se trataron como se ha descrito en el
Ejemplo 25. Las células se transfectaron junto con pGL4.13 (Promega Corp.) como un control de transfeccion (se
usaron 10 ng/transfeccién o 10 % del ADN total transfectado). La luminiscencia se midi6 como se ha descrito
anteriormente usando coelenterazina natural como sustrato para hRL o PBI-3939 como sustrato para las variantes
de OglLuc. Los datos de las variantes de OglLuc se corrigieron para la eficacia de transfeccion usando la
luminiscencia de Luc2 (es decir, midiendo la luminiscencia después de la adicion de sustrato de luciferina). Las
variantes de OgLuc IV y 9B8 tuvieron mayor luminiscencia en comparacion con hRL ("Renilla") (FIG. 47).

Para la comparacion del brillo en una base por mol en células de mamifero, se analiz6 la proteina de fusiéon HT7 C-
terminal de la variante 9B8 ("pF4Ag-OglLuc-9B8-HT7") descrita en el Ejemplo 30, y se compar6 con la proteina de
fusion HT7 C-terminal-hRL ("pF4Ag-Renilla-HT7") y la proteina de fusion HT7 C-terminal-Luc2 ("pF4Ag-Luc2-HT7").
Se sembraron las células HEK293 (15.000) y se cultivaron durante la noche a 37 °C. Estas células se transfectaron
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con 100 ng de ADN de pF4Ag-Renilla-HT7, pF4Ag-Luc2-HT7 o pF4Ag-OglLuc-9B8-HT7, y se cultivaron durante la
noche a 37 °C. Se elimin6 el medio y se lisaron las células como se ha descrito anteriormente. Se ensayaron 10 pl
de cada muestra para determinar la luminiscencia (URL) con 50 pl de BRIGHT-GLO™ para Luc2, 50 pl de
coelenterazina natural 20 yM para hRL y 50 ul de PBI-3939 20 uM para la variante 9B8.

Se combinaron los lisados de 6 pocillos y se marcaron con ligando de TMR HALOTAG® como se describe en el
Ejemplo 30. Las proteinas de fusién marcadas se resolvieron mediante SDS-PAGE y fluorimaged (GE Healthcare
Typhoon). Se determinaron las densidades de las bandas para cuantificar el nimero relativo de moles presentes
para cada enzima luciferasa, y el valor de URL para cada muestra se normalizé6 entre la densidad de bandas
calculada para normalizar los niveles de expresion de cada proteina, es decir, las URL normalizadas usando
cuantificacion con marcador TMR (FIG. 48). De mol a mol, la variante 9B8 fue aproximadamente 15 veces mas
brillante que Luc2 y > 100 veces mas brillante que hRL. Estos datos representaron diferencias en la actividad
especifica.

B. 9B8 opt y 9B8 opt+K33N

Se midi6 el brillo de las variantes 9B8 opt y 9B8 opt+K33N expresadas en células HEK293 y se comparé como se
describe para las variantes sin HT7 en el Ejemplo 31. Se usaron 30 y se 100 ng de ADN de plasmido que contenia el
ADN de variante para transfectar células HEK293. Las células se cultivaron y se indujeron como se describe en el
Ejemplo 31, excepto que las células se lisaron con un tampén de lisis que contenia CTDA 1 mM, KCI 150 mM, DTT
2 mM, MES 100 mM, pH 6,0, tiourea 35 mM, TERGITOL® NP-9 al 0,25 % (v/v) y 10 mg/ml de 2-hidroxipropil-§3-
ciclodextrina. Los lisados se ensayaron con tampén de lisis que contenia PBI-3939 20 uM, y la luminiscencia se
midié en un luminémetro TECAN® GENIOS™ Pro. Como se muestra en la FIG. 49, 9B8 opt+K33N resulté tener una
mayor luminiscencia en comparacion con 9B8 opt en células HEK293, que se rastrea con los datos de expresion
bacteriana de la Tabla 25 y FIG. 29.

C. Variantes 9B8+K33N

Se midi6 el brillo de las variantes expresadas en las células HEK293 y NIH3T3 como se ha descrito anteriormente.
La luminiscencia de las variantes se normaliz6é con respecto a la luminiscencia generada por 9B8 opt (Tabla 27).

Tabla 27: Aumento de la luminiscencia generada por la combinacién de variantes de OglLuc en células
NIH3T3 y HEK293

Muestra HEK293 NIH3T3
9B8 1,0 1,0
K33N 1,8 1,5
T39T, Y68D 1,9 1,5
T39T, L27V, K43R 1,3 0,9
L27V, T39T, K43R, Y68D 1,6 1,6
T39T, K43R, Y68D 1.9 1.9
L27V, T39T, K43R, S66N 1,3 1,2
L27V, K43R, Y68D 1,6 1,5
L27V, Y68D 1,7 1.4
L27V, K43R, S66N 1,2 1,0

D.L27v

Se realizé una comparacion de la luminiscencia de la variante L27V con la luciferasa de luciérnaga sola y como una
fusién. Se sembraron células HEK293 y Hela en placas a 15.000 y 10.000 células/pocillo, respectivamente, en los
pocillos de placas de 12 pocillos y se incubaron durante la noche a 37 °C, CO2 al 5 %. Las células se transfectaron
luego con diluciones en serie de pF4Ag que contenia L27V o Luc2. Se transfectaron 20 ng de pGL4.13 (Promega
Corp.) junto con L27V, y se transfectaron 20 ng de pGL4.73 (Promega Corp.) junto con Luc2 para actuar como ADN
portador para diluciones inferiores del ADN de plasmido de L27V o Luc2. A continuacion, se transfectd el ADN de
plasmido en las células (6 duplicados para cada diluciéon por cada tipo de célula) usando reactivo de transfeccion
TRANSIT®-LTI de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las células se incubaron entonces durante 24 horas
a37°C,COzal 5 %.

Tras de la transfeccién, se retird el medio de las células, y se afiadieron 100 pl de PBS con TERGITOL® NP-9 al
0,5 % (v/v) y se agité durante 10 min a temperatura ambiente. Se ensayaron 10 ul de cada lisado celular usando el
sistema de ensayo de luciferasas ONE-GLO™ (Promega Corp.; Luc2) o reactivo de ensayo (Ejemplo 22H con PBI-
3939 20 pM; OglLuc). La luminiscencia se midi6 como se ha descrito anteriormente para las células HEK293 (FIG.
50A) y HelLa (FIG. 50B).

La comparacién de L27V y Luc2 como parejas de fusién se realizd6 como se ha descrito anteriormente. Se fusionaron
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L27V y Luc2 a proteina HALOTAG® en pF4Ag. Las FIG. 50C-D muestran la luminiscencia medida con las diferentes
fusiones en células HEK293 (FIG. 50C) y HelLa (FIG. 50D).

Ademas de medir la luminiscencia, también se analiz6 la expresion de proteinas. La transfeccion se realizé como se
ha descrito anteriormente. Después de la transfeccion, se retir6 el medio de las células, y las células se lavaron en 1
x PBS. Se afiadieron 100 ul de 0,1 x tampon de lisis de mamifero (Promega Corp.) que contenia ligando de TMR
HALOTAG® ' uM (Promega Corp.) y 20 U de DNasa |, y las células se incubaron con agitacion lenta durante 45 min
a temperatura ambiente. A continuacion, se congelaron las muestras de células a -20°C. Para el analisis de
proteinas, se afadieron 32,5 pl de 4 x colorante de carga SDS a cada muestra, y las muestras se calentaron a 95 °C
durante 2 min. A continuacion, se cargaron 10 pl de muestra en un gel de SDS-PAGE y se generaron imagenes con
un escaner Typhoon como se ha descrito anteriormente (FIG. 50E).

Ejemplo 32 - Brillo de la variante de OgLuc purificada en comparacién con la luciferasa de luciérnaga

Se sobreexpres6 la variante de Ogluc 9B8 y se purifico como se describe en el Ejemplo 33. Las reacciones entre la
enzima diluida y el sustrato se realizaron usando el siguiente tampén/reactivo de ensayo dos veces: MES 100 mM,
pH 6,0, CDTA 1 mM, KCI 150 mM, tiourea 35 mM, DTT 2 mM, TERGITOL® NP-9 al 0,25 % (v/v), MAZU® DF 204 al
0,025 %, 10 mg/ml de 2-hidroxi-B-ciclodextrina y PBI-3939 20 uM. Las concentraciones de ensayo final de enzima
purificada y el sustrato fueron de 0,5 pM y 10 uM, respectivamente. En paralelo, se analizaron las reacciones entre
luciferasa de luciérnaga purificada diluida (es decir, luciferasa recombinante QUANTILUM® (Promega Corp.)) y
luciferina. El tampdn/reactivo de ensayo para la reaccion de la luciferasa de luciérnaga fue BRIGHT-GLO™, y las
concentraciones de ensayo finales fueron enzima 0,5 pM vy luciferina 500 uM. Como los tampones/reactivos para
cada reaccién se sabia que proporcionaban cinética de "resplandor”, se usé un punto temporal de 15 min para
recoger los datos de luminiscencia. Los resultados de este experimento demostraron que 9B8 opt usando PBI-3939
(19.200 URL) fue aproximadamente 8 veces mas brillante que la luciferasa recombinante QUANTILUM® con
BRIGHT-GLO™ (2300 URL).

Ejemplo 33 - Analisis de la inhibicion

Para determinar la susceptibilidad de las variantes de OglLuc a las interacciones no diana, se explor6 la actividad de
las variantes 9B8 y L27V frente a una biblioteca LOPAC (biblioteca de compuestos farmacolégicamente activos). Se
preparé una biblioteca LOPAC 1280 (Sigma) diluyendo los compuestos a 1 mM en DMSO. El dia del ensayo, los
compuestos se diluyeron a 20 yM en 1 x PBS y se transfirieron 10 yl a una placa blanca de 96 pocillos. A cada
pocillo, se afiadieron 10 yl de 9B8, L27V o enzima luciferasa de luciérnaga (Luc2) purificadas diluidas a 10 en
tampon de lisis Glo (Promega Corp.) y se incubaron a temperatura ambiente durante 2 min. A las muestras, se
anadieron 20 pl de reactivo de ensayo (CDTA 1 mM, KCI 150 mM, DTT 2 mM, MES 100 mM, pH 6,0, tiourea 35 mM,
TERGITOL® NP-9 al 0,5 % (v/v) y PBI-3939 60 uM), se incubaron durante 3 min, y se midi6 la luminiscencia en un
luminémetro TECAN® GENIOS™ Pro. Para el ensayo de la luciferasa de luciérnaga, se usé el reactivo de ensayo
BRIGHT-GLO™ (Promega Corp.) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Como control negativo, 8 pocillos de
cada placa contenian 1 x PBS + glicerol al 2 %. Como control positivo, 8 pocillos de cada placa contenian suramina
2 mM en DMSO al 2 % o inhibidor de luciferasa 1 2 mM en DMSO al 2 % (Calbiochem). La suramina se identifico en
la exploracion preliminar de la biblioteca LOPAC (es decir, la biblioteca LOPAC se exploré usando la variante 9B8
con una concentracion de sustrato inferior de 20 yM) como inhibidor de OgLuc.

Los resultados de la FIG. 51 indican una baja frecuencia general de las interacciones no diana entre los compuestos
de la biblioteca LOPAC y L27V. Esto sugiere un posible uso de L27V como una herramienta de exploracion para
grandes bibliotecas de diversos productos quimicos y candidatos terapéuticos, incluyendo los formatos basados en
células vivas (por ejemplo, la exploracién de alto rendimiento).

Para examinar aun mas la resistencia a la inhibicion, se exploraron 9B8 y L27V purificadas frente a diversas
concentraciones de suramina (Sigma S-2671) y tirfostina AG 835 ("Tyr ag 835") (Sigma T-5568) (FIG. 52A-C). Las
FIG. 52E-D muestran las estructuras quimicas para la suramina y Tyr AG 835, respectivamente. Se prepararon 9B8
y L27V purificadas como se ha descrito anteriormente. Se prepararon diluciones en serie (0, 2 uM, 6 uM, 20 pM,
60 uM, 200 uM y 2 mM) de los inhibidores en 1 x PBS con DMSO al 2 %. A los pocillos de una placa de ensayo
blanca, de 96 pocillos, se afiadieron 10 pl de enzima diluida y 10 pl de inhibidor diluido, y se incubaron a temperatura
ambiente durante 2 min. Se afadieron 20 pl de reactivo de ensayo (descrito anteriormente) y se midié la
luminiscencia en un luminémetro GLOMAX®-96 (FIG. 52A-C). Las FIG. 52A-B muestran las curvas de respuesta a la
dosis de 9B8 y L27V frente a la suramina (FIG. 52A) y Tyr AG 835 (FIG. 52B). La FIG. 52C muestra la concentracién
inhibidora maxima media (Clso) de la suramina y Tyr ag 835 para 9B8 y L27V. Los datos indican que L27V es un
indicador potente que se podria usar como una herramienta de exploracion de grandes bibliotecas de diversos
productos quimicos y/o candidatos terapéuticos.

Ejemplo 34 - Resistencia a las interacciones de proteinas inespecificas
1. Se diluyeron en serie enzimas 9B8 y L27V purificadas en 1:10 en tampén (1 x PBS, DTT 1 mM e IGEPAL®
CA-630 al 0,005 %) con o sin 0,5 mg/ml de BSA (4 series de cada dilucion) hasta 200 yl en tubos de separacién
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de PCR. Las muestras se incubaron a 60 °C, y a las 0, 2, 4 y 6 horas, se transfiri6 una serie de diluciones para
cada variante a -70 °C. Para analizar la actividad, se descongelaron las muestras hasta la temperatura ambiente
en un bafo de agua. Se afiadieron 50 pl de reactivo de ensayo (como se ha descrito anteriormente con PBI-3939
100 uM), y se midi6 la luminiscencia para cada minuto durante 30 minutos en un lector de placas TECAN®
INFINITE® F500. La actividad se calculd usando la luminiscencia media de las diluciones de 1 x 10 y 1 x 107
(FIG. 53).

2. Para demostrar la reactividad de las variantes de OglLuc al plastico, se expusieron 9B8 y L27V purificadas a
placas de poliestireno y se midié su actividad. Se dispusieron 50 ul de 9B8 (45,3 pM) y L27V (85,9 pM)
purificadas en DMEM sin rojo de fenol con PRIONEX® al 0,1 % en pocillos de una placa de microvaloracion de
poliestireno, de 96 pocillos, a los 60, 40, 20 y 0 min. A las muestras, se afiadieron 50 pl de reactivo de ensayo
(descrito anteriormente) que contenia PBI-3939 20 uM y se incubaron durante 5 min a temperatura ambiente. La
luminiscencia se midi6 como se ha descrito anteriormente, y se determiné el porcentaje de actividad (FIG. 54;
proporcion de luminiscencia con respecto al tiempo 0).

Ejemplo 35 - Modificacion posterior a la traduccion

Para determinar si las variantes de OglLuc sufren cualquier modificacion posterior a la traducciéon cuando se
expresan en células de mamifero, se expresaron las variantes 9B8 y L27V tanto en células de mamiferos como E.
coli, y se analizaron mediante espectrometria de masas (MS).

Las variantes 9B8 y L27V se expresaron como fusiones de HALOTAG® N-terminal (pFNI 8K para E. coli; pFN21K
para células HEK293) en células HEK293 y KRX de E. coli (Promega Corp.), y se purificaron usando el sistema de
purificacion de proteinas HALOTAG® (Promega Corp.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se analizaron
aproximadamente 5 pmol de enzima purificada mediante LC/MS usando una columna C4 (Waters XBridge BEH300,
3,5 ym) en interfaz con un espectrometro de masas LTQ Orbitrap Velos (Thermo Scientific). Los datos se
adquirieron de 600-2000 m/z usando el LTQ para la deteccién, y se procesaron usando el programa informatico
MagTran v1.03 (Zhang et al., J. Am. Soc. Mass. Spectrom, 9: 225-233 (1998)). Ambas enzimas purificadas tenian
una masa determinada experimentalmente de 19.666 Da, en comparacion con una masa calculada de una variante
de OglLuc no modificada, es decir, ausente de cualquier modificacién posterior a la traduccién, de 19.665 Da.

Ejemplo 36 - Evaluacion de variantes de OgLuc como indicador de la transcripcion
A IV

Se examind el uso de las variantes de OglLuc como indicadores de la transcripcion. Para generar un indicador de la
transcripcion de cAMP, se subclonaron hRL e IV usando métodos conocidos en la técnica en un vector pGL4
modificado (Promega Corp.) que contenia una secuencia de barnasa, que se reemplazé por el fragmento de ADN de
interés. La secuencia lider de pGL4 modificado contenia un promotor minimo y un elemento de respuesta a cAMP
(CRE; SEQ ID NO: 96), de modo que tras la estimulacién con un agonista de cAMP tal como forskolina (FSK), las
células se acumulaban cAMP activaron el indicador y generaron luminiscencia. En este experimento, se usaron 2 ng
de ADN de cualquiera de las construcciones de indicadores de la transcripcion con hRL o 1V para transfectar células
HEK293 como se describe en Ejemplo 25. A las 24 horas de la transfeccion, se trataron las células con FSK 100 uM.
Las células que no fueron tratados con FSK se usaron como control. Después de 6 horas, se afiadié un reactivo
indicador a las células tratadas y de control. Para hRL, el reactivo indicador fue reactivo Renilla-Glo™ (Promega
Corp.). Para 1V, el reactivo indicador contenia CDTA 1 mM, pH 5,5, KCI 150 mM, DTT 10 mM, TERGITOL® NP-9 al
0,5 % (v/v), coelenterazina-h 20 uyM y tiourea 150 mM. Después de 10 minutos, se ley6 la luminiscencia en un
Varioskan® ultrarrapido (Thermo Scientific).

La FIG. 55 muestra la luminiscencia normalizada de las células HEK293 que contenian el indicador de la
transcripcion de hRL ("Renilla") o IV tratadas ("+ FSK") o no tratadas ("-FSK") con FSK. La respuesta, es decir, las
veces de induccion o las veces de aumento ("VECES") en la luminiscencia se determiné dividiendo la luminiscencia
de las células tratadas (+ FSK) con la luminiscencia de las células de control (-FSK). Como se muestra en la FIG. 55,
la respuesta para hRL result6é ser < 50, mientras que para IV fue > 300, lo que demostré el uso de IV como indicador
de la transcripcion.

B. 9B8 y 988 opt

También se examiné el uso de las variantes 9B8 y 9B8 opt como indicadores de la transcripciéon y se comparé con
los indicadores de la transcripcion hRL y Luc2 como se ha descrito anteriormente para el indicador de la
transcripcion 1V con las siguientes modificaciones. Los indicadores de la transcripcién de cAMP que contenian bien
la variante 9B8 o la variante 9B8 opt se generaron como se ha descrito anteriormente. Después de 6 horas de
induccion con FSK, se retir6 el medio de las células y se reemplazé con 100 ul de tampén de lisis descrito en el
Ejemplo 25, creando un lisado. Se ensay6 el lisado de las células transfectadas tratadas con o sin FSK para
determinar la luminiscencia como se describe en el Ejemplo 25. Se ensayaron 10 pl del lisado de Luc2 con 50 pl de
reactivo de ensayo de luciferasas BRIGHT-GLO™. Se ensayaron 10 ul del lisado de hRL con 50 yl de tampon de
lisis que contenia coelenterazina natural 20 yM. Se ensayaron 10 pl de los lisados de las variantes 9B8 y 9B8 opt
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con 50 pl de tampdn de lisis que contenia PBI-3939 20 uM.

La FIG. 56 muestra la luminiscencia normalizada de las células HEK293 que contenian el indicador de la
transcripcion 9B8, 9B8 opt, hRL o Luc2 tratadas ("inducidas") o no tratadas ("basal') con FSK. La respuesta, es
decir, las veces de induccion o las veces de aumento ("veces") en la luminiscencia se determin6 dividiendo la
luminiscencia inducida entre la luminiscencia basal (FIG. 56). Aunque los valores de veces de induccién son
similares para cada uno de los indicadores a excepcién de Luc2, la luminiscencia generada por el indicador de la
transcripcion 9B8 opt fue aproximadamente 2,5 registros superior al indicador de la transcripcién Renilla inducido y
aproximadamente 1,5 registros superior al indicador de la transcripcién Luc2. La FIG. 56 demostr6 el uso de 9B8 y
9B8 opt como indicadores de la transcripcion.

C. 9B8 y 9B8 opt opt+K33N

Se compararon las variantes 9B8 opt y 9B8 opt+K33N en un ensayo de indicadores de la transcripcion liticos. Se
cloné la variante 9B8 opt+K33N usando métodos conocidos en la técnica en un vector pGL4.29 (Promega Corp.),
que contenia un elemento de respuesta a AMP ciclico (CRE). Se ensayé el indicador de la transcripcion 9B8
opt+K33N y se comparé con el indicador de la transcripcién 9B8 opt como se ha descrito anteriormente en células
HEK293. Se usaron 30 y 100 ng de ADN de plasmido que contenia las versiones de indicador de la transcripcién de
las variantes para transfectar células HEK293. Las células fueron inducidas con FSK durante 5 horas antes de la
medicion de la luminiscencia. Las células se lisaron con un tampén de lisis que contenia CTDA 1 mM, KCI 150 mM,
DTT 2 mM, MES 100 mM, pH 6,0, tiourea 35 mM, TERGITOL® NP-9 al 0,25 % (v/v) y 10 mg/ml de 2-hidroxipropil-f-
ciclodextrina. La luminiscencia se midié en un luminémetro TECAN® GENIOS™ Pro. El lisado se ensay6 con el
tampdn de lisis que contenia PBI-3939 20 uM. La FIG. 57 muestra la luminiscencia normalizada (transfeccion
corregida) de las células HEK293 que expresaban la construccién de indicador de la transcripcién opt 9B8 o 9B8
opt+K33N tratadas ("inducidas") o no tratadas ("basales") con FSK. Como se muestra en la FIG. 57, las veces de
induccién de 9B8 opt fueron 360 cuando se usaron 30 ng de ADN para la transfeccion, y 109 cuando se usaron
100 ng para la transfeccion, mientras que las veces de induccion de 9B8 opt+K33N fueron de 275 y 147,
respectivamente. Cuando se usaron cantidades superiores de ADN para la transfeccion, K33N proporcioné una
respuesta mayor.

D.L27v

1. Se clond L27V en un vector indicador como se describe en C de este Ejemplo que contenia un elemento de
respuesta de CRE, NFkB o HSE (elemento de choque térmico). A continuacion, se transfectaron construcciones
indicadoras a células HEK293 o células HeLa como se ha descrito anteriormente. Después, las células se
indujeron usando FSK para CRE, TNFa para NFkB o 17-AAG de HSE. La luminiscencia se midi6 como se ha
descrito anteriormente usando el reactivo de ensayo con PBI-3939 20 uM (FIG. 58A-C). Todas las
construcciones indicadoras se validaron en lineas de células HEK293, Hela, NIH3T3, U20S y Jurkat (datos no
mostrados).

2. Se clonaron L27V02 y L27V02P (que contenian una secuencia PEST; SEQ ID NO: 323) en un vector indicador
(basado en pGL4.32) como se describe en C de este Ejemplo. Otros variantes de OglLuc que contenian una
secuencia PEST incluyen L27V01-PESTO00 y L27V03-PEST02 (SEC ID NO: 320 y 326, respectivamente). A
continuacion, se transfecté la construccién indicadora a células HEK293 como se ha descrito anteriormente.
Después, las células se indujeron usando FSK, y se midi6 la luminiscencia como se ha descrito anteriormente
usando el reactivo de ensayo con PBI-3939 20 uM (FIG. 59A-B). También se crearon otras diversas
construcciones indicadoras y se ensayaron en diversas lineas celulares (FIG. 59C). La FIG. 59A muestra la
respuesta a la dosis completa para el sistema de CRE en las células HEK293. La FIG. 59B resume la FIG. 59B.
La FIG. 59C resume los datos en las FIG. 59A-B, y muestra el mismo tipo de datos para el elemento de
respuesta de NFkB. Ambas construcciones indicadoras de CRE y NFkB se examinaron en lineas celulares
HEK293, Hela, HepG2, Jurkat, ME180, HCT116 y U20S.

3. Se transfectaron células HEK293 (0,9 x 10° células en un matraz T25) con construccion de secrecion pNFkB-
L27V (SEQ ID NO: 463 y 464; en la que se sustituyd la secuencia de secrecion de IL-6 (SEQ ID NO: 461 y 462)
con la secuencia de secrecion de OglLuc natural (SEQ ID NO: 54), Metridia longa (Clontech), pNFkB-L27V
(secuencia de secrecion natural; SEQ ID NO: 465 y 466) o ADN de plasmido de luciferasa de luciérnaga (Luc2;
basada en pGL4.32) usando FUGENE® HD (Promega Corp.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las
células se incubaron a 37 °C, CO2 al 5 % durante 8 horas, luego se trataron con tripsina en 0,5 ml de TrypLE
(Invitrogen). Se volvieron a suspender los lisados en 8 ml de DMEM con FBS al 10 %, 1 x NEAA y 1 x piruvato de
sodio. A continuacion, se afiadieron 100 ul de la muestra resuspendida a los pocillos de una placa de 96 pocillos
y se incubaron durante 16 horas a 37 °C, COz al 5 %.

Tras la incubacion, se retiré el medio de las células y se reemplazé por 100 pl de medio recién preparado con o sin
TNFa (diluido en serie). Para ensayar para la secrecion, a las 3 y 6 horas, se retiraron 5 pl de medio (por triplicado)
de las células, se llevaron a 50 uyl con PBS y se mezclaron con 50 ul de reactivo de ensayo (como se ha descrito
anteriormente con PBI-3939 100 uM). La luminiscencia se midié a los 0 y 10 min como se ha descrito anteriormente
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(FIG. 60).

Para medir la actividad de la luciferasa de Metridia longa, se uso el sistema de luciferasa secretada Ready-to-
Glow™ (Clontech) de acuerdo con el protocolo del fabricante. En resumen, se afiadieron 5 pl de reactivo Ready-to-
Glow™ a 5 pl de la muestra y 45 pl de PBS. La luminiscencia se midié inmediatamente después de la adicion del
reactivo (FIG. 60).

E. Variantes L27V optimizadas

Se prepararon ADN de plasmido (pGL4.32-L27V00, pGL4.32-L27V01, pGL4.32-L27V02, pGL4.32-L27V03 y
pGL4.13) para la transfeccion usando FUGENE® HD de acuerdo con el protocolo del fabricante. El vector pGL4.32
(Promega Corp.) contiene el elemento de respuesta a NF-kB. Las secuencias de codones optimizados de L27V
sustituyen la secuencia de Luc2P en el vector. El vector pGL4.13 (Promega Corp.) contiene el gen Luc2 dirigido por
el promotor SV40.

A continuacion, se mezclaron 300 ul de la mezcla de transfecciéon de ADN con 6 ml de suspensién de células HelLa
(2 x 10° células/ml), se homogeneizo y se sembraron 100 pl en pocillos de una placa de 96 pocillos. Las células se
incubaron, a continuacion, durante la noche a 37 °C, CO2 al 5 %. Después de la incubacion, se afadieron 10 ul de
10 x rhTNFa en DPBS con BSA a los pocillos y se incubaron durante 4,5 horas a 37 °C, CO:2 al 5 %. Seis pocillos
recibieron solo vehiculo. Luego se dejaron las células equilibrar a temperatura ambiente durante 20 min y, a
continuacion, se afiadieron 100 pl de reactivo de ensayo (como se ha descrito anteriormente con PBI-3939 100 uM).
A las células que expresaban Luc2 o que recibieron tratamiento de solo vehiculo, se afiadieron 100 pl del reactivo de
ensayo de luciferasa ONE-GLO™. La luminiscencia se midié6 12 minutos después de la adicion del reactivo de
ensayo como se ha descrito anteriormente. Las FIG. 61A-B muestra la luminiscencia absoluta, las FIG. 61C-D
muestran la luminiscencia normalizada y las FIG. 61E-F muestran las veces de respuesta.

Ejemplo 37 - Variantes de OglLuc en un ensayo de indicador de la transcripcion

Para demostrar la capacidad de las variantes de OglLuc desveladas en el presente documento para su uso como
indicadores de la transcripcién, se usé la variante de OglLuc 9B8 opt como un indicador de la transcripcién en una
transfeccion directa, inversa y a granel. Se escogieron estos métodos de transfeccion porque son representativos de
los métodos comunmente usados para la expresion transitoria de indicadores genéticos de la transcripcion.

Transfeccion directa

Se prepararon indicadores de la transcripcion que contenian el elemento de respuesta a AMPc (CRE) y 9B8 opt o
9B8 opt que comprendia ademas la secuencia de degradacion de proteinas PEST (9B8 opt-P) en la cadena principal
de pGL4.29 (Promega Corp.), es decir, el gen luc2P del vector pGL4.29 se reemplazé por 9B9 opt (SEQ ID NO: 24)
0 9B8 opt-P (SEQ ID NO: 65). pGL4.29 se us6 como control/punto de referencia.

Se sembraron células HEK293 a 15.000 células/pocillo en seis placas de cultivo tisular de 96 pocillos. Las células se
cultivaron en 100 pyl de DMEM + FBS al 10 % + 1 x aminoacidos no esenciales (NEAA), y se incubaron durante la
noche a 37 °C. Las células se transfectaron transitoriamente bien con 10 ng o 100 ng de ADN de plasmido/pocillo de
pGL4.29 9B8 opt, pGL4.29 9B8 opt-P o pGL4.29. EI ADN de plasmido se mezclé con 850 ul de OPTI-MEM®
(Invitrogen) y 32,4 ul de reactivo de transfeccion FUGENE® HD (Promega Corp.), y se incub6 a temperatura
ambiente durante 10 min. Se afadieron ocho pl de la mezcla de DNA de transfeccion/indicador a los pocillos
apropiados (2 construcciones/placa). Las células se incubaron durante 4 horas a 37 °C. El medio se reemplazé con
OPTI-MEM® + FBS al 0,5 % dializado + 1 x NEAA +1 x piruvato de sodio + 1 X Penn-Strep, y se incubé durante la
noche a 37 °C.

Tras la incubacion, se afadid FSK 10 nM o 10 yM (de una reserva de 10 veces) en OPTI-MEM® a las células y se
incub6 durante 3 horas a 37 °C. Se afiadié un reactivo litico que contenia MES 100 Mm, pH 6,1, CDTA 1 mM, KCI
150 mM, tiourea 35 mM, DTT 2 mM, TERGITOL® NP-9 al 0,25 % (v/v), MAZU® DF 204 al 0,025 % y PBI-3939 20 uM
a las células que contenian pGL4.29 9B8 opt o pGL4.29 9B8 opt-P, y se dejo incubar durante 10 minutos a
temperatura ambiente (se afiadieron 100 pl de reactivo litico a 100 pl de células). Se afadié reactivo de ensayo
ONE-GLO™ (Promega Corp.) a las células que contenian pGL4.29 y se us6 de acuerdo con el protocolo del
fabricante (100 pl de reactivo afadidos a 100 ul de células). La luminiscencia se mididé en un luminémetro
GLOMAX®. La Tabla 26 muestra la luminiscencia de las células HEK293 que expresan los indicadores de la
transcripcion que contienen CRE tratados con FSK 10 nM ("momento basal") o FSK 10 mM, y la respuesta a FSK
(es decir, la luminiscencia generada por las células tratadas con FSK 10 mM dividida entre la luminiscencia
generada de las células tratadas con FSK 10 nM).

Los resultados que se muestran en la Tabla 28 indican que 9B8 opt y 9B8 opt-P fueron mas brillantes que luc2P y
que todos los indicadores de luciferasa respondieron a FSK cuando se usaron 100 ng de ADN para la transfeccion.
Sin embargo, cuando solo se usaron 10 ng de ADN para la transfeccion, la luminiscencia para el indicador de luc2P
fue inferior al nivel de deteccion del luminémetro.
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Tabla 28: Indicadores de la transcripcion que contienen CRE en células HEK293 (punto temporal de 3 h)

Construccion 100 ng de ADN para la transfeccion 10 ng de ADN para la transfeccion

o Momento URL (FSK Momento URL (FSK

indicadora basal 10 mM) Respuesta basal 10 mM) Respuesta
9B8 opt 3.078.418 104.687.723 34 192810 12.926.465 67

9B8 opt-P 122.071 20.544.753 168 11179 1.353.459 121

luc2P 356 5.293 15 0 0 -

Transfeccion inversa

Se prepararon indicadores de la transcripcion que contenian el elemento de respuesta antioxidante (ARE) y 9B8 opt
0 9B8 opt-P en la cadena principal de pGL4.29 (Promega Corp.), es decir, el gen luc2P del vector pGL4.29 se
reemplaz6é con 9B9 optar o 9B8 opt-P y CRE se reemplaz6é con 2 x ARE (SEQ ID NO: 66) usando métodos
conocidos en el técnica.

Se trataron con tripsina células HEK293 (matraz T75, 3 ml de tripsina) y se volvieron a suspender en 1 x 10°
células/ml (aproximadamente 8,9 x 10° células totales) en medio que contenia DMEM + FBS al 10 % + 1 x AANE.
Cada indicador de la transcripcion se preparé para la transfeccion mezclando 1,2 ml de OPTI-MEM®, 12 uyl de ADN
de indicador de la transcripcion (100 ng) y 36 ul de reactivo de transfeccion FUGENE® HD y se incubaron a
temperatura ambiente durante 35 min. Después de la incubacion, se afiadieron 624 pl de la mezcla de ADN de
transfeccién/indicador a 12 ml de suspensioén celular, y se mezclé por inversion. Después de mezclar, se afadieron
100 pl de la mezcla de células/ADN a los pocillos de una placa de 96 pocillos (2 construcciones/placa). Las células
se incubaron a 37 °C durante 22 horas. Se afiadié terc-butilhidroquinona (una estabilizador de Nrf2; tBHQ; 1 uM
("momento basal") o 20 pM) o sulforafano (un antioxidante organosulfuroso conocido por activar Nrf2; 1 yM
("momento basal") o 20 yM) en OPTI-MEM® a cada pocillo, y se incubaron a 37 °C durante 24 h. Las células se
lisaron con 100 pl de reactivo litico como se ha descrito anteriormente para la transfeccion directa. La luminiscencia
se midié en un Luminémetro GLOMAX®.

La Tabla 29 muestra la luminiscencia de las células HEK293 que expresan los indicadores de la transcripcion que
contienen ARE tratados con sulforafano 1 yM ("momento basal") o 20 My, y la respuesta al sulforafano (es decir, la
luminiscencia generada por las células tratadas con sulforafano 1 uM dividida entre la luminiscencia generada por
las células tratadas con sulforafano 20 pM). La Tabla 30 muestra la luminiscencia de las células HEK293 que
expresan los indicadores de la transcripcion contienen ARE tratados con tBHQ 1 uM ("momento basal") 0 20 uM, y la
respuesta a tBHQ (es decir, la luminiscencia generada por las células tratadas con tBHQ 1 uM dividida entre la
luminiscencia generada por las células tratadas con tBHQ 20 uM). Las Tablas 29 y 30 muestran que 9B8 opt y 9B8
opt-P podrian indicar las presencias de dos estimulos diferentes conocidos para ARE.

Tabla 29: Indicadores de la transcripcion que contienen ARE en células HEK293 (punto temporal de 24 h)

Construccion indicador 100 ng de ADN de transfeccion

Momento basal| URL (sulforafano 20 mM)| Respuesta
9B8 opt 15.600.000 89.600.000 5.8
9B8 opt-P 258.406 3.940.000 15

Tabla 30: Indicadores de la transcripcidon que contienen ARE en células HEK293 (punto temporal de 24 h)

Construccion 100 ng de ADN de transfeccion

indicadora Momento basal URL (tBHQ 20 mM) Respuesta
9B8 opt 15.100.000 120.000.000 8

9B8 opt-P 317.238 8.460.000 27

Transfeccioén a granel

En la transfeccién a granel de las células HEK293 y NIH3T3, se usaron los indicadores de la transcripcién que
contenian CRE y 9B8 opt o 9B8 opt-P descritos en la transfeccién directa. Se prepararon los indicadores de la
transcripcion que contenian el elemento de respuesta de choque térmico (HRE; SEQ ID NO: 67) y 9B8 opt o 9B8
opt-P en la cadena principal de pGL4.29 (Promega Corp.), es decir, el gen luc2P del vector pGL4.29 se reemplazé
por 9B9 opt o0 9B8 opt-P y CRE se reemplazé por la HRE. El indicador de la transcripcion que contenia HRE y 9B8
opt-P se uso6 en la transfeccién a granel de células Hel a.

Las células HEK293, NIH3T3 o HelLa se sembraron en un solo pocillo de una placa de cultivo tisular de 6 pocillos el
dia antes de la transfeccion a una densidad de 4,5 x 10° células/pocillo en 3 ml de medio completo (DMEM+FBS al
10 % + 1 x NEAA+ 1 x piruvato de sodio) para células HEK293, 3 x 10° células/pocillo en 3 ml de medio completo
(DMEM + suero de ternera fetal al 10 % (FCS) + 1 x NEAA + 1 x piruvato de sodio) para las células NIH3T3 o 9,9 x
10° células/pocillo en 3 ml de medio completo (DMEM + FBS al 10 % + 1 x NEAA) para las células Hela. Las células
se cultivaron durante la noche a 37 °C.
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Se mezclaron 3.300 ng de ADN de plasmido indicador en 155 pl de OPTI-MEM® con 9,9 pl de reactivo de
transfeccion FUGENE® HD, se agitaron con formacion de vértice y se incubaron a temperatura ambiente durante 10
min. Los indicadores de transcripcion con CRE se usaron para transfectar células HEK293 y NIH3T3. Los
indicadores de la transcripcién con HRE se usaron para transfectar células HeLa. La mezcla de indicadores se
anadi6 a las células, y se mezclé por agitacion suave seguida de incubacion a 37 °C durante 6 horas (HEK293 y
NIH3T3) o 3 horas (HelLa). Las células se trataron luego con tripsina y se volvieron a suspender en medio (DMEM +
FBS al 10 % + 1 x NEAA + 1 x piruvato de sodio para las células HEK293, DMEM + FCS al 10 % + 1 x NEAA + 1 x
piruvato de sodio para las células NIH3T3, o DMEM + FBS al 10 % + 1 x NEAA para las células HelLa), seguido de la
siembra en pocillos individuales de una placa de 96 pocillos (20.000 células/100 pl para HEK293, 10.000
células/100 ul para NIH3T3 o 13.000 células/ul para Hela) y se incubaron a 37 °C durante la noche .

Se afiadié6 FSK (estimulador de CRE) o 17-AAG (estimulador de HRE; 17-alilamino-desmetoxi-geldanamicina) en
OPTI-MEM® a las células (concentracion final de 10 nM o 10 uM de FSK; concentracion final de 1 nM o 1 uM de 17-
AAG) y se incubaron a 37 °C durante 4 horas (FSK) o 6 horas (17-AAG). Se retiraron las placas de la incubadora y
se dejaron equilibrar a temperatura ambiente durante 25 min. Las células se lisaron con 100 ul de reactivo litico
como se ha descrito anteriormente para la transfeccién directa. La luminiscencia se midi6 en un luminémetro
GLOMAX®,

La Tabla 31 muestra la luminiscencia de las células HEK293 que expresan los indicadores de la transcripcion que
contienen CRE tratado con 10 nM ("momento basal") o FSK 10 mM, y la respuesta a FSK. La Tabla 32 muestra la
luminiscencia de las células NIH3T3 que expresan los indicadores de la transcripcion que contienen CRE tratadas
con 10 nM ("momento basal") o FSK 10 mM, y la respuesta a FSK. La Tabla 33 muestra la luminiscencia de las
células HelLa que expresan los indicadores de la transcripcién que contienen HRE tratadas con 10 nM ("momento
basal") 0 17-AAG 10 mM, y la respuesta a 17-AAG.

Las Tablas 29-31 muestran que 1) las dos versiones de la variante de OglLuc 9B8opt pueden indicar la presencia y
los efectos estimulantes de FSK en CRE en el contexto de dos lineas celulares diferentes, HEK293 y NIH3T3; y 2)
9B8 optP pueden indicar la presencia y los efectos estimulantes de 17-AAG en HRE en el contexto de las células
Hela.

Tabla 31: Indicadores de la transcripcidon que contienen CRE en células HEK293 (punto temporal de 4 h)

Construccion 100 ng de ADN de transfeccion

indicadora Momento basal URL (FSK 10 mM) Respuesta

9B8 opt 39.700.000 654.000.000 16

9B8 opt-P 3.960.000 460.000.000 116

Tabla 32: Indicadores de la transcripcion que contienen CRE en células NIH3T3 (punto temporal de 4 h)
Construccién 100 ng de ADN de transfeccién _Copstruccmn
indicadora indicadora
Momento basal URL (FSK 10 mM) Respuesta
9B8 opt 9.187.000 23.600.000 2,6
9B8 opt-P 410.461 3.720.000 9
Tabla 33: Indicadores de la transcripcion que contienen EDH en células HeLa (punto temporal de 6 h)

Construccion 100 ng de ADN de transfeccién
indicadora Momento basal URL (17-AAG 1 mM) |Respuesta
9B8 opt-P 278.118 3.204.000 12

Ejemplo 38 - Indicador litico y secretable en células dificiles de expresar

Se sometieron a transfeccion inversa células HepG2, 1x 10° células/ml en una suspension de células, con el ADN de
plasmido (cadena principal de pGL4.32; Promega Corp.) que contenia L27V02, luc2P (Promega Corp.), luc2
(Promega Corp.) o L27V02-IL6 (L27V02 con la secuencia de secrecion natural sustituida con la secuencia de
secrecion de IL-6; ("IL601-L27V02A"; SEQ ID NO: 324) usando FUGENE® HD de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (mezcla de ADN de transfeccion con respecto a las células 1:20). A continuacion, se sembraron 100 pl
suspension celular en pocillos de una placa de 96 pocillos y se incubaron durante 22 horas a 37 °C, CO2 al 5 %.
Otras construcciones de OglLuc que tienen la secuencia de secrecidén natural reemplazada por la secuencia de
secrecion de IL-6 incluyen 1L601-L27V01 e IL602-L27V03 (SEQ ID NO: 321 y 327, respectivamente).

Para el analisis de la secrecion, se retirdo el medio de las células y se lavaron las células en 100 pl de DPBS. Se
afiadieron 100 pl de medio completo (DMEM + FBS al 10 % + 1 x AANE) junto con dosis variables (1 pg/ml -100
ng/ul) de rhTNFa ("TNFa") durante 4,5 h. Después, se separaron 10 yl de medio, se afiadieron a 90 yl de medio
completo y se afiadieron 100 pl de reactivo de ensayo (como se ha descrito anteriormente; PBI-3939 100 pM). La
luminiscencia se midié como se ha descrito anteriormente (FIG. 62A).
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Para el andlisis litico, tras la siembra, se incubaron las células durante 4,5 horas a 37 °C, CO2 al 5 %. Las células
luego se dejaron equilibrar a temperatura ambiente durante 20 min. Se afnadio a las células reactivo de ensayo
(como se ha descrito anteriormente, PBI-3939 100 pM), y se midié la luminiscencia como se ha descrito
anteriormente (FIG. 62B.).

Ejemplo 39 - Caracteristicas adicionales del indicador litico

Las variantes de OglLuc de la presente divulgacion en el contexto de un indicador de la transcripcion litico, basado
en células, deben ofrecer una sefial luminiscente de una magnitud tal que la sefial aparezca mas pronto de lo que
podria con otras luciferasas. La luminiscencia brillante también deberia permitir el examen de los promotores
débiles.

Ejemplo 40 - Transfecciones de células de mamifero

Las variantes de OglLuc de la presente divulgacion se usaron como indicadores en lineas celulares dificiles de
transfectar, por ejemplo, Jurkat, HepG2, células primarias, células primarias que no se dividen o células madre.
(Véase, por ejemplo, la FIG. 59C). Debido a su alta intensidad de sefial, las variantes de OglLuc permiten detectar la
luminiscencia cuando la eficacia de transfecciéon es baja. Las variantes de OglLuc también se pueden usar como
indicadores en células que sean especialmente sensibles a las condiciones asociadas con la transfeccion, es decir,
la concentracion de ADN, la adicién del reactivo de transfeccién. Debido a la luminosidad de las variantes de OglLuc,
se puede lograr un nivel adecuado de luminiscencia usando concentraciones de ADN mas bajas, menos reactivo de
transfeccion y, quizas, tiempos mas cortos después de la transfecciéon antes de comenzar un ensayo. Esto colocara
una carga de menor toxicidad en las que, de otra manera, serian células sensibles. La luminiscencia brillante de las
variantes de OglLuc también deberia permitir la detecciéon de una sefial en puntos temporales muy prolongados en el
caso de desearse dicha produccién. Como otro ejemplo, las variantes de OglLuc se podrian usar como indicadores
de los promotores naturales de una sola copia, por ejemplo, el promotor de HSB timidilato quinasa (TK), genes HOX
o LIN28.

Ejemplo 41 - Lineas celulares estables

La identificacion de lineas celulares estables, sélidas, que expresen una variante de OglLuc desvelada en el presente
documento, bien en el citoplasma o como una forma secretada, se puede facilitar por la sefal brillante de la
luciferasa y el pequero tamafo del gen OglLuc. La secuencia del gen relativamente pequefa deberia reducir la
probabilidad de la inestabilidad genética producida como consecuencia de la integracion del ADN foraneo.

Para generar lineas celulares estables usando una variante de OglLuc descrita en el presente documento, se usa
ADN de plasmido que comprende una secuencia de nucleétidos de una variante de OgLuc y un gen marcador
seleccionable, por ejemplo, neomicina, higromicina o puromicina, para transfectar una linea celular de interés, por
ejemplo, células HEK293. Se siembran células de un nimero de pases inicial, por ejemplo, menos de 10 pases, en
matraces de cultivo de tisular T25 (1 x 10% o T75 (3 x 108), y se dejan crecer durante la noche hasta
aproximadamente el 75 % de confluencia. A continuacion, las células se transfectan usando el ADN de plasmido
anterior y un reactivo de transfeccion apropiado, por ejemplo, TRANSIT®-LT1 o FUGENE® HD. Cuarenta y ocho
horas después de la transfeccion, se reemplazan los medios en las células por medio de seleccién que contiene el
farmaco de seleccion, por ejemplo, G418, higromicina o puromicina, a una concentracién determinada previamente
para eliminar las células no transfectadas. La seleccion de células que contienen el ADN de plasmido se produce
durante 2-4 semanas. Durante este tiempo, las células se vuelven a sembrar en medio de selecciéon a varias
concentraciones en matraces de cultivo tisular bien T25 o T75. Los medios de las células que se han vuelto a
sembrar se sustituyes cada 3-4 dias durante 2-3 semanas con medio de selecciéon nuevo. Los matraces se controlan
para determinar la formacion de colonias de células vivas. Finalmente, los matraces contendran muchas colonias de
gran tamario y pocas células muertas.

A partir de la combinacion de colonias estables en los matraces, se aislan colonias individuales y se expanden en
una sola placa de cultivo tisular de 24 pocillos. En resumen, las células se recogen usando el método de
tripsina/EDTA, es decir, las células se recogen mediante la eliminacién del medio, aclarando con PBS exento de
Ca?* y Mg?", y se separan mediante tratamiento con tripsina/EDTA. Las células se cuentan usando un
hemocitometro y se diluyen 1 x 10% en medio completo. A continuacion, las células se diluyen hasta 100 células/ml,
33 células/ml, 10 células/ml y 3,3 células/ml en medio completo. Se siembran 100 ul de cada dilucion en todos los
pocillos de la placa de cultivo tisular de 96 pocillos (1 placa para cada dilucién) y se dejan crecer 4-5 dias, tras lo que
se afaden 50 pl de medio de seleccién a las células. Aproximadamente una semana después de la siembra, las
células son examinadas visualmente para determinar el crecimiento de colonias, y se afiaden otros 50 yl de medio
de seleccion. Las células se siguen controlando hasta que una sola colonia cubre el 40-60 % de la superficie de los
pocillos. Cuando una colonia esta lista para la expansion y la exploracion, las colonias se recogen usando el método
de tripsina/EDTA. Cada colonia se transfiere a medio de seleccion de la siguiente manera: 1) Se diluye 1:10 en 6
pocillos de una placa de ensayo de 96 pocillos para el ensayo funcional, por ejemplo, la deteccién de la
luminiscencia; 2) se diluye 1:10 en 3 pocillos de una placa de ensayo de 96 pocillos de fondo transparente para el
ensayo de la viabilidad celular, por ejemplo, ensayo de viabilidad de células luminiscentes CELLTITER-GLO®
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(Promega Corp.); y 3) se diluye 1:10 en una placa de cultivo tisular de 24 pocillos para determinar la expansion. Las
células de las placas para el ensayo funcional y de viabilidad celular se cultivan entonces 2-3 dias, y se realizan el
ensayo funcional y de viabilidad celular. Los clones positivos de la placa de 24 pocillos se ensayan posteriormente
con el ensayo funcional y de viabilidad celular, asi como para determinar la estabilidad de la expresion y la respuesta
durante al menos 20 pases, la morfologia a la tasa de crecimiento normal, y se congelan para usarlas en el futuro en
el primer pase que sea posible.

Ejemplo 42 - Analisis de secrecion de senales de OglLuc
A. IV opt

Se procesa OglLuc de tipo silvestre tras la sintesis en una proteina madura con la secuencia de sefial de secrecién
escindida. Para determinar si la secuencia de sefial de secrecién facilitaria la secrecion de la variante de OglLuc, se
clonaron la variante |V opt del Ejemplo 25 y hRL en pF4Ag que contenia una sefial de secrecién de OglLuc N-
terminal (SEQ ID NO: 54). Se transfectaron células HEK293 (15.000) en 100 yl de medio de Eagle modificado por
Dulbecco ("DMEM") con suero bovino fetal al 10 % (FBS) como se describe en el Ejemplo 25 con 100 ng de ADN de
plasmido, es decir, hRL o opt IV con o sin la secrecion sefal y cultivadas durante la noche a 37 °C. Se retiraron 50 pl
de medio a una nueva placa y se reservaron para un ensayo posterior, generando una muestra de "medio". El resto
del medio se retird, y las células se lisaron con 100 pl de tampon de lisis descrito en el Ejemplo 25 para generar una
muestra de "lisado". Se ensayaron 10 ul de la muestra de medio y 10 pl de la muestra de lisado para determinar la
luminiscencia (FIG. 63). En las muestras para hRL con ("Renilla sig") o sin ("Renilla") la secuencia de sefal de
secrecion de OglLuc se midieron usando 50 pl de tampodn de lisis que contenia coelenterazina natural 20 pM. Las
muestras para IV opt con ("IV opt sig") o sin ("IV opt") la secuencia sefal de secrecion de OglLuc se midieron usando
50 ul de tampon de lisis que contenia PBI-3939 20 uM.

En la FIG. 63, las barras coloreadas representan la cantidad de luz que se detecté a partir de los medios en
ausencia de cualquier reactivo litico. Las barras en blanco representan la luz total (secretada+no secretada) que se
detectd después de la adicion de un reactivo litico. La FIG. 63 muestra que IV opt se secreté a partir de células
HEK293 en el medio de crecimiento y que la secuencia de sefial de secrecién era funcional en células de mamifero.
"IV opt sig" representa la unica situacion en la que se detecté una cantidad significativa de luciferasa en el medio.
Los resultados también indican que este péptido sefial en particular no facilité la secrecion de hRL.

B.9B8, vV2yL27V

Para determinar si la secuencia de sefal de secrecion de OgLuc facilita su secrecion, se clonaron la variantes de
OglLuc de 9B8, V2 y L27V en pF4Ag que contenia una secuencia de sefial de secrecion de OglLuc N-terminal. Las
variantes también se clonaron en vectores sin la secuencia de sefal de secrecién. A continuacién, se sembraron
células CHO o HelLa a 100.000 células/pocillo en 1 ml de medio F12 con FBS al 10 % y 1 x piruvato de sodio
(células CHO) o DMEM con FBS al 10 % y 1 x piruvato de sodio (células HelLa) en placas de 12 pocillos, y se
incubaron durante la noche a 37 °C, CO2 al 5 %.

Tras la incubacién durante la noche, las células se transfectaron con 1 ug de ADN de plasmido que contenia 9B8,
V2 0 L27V con o sin la secuencia de sefial de secrecién usando el reactivo de transfeccion Transit®-LT1 (Minis Bio) y
medio OPTI-MEM® (Invitrogen). Las células se incubaron de nuevo durante la noche a 37 °C, CO2 al 5 %.

Tras la segunda incubaciéon durante la noche, se retir6 el medio y se guardd para su analisis. A las células, se
afnadié 1 ml de tampon de ensayo (CDTA 1 mM, KCI 150 mM, DTT 2 mM, MES 100 mM pH 6,0, tiourea 35 mM y
TERGITOL® NP-9 al 0,5 % (v/v)) para crear una lisado celular. A 10 ul de lisado celular o medio reservado de cada
muestra, se afadieron 50 pl de tampoén de ensayo con PBI-3939 40 uM, y se midi6 la luminiscencia como se ha
descrito anteriormente. Las FIG. 64A-D demuestran que las variantes 9B8, V2 y L27V se pueden usar en un sistema
secretable.

Para determinar la estabilidad de las variantes secretadas, se colocaron alicuotas de 150 pl del medio reservado de
cada muestra a 37 °C o 50 °C. A continuacion, se retiraron las alicuotas en diferentes puntos temporales (0, 1, 2, 3,
5, 6y 7 min), se congelaron en hielo seco y se mantuvieron a -20 °C hasta el ensayo. Para el ensayo de estabilidad,
las alicuotas de medio se descongelaron a temperatura ambiente y se mezclaron 10 yl de cada alicuota con tampén
de ensayo con PBI-3939 (pH 6,0) como se ha descrito anteriormente. La luminiscencia se midi6 como se ha
explicado anteriormente, y se determind la semivida (tso) (Tabla 34).

Tabla 34
Muestra | Semivida a 37 °C (dias)
9B8 8
V2 10
L27Vv 17
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Muestra |Semivida a 50 °C (horas)
9B8 3
V2 7
L27v 11

C. Comparacién de 9B8 y V2 con la luciferasa secretada de Metridia longa

Se comparo la secrecion de las variantes de Ogluc 9B8 y V2 con la de la luciferasa secretada de Metridia longa. Se
sembraron células CHO a 300.000 células/pocillo en 3 ml de medio F12 con FBS al 10 % en los pocillos de placas
de 6 pocillos y se incubaron durante la noche a 37 °C, COz al 5 %. A continuacion, se transfectaron las células bien
con 10 o 100 ng de cada variante o ADN de plasmido de luciferasa de Metridia (Clontech) usando Transit®-LTI de
acuerdo con las instrucciones del fabricante, y se incubaron durante 20 horas a 37 °C, CO2 al 5 %. Después de la
transfeccion, se retird el medio de las células y se ensay6. Para las variantes de OglLuc, se ensayaron 50 pl de
medio con 50 pl de reactivo de ensayo (descrito anteriormente; PBI-3939 40 uM). Para la luciferasa de Metfridia, el
medio se ensayé usando el Sistema de de indicador de luciferasa secretado Ready-to-Glo™ (Clontech) de acuerdo
con el protocolo del fabricante. En resumen, se afadieron 5 yl de 1 x tampédn de sustrato/reaccién a 50 pl de la
muestra de medio. A continuacién, se midié la luminiscencia como se ha descrito anteriormente (FIG. 65A-B).

Ejemplo 43 - Evaluacion de variantes de OglLuc y nueva coelenterazina en células vivas

A. Se examiné el uso de variantes de OglLuc y PBI-3939 en células vivas. Se sembraron células HEK293 en placas
de 96 pocillos a 15.000 células/pocillo y se cultivaron durante la noche a 37 °C. Al dia siguiente, las células fueron
transfectadas transitoriamente usando Transit®-LT1 en 3 duplicados con 100 ng de hRL o 9B8 opt en pF4Ag, y se
cultivaron durante la noche a 37 °C. Al dia siguiente, se retir6 el medio de crecimiento y se reemplazé por medio que
contenia sustrato de células vivas VIVIREN™ 60 uM (Promega Corp.), sustrato de células vivas ENDUREN™ 60 uM
(Promega Corp.) o PBI-3939 60 uM para células transfectadas tanto con hRL como 9B8 opt. Se usaron células no
transfectadas como control de fondo. La placa se incub6 a 37°C en el transcurso de un dia y se midié
periddicamente en un luminometro TECAN® GENIOS™ Pro, es decir, 11 veces en el transcurso de 24 horas. Las
FIG. 66A-B muestran la luminiscencia de las células transfectadas dividida entre la luminiscencia de las células no
transfectadas para cada uno de los sustratos, es decir, la proporciéon de la sefial con respecto al fondo. Los datos
muestran que 9B8 opt generd luminiscencia en un entorno de células vivas (es decir, no de lisis) mediante la
incubacién de las células con VIVIREN™, ENDUREN™ o PBI-3939. Los datos también demostraron que PBI-3939
puede penetrar en las células en cultivo, reaccionar con la variante de OglLuc y generar luminiscencia, por lo que es
compatible con el uso en un ensayo de células vivas.

B. Para demostrar el andlisis de células vivas usando las variantes de OgLuc, se fusion6 L27V a HALOTAG®, y se
expreso y control6 en células vivas. Se sembraron células U20S a 40.000 células/ml en los pocillos de la camara
fotografica y se incubaron durante la noche a 37 °C, CO2 al 5 %. Las células se transfectaron usando FUGENE® HD
de acuerdo con el protocolo del fabricante con los plasmidos pFC14K, pFN21K o pF4Ag (todos de Promega Corp.)
que contenian L27V o pF4Ag que contenia L27V con la secuencia de secrecion de IL-6 o natural. Las células se
incubaron luego durante 24 horas a 37 °C, COz al 5 %.

Tras la incubacion, las células se expusieron a ligando de TMR HALOTAG® (Promega Corp.), se fotografiaron y se
fijaron. A continuacion, se realizé la inmunocitoquimica (ICC) de acuerdo con el protocolo de ICC de la tecnologia
HALOTAG®: “Focus on Imaging technical manual” (Promega Corp.; TM260). El anticuerpo principal usado fue un
anticuerpo policlonal de conejo anti-OgLuc 9B8 (1:1.000). El anticuerpo secundario usado fue un anticuerpo
secundario conjugado con Alexa 488 (verde) (FIG. 67A). La FIG. 67A muestra el canal verde fluorescente y la FIG.
67B muestra el contraste de interferencia diferencial (DIC). Las imagenes se adquirieron usando un microscopio
confocal FV500 Fluoview Olympus (Olympus, EE.UU.) dotado de camara ambiental a 37 °C + CO2 (Solent Scientific
Ltd., RU).

La FIG. 67B-D muestran las imagenes de CCI con secuencia de secrecién natural o de IL-6. Ambas secuencias
sefial disminuyen drasticamente la cantidad de enzima en el nicleo. La naturaleza puntiforme del marcaje en el
citoplasma es indicativa de la formacion de vesiculas que se espera que ocurra durante el proceso de secrecion. Los
datos demuestran que la presencia de un péptido sefial reduce la cantidad de luciferasa en el nicleo.

C. Como se muestra anteriormente, las variantes de OglLuc y los nuevos sustratos de la presente divulgacion son
biocompatibles. Se prevé un sistema indicador en el que la variante de OglLuc se clona en un vector de expresion
con un promotor de interés y se expresa en las células como una proteina indicadora. Las células se tratan luego
con PBI-3939 que penetrard en las células en cultivo, reaccionando con la variante de OglLuc y generando
luminiscencia.

Ademas de penetrar en las células, PBI-3939 muestra biocompatibilidad comparable a la coelenterazina natural en

términos de viabilidad celular. Es posible sintetizar una version del compuesto 3939 que contenga modificaciones
quimicas conocidas para aumentar la estabilidad de la coelenterazina natural en el medio y usarse para ensayos
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mas fiables de indicadores basados en variantes de OglLuc en células vivas. Otro ejemplo de indicadores en células
vivas incluye el uso de una variante de OglLuc secretable como indicador. Se puede fusionar péptido sefial de
secrecion natural (u otros péptidos sefial de secrecidn conocidos) en el extremo N-terminal de una variante de
OgLuc de modo que cuando la fusion se exprese en células de mamifero, una parte de ella sera secretada a través
de la membrana celular al medio de cultivo. Tras la adicién de sustrato, se genera luminiscencia.

Ejemplo 44 - Indicadores de fusion de proteinas

Las variantes de OgLuc descritas en el presente documento se pueden usar como marcadores de fusién para una
proteina diana de interés como una forma de controlar los niveles intracelulares de dicha proteina diana. Las
proteinas especificas que participan en las vias de respuesta al estrés, por ejemplo, dafio en el ADN, estrés
oxidativo, inflamacién, se pueden controlar en las células como una forma de probar el papel que diversos tipos de
estimulos pueden desempefiar en estas vias. Las variantes también pueden usarse como un medio para controlar el
trafico celular de una proteina diana. Las variantes también pueden fusionarse con genomas virales (por ejemplo,
VIH, VHC), de modo que se puedan controlar los niveles de titulos, es decir, la infectividad, en las células después
del tratamiento con posibles agentes antivirales. Las variantes también se pueden fusionar a la proteina verde
fluorescente (GFP) o HALOTAG® (ademas de una proteina diana) de forma que se podria usar la FACS para
identificar clones de alta expresion y proporcionar informacion de localizaciéon.

Ejemplo 45 - Evaluacion de la variante de OgLuc en proteina de fusion de tres componentes ("sandwich")

Las proteinas de fusion de 3 componentes, o de tipo "sandwich", se pueden usar para acercar proteinas
bioluminiscentes y fluorescentes entre si con el fin de optimizar un biosensor basado en BRET.

A. CI+4AE, IV, 9B8 y 9F6

Se clonaron las variantes de OgLuc C1+4AE (SEQ ID NO: 55y 56), IV (SEQ ID NO: 57 y 58), 9B8 (SEQ ID NO: 61y
62) y 9F6 (SEQ ID NO: 63 y 64) y hRL (SEQ ID NO: 32 y 33) en un vector de fusion pF4Ag con un Id N-terminal
(Benezra et al, Cell, 61(1): 49-59 (1990)), conocido por ser un mal compafero de fusion, y HT7 C-terminal, que se
uso6 para la normalizacion. El gen de interés se coloc6 como en un "sandwich" entre Id y HT7, es decir, Id-luciferasa-
HT7. Se prepararon lisados de E. coli, que contenian las construcciones de variantes en pF4Ag o fondo tipo
sandwich de pF4Ag, como se describe en el Ejemplo 26, y luego se ensayaron con coelenterazina natural 20 uM en
el tampodn descrito en el Ejemplo 25.

La FIG. 68 muestra la luminiscencia para cada variante bien en pF4Ag o en el fondo de sandwich de pF4Ag
("Sand"). La FIG. 69 muestra las veces de reduccion de la luminiscencia debidas a la presencia de Id y HT7, y
determinadas dividiendo la luminiscencia de la variante en pF4Ag entre la luminiscencia de la variante en el
sandwich de pF4Ag. Las muestras con los valores mayores mostraron la mayor sensibilidad al mal compafiero de
fusion Id. La variante 9B8 fue la mas brillante en el contexto del sandwich.

B. 9B8 OPT Y 9B8 OPT+K33N

Las variantes 9B8 opt y 9B8 opt+K33N se analizaron en un fondo de sandwich como se ha descrito anteriormente.
Se generaron, como se ha descrito anteriormente, construcciones DE sandwich para 9B8 opt (SEQ ID NO: 40 y 41)
y 9B8 opt+K33N (SEQ ID NO: 59 y 60). Se ensayaron lisados de E. coli y se midieron usando el mismo tampoén de
ensayo y luminémetro que se usaron para la generacion de la FIG. 40. La FIG. 70 muestra las veces de reduccion
en presencia de un fondo de sandwich que indica que 9B8 opt+K33N es menos sensible a la mala pareja de fusién
Id que 9B8 opt.

C. 23D2y 24C2

Se subclonaron las variantes 23D4 (NF) y 24C2 (NF) en el fondo de sandwich de |d-OgLuc-HT7 y se ensayaron en
E. coli. Se compararon las variantes de sandwich, 23D4 (F) (SEQ ID NO: 76 y 77) y 24C2 (F) (SEQ ID NO: 78 y 79)
con 9B8 opt+K33N en el fondo de sandwich (SEQ ID NO: 59 y 60). La Tabla 35 muestra que las variantes tenian al
menos la misma luminiscencia que 9B8 opt+K33N en el contexto del fondo de sandwich.

Tabla 35: Aumento de la luminiscencia generada por variantes de OglLuc en comparaciéon con 9B8
opt+K33N+170G en el fondo de sandwich

Muestra | Secuencia Veces frente al sandwich de 9B8 opt+K33N (E. coli)
23D4 (F)| G26G, M106L, R112R, 170G| 1,0
24C2 (F)| R11Q, T39T,170G 1,0

D. 1F7y 15H1

Se explor6 la biblioteca de PCR en el fondo de sandwich de 1d-OgLuc-HT7 en busca de variantes adicionales con
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aumento de la luminiscencia en comparacion con 9B8 opt+K33N en el fondo de sandwich. Las variantes
seleccionadas se ensayaron luego en células HEK293 y NIH3T3. La Tabla 36 muestra las veces de aumento de la
luminiscencia de las variantes de sandwich en células de E. coli, HEK293 y NIH3T3, y las sustituciones de
aminoacidos que se encuentran en las variantes. 1F7 (F) (SEQ ID NO: 84 y 85) y 15H1 (F) (SEQ ID NO: 86 y 87)
resultaron tener al menos un aumento de 1,3 veces de la luminiscencia en E. coli. 1F7 (F) fue mas brillante que 9B8
opt+K33N en el fondo de sandwich en células HEK293 y NIH3T3.

Tabla 36: Aumento de la luminiscencia generada por variantes de OglLuc en comparaciéon con 9B8 opt+K33N
en fondo de sandwich

Muestra | Secuencia Veces. frente a sandwich de 9B8 opt+K33N
E. coli HEK293 NIH3T3

1F7 (F) | K43R, Y68D| 1,9 24 1,4

15H1 (F)| D19D, S66N| 1,5 0,9 1,2

Se subclonaron las variantes de sandwich en el vector de fondo de no fusiéon basado en pF4Ag para generar 1F7
(NF) (SEQ ID NO: 80y 81) y 15H1 (NF) (SEQ ID NO: 82 y 83), y se analizaron como se ha descrito anteriormente y
en comparacion con 9B8 opt+K33N. La Tabla 37 muestra las veces de aumento de la luminiscencia de las variantes
en células de E. coli, HEK293 y NIH3T3. 1F7 (NF) y 15H1 (F) resultaron tener un aumento de al menos 1,3 veces de
la luminiscencia en células de E. coli y HEK293.

Tabla 37: Aumento de la luminiscencia generada por variantes de OgLuc en comparacion con 9B8
opt+K33N+170G

Veces frente a 9B8 opt+K33N + 170G
E. coli HEK293 NIH3T3

1F7 (NF) | K43R, Y68D| 1,5 1,5 1,1

15H1 (NF)| D19D, S66N| 1,7 1,7 1,2

Muestra | Secuencia

E. V2, 9B8 opt+K33N+ L27V+ K43R+ Y68D, 9B8 opt+K33N+L27V+T39T+K43R+S66N y L27V

Se subclonaron las variantes 9B8 opt+K33N+T39T+K43R+Y68D ("V2"; SEQ ID NO: 92 y 93), 9B8
opt+K33N+L27V+K43R+Y68D (SEQ ID NO: 339 y 340), 9B8 opt+K33N+L27V+T39T+K43R+S66N (SEQ ID NO: 341
y 342) y 9B8 opt+K33N+L27V+T39T+K43R+Y6B8D ("L27V"; SEQ ID NO: 88 y 89) en el fondo de sandwich de Id-
OgLuc-HT7 como se ha descrito anteriormente, y se ensayaron en células HEK293 y NIH3T3 como se ha descrito
anteriormente. La luminiscencia generada por las variantes tipo sandwich se comparé con la luminiscencia generada
por el sandwich de 9B9 opt+K33N (SEQ ID NO: 59 y 60) (Tabla 38). El sandwich de L27V (SEQ ID NO: 90y 91) y el
sandwich de V2 (SEQ ID NO: 94 y 95) resultaron tener un aumento de al menos 1,3 veces de la luminiscencia en
células HEK293 y NIH3T3.

Tabla 38: Aumento de la luminiscencia generada por variantes de OgLuc en el fondo de sandwich en
comparacion con 9B8 opt+K33N en el fondo de sandwich

Muestra Células NIH 3T3 HEK 293
K33N Sand 1,0 1,0
T39T, K43R, Y68D Sand 1,6 2,3
L27V, K43R, Y68D Sand 14 1,7
L27V, T39T, K43R, S66N Sand 0,7 0,7
L27V, T39T, K43R, Y68D Sand 14 1,7

Se ensayaron las versiones de sandwich y no sandwich de las variantes V2, 9B8 opt+K33N+L27V+K43R+Y68D,
9B8 opt +K33N+L27V+T39T+K43R+S66N y L27V en células HEK293 y NIH3T3 como se describe en el Ejemplo 37.
Se compard la luminiscencia generada por las variantes no intercaladas con la luminiscencia generada por las
variantes intercaladas (Tabla 39). Los datos mostrados en la Tabla 39 indican que las veces de reduccién de la
luminiscencia para el sandwich de 9B8 opt+K33N fueron menores en las células de mamiferos que en las células de
E. coli como se muestra en la FIG. 70.

Tabla 39: Veces de reduccion de la luminiscencia de las variantes de OglLuc en presencia de fondo de

sandwich
Muestra Células NIH 3T3 HEK 293
K33N 29 15
T39T, K43R, Y68D 20 6
L27V, K43R, Y68D 22 8
L27V, T39T, K43R, S66N 25 12
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| L27V, T39T, K43R, Y68D | 18 | 6 |

Ejemplo 46-Multiplexacion

A. Se prepararon lisados de E. coli que expresaban la variante 9B8 opt como se ha descrito anteriormente en el
Ejemplo 27 y se diluyeron 1.000 veces en DMEM sin rojo fenol + PRIONEX® al 0,1 %. La luminiscencia de una
muestra que contenia 6,3 ug/ml de luciferasa de escarabajo de resorte rojo purificada y lisado de E. coli que
expresaba la variante 9B8 opt se detecté mediante un sistema de ensayo de luciferasa DUAL-GLO® modificado
(Promega Corp.). Se usaron reactivo DUAL-GLO® STOP&GLO® que contenia coelenterazina-h 20 uM y reactivo
DUAL-GLO® STOP&GLO® que contenia PBI 3939 20 uM, de acuerdo con el protocolo del fabricante, para detectar
la luciferasa de escarabajo de resorte rojo y la variante de OglLuc luciferasa 9B8 a partir de una sola muestra. Se
realizaron tres repeticiones.

La luminiscencia se detecté en un luminémetro TurnerMODULUS™. La Tabla 40 muestra la luminiscencia media
generada por la luciferasa de escarabajo de resorte rojo ("escarabajo de resorte") y la luminiscencia generada por
9B8 opt ("Ogluc") con coelenterazina-h ("coel h") o PBI-3939 ("3939"). También se muestran la desviacion estandar
("+/-") y el coeficiente de variacion ("CV"). Se realizé un control de "sin coelenterazina" para ilustrar la cantidad de
inactivacion de la sefial del escarabajo rojo de resorte por el reactivo DUAL-GLO® STOP & GLO® del sistema de
ensayo de luciferasa DUAL-GLO® en ausencia de coelenterazina. El control "sin coelenterazina” produjo una
inactivacion de 349 veces. La Tabla 40 muestra que las grandes sefales luminiscentes, tanto del escarabajo rojo de
resorte como de la variante de OglLuc 9B8 se detectaron en una sola muestra. Esto demuestra que cada sefal se
puede leer secuencialmente en un ensayo de dos etapas, y que la sefial de la primera enzima se puede inactivar lo
suficiente como para no contribuir significativamente a la sefial de la segunda enzima.

Tabla 40: Luminiscencia media generada por las luciferasas de escarabajo rojo de resorte y de 9B8 opt
usando un ensayo de indicador DUAL-LUCIFERASE™ modificado

Escarabajode| cv Ogluc +/- cv | Vecesde |, e
resorte inactivacion
sin coel 5.061.163 147.145 29% 14,504 214 1,5% 349
coelh| 5.032.100 152.254 3,0% 921,440 47,623 6,2 % 64
3339 5.078.647 41.753 0,8 % 2.996.940 187.300 6,2 % 207

B. Para demostrar que el ensayo de indicador de multiplexacion descrito anteriormente se podria hacer a la inversa,
es decir, detectarse primero la luminiscencia de OglLuc, inactivarse y detectarse una segunda luminiscencia, por
ejemplo, luciferasa de escarabajo rojo de resorte o de luciérnaga, se exploraron diversos inhibidores de la luciferasa
de Renilla (véase el documento la solicitud publicada de EE.UU. n.° 2008/0248511) para determinar su capacidad
para inhibir también a OglLuc. Se afadieron dos inhibidores de Renilla diferentes, previamente identificados, PBI-
3077 y 1424, a diversas concentraciones (véase la Tabla 41) a las muestras de lisado de E. coli que expresaban la
variante 9B8 (diluida como antes) y un tampén que contenia MES 100 mM, pH 6,0, CDTA 1 mM, KCI 150 mM,
tiourea 35 mM, DTT 2 mM, TERGITOL® NP-9 al 0,25 % (v/v), MAZU® DF 204 al 0,025 % y PBI-3939 20 uM. Se
midi6 la luminiscencia como se ha descrito anteriormente, a excepcién de que la luminiscencia se midié6 usando el
luminémetro de microplacas GLOMAX®-Multi (Promega Corp.; también conocido como Turner MODULUS™). Como
se muestra en la Tabla 41, ambos compuestos fueron capaces de inhibir la luminiscencia de OglLuc. Esto demuestra
que se puede multiplexar una variante de OglLuc en un ensayo de indicador con otra luciferasa, en el que la
luminiscencia de una variante de OgLuc se detecta primero en el ensayo de indicador.

Tabla 41: Efecto de PBI-3077 y PBI-1424 sobre la luminiscencia generada por lisados bacterianos que
expresan 9B8 opt usando PBI-3939 como sustrato

(mM o %) URL +- %

Control 27.794.600 626.862 100 %

Al(3077) 3 15.473.100 209.567 56 %
mM 0,3 22.210.433 102.888 80 %
0,03 22.484.933 927.459 81 %

AC(1424) 04 176.868 9.579 0.64 %
% 0,04 24.267.533 363.861 87 %
0,004 25.126.900 1.569.453 90 %

C. Se analizé la resolucion espectral entre la variante de OglLuc L27V y la luciferasa de luciérnaga (Flue). Se mezclo
L27V purificada (descrita anteriormente; 9,54 pM) en DMEM sin rojo fenol + PRIONEX® al 0,1 % con reactivo de
ensayo (descrito anteriormente) que contenia PBI-3939 20 uM. Se mezcl6 la enzima luciferasa de luciérnaga
purificada (luciferasa recombinante QUANTILUM®; Promega Corp.; 271 ng/ml) en el mismo medio con un reactivo de
ensayo (HEPES 100 mM, pH 7,4, CDTA 1 mM, MgSO4 16 mM, TERGITOL® NP-9 al 1 % (v/iv), MAZU® DF 204 al
0,1 %, ATP 5 mM, DTT 50 mM, luciferina 333 uM). La luciferasa de Renilla purificada (5 ng/ml de GST-Renilla) en 1
x tampén de lisis de ensayo de luciferasa de Renilla (Promega Corp.) se mezclé con coelenterazina natural 10,5 yM
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en tampén de ensayo de luciferasa de Renilla. La luminiscencia se midié6 después de 3 min para L27V y Flue, y
después de 10 min para la luciferasa de Renilla (FIG. 71)

D. Como otro ejemplo, se podria usar una variante de OglLuc de la presente divulgacion como indicador de la
transcripcion y emparejarlo bien con aequorina o con un biosensor de luciferasa de luciérnaga permutada
circularmente con cAMP (o ambos al mismo tiempo) para detectar multiples vias en una sola muestra, por ejemplo,
aequorina para la deteccion y/o medicion del calcio, el biosensor para la deteccién y/o medicion de AMPc, y una
variante de OgLuc para el control de la expresién génica cadena abajo.

E. Otros ejemplos de multiplexacion con las variantes de OglLuc desveladas en el presente documento incluyen:

i) Transfectar células con construcciones que contengan una variante de OglLuc de la presente divulgacién y
luciferasa de luciérnaga. Tras la transfeccion, se podria afiadir un primer reactivo para lisar las células, asi como
proporcionar el sustrato para generar luminiscencia para la primera luciferasa. Entonces, se mediria la
luminiscencia de la primera luciferasa. A continuacién, se afiadiria un segundo reactivo para apagar la
luminiscencia de la primera luciferasa, asi como para proporcionar el sustrato para generar luminiscencia para la
segunda luciferasa. Entonces, se mediria la luminiscencia de la segunda luciferasa. La eleccién de qué luciferasa
medir primero solo dependeria de la capacidad para apagar la luminiscencia de la primera luciferasa con el
segundo reactivo. Para este ejemplo, la luminiscencia de la variante de OglLuc se podria medir primero, pues se
ha observado que las altas concentraciones de luciferina (sustrato para la luciferasa de luciérnaga) inhiben la
actividad de la variante de OgLuc.

ii) Transfectar células con construcciones que contengan una variante de OglLuc descrita en el presente
documento y luciferasa de luciérnaga. Tras la transfeccién, se podria afiadir un primer reactivo que contuviera un
sustrato de células vivas para generar luminiscencia para la primera luciferasa. Entonces, se mediria la
luminiscencia de la primera luciferasa. A continuacién, se afadiria un segundo reactivo para lisar las células,
apagar la luminiscencia de la primera luciferasa y proporcionar el sustrato para generar luminiscencia para la
segunda luciferasa. Entonces, se mediria la luminiscencia de la segunda luciferasa. Esto es similar a i), a
excepcion de que la lisis celular limitara aun mas el uso del sustrato de células vivas y contribuira a apagar la
luminiscencia de la primera luciferasa.

iii) Transfectar células con construcciones que contengan una variante de OglLuc de la presente divulgaciéon y
luciferasa de luciérnaga. Tras la transfeccién, se podria afiadir un reactivo que contuviera sustratos para generar
luminiscencia de ambas luciferasas, pero la luminiscencia de cada luciferasa es espectralmente diferente. El
maximo de emision de la variantes de OglLuc es de aproximadamente 460 nm, y ciertos sustratos para la
luciferasa de luciérnaga, por ejemplo, 5'-cloro-luciferina y 5'-metil-luciferina, pueden producir un maximo de
emision de aproximadamente 610 nm. Por lo tanto, aunque puede haber cierto solapamiento de la emisién de
color azul en la emision de color rojo, no habria solapamiento de la emision de color rojo en la emision de color
azul, lo que sugiere que habria poca o ninguna correccion matemética.

iv) Transfectar células con construcciones que contengan una variante de OglLuc descrita en el presente
documento y luciferasa de luciérnaga. Tras la transfeccion, se podria afadir un reactivo que contuviera sustratos
de células vivas para generar luminiscencia de ambas luciferasas. La caracteristica Unica de este ejemplo es que
la luminiscencia de luciérnaga tiende a cambiar al color rojo a las temperaturas de ensayo de células vivas, por
ejemplo, 37 °C, por lo tanto, se podria seleccionar una serie de diferentes derivados de luciferina como un
sustrato de células vivas para la luciferasa de luciérnaga para generar luminiscencia que fuera espectralmente
distinta de la de la variante de OgLuc.

v) Transfectar células con construcciones que contengan una variante de OglLuc descrita en el presente
documento y luciferasa de Renilla. Tras la transfeccion, se podria afiadir un primer reactivo para lisar las células,
asi como proporcionar el sustrato para generar luminiscencia para la primera luciferasa. Entonces, se mediria la
luminiscencia de la primera luciferasa. A continuaciéon, se afiadiria un segundo reactivo para apagar la
luminiscencia de la primera luciferasa, asi como para proporcionar el sustrato para generar luminiscencia para la
segunda luciferasa. Entonces, se mediria la luminiscencia de la segunda luciferasa. La eleccion de qué luciferasa
medir primero solo dependeria de la capacidad para apagar la luminiscencia de la primera luciferasa con el
segundo reactivo. Para este ejemplo, habria que usar inhibidores para apagar la luminiscencia bien de la variante
de OgLuc o de la luciferasa de Renilla.

vi) Transfectar células con construcciones que contengan una variante de OglLuc de la presente divulgacion y
luciferasa de escarabajo de resorte. Tras la transfeccion, se podria afiadir un primer reactivo que contuviera
sustratos para generar luminiscencia de ambas luciferasas, pero la luminiscencia de cada luciferasa es
espectralmente diferente, pues la luciferasa de escarabajo de resorte genera luminiscencia virada al rojo con la
luciferina natural.

Ejemplo 47 - Permutacion circular
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Se prepararon dos versiones permutadas circularmente (CP) de la variante L27V: CP84 y CP95. La designacion
numérica se refiere al resto N-terminal (por ejemplo, "84" indica el nuevo extremo N-terminal de la version CP).

Para crear las permutaciones circulares, se fusionan entre si los anteriores extremos N- y C-terminales sin enlazador
("CP84 sin enlazador" (SEQ ID NO: 97 y 98) y "CP95 sin enlazador" (SEQ ID NO: 105 y 106)) o con un enlazador de
5 aminoacidos ("CP84 con enlazador de 5 aa" (SEQ ID NO: 99 y 100) y "CP95 con enlazador de 5 aa" (SEQ ID NO:
107 y 108), de 10 aminoacidos ("CP84 con enlazador de 10 aa" (SEQ ID NO: 101 y 102) y "CP95 con enlazador de
10 aa" (SEQ ID NO: 109 y 110) o de 20 aminoacidos ("CP84 con enlazador de 20 aa" (SEQ ID NO: 103y 104) y
"CP95 con enlazador de 20 aa" (SEQ ID NO: 111 y 112), (GSSGG)n (SEQ ID NO: 113) entre los extremos N- y C-
terminales. (Nota: L27V comienza con la fenilalanina en el extremo N-terminal, es decir, MVF. "MV" esta presente en
la construccién "sin enlazador", pero no en las construcciones "con enlazador"). Una vez permutadas circularmente,
las variantes L27V CP se clonaron en el vector pFIK. Se transformaron células de E. coli con los vectores de CP y se
cultivaron en medio minimo usando el protocolo de induccion guiada convencional descrito anteriormente. Para cada
construccion de CP, las células se cultivaron en 8 pocillos de una placa de 96 pocillos. Después de la induccién, se
agruparon los 8 pocillos de cada muestra y se lisaron 10 pl en 40 yl de tampon de lisis (MES 100 mM, pH 6,0, 0,3 x
PLB, 0,3 mg/ml de lisozima, 0,003 u/ul de DNasa | y TERGITOL® NP-9 al 0,25 % (v/v)). Los lisados se diluyeron
después a 1:100 (versiones CP con enlazador) o 1:1.000 (versiones no CP) en tampén de lisis. La version CP sin
enlazador no se diluy6. Los lisados o diluciones de lisado se ensayaron por triplicado en 50 pl de reactivo de ensayo
(descrito anteriormente). La luminiscencia se midié como se ha descrito anteriormente (FIG. 72).

Ejemplo 48 - Identificacién de sitios adicionales para la permutacion circular

Para identificar sitios de CP adicionales, determinar el impacto de los sitios CP sobre la actividad de la luciferasa e
investigar el uso de un "anclaje" entre los fragmentos, se crearon construcciones de CP con una permutacion circular
realizada aproximadamente cada tercer sitio (es decir, aminoacido) de la variante L27V (véase la FIG. 73E). Un
experto en la materia entenderia que otros sitios, por ejemplo, el primer y segundo sitio, también se podrian ensayar
y usar de las variantes de OglLuc con permutacion circular descritas en el presente documento usando los métodos
descritos en el presente documento. Por ejemplo, la variante L27V ha resultado ser particularmente tolerante a la
permutacion circular, en particular, en situaciones en las que se coloca en un dominio de union relativamente grande
entre los fragmentos permutados (por ejemplo, sensores basados en cAMP/RIIbB). En cada sitio, se afadi6 el
enlazador GSSGG-GSSGG-EPTT-ENLYFQS-DN-GSSGG-GSSGG (SEQ ID NO: 328). La secuencia subrayada se
refiere a un sitio de reconocimiento de la proteasa TEV. El propésito del enlazador es proporcionar un anclaje lo
suficientemente largo entre los dos fragmentos de variantes, para que se puedan asociar de una manera que
produzca una enzima luciferasa funcional. El sitio de reconocimiento de proteasa TEV se us6 para proporcionar un
medio para interrumpir el anclaje (en presencia de la proteasa TEV) de modo que se podria estudiar su importancia
para el mantenimiento de la actividad. El uso del sitio de reconocimiento de la proteasa TEV credé un modo de
predecir qué sitios CP serian utiles para los ensayos de complementacién de proteinas (PCA) o para aplicaciones de
biosensores (por ejemplo, la insercion de un elemento de respuesta entre los sitios CP).

La actividad que se observa antes de la escision de TEV representa como se comportan las dos mitades de la
variante enzimatica en un estado de anclaje. La uniéon de TEV al sitio de reconocimiento provoca la escision,
separando de este modo las dos mitades de la variante enzimatica. Las muestras que se han escindido con TEV
representarian el estado no inducido, y proporcionan una indicacion de cuanto fondo se podria esperar. La menor
actividad tras la escisién de TEV indica que las dos mitades no pueden unirse sin induccién. Las muestras que
presentan una gran pérdida de actividad tras la escisién de TEV indican sitios que podrian funcionar en aplicaciones
de PCA y biosensores. En el caso de PCA, las dos mitades de la variante enzimatica se fusionarian con parejas de
unién que fueran capaces de unirse (anclarse) tras la union inducida. En el caso de un biosensor, las dos mitades se
"anclarian" después de un cambio de configuracién inducido por la unién. Un ejemplo de PCA seria fusionar una
mitad de L27V con FRB y la otra mitad, con FKBP. Las dos mitades se aproximarian con la exposicion a la
rapamicina (Banaszynski ef al., J. Am. Chem. Soc, 127(13): 4715-4721 (2005)). Un ejemplo de una aplicacion de
biosensor seria insertar un dominio de union de AMP ciclico (por ejemplo, RIIbB) entre los sitios de CP e inducir un
cambio de configuracion mediante la unién de AMP ciclico al dominio de unién.

Una vez creada cada construccion de L27V CP, la enzima CP se expresé en germen de trigo, células de E. coli y de
mamifero, y se digiri6 con proteasa TEV para investigar la actividad de la luciferasa.

1. Para el analisis en germen de trigo, se expresaron las construcciones de CP usando el sistema de extracto de
germen de trigo acoplado a T7 TNT® (Promega Corp.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las
reacciones de TNT® se diluyeron a 1:100 en 1 x PBS + gelatina al 0,1 %, y se afiadieron 20 pl a 25 ul de reactivo
reaccion de TEV (5 pl de 20 x tampo6n ProTEV (Promega Corp.), 1 yl de DTT 100 mM y 2 pl de 10 U de ProTEV
Plus (Promega Corp.)). Se llevé el volumen de las reacciones de digestién hasta 100 pl con agua y se incubé a
30 °C durante 60 min. También se prepararon muestras de control sin la proteasa TEV. Entonces, se afiadieron
10 pl de las muestras digeridas a 40 yl de DMEM hasta un volumen final de 50 pl, y se ensayaron en 50 pl de
reactivo de ensayo (como se ha descrito anteriormente; PBI-3939 100 pyM). La luminiscencia se midi6 como se
ha descrito previamente (FIG. 73A-D).
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2. Para el analisis en células de mamifero, se transfectaron células HEK293 con las variantes L27V CP usando
un protocolo de transfeccion inversa. En resumen, 1 ng de ADN de plasmido de L27V CP se mezclé con ADN
portador 1 mg y se afiade a las células en un pocillo de una placa de 12 pocillos. Las células se incubaron
entonces durante 16 horas a 37 °C, COz.al 5 %. Los lisados celulares se prepararon a continuacién, eliminando
el medio de las células, lavando en 1 x PBS y la adicién de 1 ml de 1 x PLB. Los lisados se diluyeron 1:10 en 1 x
PBS con 0,1 % de gelatina. A continuacion, se usaron 40 pl del lisado diluido en una digestion de la proteasa
TEV como se ha descrito anteriormente. 10 pl de la digestion se mezclé con 40 ul de DMEM sin rojo de fenol y
50 ul de reactivo de ensayo (descrito con anterioridad; 100 uM PBI-3939) afadi6. La luminiscencia se midio
como se ha descrito anteriormente (FIG. 73H).

3. Para el analisis en E. coli, se cultivaron cultivos de E. coli que expresaban las variantes L27V CP durante la
noche a 30 °C. Estos cultivos se usaron (diluidos a 1:100 en LB + antibiético) para preparar nuevos cultivos
iniciadores para la induccion final. Los cultivos iniciadores se incubaron a 37 °C con agitacion durante 2,5 horas
(la DOesoo es de aproximadamente 0,5). Se afiadi6 ramnosa (concentracion final del 0,2 %), los cultivos se
trasladaron a 25 °C y se incubaron con agitacion durante 18 h.

Para crear lisados, se afadieron 50 ul de 0,5 x reactivo de lisis celular FASTBREAK™ (Promega Corp.) a 950 ul de
cultivos inducidos y las mezclas se incubaron durante 30 min a 22 °C. A continuacion, se digirieron 50 pl del cultivo
lisado con proteasa TEV como se ha descrito anteriormente y se incubaron a temperatura ambiente durante 2 horas.

Para el andlisis, los lisados se diluyeron a 1:10.000 en tampén de purificacion de mamifero HaloTag® (Promega
Corp.) y se ensayaron 50 pl en 50 pl de reactivo de ensayo (como se ha descrito anteriormente; PBI-3939 100 uM).
Se midieron la luminiscencia basal y la inducida por TEV en 5 puntos temporales min (FIG. 73 F) y la respuesta
(FIG. 73G) se determind como se ha descrito anteriormente.

Las FIG. 73A-D muestran la luminiscencia basal de varias construcciones de L27V CP-proteasa TEV expresadas en
extracto de germen de trigo. La FIG. 73E resume las variantes CP derivadas que respondieron a la proteasa TEV (la
respuesta es las veces de reduccion), lo que indica que las variantes de PC se pueden usar como sensores de TEV,
es decir, que son indicativas de la "dependencia del anclaje”. Se validaron ademas variantes que mostraban un
cambio de al menos 1,2 veces como la significacion usando la prueba de Student (valores de p desapareados; nivel
de confianza de 0,03). Estos resultados indican que cada variante CP es capaz de generar luminiscencia.

Se expresaron varias construcciones de L27V CP-proteasa TEV en células HEK293. Se usé el protocolo de
transfeccion inversa, descrito anteriormente, para transfectar 1 ng de ADN/pocillo con 1 ug de ADN portador. Cada
muestra de células se cultivd en 1 ml de medio en una placa de 12 pocillos. Los lisados celulares se prepararon
retirando el medio y afiadiendo 1 ml de 1 x PLB. Las muestras se diluyeron a 1:10 en 1 x PBS + gelatina al 0,1 %. Se
prepararon 40 pl de la muestra de dilucién para la digestion con TEV. Se afiadieron 10 pl de la reaccion de digestion
a 40 pl de DMEM sin rojo de fenol y 50 pl de PBI-3939 como se ha descrito previamente. La FIG. 73H muestra la
luminiscencia de las diversas construcciones de L27V CP-proteasa TEV expresadas en células HEK293.

Los datos de las FIG. 73A-H demuestran que la variante L27V se puede permutar circularmente en diversos sitios, y
diferentes sitios tienen diferentes dependencias respecto a la longitud del anclaje. Los datos de las células de
mamiferos y los datos del germen de trigo muestran un nimero de veces de reduccion similar con la escision de
TEV. Las variantes L27V CP que son mas dependientes del anclaje, es decir, que son mas sensibles a la escision
de la proteasa TEV, son posibles candidatas para el PCA. Las variantes L27V CP que son menos dependientes del
anclaje pueden ser posibles candidatas para los ensayos de auto-complementacién/dimerizacion.

Ejemplo 49 - ENSAYOS DE COMPLEMENTACION DE PROTEINAS

Los ensayos de complementacion de proteinas (PCA) proporcionan un medio para detectar la interaccién de dos
biomoléculas, por ejemplo, polipéptidos. EI PCA utiliza dos fragmentos de la misma proteina, por ejemplo, una
enzima, que cuando se aproximan mucho entre si pueden reconstituirse en una proteina funcional, activa. Una
variante de OgLuc desvelada en el presente documento se puede separar en dos fragmentos por uno o varios sitios
tolerantes a la separacion. A continuacion, cada fragmento de la variante de OglLuc separada puede fusionarse a
uno de un par de polipéptidos de interés que se crea que interactuen, por ejemplo, FKBP y FRB. Si los dos
polipéptidos de interés realmente interacttian, entonces, los fragmentos de OglLuc se aproximan mucho entre si para
reconstituir la variante de OglLuc activa, funcional. A continuacion, se puede detectar la actividad de la variante de
OgLuc reconstituida y medirse usando un coelenterazina natural o conocida, 0 una nueva coelenterazina de la
presente divulgacion. En otro ejemplo, la variante de OglLuc dividida se puede usar en un sistema de
complementacién mas general similar a lac-Z (Langley et al., PNAS, 72:1254-1257 (1975)) o ribonucleasa S (Levit y
Berger, J Biol. Chem., 251:1333-1339 (1976)). En concreto, un fragmento de variante de OgLuc (designado "A")
conocido por complementarse con otro fragmento de variante de OglLuc ("B") se puede fusionar a una proteina
diana, y la fusién resultante se puede controlar a través de la luminiscencia en una célula o un lisado celular que
contenga el fragmento B. El origen del fragmento B podria ser la misma célula (ya sea en el cromosoma o en otro
plasmido) o podria ser un lisado o una proteina purificada derivada de otra célula. Esta misma proteina de fusion
(fragmento A) se podria capturar o inmovilizar usando una fusion entre el fragmento B y un polipéptido tal como
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HALOTAG® capaz de unirse a un soporte solido. La luminiscencia se puede usar entonces para demostrar la
captura correcta o para cuantificar la cantidad de material capturado. Los métodos para la complementaciéon de
proteinas se pueden llevar a cabo de acuerdo con la solicitud publicada de EE.UU. n.° 2005/0153310.

1. Las construcciones 9B8 opt PCA se realizaron de la siguiente manera:

- p9B8PCA 1/4 = pF5A/Met-[9B8 opt (51-169)-GGGGSGGGSS-FRB (SEQ ID NO: 331 y 332) y pF5A/FKBP-
GGGSSGGGSG-[9B8opt (1-50)] (SEQ ID NO: 337 y 338).

- pP9BSPCA 1/2 = pF5A/Met-[9B8 opt (51-169)-GGGGSGGGSS-FRB (SEQ ID NO: 331 y 332) y pF5A/[9B8 opt (1-
50)-GGGGSGGGSS-FRB(SEQ ID NO: 333 y 334).

- p9BBPCA 2/3 = pF5A/[9B8 opt (1-50)-GGGGSGGGSS-FRB (SEQ ID NO: 333 y 334) y pF5A/FKBP-GGGSS-
GGGSG-[9B8opt (51-169)] (SEQ ID NO: 335 y 336).

- p9B8PCA 3/4 = pF5A/FKBP-GGGSSGGGSG-[9B8 opt (51-169)] (SEQ ID NO: 335 y 336) y pF5A/FKBP-
GGGSSGGGSG-[9B8opt (1-50)] (SEQ ID NO: 337 y 338).

Se transfectaron las construcciones PCA en células HEK293 (15.000 células/pocillo) en una placa de 96 pocillos
usando FUGENE® HD de acuerdo con las instrucciones del fabricante. A continuacion, se incubaron las células
durante la noche a 37 °C, CO2 al 5 %. Después de la transfeccion, se reemplazé el medio sobre las células por
medio independiente del CO2 con FBS al 10 %. Entonces, se afiadié reactivo de ensayo con PBI-3939 20 uM, y se
midié la luminiscencia en un Varioskan ultrarrapido a 28 °C. A continuacién, se afiadié rapamicina 100 uyM a los
pocillos, y se midié la luminiscencia de forma continua durante 1 h. Se calcularon las veces de respuesta dividiendo
la luminiscencia de un pocillo dado entre la luminiscencia del tratamiento previo a la rapamicina para el mismo
pocillo (FIG. 74).

2. Para demostrar el uso de la variantes de OgLuc en PCA, se complementaron los fragmentos de variantes
L27V02A con FKBP o FRB, y se midio la interaccion entre FKBP y FRB.

La Tabla 42 enumera las diversas construcciones de complementacién de proteinas (PCA) preparadas y ensayadas.
"2/3" designa los pares de complementacion de variantes, en los que 1) el extremo C-terminal “antiguo” de L27V02A
("antiguo" = extremo C-terminal original de L27V02A) es la pareja C-terminal de FKBP; y 2) el extremo N-terminal
“antiguo” de L27V02A es la pareja N-terminal de FRB. "1/4" designa los pares de variantes, en los que 1) el extremo
N-terminal “antiguo” de L27V02A es la pareja C-terminal de FKBP; y 2) el extremo C-terminal “antiguo” de L27V02A
es la pareja N-terminal de FRB. Para todas las construcciones, FKBP se encuentra en el extremo N-terminal del
fragmento de L27V02A, y FRB se encuentra en el extremo C-terminal del fragmento de L27V02A. Por ejemplo, se
crearon construcciones de PCA con sitios de division en la posicion 157 (véase la Tabla 42, "2/3" y "1/4" n.° 9y 10
(SEQ ID NO: 296-303)) y 84 (véase la Tabla 42, "2/3" y "1/4" n.° 7 y 8 (SEQ ID NO: 304-315)). Se crearon otras
construcciones PCA (SEQ ID NO: 343-426 y 428-440) (Véase la Tabla 21).

Tabla 42

"2/3" "1/4"
1. FKBP-L27V 6-169 1. FKBP-L27V 1-5
2. L27V 1-5-FRB 2. L27V 6-169-FRB
3. FKBP-L27V 12-169 3. FKBP-L27V 1-11
4. L27V 1-11-FRF 4. L27V 12-169-FRB
5. FKBP-L27V 55-169 5. FKBP-L27V 1-54
6. L27V 1-54-FRB. 6. L27V 55-169-FRB
7. FKBP-L27V 84-169 7. FKBP-L27V 1-83
8. L27V 1-83-FRB 8. L27V 84-169-FRB
9. FKBP-L27V 103-169 9. FKBP-L27V 1-102
10. L27V 1-102-FRB 10. L27V 103-169-FRB
11. FKBP-L27V 157-169 11. FKBP-L27V 1-156
12. L27V 1-156-FRB 12. L27V 157-169-FRB

"2/3" "1/4"
1. FKBP-L27V 6-169 1. FKBP-L27V 1-5
2. L27V 1-5-FRB 2. L27V 6-169-FRB
3. FKBP-L27V 12-169 3. FKBP-L27V 1-1 1
4, L27V 1-11-FRB 4, L27V 12-169-FRB
5. FKBP-L27V 55-169 5. FKBP-L27V 1-54
6. L27V 1-54-FRB 6. L27V 55-169-FRB
7. FKBP-L27V 84-169 7. FKBP-L27V 1-83
8. L27V 1-83-FRB 8. L27V 84-169-FRB
9. FKBP-L27V 103-169 9. FKBP-L27V 1-102
10. L27V 1-102-FRB 10. L27V 103-169-FRB
1. FKBP-L27V 157-169 1. FKBP-L27V 1-156
12. L27V 1-156-FRB 12. L27V 157-169-FRB
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Tabla 21

Construcciones pCA

SEQ ID NO:343 (pCA 31 pCA L27V02A 45-169 FRB)

SEQ 1D NO:344 (pCA 31 pCA L27TV02A 45-169 FRE)

SEQ ID NO:345 (pCA 32 FKBP L27V02A 1-44)

SEQ ID NO:346 (pCA 32 FKBP L27V02A 1-44)

SEQ ID NO:347 (pCA 33 pCA L27V02A 46-169 FRB)

SEQ ID NO:348 (pCA 33 pCA L27V02A 46-169 FRE)

SEQ ID NO:349 (pCA 34 pCA FKBP 1-45 L27V02A)

SEQ ID NO:350 (pCA 34 pCA FKBP 1-45 L27V02A)

SEQIDNO:351 (pCA 35 pCAL27V02A 100-169 FRB)

SEQIDNO:352 (pCA 35 pCAL27V02A 100-169 FRE)

SEQ ID NO:353 (pCA 36 FKBP L27V02A 1-99)

SEQ ID NO:354 (pCA 36 FKBEP L2TV02A 1-99)

SEQ ID NO:355 (pCA 37 L27VD2A 101-169 FRE)

SEQ ID NO:356 (pCA 37 L27VD2A 101-169 FREB)

SEQ ID NO:357 (pCA 38 FKBP 1-100 L27V02A)

SEQ ID NO:358 (pCA 38 FKBP 1-100 L2TV02A)

SEQ ID NO:359 (pCA 39 L27V0D2A 102-169 FRE)

SEQ ID NO:380 (pCA 39 L2TVD2A 102-169 FRE)

SEQ ID NO:361 (pCA 40 FKBP L27V02A 1-101)

SEQ ID NO:362 (pCA 40 FKBP L27V02A 1-101)

SEQ ID NO:363 (pCA 41 L27VD2A 143-169 FREB)

SEQ ID NO:384 (pCA 41 L2TVD2A 143-169 FRE)

SEQ ID NO:365 (pCA 42 FKBP 1-142 L2TV02A)

SEQ ID NO:367 (pCA 43 L27TV0D2A 145-169 FREB)

SEQ ID NO:368 (pCA 43 L27VD2A 145-169 FREB)

SEQ ID NO:389 (pCA 44 FKBP 1-144 L2TV02A)

SEQ ID NO:370 (pCA 44 FKBP 1-144 L2TV02A)

SEQ ID NO:371 (pCA 45 L2TV0D2A 147-169 FRE)

SEQ ID NO:372 (pCA 45 L2TVD2A 147-169 FREB)

SEQ ID NO:373 (pCA 46 FKBP- L27V02A 1-146)

SEQ ID NO:374 (pCA 46 L2TVD2A-FKBP 1-146)

SEQ ID NO:375 (pCA 47 L2TVD2A 148-169 FREB)

SEQ ID NO:376 (pCA 47 L27VD2A 148-169 FRB)

SEQ ID NO:377 (pCA 48 FKBP- L27V02A 1-147)

SEQ ID NO:378 (pCA 48 FKBP- L27V02A 1-147)

SEQ ID NO:379 (pCA 49 L27V0D2A 156-169 FRE)
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SEQ ID NO:380 (pCA 49 L2TVD2A 156-169 FRE)
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Construcciones pCA

SEQ ID NO:381 (pCA 50 FKBP-L27V02A 1-155)

SEQ ID NO:382 (pCA 50 FKBP-L27V02A 1-1565)

SEQ ID NO:383 (pCA 51 L27V02A 158-169 FRB)

SEQ ID NO:384 (pCA 51 L27V02A 158-169 FRB)

SEQ ID NO:385 (pCA 52 FKBP 1-157 L27V02A)

SEQ ID NO:386 (pCA 52 FKBP 1-157 L2TV02A)

SEQ ID NO:387 (pCA 53 L27V02A 166-160 FRB)

SEQ ID NO:388 (pCA 53 L27V02A 166-169 FRB)

SEQ ID NO:389 (pCA 54 FKBP L27V02A 1-185)

SEQ ID NO:380 (pCA 54 FKBP L27V02A 1-165)

SEQ 1D NO:391 (pCA 55 FKBP L27V02A 1-47)

SEQ ID NO:392 (pCA 55 FKBP L27V02A 1-4T)

SEQ ID NO:393 (pCA 56 L27V02A 48-169-FRB)

SEQ ID NO:394 (pCA 56 L27V02A 48-169-FRB)

SEQ ID NO:395 (pCA 57 FKBP L27V02A 1-49)

SEQ 1D NO:396 (pCA 57 FKBP L27V02A 1-49)

SEQ ID NO:397 (pCA 58 pCA L27V02A 50-160 FRB)

SEQ ID NO:398 (pCA 58 pCA L27V02A 50-169 FRB)

SEQ ID NO:399 (pCA 59 FKBP L27V02A 1-82)

SEQ ID NO:400 (pCA 59 FKBP L27V02A 1-82)

SEQ ID NO:401 (pCA 60 L27V02A B3-169-FRB)

SEQ ID NO:402 (pCA 60 L27V02A 83-16-FRB)

SEQ ID NO:403 (pCA 61 FKBP L27VD2A 1-84)

SEQ ID NO:404 (pCA 61 FKBP L27V02A 1-84)

SEQ ID NO:405 (pCA 62 L27V02A 85-169-FRB)

SEQ ID NO:406 (pCA 62 L27V02A 85-169-FRB)

SEQ ID NO:407 (pCA 63 FKBP L27V02A 1-122)

SEQ ID NO:408 (pCA 63 FKBP L27V02A 1-122)

SEQ ID NO:409 (pCA 64 L2TVD2A 123-169-FRB)

SEQ ID NO:410 (pCA 64 L27VO02A 123-169-FRB)

SEQ ID NO:411 (pCA 65 FKBP L27V02A 1-123)

SEQ ID NO:412 (pCA 65 FKBP L27V02A 1-123)

SEQ ID NO:413 (pCA 66 L27V02A 124-1698 FRB)

SEQ ID NO:414 [pCA 66 L27V02A 124-169 FRB)

SEQ ID NO:415 (pCA 67 L27V02A 1-168)

SEQ ID NO:416 (pCA 67 L27VD2A 1-168)

SEQ ID NO:417 (pCA 87 L27V02A 1-168)

SEQ ID NO:41B (*pCA 68 L27V02A 169 FRB)
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Construcciones pCA
SEQ ID NO:419 (*pCA 68 L27V02A 169 FRB)

SEQ ID NO:420 (pCA 69 FKBP L27V02A 1-166)
SEQ ID NO:421 (pCA 69 FKBP L27V02A 1-166)
SEQ ID NO:422 (*pCA 70 L27V02A 167-169 FRB)
SEQ ID NO:423 (*pCA 70 L27V02A 167-160 FRB)
SEQ ID NO:424 (pCA 71 FKBP L27V02A 1-164)
SEQ ID NO:425 (pCA 71 FKBP L27V02A 1-164)
SEQ ID NO:426 (pCA 72 L27V02A 165-160 FRB)
SEQ ID NO:428 (pCA 72 L27V02A 165-160 FRB)
SEQ ID NO:429 (pCA 73 FKBP L27V02A 1-162)
SEQ ID NO:430 (pCA 73 FKBP L27V02A 1-162)
SEQ ID NO:431 (pCA 74 L27V02A 163-169 FRB)
SEQ ID NO:432 (pCA 74 L27V02A 163-169 FRB)
SEQ ID NO:433 (pCA 75 FKBP L27V02A 1-160)
SEQ ID NO:434 (pCA 75 FKBP L27V02A 1-160)
SEQ ID NO:435 (pCA 76 L27V02A 161-160 FRB)
SEQ ID NO:436 (pCA 76 L27V02A 161-160 FRB)
SEQ ID NO:437 (pCA 77 FKBP L27V02A 1-158)
SEQ ID NO:438 (pCA 77 FKBP L27V02A 1-158)
SEQ ID NO:439 (pCA 78 L27V02A 159-160 FRB)
SEQ ID NO:440 (pCA 78 L27V02A 159-169 FRB)

Los pares de complementacion descritos en la Tabla 42 se clonaron en el vector pF4Ag como se ha descrito
anteriormente. Entonces se expresaron las construcciones PCA (900 pl) en lisado de reticulocitos de conejo (RRL;
Promega Corp.) o extracto de germen de trigo (Promega Corp.) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
mezclaron 1,25 ul de las reacciones de expresion para cada par de PCA con 10 ul de 2 x tampén de uniéon (HEPES
100 mM, NaCl 200 mM, CHAPS al 0,2 %, EDTA 2 mM, glicerol al 20 %, DTT 20 mM, pH 7,5) y 7,5 ul de agua, y se
transfirieron 18 pl a pocillos de una placa de 96 pocillos. Se afiadieron 2 pl de rapamicina 5 yM (concentracién final
de 0,5 yM) y se incubaron durante 10 min a temperatura ambiente.

Después de la incubacion, 100 pl de PBI-3939 (50 x solucién madre diluida a 1 x tampén de ensayo) y se incubaron
durante 3 minutos a temperatura ambiente. La luminiscencia se midié6 como se ha descrito anteriormente (Figura
76A-B: germen de trigo; FIG. 76C-D: reticulocitos de conejo; FIG. 76E-F: sistema libre de células [;Qué sistema?
(WG o RRL?]; FIG. 76G: células HEK293).

Las FIG. 76A-G muestran la luminiscencia de diversos pares de L27V de complementacion de proteinas (PCA): un
fragmento de L27V de cada par se fusion6é bien a FKBP o a FRB usando una configuracion de 2/3 (FIG. 76A y 76C)
0 una configuracion de 1/4 (FIG. 76B y 76D) como se describe, y se control6 la interaccion de FKBP y FRB en el
extracto de germen de trigo (FIG. 76A y 76B) y lisado de reticulocitos de conejo (RRL) (FIG. 76C y 76D); y la
luminiscencia de los diversos controles negativos de complementacién de proteinas (PCA) (FIG. 76E). Se midio la
luminiscencia de varias L27V de complementacion de proteinas usando una configuracién de 1/4 en un sistema libre
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de células (RRL) (FIG. 76F) y células HEK293 (FIG. 76G). Los datos de las FIG. 76A-G demuestran que varias
eliminaciones diferentes, es decir, pequefios fragmentos de la variante L27V, son funcionales.

3. Para demostrar el uso de las construcciones PCA para la PCA basada en células, se transfectaron las
construcciones a células HEK293 y se ensayaron con PBI-4377. Se mezclaron los ADN del plasmido (5 ng) de cada
par PCA (6, 12, 55, 84 y 103) con 40 ng de ADN portador (pGEM-3fz) y 5 ul de OPTI-MEM®, y se incubaron a
temperatura ambiente durante 5 min. A continuacion, se afiadi6 FUGENE® HD (0,15 pl) y se volvié a incubar a
temperatura ambiente durante 15 min. Se afadieron las mezclas de transfeccion de ADN a 100 pl de células
HEK293 (1,5 x 10° células/ml) en DMEM con FBS al 10 % (sin antibioticos), se transfirieron a pocillos de una placa
de 96 pocillos y se incubaron durante la noche a 37 °C, CO: al 5 %.

Tras la transfeccion, se retir6 el medio y se reemplazé por medio independiente del CO2 con 20 uyM o 50 x PBI-4377,
y se incubd a 37 °C sin regulacion de CO2 durante 2 horas. Se midié la luminiscencia, se afiadieron 10 pl de
rapamicina y se volvioé a medir la luminiscencia cada 2 min durante 2 horas (FIG. 76A-C).

4. Para demostrar el uso de las construcciones PCA en la identificacion de inhibidores de las interacciones entre
proteinas, se usaron las construcciones descritas en el punto n.° 2 del presente ejemplo.

Se clonaron los pares de complementacion, 103 "2/3", 157 "2/3", 103 "1/4" y 157 "1/4" descritos en la Tabla 42 en el
vector pF4Ag como se ha descrito anteriormente. A continuacion, se expresaron las construcciones PCA (25 pl) en
lisado de reticulocitos de conejo (RRL; Promega Corp.) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se mezclaron
1,25 yl de las reacciones de expresién para cada par de PCA con 10 ul de 2 x tampon de unién (HEPES 100 mM,
NaCl 200 mM, CHAPS al 0,2%, EDTA 2 mM, glicerol al 20 %, DTT 20 mM, pH 7,5) y 7,5 ul de agua, y se
transfirieron 16,2 pl a los pocillos de una placa de 96 pocillos. Se estudio la rapamicina con diversas cantidades de
FK506. A las reacciones, se afiadio el inhibidor de la union de FRB-FKBP, FK506 (x 10), y se incubaron las
reacciones a temperatura ambiente durante 10 min. Se afnadié rapamicina 15 nM (10 x solucién madre) hasta
obtenerse una concentracion final de 1,5 nM de rapamicina, se incubé durante 2 h a temperatura ambiente. Tras la
incubacién, 100 ul de PBI-3939 (50 x solucién madre diluida a 1 x tampén de ensayo) y se incubaron durante 3
minutos a temperatura ambiente. La luminiscencia se midid en un lumindmetro GLOMAX®. La FIG. 77 demuestra
que las construcciones PCA desveladas en el presente documento se pueden usar para identificar inhibidores de las
interacciones entre proteinas.

5. Para demostrar el uso de las construcciones PCA en un formato litico, se transfirieron los pares de
complementacién 103 "2/3", 157 "2/3" y 103 "1/4" a células HEK293 y se ensayaron con PBI-3939. Se mezclaron
0,5 ng de plasmido de cada par PCA con 5 ul de OPTI-MEM® y 49 ng de pGEM-3zf (Promega Corp.). La mezcla de
muestra se incub6 a temperatura ambiente durante 5 min. A continuacion, se afiadieron 0,15 yl de FUGENE® HD a
la mezcla de muestra, y se incub6 a temperatura ambiente durante 15 min. Se afadieron 100 pl de células HEK293
en DMEM con FBS al 10 % (sin antibioticos) a una concentracion de 1,5 x 10° células/ml a cada mezcla de muestra.
Entonces, se transfirio la muestra de células a un pocillo de una placa de 96 pocillos y se incubd a 37 °C, CO2 al 5 %
durante una noche.

Al dia siguiente, se afiadieron 11,1 ul de rapamicina 10 yM (concentracion final de 1 uM) a la mitad de los pocillos y
se afiadieron 11,1 pl de agua a la otra mitad de los pocillos. Se incubaron las placas de 96 pocillos a 37 °C durante 1
h. Se afiadieron 100 pl de reactivo de ensayo + PBI-3939 (2 pl de 50 x PBI-3939 mezclados con 98 ul de reactivo de
ensayo, previamente descrito) a cada pocillo y se incubaron las placas 37 °C durante 4 min. La luminiscencia se
midié en un luminémetro GLOMAX® a 37 °C con un tiempo de integracion de 0,5 s y 1 lectura. (FIG. 76H).

Ejemplo 50 - Biosensor de cAMP de OglLuc

Las variantes de OglLuc de la presente divulgacion se pueden asociar con una alta produccién no solo a través de la
concentracion, sino también a través de la modulacion de la actividad enzimatica. Por ejemplo, se puede desarrollar
un biosensor de cAMP mediante la incorporacién de un dominio de unién a cAMP de la proteina quinasa A en una
variante de OglLuc permutada circularmente. Una variante de OglLuc desvelada en el presente documento se puede
permutar circularmente en uno o varios sitios que toleren dicha permutacion mediante métodos conocidos en la
técnica (por ejemplo, la solicitud publicada de EE.UU. n.® 2005/0153310). La proteina quimérica variante de OglLuc
permutada circularmente resultante puede funcionar como un biosensor intracelular para cAMP cuando se exprese
en células de mamifero. Tras la unién de cAMP con el biosensor, el biosensor sufre un cambio de configuracién que
crea una enzima luciferasa activa. Al tratar las células con forskolina, un activador de la adenilato ciclasa, se deberia
producir un aumento de la luminiscencia con concentraciones crecientes de forskolina. Se pueden desarrollar
biosensores similares para las dianas que incluyen, pero sin limitacion, calcio (Ca*?), cGMP y proteasas tales como
las caspasas y el virus del mosaico del tabaco (TEV) mediante la incorporacién del dominio de union apropiado o del
sitio de escisién apropiado para cada una a una variante de OglLuc permutada circularmente.

La utilidad de OglLuc como biosensor se demostré mediante el analisis de la variante 9B8 opt en el contexto de un
sensor de cAMP. Se crearon construcciones permutadas circularmente que contenian la subunidad RlIpB de la
proteina quinasa A flanqueada por las secuencias de la variante de OglLuc, y se expresaron en un sistema libre de
células segun lo descrito en la publicacion PCT PCT/US2007/008176, a excepcion de que los sitios para la
permutacion circular se seleccionaron segun lo descrito mas adelante. La nueva proteina se ensayé en presencia y
en ausencia de cAMP. La respuesta a cAMP se define como la proporcion de actividad (+) cAMP/ (-) cAMP.

Se ha creado un modelo estructural para OgLuc basado en similitudes con ciertas proteinas de unién a acidos
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grasos de estructura conocida, descritas previamente en el documento PCT/US2010/33449. El modelo predice una
secuencia ordenada de los motivos estructurales proteicos convencionales; hélice a y lamina 3. Se escogieron las
regiones de transicion entre estos elementos estructurales como sitios de permutacion circular (véase la Tabla 43).

1. El molde para la expresion de las construcciones de biosensor consistia en: secuencia C-terminal de OglLuc-
secuencia de RllpB-secuencia N-terminal de OglLuc en el plasmido pF5 (Promega Corp.). Se us6 el sistema de
extracto de germen de trigo acoplado a T7 TNT® (Promega Parte n.° L4140) para traducir la construccion. La
reaccion de extracto de germen de trigo TNT® incluia 25ul de extracto de germen de trigo TNT® (L411A), 2 ul de
tampén de reaccion TNT® (L462A), 1 pl de mezcla de aminoéacidos, Complete (L446A), 1 ul de RNasin® (40 U/ul)
(N2615), 1 ul de ARN polimerasa de T7 TNT® (L516A), 1,0 ug de molde de ADN y agua exenta de nucleasa hasta
alcanzar un volumen total de 50 pl. Se incubé la mezcla de reaccién a 30 °C durante 120 min. Se realizd un ensayo
de actividad de OgLuc mediante la adicién a los 50 pl de mezcla de traduccién de OgLuc, 50 pl de reactivo OglLuc
Glo (MES 100 mM (pH 6,0), CDTA 1 mM, KCI 150 mM, tiourea 35 mM, DTT 2 mM, TERGITOL® NP-9 al 0,25 %
(viv), MAZU® DF 204 al 0,025 % y PBI-3939 20 uM) con o sin cAMP 100 mM, y realizando una lectura cinética
durante 30 min (lector de placas F500 TECAN® INFINITE®). La respuesta se determina mediante la division de la
luminiscencia generada por el biosensor con cAMP entre la luminiscencia generada por el biosensor sin cAMP
(Tabla 43).

Tabla 43: Respuesta de biosensores de OglLuc permutadas circularmente al cAMP

SITIO CP RESPUESTA
27 x2,6
51 x2,2
84 x1,5
122 x4,3
147 x1,9
157 x5,6

2. Se cre6 un biosensor de cAMP de 9B8opt permutado circularmente en el sitio CP 51 como se describe en 1. A
continuacion, se transfecto el biosensor a células HEK293 (15.000 células/pocillo) usando FUGENE® HD de acuerdo
con las instrucciones del fabricante en una placa de 96 pocillos, y se incubaron durante la noche a 37 °C, CO: al
5 %. Después de la transfeccién, se retird el medio y se sustituyé con medio independiente del CO2 con FBS al
10 %. A continuacién, se incubaron las células durante 2 horas a 37 °C, CO2 al 5 %, tras lo que se afadieron
cantidades variables de FSK. Se volvieron a incubar las células de nuevo durante 3 horas a 37 °C, COz al 5 %.
Después, se afnadio PBI-3939 6 uM y se midi6 la luminiscencia después de 13 min (FIG. 78).

3. Se usaron versiones permutadas circularmente ("CP"; por ejemplo, CP6 se refiere a que el antiguo resto 6 es el
nuevo resto 1 detras de Met) y divididas linealmente ("SS"; por ejemplo, el SS6 se refiere a un sensor orientado de la
siguiente manera: OglLuc (1-6)-sitio de unién a RIIBb (SEQ ID NO: 441 y 442)-OgLuc (7-169)) de L27V como
biosensores de AMPc (SEQ ID NO: 467-574). Se obtuvieron versiones CP (SEQ ID NO: 467-498 y 555-574) y SS
(SEQ ID NO: 499-554) de la variante L27V como se ha descrito anteriormente y se expresaron en lisado de
reticulocitos de conejo (RRL; Promega Corp.) siguiendo las instrucciones del fabricante. La secuencia enlazadora
entre el extremo C-terminal de la secuencia del sitio de unién a RIIBb y de luciferasa OglLuc era
GGGTCAGGTGGATCTGGAGGTAGCTCTTCT (SEQ ID NO: 575). La secuencia enlazadora entre el extremo N-
terminal de la secuencia del sito de unibn a RIBb y de luciferasa OglLuc era
AGCTCAAGCGGAGGTTCAGGCGGTTCCGGA (SEQ ID NO: 576). Se mezclaron 3,75 ul de las reacciones de
expresion con 1,25 yl de 4 x cAMP (concentracion final 1 nM-0,1 mM) y se incubaron a temperatura ambiente
durante 15 min. Después de la incubacion, 100 ul de PBI-3939 (50 x solucién madre diluida a 1 x en tampdn de
ensayo) y se incubaron durante 3 min a temperatura ambiente. La luminiscencia se midi6 en un lumindmetro
GLOMAX® (FIG. 79A-B). También se midi6 la luminiscencia para las versiones CP y SS de la variante L27V
expresada en células HEK293 y tratadas con forskolina como se ha descrito previamente (FIG. 79C-D). Las FIG.
79A-D demuestran que las versiones permutados circularmente y divididas linealmente de las variantes de OglLuc
desveladas en el presente documento se pueden usar como biosensores.

Ejemplo 51-Distribucion y localizaciéon subcelular

Para el analisis de la distribucion subcelular, se sembraron células U20S a 2 x 10* células/cm? en placas de cultivo
con fondo de vidrio en medio 5A de McCoy (Invitrogen) que contenia SFB al 10 %. Las células se incubaron
entonces durante 24 horas a 37 °C, CO:2 al 5 %. Se transfectaron las células con 1/20 del volumen de mezcla de
transfeccion (FUGENE® HD y pF5A-CMV-L27V (la variante L27V (SEQ ID NO: 88) se clono en el vector pF5A con el
promotor de CMV (Promega Corp.)) o pGEM3Zf (Promega Corp.; control negativo)) y se incubaron durante 24 horas
a 37 °C, CO2 al 5 %. Después de la incubacion, se sustituyd el medio celular con medio independiente del CO2 con
un FBS al 0,5 % y PBI-4378 100 uM. Después de una incubaciéon de 30 min a 37 °C, se capturaron imagenes sin
filtrar en un microscopio de bioluminiscencia Olympus LV200 usando un objetivo de 60 aumentos (FIG. 80A-B)
durante 25, 100, 1.000 y 5.000 ms.

Para el analisis de la localizacién subcelular, se crearon fusiones de L27V N-terminales con el GPCR AT1R
(receptor de la angiotensina de tipo 1 (SEQ ID NO: 459 y 460)) con la secuencia de secrecién de IL-6 (SEQ ID NO:
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461 y 462) o el factor de transcripcion Nrf2 (SEQ ID NO: 317) usando un enlazador GSSG (SEQ ID NO: 457 y 458),
y se transfectaron a células U20S como se ha descrito anteriormente (FIG. 81A-C). L a FIG. 81C ("GPRC") muestra
la expresiéon de una construccidén en la que la secuencia sefial de IL6 esta cadena arriba de la secuencia de la
variante L27V, y el AT1R esta cadena abajo de la secuencia de la variante L27V. La variante L27V sola también se
transfecto ("no fusionada"). Después de una incubacion de 24 horas a 37 °C, CO2 al 5 %, se reemplaz6 el medio de
células por medio independiente del CO2 con FBS al 0,5 %, y se equilibré durante 1 hora a 37 °C en una atmésfera
sin regulacion de CO2. A continuacion, se afadio un volumen igual de medio + PBI-3939 200 uM y se capturaron
imagenes sin filtrar de inmediato en un microscopio de bioluminiscencia Olympus LV200 usando un objetivo de 60 y
150 aumentos (FIG. 81A-C). Para las células que expresaban L27V sola, PBI-3939 se retiré mediante lavado de las
células inmediatamente antes de la captura de imagenes.

Ejemplo 52- Control de las vias de sefializacion intracelular

El presente ejemplo proporciona dos ejemplos de la nueva luciferasa que se estd usando como controlar las vias de
sefalizacioén intracelular a nivel de proteina (en contraposiciéon con los ejemplos de elementos de respuesta que
representan la activacion de la transcripcion). La variante 9B8opt (SEQ ID NO: 24) se fusioné bien con kB (Gross et
al., “Nature Methods” 2(8):607-614 (2005)) (en el extremo C-terminal, es decir, N-lkB-(9B8opt)-C)) o ODD (dominio
de degradacion dependiente del oxigeno de Hif-1-a (Moroz et al., PLoS One 4(4):e5077 (2009)) (en el extremo N-
terminal, es decir, N-(9B8opt)-ODD-C)). Se sabe que IkB se degrada en las células tras la estimulacién con TNFa.
Por lo tanto, la construccion IkB-(9B8opt) se podria usar como un sensor de TNFa de células vivas. Se sabe que
ODD (HIF-1-a) se acumulan dentro de las células tras la estimulacion con compuestos que inducen la hipoxia. Por lo
tanto, la construccion de ODD-(9B8opt) se podria usar como un sensor de la hipoxia en células vivas.

Se expresaron construcciones que contenian fusiones con IkB u ODD con 9B8opt (pF5A) en células HEK293
mediante transfeccion inversa (5 ng (IkB) o 0,05 ng de ADN de ODD ((mezclado con el ADN portador, dando un total
de 50 ng)) como se ha descrito anteriormente, y se incubaron durante 24 horas a 37 °C, CO2 al 5 %. Después de la
transfeccion, se reemplazé el medio por medio de independiente del CO2 nuevo que contenia FBS al 0,5 % y PBI-
4377 20 uM, y se dejo6 equilibrar durante 4 horas a 37 °C, CO2 atmosférico. Se expusieron las células a un estimulo:
TNFa para las células que expresaban la fusion de IkB y fenantrolina para las células que expresaban la fusion de
ODD. Se afiadié6 DMSO (vehiculo) a las células de control. Para las muestras de TNFa/IkB, se afiadieron 100 pg/ml
de cicloheximida aproximadamente 15 min antes de afiadir el estimulo para prevenir la sintesis de nuevas proteinas.
En los puntos temporales indicados después del tratamiento, las células se ensayaron para determinar la
luminiscencia. Para la normalizacion de los datos, se dividieron las URL de cada muestra en un punto temporal dado
entre las URL de la misma muestra inmediatamente después de la estimulacién. Entonces, se determinaron las
veces de respuesta para cada sensor (FIG. 82A-C).

B. Se us6 L27V para controlar las vias de sefalizacién del estrés oxidativo a nivel de proteina. Se fusionaron
luciferasa L27V o de Renilla (Rluc) con Nrf2/NFE2L2 en un vector de expresion pF5K (en el extremo C-terminal; es
decir, N-Nrf2-(L27V)-C o N-Nrf2-(Rluc)-C). Keap1 es un regulador negativo de Nrf2 (SEQ ID NO: 217). Con el fin de
representar fielmente la regulaciéon de los niveles de proteina Nrf2-L27V02, se expresd conjuntamente Keap1 para
mantener niveles bajos Nrf2 (a través de la ubiquitinacién).

Se expresaron Nrf2-L27V o Nrf2-Rluc (5 ng, pF5K) y una proteina de fusion de HALOTAG®-Keap1 (pFN21-HT7-
Keap1 (SEQ ID NO: 316); 50 ng) en células HEK293 mediante la transfeccion de la células en el momento de la
siembra en placas de 96 pocillos como se ha descrito anteriormente, y se incubaron durante 24 horas a 37 °C, CO2
al 5 %. Después de la transfeccion, el medio se reemplazé por medio independiente de CO2 recién preparado con
FBS al 0,5 % y PBI-4377 20 uM para L27V o ENDUREN ™ 20 uM (Promega Corp.) para la luciferasa de Renilla, y
las células se equilibraron durante 4 horas a 37 °C bajo CO2 atmosférico. Para el analisis cinético, se usaron D,L-
sulforafano 20 uM o vehiculo (DMSO). En la FIG. 83A, se midié la luminiscencia como se ha descrito anteriormente
en los puntos temporales indicados después del tratamiento. Para la normalizacion de los datos, se dividio la
luminiscencia de cada muestra en un punto temporal dado entre la luminiscencia de la misma muestra
inmediatamente después de la estimulacion (FIG. 83B-C).

C. Se realiz6 una comparacion de la respuesta del sensor de Nrf2 se describe en B y del indicador Nrf2(ARE)-Luc2P
(Promega Corp.). Tanto el sensor de Nrf2 como el indicador se exploraron como se describe en el apartado B
anterior. Para el ensayo de gen indicador de la luciérnaga (Luc2P), se uso el reactivo de ensayo ONE-GLO ™. Las
FIG. 84A-B proporcionan la respuesta normalizada de Nrf2-L27V a las 2 horas y de Nrf2(ARE)-Luc2P a las 16 h.

Ejemplo 53 - Evaluacion de la variante de OgLuc como indicador bioluminiscente con BRET

La transferencia de energia por resonancia de bioluminiscencia (BRET) permite controlar las interacciones entre las
proteinas. Se examino la transferencia de energia intramolecular entre IV y una pareja de fusion de HT7 en la que
HT7 se habia marcado previamente con un fluoréforo, es decir, TMR (longitud de onda de excitacion/emision
(ex/em) = 555/585 nm) o rodamina 110 (longitud de onda de excitacién/emisién = 502/527 nm). Se incubaron 50 pl
de un lisado celular bacteriano que contenia la proteina de fusion IV-HT7 del Ejemplo 34 con o sin ligando fluoréforo
0,001-10 uM durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de la incubacion, se afadieron 50 pl de RENILLA-
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GLO™, que contenia coelenterazina-h 22 uM, a 50 ul de la mezcla de ligando y enzima, y se registr6 el espectro de
emision a los 5 min. Se muestran los espectros de ejemplo de IV-HT7 con TMR (FIG. 83A) o rodamina 110
("Rhod110") (FIG. 85B) indicando que la BRET fue mayor cuando la ex/em del ligando estaba mas cerca del pico
luminiscente de 460 nm de OglLuc, es decir, superior a la rodamina 110. Estos datos muestran que se puede
producir la transferencia de energia intramolecular entre las variantes de OgLuc y un fluoréforo en una proteina de
fusion. Se usaron tres controles diferentes para la comparacion (datos no mostrados): 1) una fusiéon de no HT; 2) una
fusion de HT que no estaba marcada con un ligando HT; y 3) una fusion marcada con HT que se escindid
proteoliticamente en un sitio de TEV entre OgLuc y HT (lo que indica la implicaciéon de la proximidad/distancia). No
se observé BRET en los tres controles diferentes, lo que sugiere que TH participd en la obtencién de la BRET. La
BRET fue mayor para C1+A4E e IV con HT7 C-terminal en comparacion con HT7 N-terminal.

Ejemplo 54 - Ensayos de proximidad de proteinas para células vivas o formatos liticos

En un ejemplo, se aplican proteinas de fusién OglLuc permutadas circularmente (CP) o divididas linealmente (SS) a
las mediciones de la proximidad de las proteinas. OglLuc se permuta y se divide a través de la insercién de una
secuencia de aminoacidos substrato de proteasa (por ejemplo, TEV) para generar baja bioluminiscencia. La
luciferasa inactiva se ancla (por ejemplo, mediante fusién genética) a una proteina de monitorizacién. Se ancla una
proteina de interaccién potencial (por ejemplo, mediante fusion genética) a una proteasa (por ejemplo, TEV).
Cuando las dos proteinas de monitorizacion interactuan o estan lo suficientemente préximas entre si (por ejemplo, a
través de una interaccién constitutiva, un estimulo farmacolégico o una respuesta de via), la luciferasa se escinde
para generar un aumento de la actividad de bioluminiscencia. El ejemplo se puede aplicar a mediciones de la
proximidad de proteinas en células o en ensayos bioquimicos. Ademas, la alta estabilidad térmica de una variante
de luciferasa OglLuc podria permitir mediciones de las interacciones anticuerpo-antigeno en células lisadas o
ensayos bioquimicos.

Ejemplo 55 - Ensayos bioluminiscentes

1. Para demostrar el uso de una variante de Ogluc en un ensayo bioluminiscente para detectar la enzima caspasa-
3, se us6 la variante 9B8 opt en un ensayo bioluminiscente usando un sustrato de pro-coelenterazina que
comprendia la secuencia de escision de la caspasa-3 DEVD. Se mezcl6 la enzima de la caspasa-3 purificada con
una muestra de lisado de E. coli que expresaba la variante opt 9B8, que se prepar6é como se describe en el Ejemplo
27 y se diluyé 10 veces en un tampon que contenia MES 100 mM, pH 6,0, CDTA 1 mM, KCI 150 mM, tiourea
35 mM, DTT 2mM, TERGITOL® NP-9 al 0,25 % (v/iv), MAZU® DF 204 al 0,025 % (v/v), con o sin z-DEVD-
coelenterazina-h 23,5 yM en HEPES 100 mM, pH 7,5. Se incub6 la enzima caspasa-3 con la muestra de lisado
durante 3 horas a temperatura ambiente, y se detectd la luminiscencia en un luminémetro Turner Modulus™ en
diversos puntos temporales. Como controles, se usaron una muestra que solo contenia lisado bacteriano y una
muestra que solo contenia la caspasa-3. Se usaron tres duplicados. La FIG. 86 y la Tabla 44 demuestran que 9B8
opt y, por lo tanto, otras variantes de OgLuc descritas en el presente documento se pueden usar en un ensayo de
bioluminiscencia con un sustrato de pro-coelenterazina para detectar una enzima de interés.

Tabla 44: Luminiscencia media en URL generada a partir de lisados bacterianos que expresan la variante
9B8 opt incubados con o sin caspasa-3 purificada usando z-DEVD-coelenterazina-h como sustrato

tiempo (min) Sin caspasa (URL) + caspasa (URL)
5 26.023 25.411
15,3 7.707 36.906
29,9 4.013 41.854
60,9 2.305 43.370
190,3 1.155 42.448

2. Se usb la variante L27V en un ensayo bioluminiscente usando un sustrato de pro-coelenterazina que comprendia
la secuencia de escision de caspasa-3 DEVD. Se mezcldé enzima caspasa-3 purificada (1 mg/ml) en MES 100 mM,
pH 6 (50 ul) con variante L27V02 227 nM y PBI-3741 47 uyM (z-DEVD-coelenterazina-h) en tampén de ensayo
(50 ul). Las reacciones se incubaron durante 3 horas a temperatura ambiente, y se detecto la luminiscencia como se
ha descrito previamente. El ensayo con la variante L27V se comparé con una version de la luciferasa de luciérnaga
del ensayo, sistema de ensayo 3/7 CASPASA-GLO® (caspasa-Glo; Promega Corp.). La Tabla 45 demuestra que la
variante L27V vy, por lo tanto, otras variantes de OglLuc de la presente divulgacién, se pueden usar en un ensayo de
bioluminiscencia con un sustrato pro-coelenterazina para detectar una enzima de interés.

Tabla 45
(+) caspasa | +/- (-) caspasa | +/-
L27v 11.532 93 803 25
Caspasa-Glo | 15.156.567 | 793.981 | 302 5

93



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2567410713

Ejemplo 56 - Inmunoensayos

Las variantes de OglLuc desveladas en el presente documento se integran en varios conceptos diferentes de
inmunoensayo. Por ejemplo, una variante de OglLuc se fusiona genéticamente o se conjuga quimicamente con un
anticuerpo principal o secundario para proporcionar un método de deteccion para un determinado analito. Como otro
ejemplo, una variante de OglLuc se fusiona genéticamente o se conjuga quimicamente con proteina A, proteina G,
proteina L, o cualquier otro péptido o proteina conocidos por unirse a fragmentos de Ig, y esto se podria usar para
detectar un anticuerpo especifico unido a un determinado analito. Como otro ejemplo, una variante de OglLuc se
fusiona genéticamente o se conjuga quimicamente con estreptavidina, y se usa para detectar un anticuerpo
biotinilado especifico unido a un determinado analito. Como otro ejemplo, los fragmentos complementarios de una
variante de OgLuc se fusionan genéticamente o se conjugan quimicamente con anticuerpos primarios y secundarios,
de manera que el anticuerpo principal reconoce un analito inmovilizado en particular y el anticuerpo secundario
reconoce el anticuerpo principal, todo en un formato de tipo ELISA. La actividad de la variante de OgLuc, es decir, la
luminiscencia, se reconstituye en presencia de analito inmovilizado, y se usa como un medio para cuantificar el
analito.

Como otro ejemplo, los fragmentos complementarios de una variante de OglLuc pueden fusionarse con dos
anticuerpos, de manera que un anticuerpo reconoce un determinado analito en un epitopo y el segundo anticuerpo
reconoce el analito a un epitopo separado. La actividad de la variante de OglLuc se reconstituiria en presencia de
analito. El método seria susceptible de mediciones de cuantificacién de analitos en un medio complejo tal como un
lisado celular o medio celular. Como otro ejemplo, los fragmentos complementarios de una variante de OglLuc
pueden fusionarse con dos anticuerpos, de manera que un anticuerpo reconozca un determinado analito,
independientemente de la modificacion, y el segundo anticuerpo reconozca solo el analito modificado (por ejemplo,
después de la modificacién posterior a la traduccion). La actividad de la variante de OglLuc se reconstituiria en
presencia del analito solo cuando estuviera modificado. EI método seria susceptible de mediciones de analito
modificado en un medio complejo tal como un lisado celular. Como otro ejemplo, una variante de OglLuc puede
conjugarse con un analito (por ejemplo, prostaglandinas) y usarse en un formato de ELISA de tipo sandwich
competitivo.

Ejemplo 57 - Ensayo de dimerizacion

El presente ejemplo demuestra que las variantes de OglLuc permutadas circularmente de longitud completa pueden
fusionarse con respectivas parejas de unién, por ejemplo, FRB y FKBP, y usarse en un ensayo de tipo
complementacion de proteinas. La diferencia clave entre el método desvelado en el presente documento y la
complementacion tradicional de proteinas es que no hubo complementacion, sino que, mas bien, hubo dimerizacién
de dos enzimas de longitud completa, por ejemplo, variantes de OglLuc permutadas circularmente.

En resumen, se fusionaron proteinas indicadoras permutadas circularmente configuradas de forma similar para la
actividad baja a ambas parejas de proteina de fusién (véase la FIG. 87A). Por ejemplo, cada pareja de fusion se
puede enlazar con indicadores permutados de estructura idéntica. La interaccion de las parejas de fusion aproximo
mucho a los indicadores permutados, permitiendo de este modo la reconstitucion de un indicador hibrido que tenia
mayor actividad. El nuevo indicador hibrido incluia porciones de cada uno de los indicadores permutados
circularmente de una manera que permitié la reduccién de la restriccion estructural.

Se clonaron las variantes L27V permutadas circularmente y divididas linealmente CP84 y CP 103 (N-(SS-169)-(1-
SS+1)-FRB-C and C-(1-SS1)-(SS-169)-FKBP) como se ha descrito anteriormente y se expresaron (25 pl) en lisado de
reticulocitos de conejo (RRL; Promega Corp.) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se mezclaron 1,25 pl de las
reacciones de expresion para cada par de dimerizacién con 10 pl de 2 x tampén de unién (HEPES 100 mM, NaCl
200 mM, CHAPS al 0,2 %, EDTA 2 mM, glicerol al 20 %, DTT 20 mM, pH 7,5) y 7,5 ul de agua, y se transfirieron
18 ul a los pocillos de una placa de 96 pocillos. Para las reacciones, se afiadieron 2 ul de rapamicina (concentracion
final de 0 y 0,1 a 1.000 nM), y las reacciones se incubaron a temperatura ambiente durante 10 min. Después de la
incubacién, 100 pl de PBI-3939 (50 x solucién madre diluida a 1 x en tampén de ensayo) y se incubaron durante
3 min a temperatura ambiente. Se midié la luminiscencia en un luminémetro GLOMAX® (FIG. 87B) y se determino la
respuesta (FIG. 87C). Las FIG. 87B-C demuestran que las variantes de OglLuc de la presente divulgacién se pueden
usar para detectar las interacciones proteina-proteina mediante un ensayo de dimerizacién de tipo PCA.

Ejemplo 58 - Semivida intercelular

Se determind la semivida intracelular de la variantes de OglLuc 9B8, 9B8+K33N, V2, L27V y V2+L27M. Se
transfectaron células CHO (500.000) en placas de 15-100 mm en medio F12 con FBS al 10 % y 1 x piruvato de
sodio con 30 pl, 100 ng/ul de ADN de plasmido que contenia 9B8, 9B8+K33N, V2, L27V ("V2+L27V" ) o V2+L27M
(todas en fondo de vector pF4A) usando TRANSIT®-LT1 (Mirus) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las
células se incubaron a continuacién durante 6 horas. Se sembraron a 10.000 células/pocillo en 6 pocillos de una
placa de 96 pocillos (6 pocillos/variante) y se incubaron durante la noche a 37 °C. Se distribuyeron las muestras en 3
placas. Cada placa tenia 6 duplicados para las mediciones en diferentes puntos temporales.
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Después de la incubacién durante la noche, se retird el medio de las células para muestras de t = 0, y se afiadieron
100 pl de tampoén de ensayo (previamente descrito, sin sustrato). La muestra se congelé en hielo seco y se
almaceno a -20 °C. Se diluyé cicloheximida (100 mg/ml) a 1:100 hasta una concentracion final de 1 mg/ml en OPTI-
MEM®. También se diluyé DMSO (100 %) a 1:100 (concentracion final al 1 %) en OPTI-MEM®. Se afiadio (11 ul) la
cicloheximida diluida (1 mg/ml) hasta 3 repeticiones de cada muestra de variante transfectada, y se afiadieron 11
del DMSO diluido (1 %) a las otras 3 repeticiones. A continuacién, se incubaron las células a 37 °C, COz al 5 % y se
retiraron en varios puntos temporales (es decir, 0, 0,5, 0,9, 2,5, 4,3 y 6,2 horas) y se procesaron como las muestras
det=0.

Para el analisis, las muestras se descongelaron a temperatura ambiente, y se ensayaron 10 pl en 50 pl de reactivo
de ensayo. La luminiscencia se midid6 en un luminémetro GLOMAX®. En cada punto temporal, se midio la
luminiscencia para las muestras no tratadas y tratadas con cicloheximida. Las URL de las células tratadas con
cicloheximida se normalizaron mediante las URL para las células no tratadas.

Se calcul6 la semivida intracelular de cada variante midiendo la proporcién de la luminiscencia de la muestra tratada
con cicloheximida (CHX) con respecto a la de la no tratada en cada punto temporal. A continuacién, se represento la
proporcion In (% tratada con respecto a no tratada) con el tiempo, y se calcul6 la semivida (Tabla 46). Las variantes
de OgLuc resultaron tener semividas intracelulares de aproximadamente 6-9 horas con un promotor de CMV
completamente potente, pero las semividas se redujeron con una variante de eliminacién de CMV (d2). La presencia
de una sefal de degradacion PEST combinada con el promotor de CMV completamente potente reduce
significativamente la semivida.

Tabla 46
Muestra CMV no deg. gggd'e CMV no EI'\EA?/T de
9B8 6,32 3,87 1,43
K33N 9,24 3,70 1,18
V2 9,63 4,28 1,61
V2+L27V | 6,66 4,78 1,63
V2+L27M | 8,89 6,98 1,63

Se complet6 otro experimento usando el protocolo de transfeccion inversa descrito en el Ejemplo 52 con células
HEK293 (datos no mostrados). Los resultados de este experimento indican que la semivida intracelular para la
variante L27V con PEST es de 10 min. La variante L27V sin sefal de degradacién usada en este experimento no
mostré una desintegracion en el transcurso de experimento. En este caso, la desintegracion se normalizé con
respecto a las células no tratadas en t = 0.

Ejemplo 59 - Exposicion de las variantes de OgLuc a la urea

Dado que se sabe que la luciferasa de luciérnaga es relativamente inestable, es mucho mas sensible a la exposicion
a la urea. Para determinar si éste era también el caso de las variantes de OglLuc, se determiné la sensibilidad de la
OgLuc a la urea. Se mezclaron 5 pl de enzima L27V 45,3 uM con 100 pl de una solucién de urea (MOPS 100 mM,
pH 7,2, NaCl 100 mM, CDTA 1 mM, glicerol al 5 % y diversas concentraciones de urea) y se incubaron durante 30
min a temperatura ambiente. Se diluyeron 5 pl de la soluciéon de urea + enzima L27V 10.000 veces en DMEM sin
rojo fenol + PRIONEX®al 0,1 %, se mezclaron 50 pl con 50 ul de reactivo de ensayo que contenia PBI-3939 100 uM
(descrito anteriormente), y se leyd la luminiscencia a los 10 min. (FIG. 88). La FIG. 88 indica que L27V bien es
resistente a la urea o se vuelve a plegar a una enzima funcional muy rapidamente tras retirar la urea. Esto sugiere
que L27V se podria usar como una enzima indicadora en condiciones de desnaturalizacion quimica, por ejemplo,
multiplexacién en condiciones en las que se use un desnaturalizante para detener una reaccién enzimatica antes de
la reaccion basada en la variante de OgLuc.

Se diluyé una solucién madre de variante L27V purificada a 0,31 mg/ml 100.000 veces en tampoén (PBS+DTT
1 mM+IGEPAL al 0,005 %) y se incubd con urea 3 M durante 30 minutos a 25 °C, y luego se mezcl6é 1:1 (50 ul +
50 ul) con un reactivo de ensayo que contenia PBI-3939 100 uM (descrito anteriormente). Las reacciones se leyeron
en un luminémetro TECAN® INFINITE® F500 como se ha descrito anteriormente (para 100 min; intervalos de lectura
de 1 min) (FIG. 89). Los resultados indican que la urea 3 M reduce la actividad de la variante L27V en
aproximadamente un 50 %, pero que, después de la diluciéon de la urea 2 veces (hasta una concentracion final de
1,5 M) la actividad aumenta, presumiblemente debido a replegamiento.

Ejemplo 60 - Formacién de imagenes de proteinas de fusiéon OgLuc
El presente ejemplo demuestra el uso de OglLuc y variantes de OglLuc para controlar la translocacién de proteinas
en células vivas sin la necesidad de la excitacion de fluorescencia. Se fusionaron variantes de OglLuc con el receptor

de glucocorticoides humano (GR; SEQ ID NO: 451 y 452), la proteina quinasa C alfa humana (PKCa; SEQ ID NO:
449 y 450) 0 LC3 (SEQ ID NO: 577 y 578). Para analizar la translocacién subcelular de proteinas usando imagenes
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de bioluminiscencia, se sembraron células HelLa a 2 x 10* células/cm? en placas de cultivo con fondo de vidrio
(MatTek) en medio DMEM (Invitrogen) que contenia SFB al 10 %. Las células se incubaron entonces durante 24
horas a 37 °C, CO2 al 5 %. A continuacion, se transfectaron las células con 1/20 del volumen de la mezcla de
transfeccion (FUGENE® HD) y ADN codificante de L27V02-GR (SEQ ID NO: 453 y 454) o L27V02-PKC alfa (SEQ ID
NO: 455 y 456) clonado en el vector pF5A (Promega Corp.)). EI ADN de plasmido para L27V02-GR se diluy6 1:20 en
pGEM-3ZF (Promega Corp.) para lograr los niveles de expresién apropiados de L27V02-GR. El ADN de plasmido
para L27V02-LC3 y L27V02-PKC alfa se us6 sin diluir. Las células se incubaron entonces durante 24 horas a 37 °C,
COz2 al 5 %. Las células transfectadas con las proteinas de fusion de GR se privaron del agonista de GR durante 20
horas usando medio MEM suplementado con FBS tratado con dextrano/carbén vegetal al 1 % (Invitrogen).
Veinticuatro horas después de la transfeccién (para las mediciones de PKC alfa) o 48 horas después de la
transfecciéon (para las mediciones de GR), el medio celular se sustituyé con medio independiente del CO2 que
contenia PBI-3939 100 pM inmediatamente antes de la formacion de imagenes. Se capturaron de inmediato
imagenes sin filtrar en un microscopio de bioluminiscencia Olympus LV200 usando un objetivo de 150 aumentos.

La translocacién del citosol al nucleo de la proteina de fusion L27V02-GR se logré a través de la estimulacion con
dexametasona 0,5 mM durante 15 min. La translocacion del citosol a la membrana plasmatica de la proteina de
fusion L27V02-PKC alfa se logr6 a través de la estimulacion con PMA 100 nM durante 20 min. Las células
transfectadas con proteina de fusion L27V02-LC3 se dejaron sin tratar o se trataron con cloroquina 50 mM en medio
DMEM (Invitrogen) que contenia FBS al 10 %.

L27V02-receptor de glucocorticoides

En ausencia de los glucocorticoides, el receptor de glucocorticoides (GR) forma complejos con las proteinas Hsp90 y
reside en el citosol. Tras la interaccién de GR con glucocorticoides tales como la dexametasona, las proteinas GR se
disocian de estos complejos de proteinas y se translocalizan hacia el nucleo para regular la transcripcién de genes.
La FIG. 90A-B muestran la formacion de imagenes de bioluminiscencia de la translocacion desde el citosol hacia los
receptores nucleares (NR) inducida por la dexametasona de las proteinas de fusién de L27V02-receptor de
glucocorticoides (GR) usando el sustrato PBI-3939 en células Hela.

L27V02-PKCa

Tras el tratamiento con ésteres de forbol, las proteinas PKC alfa son reclutadas a la membrana plasmatica y regulan
las respuestas celulares, incluyendo la dinamica de la membrana y la transduccion de sefales. Las FIG. 91A-B
muestran imagenes de bioluminiscencia de la translocacién desde el citosol hacia la membrana plasmatica de la
proteina quinasa C alfa (PKC alfa) inducida por el éster de forbol de proteinas de fusion de OglLuc L27V02-PKC alfa
usando el sustrato PBI3939 en células U-20S.

L27V-LC3

La asociacion de proteinas LC-3 procesadas con autofagosomas representa una etapa distintiva de la autofagia. El
tratamiento con cloroquina detiene el flujo autofagico en esta etapa, lo que produce la acumulacién de proteinas LC-
3 en los autofagosomas (produciendo una distribucion subcelular puntiforme). La FIG. 92A-B muestran la formacién
de imagenes de bioluminiscencia de la translocacion de proteinas autofagosémicas inducida por la cloroquina de
proteinas de fusion de Ogluc L27V-LC3 (SEQ ID NO: 592 y 593) usando sustrato PBI-3939 en dos muestras de
células Hela representativas.

Tabla 47 - Lista de condiciones
C1+A4E | Sustituciones adicionales
C1+A4E | L92G
C1+A4E | L92Q
C1+A4E | L92S
C1+A4E | L92A
C1+A4E | L72Q
C1+A4E | 190T
C1+A4E | Q20R
C1+A4E | C164S
C1+A4E | M75K
C1+A4E | V79I
C1+A4E | F54I
C1+A4E | K8B9E
C1+A4E | 190V
C1+A4E | F77W F68S 190V
C1+A4E | F54I M75K
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C1+A4E | F54l M75K 190V
C1+A4E | F54I F68S M75K
C1+A4E | F54I 190V

C1+A4E | F54l

C1+A4E | F54T N135K | 1167V | P104L | D 139E
C1+A4E | V45E L34M G51V_ | 199V 1143L

C1+A4E | S28P L34M G51V__ | 199V 1143L F54T
C1+A4E | S28P L34M G51V_ | 199V 1143L F54T
C1+A4E | S28P

Listado de secuencias
LISTADO DE SECUENCIAS

SEQ ID NO: 1 (Proteina OgLuc madura natural) Oplophorus gracilirostris

FTLADFVGDROOTAGYNQDOVLEOGGLSSLEQALGVSVTPIQRKVVLSGENGLEADIHVIIPYEGL
SGFOMGLIEMIFEVVYPVDDHHFRIILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYPGIAVEDGROITVTGT
LWNGNKIYDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCENTILA

SEQ ID NO: 2 (nucleétido C1A4E)

ATGGTGTITTACATTGGAGGATTTCGTTGGAGACTGGCGGCAGACAGCTGGATACAACCAAGATCA
ACTGTTAGAACAAGCACGATTGTCTAGTCTGTTCCAAAAGCTGGGACTGTCAGTCACCCCAATCC
AGARLRTTGTGCTGTCTGGGGAGAATGGGTTAARATT TGATATTCATGTCATCATCCCTTACGAG
GGACTCAGTGGTTTTCAAATGGGTCTGATTGAAATGATCTTCAAAGTTGTTTACCCAGTGGATGA
TCATCATTTCARGATTATTCTCCATTATGGTACACTCGTTATTGACGGTGTGACACCAARCATGA
TTGACTACTTTGGACGCCCTTACGAGGGAAT TGCTGTGTTTGACGGCAAGAAGATCACAGTTACT
GCAACTCTGTGGAACGGCAACARGATCATTGATGAGCGCCTGAT CAACCCAGATGGTTCACTCCT
CTTCCGCGTTACTATCAATGGAGTCACCGGATGGCGCCTTTGCGAGCGTATTCTTGCC

SEQ ID NO: 3 (proteina C1A4E)

MVEFTLEDFVGDWROTAGYNQDOVLEQGGLSSLFORLGVSVTPTIOKIVLSGENGLKFDTHVITIRPYE
GLSGFOMGLIEMIFKVVYPVDDHHFKITLHYGTLVIDGVTFNMIDYFGRPYEGIAVFDGKKITVT
GTLWNGNKITDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILA

SEQ ID NO: 4 (nucleétido QC27)

ATGGTGTTTACATTGGAGGATTTCGTTGGAGACTGGCGGCAGACAGCTGGATACAACCTAGATCA
AGTGTTAGAACAAGGAGGATTGTCTAGTCTGTTCCAAAAGCTGGGAGTGTCAGTCACCCCAATCC
AGAAAATTGTGCTGTCTGGEGAGAATGGGTTARAAATTGATATTCATGTCATCATCCCTTACGAG
GGACTCAGTGGTTTTCARAATGGGTCTGATTGARATGATCTTCARAGTTGTTTACCCAGTGGATGA
TCATCATTTCAAGATTATTCACCATTATGGTACACTCGTTATTGACGGTGTGACACCAARCATGA
TTGACTTCTTTGGACGCCCTITACGAGGGAATTGCTGTGTTTGACGGCAAGAAGATCACAGTTACT
GGAACTCTGTGGAACGGCARACAAGATCATTGATGAGCGCCTGATCAACCCAGATGGTTCACTCCT
CTTCCGCGTTACTATCRAATGGAGTCACCGGATGGCGCCTTTGCGAGCGTATTCTTGCC

SEQ ID NO: 5 (proteina QC27)
MVETLEDFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGLSSLEFQKLGVEVTPIQKIVLSGENGLKIDIHVITPYE
GLSGFQMGLIEMIFKVVYPVDDHHEFKITHHYGTLVIDGVTEPNMIDFFGRPYEGIAVFDGKKITVT
GTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVIGWRLCERILA

SEQ ID NO: 6 (nucleétido QC27 9a)
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ATGGTGTTTACATTGGAGGATTTCGTTGGAGACTGGCGGCAGACAGCTGGATACRACCTAGATCA
ACTGTTAGAACAAGGAGGATTGTCTAGTCTGTTCCAARAGCTGGGAGTGTCAGTCACCCCAATCC
AGAAAATTGTIGCTGTCTGGGGAGRATGGGTTAAAAATTGATATTCATGTCATCATCCCTTACGAG
GGACTCAGTGGTTATCAAATGGGTCAGATTGAARAGATCTTCAAAGTTGTTTACCCAGTGGATGA
TCATCATTTCAAGATTATTCGCCATTATGGTACACTCGTTATTGACGGTGTGACACCARAACATGA
TTGACTTCTTTGGACGCCCTTACGAGGGAATTGCTGTGTTTGACGGCAAGAAGATCACAGTTACT
GGAACTCTGTGGAACGGCAACAAGATCATTGATGAGCGCCTGATCARCCCAGATGGTTCACTCCT
CTTCCGCGTTACTATCAATGGAATCACCGGATGGCGCCTTTGCGAGCGTATTCTTGCC

SEQ ID NO: 7 (proteina QC27 9a)

MVFTLEDFVGDWROTAGYNLDOLLEQGGLSSLEFQKLGVSVTPIQKIVLSGENGLEKIDIHVITIPYE
GLSGYQMGOIEKIFEVVYPVDDHHFKITRHYGTLVIDGVTPNMIDFFGRPYEGIAVEDGEKITVT
GTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGITGWRLCERILA

SEQ ID NO: 8 (nucleétido 1VY)

ATGGTGTTTACATTGGAGGATTTCGTTGGAGACTGGCGGCAGACAGCTGGATACARCCAAGATCA
AGTGTTAGAACAAGGAGGATTGTCTAGTCTGTTCCAAAAGCTGGGAGTGTCAGTCACCCCAATCC
AGAAAATTGTGCTGTCTGGGGAGRATGGGTTARAAATTGATATTCATGTCATCATCCCTTACGAG
GGACTCAGTGGTTTTCAAATGGGTCTGATTGARATGATCTACAAAGTTGTT TACCCAGTGGATGA
TCATCATTTCAAGGTTATTCTCCATTATGGTACACTCGTTATTGACGGTGTGACACCAARCATGA
TTGACTACTTTGGACGCCCTTACGAGGGAATTGCTGTGTITIGACGGCAAGAAGATCACAGTTACT
GGAACTCTGTGGAACGGCAACAAGATCATTGATGAGCGCCTIGATCAACCCAGATGGTTCACTCCT
CTTCCGCGTTACTATCRAATGGAGTCACCGGATGGCGCCTTTGCGAGCGTATTCTTGCC

SEQ ID NO: 9 (proteina IVY)

MVETLEDEVGDWROTAGYNQDOVLEQGGLSSLEQKLGVSVIPIQKIVLSGENGLKIDIHVIIPYE
GLSGFOQMGLIEMIYKVVY PVDDHHFKYILHYGTLVIDGVIPNMIDYFGRPYEGIAVEFDGKKITVT

GTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILA
SEQ ID NO: 10 (nucleétido IVY+C1.3)

ATGGTGTTTACATTGGAGGATTACGTITGGAGACTGGCGGCAGACAGC TGGATACAACCARAGATCA
AGTGTTAGAACAAGGAGGATTGTCTAGTCTGTTCCAAAATCTGGGAGTGTCTGTCACCCCAATCC
AGARBATTGTGCTGTCTGOGGAGAATGGGTTARRAATTGATATTCATGTCATCATCCCTTACGAG
GGACTCAGTGGTTTTCAAATGGGTCTGATTGARATGATCTACARAGTTGTTTACCCAGTGGATGA
TCATCATTTCAAGGTTATTCTCCATTATGGTACACTCGTTATTGACGGTGTGACACCARACATGA
TTGACTACTTTGGACGCCCTTACGAGGGAATTGCTGTGTTTGACGGCAAGARGATCACAGTTACT
GGAACTCTGTGGAACGGCGACAAGATCATTGATGAGCGCCTGATCAACCCAGATGGTTCACTCCT
CTTCCGCGTTACTACCAATGGAGTCACCGGATGGCGCCTTTGCGAGCGTATTCTTGCC

SEQ ID NO: 11 (proteina IVY+C1.3)
MVETLEDYVGDWRQTAGYNQDQOVLEQGGLSSLFQNLGVSVTPIQKIVLSGENGLKIDIHVIIPYE

GLSGFOMGLIEMIYKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGREPYEGIAVEDGKKITVT
GTLWNGDRIIDERLINPDGSLLFRVITNGVTGWRLCERILA

SEQ ID NO: 12 (nucleétido IVY C5.19)
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ATGGTGTTTACATTGGAGGATTTCGTTGGAGACTGGCGGCAGACAGCTGGATACAACCAAGATCA
AGTGTTAGAACAAGGAGGAGTGTCTAGTCTGTTCCAAAAGCTGGGAGTGTCARTCACCCCAATCC
AGAAAATTGTGCTGTCTGGGGAGAATGGGTTAAAAATTGATATTCATGTCATCATCCCTTACGAG
GGACTCAGIGGTTTTCAAATGGGTCTGATTGAAATGATCTACAAAGTTGTTTACCCAGTGGATGA
TCATCATTTCAAGGTTATTCTCCATTATGGTACACTCGTTATTGACGGTGTGACACCAARCATGA
TTGACTACTTTGGACGCCCTTACGAGGGAATTGCTGTGTTTGACGGCAAGAAGATCACAGTTACT
GGAACTCTGTGGAACGGCARCAAGATCATTGATGAGCGCCTCGATCAACCCAGATGGTTCAATCCT
CTTCCGCGTTACTATCAATGGAGTCACCGGATGGCGCCTTITGCGAGCGTATTCTTGCC

SEQ ID NO: 13 (proteina IVY C5.19)

MVFTLEDEFVGDWRQTAGYNODOVLEQGGVSSLEFOKLGVSITPIQKIVLSGENGLKIDIHVIIPYE
GLSGFOMGLIFMIYKVVY PVDDHHFEV I LHYGTLY IDGVTIPNMIDYFGRPYEGIAVEFDGEKITVT
GTLWNGNKIIDERLINPDGSILFRVTINGVTGWRLCERILA

SEQ ID NO: 14 (nucleétido IV)

ATGGTGTTTACATTGGAGGATTTCGTTGGAGACTGGCGGCAGRCAGCTGGATACAACCAAGATCA
AGTGTTAGAACAAGGAGGATTGICTAGTCTIGTTCCAARAAGCTGGGAGTGTCAGTCACCCCAATCC
AGRAAATTGTGCTGTCTGGGCAGARATGGGTTAAAAATTGATATTCATGTCATCATCCCTTACGAG
GGACTCAGTGGTTTTCAAATGGETCTGATTGAAATGATCTTCAAAGTTGTTTACCCAGTGGATGA
TCATCATTTCAAGGTTATTCTCCATTATGGTACACTCGTTATTGACGGTGTGACACCAAACATGA
TTGACTACTTTGGACGCCCTTACGAGGGAATTGCTGTGTTTGACGGCARAGAAGATCACAGTTACT
GGRAACTCTGTGGAACGGCAACAAGATCATTGATGAGCGCCTGATCAACCCAGATGGTTCACTCCT
CTTCCGCGTTACTATCAATGGAGTCACCGGATGGCGCCTTTGCGAGCGTATTCTTGCC

SEQ ID NO: 15 (proteina IV)

MVEFTLEDFVGDWROTAGYNQDOVLEQGGLSSLFQKLGVSVIPIOKIVLSGENGLEIDIHVIIPYE
GLSGFOMGLIEMIFKVVY PVDDHHFKVILEYGTLVIDGVTPNMIDY FGRPYEGIAVFDGKKITVT
GTLWNGNKIIDERLINPDGSLLEFRVTINGVTGWRLCERILA

SEQ ID NO: 16 (nucleétido 15C1)

ATGGTGTTTACATTGAAGGATTTCGTTGGAGACTGGCGGCAGACAGCTGGATACAACCAAGATCA
AGTGTTAGARCAAGGAGGATTGTCTAGTCTGTTCCAAAATCTGGGAGTGTCAGTCACCCCAATCC
AGRAAATTGTGCTGTCTGGGGAGAATGGGTTARARATTGATATTCATGTCATCATCCCTTACGAG
GGACTCAGTGGTTATCAAATGGGTCAGATTGAARAAGATCTTCARAGTTGTTITACCCAGTGGATGA
TCATCATTTCAAGGTTATTCTCCATTATGGTACACTCGTTATTGACGGTGTGACACCAAACATGA
TTGACTACTTTGGACGCCCTTACGAGGGAATTGCTGTGTTTGACGGCAAGRAAGATCACAGTTACT
GGAACTCTGTGGAACGGCAACAAGATCATTGATGAGCGCCTGATCAACCCAGATGGTTCACTCCT
CTITCCGCGTTACTATCAATGGAGTCACCGGATGGCGCCTTTGCGAGCGTATTCTTGCC

SEQ ID NO: 17 (proteina 15C1)

MVEFTLKDEFVGDWROTAGYNQDOVLEQGGLSSLEFONLGVSVTPIOKIVLSGENGLKIDIHVITIPYE
GLSGYQMGOIEKIFKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVFDGKKITVT
GTLWNGNKTIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILA

SEQ ID NO: 18 (nucleétido 9B8)
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ATGGTGTTTACATTGGAGGATTICGTTGGAGACTGGCGGCAGACAGCTGGATACAACCTAGATCA
AGTGTTAGARCAAGGAGGATTGICTAGTCTGTTCCARARAGCTGGGAGTGTCAGTCACCCCAATCC
AGAAAATTGTGCTGTCTGGGGAGAATGGGTTAAAAATTGATATTCATGTCATCATCCCTTACGAG
GGACTCAGTGGTTATCAAATGGGTCAGATTGAARRAGATCTTCAAAGTTGTTTACCCAGTGGATGA
TCATCATTTCARAGGTTATTCTCCATTATGGTACACTCGTTATTGACGGTGTGACACCARRCATGA
TTGACTACTTTGGACGCCCTTACGAGGGAATTGCTGTGTTTGACGGCAAGAAGATCACAGTTACT
GGAACTCTGTGGAACGGCAACAAGATCATTGATGAGCGCCTGAT CAACCCAGATGGTTCACTCCT
CTTCCGUGTTACTATCAATGGAGTCACCGGATGGCGLCTTTGCGAGCGTATTCTTGCC

SEQ ID NO: 19 (proteina 9B8)

MVETLEDEVGDWROTAGYNLDOVLEQGGLSSLEFORLGVSVTPIQKIVLSGENGLKIDIHVIIEYE
GL5GYOMGOIEKIFKVVYPVDDHHFEVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKITVT
GTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWELCERILA

SEQ ID NO: 20 (nucleétido 9F6)

ATGGTGTTTACATTGGAGGATTTCGTTGGAGACTGGCGGCAGACAGCTGGATACAACCTAGATCA
AGTGTTAGAACARAGGAGGAGTGTCTAGTCTGTTCCAAAAGCTGGGAGTGTCAATCACCCCAATCC
AGARAATTGTGCTGTCTGGGGAGAATGGGTTAAARATTGATATTCATGTCATCATCCCTTACGAG
GGACTCAGTGGTTATCAAATGGGTCAGATTGAARAGATCTTCAAAGTTGTTTACCCAGTGGATGA
TCATCATTTCAAGGTTATTCTCCATTATGGTACACTCGTITATTGACGETGTGACACCARACATGA
TTGACTACTTTGGACGCCCTTACGAGGGAATTGCTGTGT TTGACGGCAAGARAGATCACAGTTACT
GGAACTCIGTGGAACGCGCAACAAGATCATTGATGAGCGCCTGATCAACCCAGATGGTTCACTCCT
CTTCCGCGTTACTATCAATGGAGTCACCGGATGGCGCCTITGCGAGCGTATTCTTGCC

SEQ ID NO: 21 (proteina 9F6)

MVEFTLEDEFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEQRLGVSITPIQKIVLSGENGLKIDIHVIIPYE
GLSGYQMGQIEKIFKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVFDGEKITVT
GTLWNGNKIIDERLINFPDGSLLFREVT INGVTGWRLCERILA

SEQ ID NO: 22 (nucleétido IV opt)

atggtgtttacactcgaagatttcgtaggggactggcggcagacagecggctacaaccaagacca
agtccttgagcagggcggtetgteccagtttgtttcagaaactcggggtgtececgtaacacegatee
aaaagattgtcctgagcggtgaaaacyggcecctgaagatcgacatccatgtcatcatececgtatgaa
ggtctgagecggcttccagatgggectecattgagatgatctttaaggtggtgtacectgtggatga
tcatcactttaaggtgattctgecactatggcacactggtaatcgacggggttacgecgaacatga
tecgactatttecggacggeccgtatgaaggcatcgecgtgttcgacggcaaaaagatcactgtaacc
gggacccetgtggaacggcaacaaaattatcgacgagegectgatcaacceccgacggectecctget
gttccgegtaaccatcaacggagtgaccggetggeggctgtgegagegeattttgygeyg

SEQ ID NO: 23 (nucleétido IV optB)
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atggtattcacactggaggattttgteggtgattggcggeaaaccgetgggtacaaccaggacca
ggttctcecgaacaagggggcectcagectecctgtttcaaaaactgggtgttagegttacacctatte
aaaaaatcgtgctectocggggaaaacygggcticaaaatcgatattcatgtgattatcccttacgaa
gggctctecgggtttcagatgggygctgatcgaaatgatctitaagygtcgtctateccgtagatga
tcaccacttcaaggtgatcctccactacgggaccctecgtaattgatggegtgacccccaacatga
tcgactattttgggecgeccttacgaggggattgetgtcttcgatggecaaaaaaattacagtgaca

ggcacactcotggaacgggaataagatcattgatgagegectgattaatcccgatgggagectget
ctttegggtgacaattaacggecgtaacaggectggogectetgtgaacggattetggeg

SEQ ID NO: 24 (nucleoétido 9B8 opt)

atggtgtttacactcgaagatttcgtaggggactggecggcagacagecggectacaacctggacca
agtccttgagragggcggtetgtecagtttgtttcagaaactcggggtgtccgtaacaccgatec
aaaagattgtcctgagocggtgaaaacggcctgaagatcgacateccatgtecatcateccgtatgaa
ggtctgagcggctatcagatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatga
tcatcactttaaggtgattctgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgecgaacatga
tcgactattticggacggocecgtratgaaggcatecgecgtgttcgacggcaaaaagatcactgtaace
gggaccctgtggaacggoaacaaaattatcgacgagegectgatcaaccccgacggeteecctget
gttccgegtaaccatcaacggagtgaccggetggecggetgtgcgagegecattttggey

SEQ ID NO: 25 (nucleétido 9B8 optB)

atggtattcacactggaggattttgteggtgattggecggcaaaccgetgggtacaacctegacca
ggttctcgaacaagggggectcageteoctgtttcaaaaactgggtgttagegttacacctattc
aaaaaatcgtgctctecggggaaaacgggcetcaaaategatattcatgtgattatcecttacgaa
gggctcetecgggtatcagatggggcagatecgaaaaaatctttaaggtegtectatecegtagatga
tcaccacttcaaggtgatectccactacgggaccctegtaattgatggegtgacceccaacatga
tcgactattttgggcgcccttacgaggggattgctgtettcgatggcaaaaaaattacagtgaca
ggcacactctggaacgggaataagatcattgatgagegectgattaatcccgatgggagectgct
ctttcgggtgacaattaacggcgtaacaggctggcgectectgtgaacggattetggey

SEQ ID NO: 26 (nucleoétido 8A3)

Atggtgattacattggaggatttcgttggagactggcggragacagetggatacaaccaagateca
agtgttagaacaaggaggagtgtctagtctgticcaaaagctygggagtgtcaatcaccccaatce
agaaaattgtgctgtctggggagaatgggttaaaaattgatattcatgtcatcatoccttacgag
ggactcagtggttttcaaatgggtctgattgaaatgatcttcaaagttgtttacccagtggatga
tcatcatttcaaggttattctccattatggtacactcgttattgacggtgtgacaccaaacatga
ttgactactttggacgccecttacgagggaattgctgtgtttgacgygcaagaagatcacagttact
ggaactctgtggaacggcaacaagatcattgatgagecgectogatcaacccagatggttcactect
cttecgcecgttactatcaatggagtcaceggatggegectttgegagegtattettgeo

SEQ ID NO: 27 (proteina 8A3)

MVITLEDFVGDWROTAGYNODOVLEQGGVSSLEFOKLGYVSITPIQKIVLSGENGLKIDIHVIIPYE
GLSGFOMGLIEMIFKVVY PVDDHHFKVILHYGTLYVIDGVTPNMIDY FGRPYEGIAVEFDGKEKITVT
GTLWNGNKIIDERLINPDGSLLEFRVTINGVIGWRLCERILA

SEQ ID NO: 28 (nucledétido Luc2)
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atggaagatgccaaaaacattaagaagggcccagecgceccattotacccactcgaagacgggaccgao
cggcgagcagctgcacaaagccatgaagegctacgcecctggtgeceggcaccatecgectttaccy
acgcacatatcgaggtggacattacctacgeccgagtacttcgagatgagegttcggctggcagaa
gctatgaagegctatgggetgaatacaaaccatecggategtggtgtgcagegagaatagettgea
gttcttcatgccegtgttgggtgececctgttcatcggtgtggetgtggecccagctaacgacatet
acaacgagcgcgagcetgctgaacagecatgggeatcagecageccaccgtegtattegrgageaaqg
aaagggctgcaaaagatcctcaacgtgcaaaagaagctaccgatcatacaaaagatcatcateat
ggatagcaagaccgactaccagggcticcaaagcatgtacaccttegtgacttcccatttgecac
ccggcttcaacgagtacgacttegtgoccgagagettegaccygggacaaaaccatcgeoctgate
atgaacagtagtggcagtaceggattgcccaagggoegtageoctacegcaccgcaccgettgtgt
ccgattcagtcatgcccgegaceccatetteggcaaccagatcatecccgacacecgectatectea
gegtggtgcecatttecaccacggettecggecatgttcaccacgetgggetacttgatotgeggettt
cgggtcgtgctcatgtaccygcttecgaggaggagctattcttgegecagettgcaagactataagat
tcaatctgccectygctggtgcccacactatttagettcttecgctaagagcactectcatcgacaagt

acgacctaagcaacttgcacgagatcgccageggocggggecgecgctcagcaaggaggtaggtgag
geogtggocaaacgettoccacctaccaggecatecgecagggctacggectgacagaaacaaccaqg
cgccattctgatcacccccgaaggggacgacaagectggcgeagtaggcaaggtggtgececttet
tcgaggectaaggtggtggacttggacaccggtaagacactgggtgtgaaccagecgecggegagety
tgcgteocgtggececatgatcatgagoggectacgttaacaacceocgaggctacaaacgcteteat
cgacaaggacggoetggctgecacageggegacatecgoctactgggacgaggacgagcacttcttea
tcgtggaccyggctgaagagecctgatcaaatacaagggcectaccaggtagccecagecgaactggay
agcatcctgctgcaacacceccaacatettecgacgeccggggtoegeecggectgeccgacgacgatge
cggcgagetgccogecgcagtegtegtgectggaacacggtaaaaccatgaccgagaaggagateyg
tggactatgtggccagccaggttacaaccgccaagaagectgogeggtggtgttgtgttocgtggac
gaggtgcctaaaggactgaccggcaagttggacgcccgraagatccgegagattctcattaagge
caagaagggcggcaagatcgeocgtt

SEQ ID NO: 29 (proteina Luc2)

medaknikkgpapfypledgtageglhkamkryalvegtiaftdahievdityaeyfemsvrlae
amkryglntnhrivvesenslgffmpvlgalfigvavapandiynerel lnsmgisqptvvivsk
kglgkilnvgkklpiliigkiliimdsktdyggfgsmytivtshlppgfneydfvpesfdrdktialil
mnesgstglpkgvalphrtacvrfshardpifgngiipdtailsvvepfhhgfgmfttlgylicgt
rvvimyrfeeelflrslqgdykigsallvptlfsffakstlidkydlsnlheiasggaplskevge
avakrfhlpgirqgygltettsailitpegddkpgavgkvvpfifeakvvdldtgktlgvngrgel
cvrgpmimsgyvnnpeatnalidkdgwlhsgdiaywdedehffivdrlkslikykgygvapaele
gsillghpnifdagvaglpdddagelpaavvvlehgktmtekeivdyvasgvttakklrggvvivd
evpkgltgkldarkireilikakkggkiav

SEQ ID NO: 30 (nucleétido HRL (Renilla humanizada))
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Atggcttccaaggtgtacgacccocogagcaacgcaaacgcatgatcactgggectcagtggtggygce
tcgctgcaagcaaatgaacgtgctggactecttcatcaactactatgattccgagaagcacgccyg
agaacgccgtgatttttctgcatggtaacygctgectecagectacctgtggaggecacgtegtygcct
cacatcgagececcgtggctagatgecatcatcecctgatetgatcggaatgggtaagteccggcaagay
cgggaatggectcatatcgectectggatcactacaagtacctcaccgettggttegagetgctga
accttccaaagaaaatcatctttgtgggccacgactggggggcecttgtctggectttcactactce
tacgagcaccaagacaagatcaaggccatcegteccatgctgagagtgtegtggacgtgatcgadgtc
ctgggacgagtggectgacategaggaggatategecctgatcaagagegaagagggcgagaaaa
tggtgcttgagaataacttecttegtcgagaccatgcteccaagcaagatcatgcggaaactggay
cctgaggagttegetgectacctggagecattcaaggagaaggygcgaggttagacggectacect
ctcctggcctecgcgagatcecctectecgitaagyggaggcaageccgacgtecgtccagattgteccgea
actacaacgcctaccttcgggccagegacgatctgectaagatgttcategagtececgacectgygy
ttecttttocaacgectattgtecgagggagcetaagaagttocctaacaccgagttecgtgaaggtgaa
gggcctcecacttcagccaggaggacgctecagatgaaatgggtaagtacatcaagagettegtgg
agcgcgtgctgaagaacgagcag

SEQ ID NO: 31 (proteina HRL (Renilla humanizada))

MASKVYDPEQRERMITGPOWWARCKOMNVLDSFINYYDSEKHAENAVIFLHGNAASSYLWRHVVE
HIEPVARCIIPDLIGMGKSGKSGNGSYRLLDHYKYLTAWFELLNLPRKKIIFVGHDWGACLAFHYS
YEHQDKIKAIVHAESVVDVIESWDEWPDIEEDIALIKSEEGEKMVLENNFFVETMLPSKIMRKLE
PEEFAAYLEPFREKGEVRRPTLSWPREIPLVKGGKPDVVQIVRNYNAYLRASDDLPEMFIESDPG
FESNAIVEGAKKEFPNTEFVEVEGLHFSQOEDAPDEMGKY IKSFVERVLENEQ

SEQ ID NO: 32 (nucledétido de fusion tipo sandwich Id-HRL-HT7)
atgcttggtctgtcggagcaaagegtgtecatctegegectgegectgggacgogectgecocgectt
goctggacgagcagcaggtgaacgtcoctygctoctacgacatgaacggctygctactcacgecctcaagy

agctggtgcccaccctgecccagaaccgraaagtgagcaaggtggagatcctgecagecatgtaate
gactacatcagggacctgcagcectggagctgaactecggagtctgaagtcgggaccaccggaggeccy
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gggactgcecctgtoogegecceccygectcagecacoctgaacggegagatcagtgeettggeggeccgagy
cggcatgtgttccagccgacgatcgcatecttgtgtegegttitectcttgagaatectttattttcag
gcgtctggaggtggtggecggagegatcgecatggetteccaaggtgtacgacececgagcaacgcaa
acgcatgatcactgggecctecagtggtgggetegetgcaagecaaatgaacgtgetggactecttea
tcaactactatgattcoccgagaagcacgeccgagaacgcececgtgatttttetgecatggtaacgetgcee
tccagctacctgtggaggcacgtegtgectcacatcgageccgtggectagatgeatcatcectga
tctgatcggaatgggtaagtccyggraagagogggaatggectecatatecgectectggatcactaca
agtacctcaccygcttggttcgagetgectgaacctticcaaagaaaatcatetttgtgggccacgac
tggggggcttgtctggectttcactactectacgagecaccaagacaagatcaaggeccategtcea
tgctgagagtgtegtggacgtgatcgagtectgggacgagtggectgacatcgaggaggatatceyg
ccctgatcaagagocgaagagggcgagaaaatggtgettgagaataacttettegtegagaccatyg
ctcccaagraagatcatgoggaaactggagectgaggagticgetgectacctggagecattcaa
ggagaagggcecgaggttagacggectaccecctotectggectegegagatcecectectegttaagggayg
gcaagococgacgtogtecagattgtccgraactacaacgectaccttegggecagegacgatctg
cctaagatgttcatcgagtecgaccctgggttettttecaacgectattgtcgagggagetaagaa
gttcectaacaccgagttcgtgaaggtgaagggectccacttcagecaggaggacgetecagatyg
aaatgggtaagtacatcaagagcttcgtggagegegtgctgaagaacgagcaggtttctectcgag
ccaaccactgaggatctgtactttcagagcgataacgatggatccgaaatcggtactggctttee
attcgaccccocattatgtggaagtectgggcgagegecatgcactacgtegatgttggtecgcgeg
atggcacccctygtgectgttectgecacggtaacecgacectectectacgtgtggegcaacatcate
ccgeatgttgcaccgacccategetgecattgeteccagacctgatcggtatgggeaaatccgacaa
accagacctgggttatttcttcgacgaccacgteccgecttcatggatgecttcatcgaagecctgyg
gtctggaagaggtcgtectggtcattcacgactggggctecocgctectgggtttccactgggeccaag
cgcaatccagagcgcgtcaaaggtattgcatttatggagttcateccgecctateccgacctggga
cgaatggccagaatttgcccgcgagaccttccaggecttcecgeaccaccgacgteggecgcaage
tgatcatcgatcagaacgtttttategagggtacgectgecgatgggtgtegtecgeeccgectgact
gaagtcogagatggaccattaccgogageegttectgaatecctgttgaccgcgagecactgtggeg
cttcccaaacgagctgeccaatcgoccggtgagecagegaacatcgtecgegetggtcgaagaataca
tggactggctgcaccagtceccectgtoccgaagetgectgttectggggcaccecccaggegttectgate
ccaccggccgaagccygctegectggoecaaaagectgectaactgcaaggectgtggacateggeee
gggtctgaatctgctgcaagaagacaaccoggacctgatecggcagecgagatcgegegetggctgt
ctactctggagatttcoccgygt

SEQ ID NO: 33 (proteina de fusion tipo sandwich Id-HRL-HT7)

MLGLSEQSVSISRCAGTRLPALLDEQOVNVLLYDMNGCY SRLEELVPTLPONREVSKVEILOHVI
DYIRDLOLELNSESEVGTITGGRGLPVRAPLSTLNGEISALAAEAACVPADDRILCEVSLENLYFQ
ASGGGGGATAMASKVYDPEQRKRMI TGPOWWARCKOMNVIDSFINYYDSEKHAENAVIFLHGNAA
SSYLWRHAVVPHIEPVARCIIPDLIGMGKSGRKSGNGSYRLLDHYKY LTAWFELLNLPKKIIEFVGHD
WGACLAFHYSYEHODKIKAIVHAESYVDVIESWDEWPDIEEDIAL IKSEEGEKMYVLENNEFEVETM
LPSKIMRKLEPEEFARAYILEPFKEKGEVRRPTLSWPRETPLVKGGKPDVVQIVRNYNAYTLRASDDL
PEKMFIESDPGFFSNAIVEGAKKFPNTEFVEVKGLHFSQEDAPDEMGKY IKSFVERVLKNEQVSLE
PTTEDLYFQSDNDGSEIGTGFPFDPHYVEVLGERMHYVDVGPRDGTFVLFLHGNPTSSYVWRNI T
PHVAPTHRCIAPDLIGMGKSDKPDLGYFFDDHVRFMDAF TEALGLEEVVLVIHDWGSATLGFHWAK
RNPERVKGIAFMEFIRPIPTWDEWPEFARETFQAFRTTDVGRELIIDONVEFIEGTLPMGVVRFELT
EVEMDHYREPFLNPVDREPLWRFPNELPIAGEPANIVALVEEYMDWLHOSPVPRKLLFWGTPGVLI
PPAEAARLAKSLPNCKAVDIGPGLNLLOEDNPDLIGSEIARWLSTLEISG

SEQ ID NO: 34 (nucleétido de fusion 8A3-HT7)
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atggtgattacattggaggatttegttggagactggcggcagacagetggatacaaccaagatca
agtgttagaacaaggaggagtgtctagtoetgttcrcaaaagectgggagtgtcaatcaccocaatcce
agaaaattgtgctgtctggggagaatgggttaaaaattgatattcatgtcatcatcecttacygag
ggactcagtggttttcaaatgggtctgattgaaatgatcttcaaagttgtttacccagtggatga
tcatcatttcaaggttattctccattatggtacactegttattgacggtgtgacaccaaacatga

ttgactactttggacgcceccecttacgagggaattgctgtgtttgacggraagaagatcacagttact
ggaactctgtggaacggcaacaagatcattgatgagegectgatcaacccagatggttcactoect
cttcecgegttactatcaatggagtcaccggatggecgectttygecgagegtattecttgecggatate
tcgagcecaaccactgaggatctgtacttitcagagegataacgatggatccgaaateggtactgge
Ltteccattegacceeecattatgtggaagtectgggcgagegecatgcactacgtegatgttggtec
geogcgatggcaccectgtgectgttectgecacyggtaacccgacctectectacgtgtggegcaaca
tcatccececgecatgttgraccgacccategetgecattgectecagacctgateggtatgggeaaatoc
gacaaaccagacctgggttatttctitcgacgaccacgtecgcttcatggatgecttcategaage
cctgggtcectggaagaggtegtocctggtcattcacgactggggctecgetetgggttteccactggyg
ccaagcgcaatccagagocgocgtcaaaggtattgcatttatggagttecateegecctatecegacc
tgggacgaatggccagaatttgeccgegagaccttccaggecttecocgecaccaccgacgteggecy
caagctgatcatcgatcagaacgtttttatcgagggtacgetgecgatgggtgtegtececgeccege
tgactgaagtcgagatggaccattaccgcgagecgttectgaatectgttgacegcgagecacty
tggcgctteccaaacgagctygccaatcgeoggtgagecagcgaacategtegegectggtegaaga
atacatggactggctgcaccagtecoctgtecccgaagetgctgtictggggecacececcaggegtte
tgatcccaccggcecgaagecgctegectggecaaaagectgectaactgcaaggctgtggacate
ggccogggtetgaatctgetgraagaagacaaccoggacotgatcggcagcgagatogeygeygcty
gectgtectactctggagatttccggt

SEQ ID NO: 35 (proteina de fusiéon 8A3-HT7)

MVITLEDEVGDWROTAGYNOQDOVLEQGGVSSLEFQRKLGVSITPIOKIVLSGENGLKIDIHVIIFYE
GLSGFOMGLIEMIFRVVY PVDDHEFKVILHYGTLVIDGVTFPNMIDYFGRPYEGIAVFDGKKITVT
GTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVIGWRLCERILAGYLEPTTEDLYFQSDNDGSEIGTG
FPFDPHYVEVLGERMHYVDVGPRDGTPVLFLHGNPTSSYVWRNIIPHVAPTHRCIAPDLIGMGEKS
DEPDLGYFFDDHVRFMDAFIEALGLEEVVLVIHDWGSALGFHWAKRNPERVEGIAFMEFTIRPIPT
WDEWPEFARETFOQAFRTTDVGRKLI IDONVE IEGT LPMGVVEFPLTEVEMDHYREPFLNPVDREPL
WEFPNELPTAGEPANIVALVEEYMDWLHOSPVPKLLFWGTPGVLI PPAEAARTAKSTLENCKAVDI
GPGLNLLOEDNPDLIGSETARWLSTLEISG

SEQ ID NO: 36 (nucleétido de fusion 9B8-HT7)
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atggtgtttacattggaggatttcgttggagactggcggcagacagetggatacaacctagatca
agtgttagaacaaggaggattgtctagtcectgttccaaaagetgyggagtgtcagtcaccccaatec
agaaaattgtgotgtctggggagaatgggttaaaaattgatattcatgtcatcateccttacgag
ggactcagtggttatcaaatgggtcagattgaaaagatcttcaaagttgtttacccagtggatga
tcatcatttecaaggttattecteccattatggtacactegttattgacggtgtgacaccaaacatga
ttgactactttggacgcccttacgagggaattgctgtgtttgacgygcaagaagatcacagttact
ggaactctgtggaacggcaacaagatcattgatgageygectgatcaacccagatggttcactect
cttceogegttactatcaatggagtcaccgygatggegectttagcgagegtattettgecggatate
tcgagceccaaccactgaggatctgtactttcagagegataacgatggatccgaaateggtactgge
tttccattegacceccattatgtggaagtectgggcgagegcatgecactacgtegatgttggtce
gegegatggecaccectgtgetgtteotgecacyggtaaceegacctectectacgigtggeygcaaca
tcatoccgecatgttgecaccgacccategetgcattgecteccagacctgatecggtatgggecaaatea
gacaaaccagacctgggttatttcttcgacgaccacgtecgettcatggatgectLcatcgaage
cctgggtctggaagaggtogtoctggtecattcacgactggggecteecgetctyggttteccactyggyg
ccaagcgcaatccagagegegtecaaaggtattgecatttatggagttecatecgceectateececgace
tgggacgaatggccagaatttgeeccgcgagacettccaggecttecgecaccaccgacgtecggecyg
caagctgatcatcgatcagaacgtttttatcgagggtacgectgccgatgyggtgtegtecgecege
tgactgaagtcgagatggaccattacegegagecgttcctgaatecctgttgacegegagecacty
tggcgctteccaaacgagetgccaatecgecgygtgagecagegaacategtegegetggtegaaga
atacatggactggctgcaccagtcecccectgtececgaagectgectgttetggggecaccccaggegtte
tgatcccaccggceccgaagecgetecgectggeccaaaagectgectaactgecaaggectgtggacate
ggccocgggtectgaatctgetgraagaagacaaccocggacoctgatecggecagcgagategegegetyg
gctgtctactctggagatttccggt

SEQ ID NO: 37 (proteina de fusién 9B8-HT7)

MVEFTLEDEFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGLSSLEQKLGVSYVTPIQKIVLSGENGLKIDIHVIIFYE
GL3GYQMGQIEKIFKVVYPVDDHHEFEVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKEITVT
GTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVITINGVTIGWRLCERILAGYLEPTTEDLYFQSDNDGSEIGTG
FPFDPHYVEVLGERMHYVDVGPRDGTPVLELHGNPTSSYVYWRNIIPHVAPTHRCIAPDLIGMGKS
DEKPDLGYFFDDHVRFMDAFIEALGLEEVVLVIHDWGSALGFHWAKRNPERVEKGIAFMEFIRFIPT
WDEWPEFARETFQAFRTTDVGRELI IDONVEFIEGTLPMGVVRPLTEVEMDHYREPFLNPYVDREPL
WRFPNELPIAGEPANIVALVEEYMDWLHGSPYVPKLLFWGTPGVLIPPAEAARLAKST PNCKAVDI
GPGLNLLOEDNPDLIGSEIARWLSTLEISG

SEQ ID NO: 38 (nucleétido de fusion 9F6-HT7)
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atggtgtttacattggaggatttcgttggagactggcggcagacagectggatacaacctagatca
agtgttagaacaaggaggagtgtctagtctgttccaaaagetgggagtgtcaatcacceccaatee
agaaaattgtgctgtctggggagaatgggttasaaattgatattcatgtcatcatcocttacgag
ggactcagtggttatcaaatgggtcagatigazaagatcticaaagtitgtittacccagtggatga
tcatcatttcaaggttattctecattatggtacactegttattgacggtgtgacaccaaacatga
ttgactactttggacgcecccttacgagggaattgectgtgtttgacggraagaagatcacagttact
ggaactctgtyggaacggcaacaagatcattgatgagecgoctgatcaacccagatggttcactect
cttcecgecgttactatcaatggagtcaccggatggecgectitgegagegtattcttgecggatate
tcgagccaaccactgaggatctgtactttcagagegataacgatggatecgaaateggtactgge
tttcecattcgacceccattatgtggaagtecctgggegagegecatgcactacgtegatgttggtec
gcgcegatggecaccoctgtgetgttoctgecacggtaaccogaccetectectacgtgtggegcaaca
tcatcccocgecatgttgcaccgaccecatecgetgecattgetccagacctgatcggtatgggcaaatce
gacaaaccagacctgggttatttcttcgacgaccacgtccgettcatggatgeccttecatecgaage
cctgggtctggaagaggtcgtectggtcattcacgactggggectecgetctgggttteccactggyg
ccaagcgcaatccagagcgegtcaaaggtattgecatttatggagttcatccgececctatececgace
tgggacgaatggccagaatttgccoegegagaccttecaggecttocgcaccaccgacgteggecy
caagctgatcatcgatcagaacgtttttatcgagggtacgectgecgatgggtgtegtecgececge
tgactgaagtcgagatggaccattaccgegagecgttectgaatectgttgaccgegagecacty
tggcygcttoccaaacgagectgeccaatcgcecggtgagoecagegaacategtegegetggtaegaaga
atacatggactggctgcaccagtccecoctgtccegaagetgetgtictggyggcacecccagygcgtte
tgatcccaccggcacgaagecgctogectggecaaaagectgectaactgecaaggetgtggacate
ggcccgggtectgaatctgetgcaagaagacaacceggacctgatocggcagegagategegegetyg
gctgtctactcectggagatttecggt

SEQ ID NO: 39 ( proteina de fusiéon 9F6-HT7)

MVEFTLEDFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGYSSLEOKLGVSITPIQKIVLSGENGLKIDIHVIIPYE
GL3GYQMGQIEKIFKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVFDGKKITVT
GTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILAGYLEPTTEDLYFOSDNDGSEIGTG
FPFDPHYVEVLGERMHYVDVGPEDGTPVLFLHGNPTSSYVWRNITIPHVAPTHRCIAPDLIGMGKS
DKPDLGYFFDDHVRFMDAFIEALGLEEVVLVIHDWGSALGFHWAKRNPERVKGIAFMEFIRPIPT
WDEWPEFARETEFQAFRTTDVGRKLIIDONVFIEGTLPMGVVRPLTEVEMDHYREPFLNPVDREPL
WRFPNELPITAGEPANIVALVEEYMDWLHOSPVPKLLFWGTPGVLI PPAEAARLAKSLPNCEKAVDI
GPGLNLLOQEDNFDLIGSETARWLSTLEISG

SEQ ID NO: 40 (nucleétido de fusion tipo sandwich 1d-9B8 opt-HT7)

atgcttggtctgtcggagcaaagecgtgteccatctegegectgegetgggacgegectgeccgectt
gctggacgagcagecaggtgaacgtecctgetectacgacatgaacggctgctactcacgcctcaagy
agctggtgoccaccctgccccagaaccgcaaagtgagecaaggtggagatecctgecagecatgtaatce
gactacatcagggacctgcagetggagctgaactecggagtctgaagtcgggaccaccggagygccy
gggactgcctgtceccgcocgeceegetcagcaccctgaacggcgagatcagtgecttggecggccgaygy
cggcatgtgttceccagecgacgategeatcttgtgtecgegtttectettgagaatctttattttcayg
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gecgtcoctggaggtggtggeggagegatecgecatggtgtttacactcgaagatttegtaggggactyg
gecggcagacagecggctacaacctggaccaagtecttgagecagggcggtectgteccagtttgttte
agaaactecggggtgtecgtaacaccgatccaaaagattgtectgageggtgaaaacggoctgaay
atcgacatceccatgtcatcatececgtatgaaggtctgageggectatcagatgggccagatcgaaaa
aatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgattctgcactatggcacac
tggtaatcgacggggttacgcecgaacatgatcgactattticggacggecgtatgaaggcatcgec
gtgttcgacggcaaaaagatcactgtaaccgggacectgtggaacggcaacaaaattategacga
gcgcoctgatcaaceecgacggctecctgctgttccgegtaaccatcaacggagtgaccggetygge
ggctgtgcgagegtattottgecggatatctcgagecaaccactgaggatctgtactttcagagco
gataacgatggatccgaaatceggtactggetttccattcocgacceccattatgtggaagtectggy
cgagcgcatgcactacgtcegatgttggtceccgecgegatggcaceecctgtgetgttectgeacggta
acccgacctectectacgtgtggegeaacatcateccgeatgttgcacegacccategetgecatt
gcectccagacctgatecggtatgggcaaateccgacaaaccagacctygggttatttecttegacgacea
cgtcoccocgettcatggatgocttcatecgaagecctgggtctggaagaggtecgtectggtcattcacy
actggggctcocgectctgggttteccactggygccaagegcaatccagagegegtcaaaggtattgea
tttatggagttcatcecgceccocctatececegacctgggacgaatggeccagaatttgeocgegagacctt
ccaggccttccgecaccaccgacgteggccgecaagctgatcategatcagaacgtttttategagy
gtacgctgceccgatgggtgtogtecgeccgetgactgaagtegagatggaccattaccgogagcecy
ttectgaatcctgttgaccgcgageccactgtggocgcttcccaaacgagctgecaatcgcocggtga
gccagcgaacatcgtegegectggtecgaagaatacatggactggectgecaccagtececctgtecega
agctgctgttctggggcaccccaggegttictgatcccaccggecgaagecgetcgectggecaaa
agcctgectaactgcaaggctgtggacateggcccgggtetgaatctgctgcaagaagacaacce
ggacctgatcggcagcgagatcgegecgctggetgtctactetggagatttececggtt

SEQ ID NO: 41 (proteina de fusidn tipo sandwich 1d-9B8 opt-HT7)

MLGLSEQSVSISRCAGTRLPALLDEQOVNVLLYDMNGCY SRLKELVPTLPONRKVSKVEILOHVI
DYIRDLOLELNSESEVGTTGGRGLEFVRAPLSTLNGEI SALAARAACVPADDRILCRYSLENLYEFQ
ASGGGGGATAMVETLEDEFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGLS SLFORKLGVSVIPIQKIVLSGENGLK
IDIHVIIPYEGLSGYQMGQIEKIFKVVYPVDDHHFEVILHYGTLYIDGVIPNMIDYFGRPYEGIA
VEDGKKITVTIGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILAGYLEPTTEDLYFQS
DNDGSEIGTGFPFDFHYVEVLGERMHYVDVGPRDGTPVLELHGNPTSSYVWRNI I PHVAFPTHRCI
APPLIGMGKSDKPDLGYFFDDHYRFMDAFIEALGLEEVVLVIHDWGSALGEFHWARRNPERVEGIA
FMEFIRPIPTWDEWFEFARETFQAFRTTDVGRELI IDONVFIEGTLFMGYVRFLTEVEMDHYREP
FLNPVDREPLWRFPNELPIAGEPANIVALVEEYMDWLHOS PVPKLLFWGTPGVLIPPAEAARLAK
SLPNCEKAVDIGPGLNLLOEDNPDLIGSEIARWLSTLEISG

SEQ ID NO: 42 (nucleoétido 9B8 opt+K33N)

Atggtgtttacactcgaagatttocgtaggggactggcggcagacageccggoctacaacctggacca
agtccttgagcagggcggtctgtoccagtttgtttcagaatctecggggtgtocogtaacaccgatec
aaaagattgtcctgagcggtgaaaacggcctgaagatcgacatccatgtecatcatececgtatgaa
ggtctgageggctatcagatgggceccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtacectgtggatga
tcatcactttaaggtgattctgcactatggcacactggtaatecgacggggttacgecgaacatga
tcgactatttcggacggececgtatgaaggcategecgtgttcgacggecaaaaagatcactgtaace
gggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagecgectgatcaaceccgacggectecctget
gttceccgegtaaccatcaacggagtgaccggctggeggctgtgegagegecattttggeg

SEQ ID NO: 43 (proteina 9B8 opt+K33N)
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MVFTLEDEVGDWROTAGYNLDOVLEQGGLSSLEFONLGVSVTPIQKIVLSGENGLKIDIHVIIFYE
GLSGYOMGOIEKIFRKVVY PYDDHHFRVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGEKRKITVT
GTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTIGWRLCERILA

SEQ ID NO: 44 (nucleétido QC27-HT7)

atggtgtttacattggaggatttcgttggagactggecggcagacagectggatacaacctagatca
agtgttagaacaaggaggattgtctagtctgttccaaaagctgggagtgtcagtcaccccaatce
agaaaattgtgctgtctggggagaatygggttaaaaattgatattcatgtcatcatececcttacgayg
ggactcagtggttttcaaatgggtctgattgaaatgatcttcaaagttgtttacccagtggatga
tcatcatttcaagattattcaccattatggtacactecgttattgacyggtgtgacaccaaacatga
ttgacttotttggacgeccttacgagggaattgetgtgtttgacggcaagaagatcacagttact
ggaactotgtggaacggcaacaagatcattgatgagoegectgatcaacccagatggttcactect
ctteccecgegttactatcaatggagtcaccggatggegecctttgegagegtattcttgeccggatate
tcgagccaaccactgaggatectgtactttcagagcgataacgatggatccgaaatecggtactgge
tttccattogaccocccattatgtggaagtcecctgggcgagegecatgecactacgtegatgttggtece
gecgcgatggecaccectgtgetgttectgcacggtaaceccgacctcctectacgtgtggcgcaaca
tcatccogeatgttgecaccgacccategetgeattygcteccagacctgateggtatgggecaaatece
gacaaaccagacctgggttatttcttecgacgaccacgteccgecttcatggatgecttecategaagce
cctgggtctggaagaggtcgtectggtcattcacgactggggctecgetctgggtttccactgygyg
ccaagcgoaatccagagegegtecaaaggtattgecatttatggagttcatecgoecctateccgace
tgggacgaatggccagaatttgeccgegagaccttccaggecttococgecaccaccgacgteggecy
caagctgatcatcgatcagaacgtttttatecgagggtacgectgocgatgggtgtecgtcegecege
tgactgaagtcgagatggaccattaccgegagecgttectgaatectgttgacegegagecactyg
tggcgcttcoccaaacgagctygeccaategecggtgageccagegaacategtegegectggtecgaaga
atacatggactggctgcaccagtccectgteccgaagetgetgttctggggraccccaggegttc
tgatcccaccyggecgaagecygetegectggecaaaagectgectaactgeaaggctgtggacate
ggcccgggtectgaatotgoctgecaagaagacaaccecggacctgatogygcagegagatcgegogety
gctgtcectactctggagatttceggat

SEQ ID NO: 45 (proteina QC27-HT7)

MVFTLEDEVGDWROTAGYNLDQVLEQGGLSSLFOKLGVSVTPIQRKIVLSGENGLKIDIHVIIPYE
GLSGFOMGLIEMIFKVVYPVDDHHFKITHHYGTLVIDGVTPNMIDFFGRPYEGIAVFDGEKITVT
GTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVIINGVIGWRLCERILAGYLEFTTEDLYFOSDNDGSEIGTG
FPFDPHYVEVLGERMHYVDVGPRDGTPVLFLHGNPTSSYVWRNI IPHVAPTHRCTIAPDLIGMGKS
DEKPDLGYEFEFDDHVREFMDAFIEALGLEEVVLVIHDRWGSALGFHWAKRNPERVEKGIAFMEFIRPIFPT
WDEWPEFARETFQAFRTTDVGRKLIIDONVE IEGTLPMGVVRPLTEVEMDHYREPFLNPVDREPL
WRFFNELPIAGEPANIVALVEEYMDWLHQSPVPKLLEWGTPGVLIPPAEAARLAKSLPNCKAVDI
GPGLNLLOEDNPDLIGSELARWLSTLEISG

SEQ ID NO: 46 (8F2)

atggtgtttacattggaggatticgttggagactggcggcagacagectggatacaaccaagatca
agtgttagaacaaggaggagtgtctagtctgttccaaaagctgggagtgtcagtcaccecaatee
agaaaattgtgctgtctggggagaatgggttaaaaattgatattcatgtcatcatececcttacgayg
ggactcagtggttttcaaatgggtctgattgaaatgatcttcaaagttygtttacccagtggatyga
tcatcatttcaaggttattctceccattatggtacactocgttattgacggtgtgacaccaaacatga
ttgactactttggacgeccttacgagggaattgetgtgtttgacggcaagaagatcacagttact
ggaactctgtggaacggcaacaagatcattgatgagcgcectgatcaacccagatggttcactect
ctteccecgegttactatcaatggagtcaccggatggegectttgegagegtattcttygee

SEQ ID NO: 47 (proteina 8F2)
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MVETLEDEFVGDWROTAGYNOQDOVLEOGGVSSLEFOKLGVSVTPIQKIVLSGENGLKIDIHVIIPYE
GLSGFOMGLIEMIFKVVY PYDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVFDGEKITVT
GTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVIGWRLCERILA

SEQ ID NO: 48 (nucleétido IV-HT7)

atggtgtttacattggaggatttecgttggagactggcyggcagacagectggatacaaccaagatca
agtgttagaacaaggaggattogtctagtcectgttoccaaaagectgggagtgtcagtcaceccaateo
agaaaattgtgctgtctggggagaatgggttaaaaattgatattcatgtcatcateccttacgag

ggactcagtggttttcaaatgggtctgattgaaatgatcttcaaagttgtttacccagtggatyga
tcatcatttcaaggttattctccattatggtacactocgttattgacggtgtgacaccaaacatga
ttgactactttggacgececttacgagggaattgetgtgtttgacggcaagaagatcacagttact
ggaactctgtggaacggcaacaagatcattgatgagoegecctgatcaacccagatggttcactect
cttccgcgttactatcaatggagtcaccggatggcgectttgecgagegtattecttgecggatatc
tcgagceccaaccactgaggatcoctgtacttticagagegataacgatggatecgaaateggtactgge
tttccattcgacceccattatgtggaagtectgggcgagegcatgecactacgtecgatgttggtec
gcgcgatggecacccocctgtgectgttecctgecacggtaaccegacctectectacgtgtggecgeaaca
tcatccogecatgttgraccegacccategctgcattgetccagacectgatecggtatgggeaaatee
gacaaaccagacctgggttatttcttcgacgaccacgteccgettecatggatgecttcategaage
cctgggtctggaagaggtegtectggtcattcacgactggggecteccgetctgggtttecactggg
ccaagcgcaatccagagcecgegtcaaaggtattgecatttatggagttcatccgeocctateccgace
tgggacgaatggccagaatttgoccgcgagaccttccaggceccttoccgcaccaccgacygtaggecyg
caagctgatcatcgatcagaacgtttttatcgagggtacgctgecgatgggtgtegteegeccygc
tgactgaagtcgagatggaccattaccgegagecgttectgaatectgttgacecygegagecactyg
tggcgcecttcccaaacgagctgccaategecggtgagecagcgaacatcgtocgegectggtcgaaga
atacatggactggctgcaccagtccecctgteccgaagetgetgttctggggcaccoccaggegtte
tgatcccaccgygccgaagcecygctegectyggecaaaagectygectaactgcaagygctgtggacatc
ggcccecggogtetgaatcectgctgcaagaagacaaccceggacctgatecggecagecgagategegegetg
gectgtctactectggagatttecggt

SEQ ID NO: 49 (proteina IV-HT7)

MVFPTLEDEYGDWROQTAGYNODOVLEQGGLSSLEFQKLGVSVTPIQKIVLSGENGLKIDIHVIIEYE
GLSGFOMGLIEMIFKVVY PVDDHHFRKVILHYGTLVIDGVTPNMIDY FGRPYEGIAVEFDGKEITVT
GTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVIGWRLCERILAGYLEPTTEDLY FQSDNDGSELIGTG
FPFDPHYVEVLGERMHYVDVGPRDGTPVLFLHGNPTSSYVWRNIIPHVAPTHRCIAPDL IGMGKS
DEKPDLGYFFDDHVRFMDAF IEALGLEEVVLVIHDWGSALGFHWAKRNPERVEGIAFMEFIRFIPT
WDEWPEFARETFQAFRTTDVGRKLIIDONVE IEGTLPMGVVRPLTEVEMDHYREFPFLNFVDREPL
WRFPNELPIAGEPANIVALVEEYMDWLHOSPVPKLLFWGTPGVLIPPAEAARLAKSLPNCKAVDIT
GPGLNLLOEDNPDLIGSEIARWLSTLEISG

SEQ ID NO: 50 (nucleétido 8F2-HT7)
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atggtgtttacattggaggatttcgttggagactggecggcagacagetggatacaaccaagatca
agtgttagaacaaggaggagtgtctagtctgttcrcaaaagectgggagtgtcagtcacccoccaatec
agaaaattgtgctgtctggggagaatgggttaaaaattgatattcatgtcatcatcececttacgayg
ggactcagtggttttcaaatgggtctgattgaaatgatcttcaaagttgtttacccagtggatga
tcatcatttcaaggttattctccattatggtacactecgttattgacggtgtgacaccaaacatga
ttgactactttggacgeccttacgagggaattgectgtgtttgacyggcaagaagatcacagttact
ggaactctgtggaacggcaacaagatcattgatgagegectgatcaacccagatggttcactect
cttceogegttactatcaatggagtcaccggatggegectttgecgagegtattecttgecggatate
tcgagceccaaccactgaggatctgtactttcagagecgataacgatggatecgaaatecggtactgge
tttccattegacecoccattatgtggaagtectgggegagegcatgeactacgtegatgttggtec
gcgogatggecaccectgtgetgttecectgeacyggtaacccgacctectectacgtgtggegeaaca
tcatccecgecatgttgcaccgacccategetgecattgetecagacctgateggtatgggcaaatce
gacaaaccagacctgggttatttcttcgacgaccacgtecgettecatggatgectticatecgaage
cctgggtctggaagaggtoegtcctggtcattcacgactggggctecgctectgggtttccactggy
ccaagcgcaatccagagcgegtcaaaggtattgcatttatggagttecatecocgeectatcecgace
tgggacgaatggccagaatttgceccegegagaccttocaggectteecgeaccaccgacgteggeag
caagctgatcatcgatcagaacgtttttatcecgagggtacgectgecgatgyggtgtegteccgececcge
tgactgaagtocgagatggaccattaccecgegagecgttectgaatectgttgacegoegagecactyg
tggcgcttecccaaacgagctgoccaatecgocggtgagecagegaacatcgtecgegotggtecgaaga
atacatggactggctgcaccagtcccctgtccegaagectgetgttectggggecaccccaggecgtta
tgatcccaccggecgaagecgetogoctggecaaaagectgoctaactgcaaggctgtggacate

ggcccgggtctgaatctgetgraagaagacaacceggacctgateggcagegagatecgegegety
getgtctactectggagatttcoggt

SEQ ID NO: 51 (proteina 8F2-HT7)

MVFTLEDFVGDWROTAGYNQDOVLEQGGVSSLEQKLGVSVIPIQKIVLSGENGLKIDTIHVITPRPYE
GLSGFOMGLIEMIFKVVY PVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVFDGKKITVT
GTLWNGNKIIDERLINPDGSLLEFRVTINGVTGWRLCERILAGYLEPTTEDLYFOSDNDGSEIGTG
FPFDPHYVEVLGERMHYVDVGPRDGTPVLFLHGNPTS SYVWRENITIPHVAPTHRCIAPDLIGHMGES
DKPFDLGYFFDDHEHVRFMDAFIEALGLEEVVLVIHDWGSALGFHWAKRNPERVRGIAFMEFIRPIFT
WDEWPEFARETFQAFRTTDVGRKLIIDONVFIEGTLPMGVVRPLTEVEMDHYREPFLNPYVDREPL
WRFPNELPIAGEPANIVALVEEYMDWLHQSPVPKLLEFWGTPGVLIPPAEAARLAKSLPNCKAVDI
GPGLNLLOEDNPDLIGSEIARWLSTLEISG

SEQ ID NO: 52 (nucleétido 15C1-HT7)
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atggtgtttacattgaaggatttcgttggagactggcggcagacagectggatacaaccaagatca
agtgttagaacaaggaggattgtctagtctgttccaaaatctgggagtgtcagtcacceccaates
agaaaattgtgctgtctggygagaatgyggttaaaaattgatattcatgtecatcatceccttacgayg
ggactcagtggttatcaaatgggtcagatigazaagatcticaaagtitgtittacccagtggatga
tcatcatttcaaggttattctecattatggtacactegttattgacggtgtgacaccaaacatga
ttgactactttggacgcccttacgagggaattgectgtgtttgacggcaagaagatcacagttact
ggaactctgtyggaacggcaacaagatcattgatgagecgoctgatcaacceccagatggttcactect
cttcecgecgttactatcaatggagtcaccggatggecgectitgegagegtattcttgecggatate
tcgagccaaccactgaggatetgtactttcagagegataacgatggatecgaaateggtactgge
tttcecattcgacceccattatgtggaagtecctgggegagegecatgcactacgtegatgttggtec
gcgcgatggecaccectgtgotgttecctgecacggtaaccegacetectectacgtgtggcgecaaca
tcatcccocgecatgttgcaccgaccecatecgetgecattgetccagacctgatcggtatgggcaaatcec
gacaaaccagacctgggttatttcttcgacgaccacgtccgettcatggatgeccttecatecgaage
coctgggtctggaagaggtcgtectggtecattcacgactggggetocgectectgggttteccactgygy
ccaagcgcaatccagagcgegtcaaaggtattgecatttatggagttcatccgececctatececgace
tgggacgaatggccagaatttgeccgegagaccttecaggecttecgcaccaccgacgteggecy
caagctgatcatcgatcagaacgtttttatcgagggtacgetgecgatgggtgtecgteccgeocege
tgactgaagtcgagatggaccattaccgegagecgttectgaatectgttgaccgegagecacty
tggcygcttoccaaacgagectgecaatecgecocggtgagaecagegaacategtecgegetggtegaaga
atacatggactggctgcaccagtcceoctgteccgaagetgctgttoctggggocacceccaggegtte
tgatcccaccggccgaagecgectegectggecaaaagectgectaactgecaaggetgtggacate
ggcccgggtctgaatctgotgcaagaagacaacccggacctgatcggcagocgagatecgegegetyg
gctgtctactectggagatttecggt

SEQ ID NO: 53 (proteina 15C1-HT7)

MVETLEDEVGDWRQTAGYNODOVLEQGGLSSLEFONLGVSVTPIOKIVLSGENGLKIDIHVIIFYER
GLSGYQMGOIEKIFKVVYPVDDHEFKVILHYGTLVIDGVIPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKITVT
GTLWNGNKIIDERLINPDGSLLEFRVTINGVIGWRLCERILAGYLEPTTEDLYFQSDNDGSEIGTG
FPFDPHYVEVLGERMHYVDVGPRDGTPVLELHGNPTSSYVWRNIIPHVAPTHRCIAPDLIGMGKS
DKPDLGYFEFDDHVRFMDAFIEALGLEEVVLVIHDWGSALGFHWAKPNPERVEGIAFMEFIRPIPT
WDEWPEFARETFQAFRTTDVGREKLIIDONVEIEGTLPMGYVVRPLTEVEMDHYREPFINPVDREPL
WRFPNELPIAGEPANIVALVEEYMDWLHOSPVPKLLEWGTPGVLI PPAEAARLAKSLPNCKAVDI
GPGLNLLOEDNPDLIGSETARWLSTLEISG

SEQ ID NO: 54 (Péptido de seiial de secrecion OglLuc) Oplophorus gracilirostris

atggcttactccacactgttcatcattgetctcacagecgtegtaacacaagectecteccacaca
gaaaagcaacctgaca

SEQ ID NO: 55 (nucledtido de fusion tipo sandwich Id-C1A4E-HT7)
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atgcttggtctgtcggagcaaagecgtgteccatcteogegectgegctgggacgcgectgeccoccgectt
gctggacgagcagcaggtgaacgtectgectctacgacatgaacggctgctactcacgectcaagy
agctggtgcoccaccctgecoccagaaccgcaaagtgagcaaggtggagatectgecagecatgtaate
gactacatcagggacctgcagetggagctgaacteggagtctgaagtogggaccaccggaggecyg
gggactgcctgtoocgogeoccgctocagecacoctgaacggocgagatcagtgocttggecggecgagyg
cggcatgtgttccagecgacygatecgecatcttgtygtegegtttectecttgagaatctttattttcag
gcgtetggaggtggtggeggagegategecatggtgtttacattggaggatttegttggagacty
goggcagacagctggatacaaccaagatcaagtgttagaacaaggaggattgtetagtetgttece
aaaagctgggagtgtcagtcacccocaateccagaaaattgtgetgtctggggagaatgggttaaaa
tttgatattcatgtcatcatceccttacgagggactcagtggttttcaaatgggtctgattgaaat
gatcttcaaagttgtttacccagtggatgatcatcatttcaagattattcteccattatggtacac
tcgttattgacggtgtgacaccaaacatgattgactactttggacgececttacgagggaattget
gtgtttgacggcaagaagatcacagttactggaactectgtggaacggcaacaagatcattgatga
gcgecectgatcaacccagatggtticactectcttecgegttactatcaatggagtcaccggatgge
gecectttgoegagegtattecttgecggatctectogageccaaccactgaggatctgtactttcagaygc
gataacgatggatceccgaaatcggtactggetttcecattcgacceccceccattatgtggaagtectggg
cgagcgcatgcactacgtcgatgttggtecgegegatggcacecctgtgctgttecctgecacggta
acccgacctecectectacgtgtggogeaacatcatececogeatgttgocacecgacccategetgecatt
gctccagacctgatcggtatgggcaaatccgacaaaccagacctgggttatttecttcgacgacca
cgtcecgcttecatggatgecttcatcgaagecctgggtctggaagaggtegtecctggtcattcacy
actggggctcececgetctgggtttcocactgggccaagegcaateccagagegogtcaaaggtattgea
tttatggagttcatccecgecectatecogacctgggacgaatggecagaatttgececgecgagacctt
ccaggccttcoccocgraccaccgacgtocggccgrcaagctgatecategatcagaacgtttttategagy
gtacygctgccgatgggtgtegtcecgoeccecgctgactgaagtecgagatggaccattaccygcgagecy
ttecctgaatecectgttgaccgecgagecactgtggegettoccaaacgagectgoecaatecgecggtga
gcoccagcgaacategtegegetggtecgaagaatacatggactggectgecaccagtececctgteeccga
agctgctgttctggggcaccccaggecgttotgatcccaccggocgaagecgetecgectggecaaa
agcctgcctaactgcaaggectgtggacatcggeccgggtctgaatctgectgcaagaagacaaceo
ggacctgatcggcagegagatcgegegetggectgtctactectggagattteccagt

SEQ ID NO: 56 (proteina de fusién tipo sandwich Id-C1A4E-HT7)

MLGLSEQSVSISRCAGTRLPALLDEQOQVNVLLYDMNGCY SRLKELVPTLPONRKVSKVEILQHVI
DYIRDLQLELNSESEVGTTGGRGLPVRAPLSTLNGEISALAAEAACVPADDRILCRVSLENLYFQ
ASGGGGGAIAMVEFTLEDEVGDWRQTAGYNQDOQVLEQGGLSSLEQKLGVSVITPIQKIVLSGENGLK
FDIHVIIPYEGLSGFOMGLIEMIFKVVYPVDDHHFKIILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIA
VEDGKKITVTGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILAGSLEPTTEDLYFQS
DNDGSEIGTGFPFDPHYVEVLGERMHYVDVGPRDGTPVLFLHGNPTSSYVWRNIIPHVAPTHRCI
APDLIGMGKSDKPDLGYFEFDDHVRFMDAFIEALGLEEVVLVIHDWGSALGFHWAKRNPERVKGIA
FMEFIRPIPTWDEWPEFARETFOAFRTTDVGRKLIIDONVEFIEGTLPMGVVRPLTEVEMDHYREP
FLNPVDREPLWRFPNELPTAGEPANIVALVEEYMDWLHQSPVPKLLFWGTPGVLIPPAEAARLAK
SLPNCKAVDIGPGLNLLQEDNPDLIGSEIARWLSTLEISG

SEQ ID NO: 57 (nucleétido de fusion tipo sandwich Id-1V-HT7)
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atgecttggtoctgteggagecaaagegtgtcoccatetegegctgegetgggacgcgoctgeceygectt
gctggacgagragecaggtgaacgtcectgetetacgacatgaacggetgectactecacgectecaagyg
agcectggtgceccacectgecccagaaccgcaaagtgagcaaggtggagatectgcageatgtaate
gactacatcagggacctgcagctggagctgaactoggagtectgaagtocgggaccaceggaggccy
gggactgcctgtoccocgegecccgectcagraccectgaacggcgagatcagtgecttggeggececgagyg
cggcatgtgtteccagecgacgatecgecatecttgtgtecgegtttectettgagaatctttatttteag
gecgtectggaggtggtggcggagcegategccatggtgtttacattggaggatttegttggagactyg
gcggcagacagctggatacaaccaagatcaagtgttagaacaaggaggattgtctagtctgtteo
aaaagctgggagtgtcagtcaccccaatccagaaaattgtgctgtctggggagaatgggttaaaa
attgatattcatgtcatcatceccttacgagggactcagtggttttcaaatgggtctgattgaaat

gatcttcaaagttgtttacccagtggatgatcatcatttcaaggttattcteccattatggtacac
tecgttattgacggtgtgacaccaaacatgattgactactttggacgceccttacgagggaattget
gtgtttgacggcaagaagatcacagttactggaactctgtggaacggcaacaagatcattgatga
gegecoctgatcaacccagatggttecactectetteocgegttactatecaatggagtcaccggatgge
geccectttgegagegtatteottgecegtttotetegagecaaccactgaggatectgtactttecagage
gataacgatggatccgaaatcggtactggettticcattegaceccecattatgtggaagtectgygy
cgagcogcatgcactacgtcecgatgttggtocgecygocgatggcaccecctgtgectgttecctgcacggta
acccgacctectectacgtgtggegeaacatcatcocegeatgttgecaccgaccecatecgetgeatt
gcoctcoccagacctgatceggtatgggcaaatccgacaaaccagacctgggttatttettcgacgacca
cgtccgcectteocatggatgecttocatcgaageecctgggtctggaagaggtecgtectggtecattecacy
actggggctccocgctetgggttteccactggygccaagogcaateccagagegegtcaaaggtattgea
tttatggagttcatccgecectatececcgacctgggacgaatggecagaatttgcoccgegagaccett
ccaggccttococgeaccaccgacgtecggcecgcaagetgatcatecgatcagaacgtttttatcgagg
gtacgctgccgatgggtgtegtecgeccgetgactgaagtecgagatggaccattaccgegagecy
ttecctgaatocctgttgaccgegagecactgtggegettcoccasaacgagetgeccaategeecggtga
gccagcgaacatcgtcgogetggtcgaagaatacatggactggectgecaccagtecectgtececga
agctgctgttctggggcacceccaggegttctgateccaccggccgaagecgectegectggecaaa
agcctgectaactgcaaggctgtggacatecggeccgggtoctgaatctgectgcaagaagacaacce
ggacctgatcggcagcgagatcgegegctggetgtctactectggagattteceggt

SEQ ID NO: 58 (proteina de fusion tipo sandwich Id-IV-HT7)

MLGLSEQSVSISRCAGTRLPALLDEQOVNVLLYDMNGCY SRLEELVPTLFONREVSKVETLOHVI
DY IRDLOQLELNSESEVGTTGGRGLPVRAPLSTLNGEISALAAEAACVPADDRILCRVSLENLYFQ
ASGGGGGAIAMVETLEDEVGDWROTAGYNOQDOVLEQGGLSSLEQRKLGVSVTPIOKIVLSGENGLK
IDIHVIIPYEGLSGFOMGLIEMIFKVVYPVDDHHFRKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIA
VEDGRRITVTIGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLEFRVT INGVTGWRLCERILAVSLEPTTEDLY F'QS
DNDGESEIGTGFPFDFHYVEVLGERMHY VDVGPRDGTPVLELHGNEPTSSYVWRNI IPHVAPTHRCI
APDLIGMGESDKPDLGYFI'DDHVRIFMDAF IEALGLEEVVLVIHDWGSALGIPHWAKRNPERVEGIA
FMEFIRPIPTWDEWFEFARETFQAFRTTDVGREKLI IDONVFIEGTLPMGVVRPLTEVEMDHYREP
FLNPVDREPLWRFPNELPIAGEPANIVALVEEYMDWLHOSPVPKLLFWGTPGVLIPPAEAARLAK
SLPNCEAVDIGPGILNLLOEDNPDLIGSEIARWLSTLEISG

SEQ ID NO: 59 (nucleétido de fusion tipo sandwich 1d-9B8 opt+K33N-HT7)
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atgcttggtctgtcggagcaaagegtgteccatctegegetgegetgggacgegectgeccgectt
gctggacgagcagcaggtgaacgtectgctectacgacatgaacggctygctactcacgectcaagy
agctggtgceccaccctgecceccagaaccygcaaagtgagcaaggtggagatectgcagecatgtaate
gactacatcagggacctgcagcectggagctgaactcggagtectgaagtcgyggaccaccggaggcecyg
gggactgcctygtoceogegceoccecygctcagecaccctgaacggecgagatcagtgecttggecyggecgagy
cggcatgtgttccagecgacgategecatcttgtgtogegtttotettgagaatctttattttcayg
gegtetggaggtggtggeggagegatogecatggtgtttacactegaagatttegtaggggacty
gcggcagacagceccggctacaacctggaccaagtecttgagecagggeggtectgtecagtttgtte
agaatctoggggtgtceccgtaacaccocgateccaaaagattgtectgageggtgaaaacggcctgaayg
atcgacatccatgtcatcatccecgtatgaaggtctgageggctatcagatgggccagatcgaaaa
aatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgattctgeactatggcacac
tggtaatcgacggggttacgecgaacatgatcgactattteggacggecgtatgaaggeatcgec
gtgttcgacggcaaaaagatcactgtaacegggaccoctgtggaacggcaacaaaattatcgacga
gcgectgatcaaccecocgacggetecectgectgttecgcgtaaccatcaacggagtgaceggetgge
ggctgtgogagcgecattttgycgggatatctegagecaaccactgaggatctgtactttcagage
gataacgatggatccgaaatcecggtactggetttecattoegaccecccattatgtggaagtectggyg
cgagcecgcatgecactacgtecgatgttggtecgegegatggecacecctgtgetgttecctgecacggta
acccgacctcectectacgtgtggegecaacatcatececcgecatgttgecaccgacecategetgeatt
gctccagacctgatcggtatgggcaaatecgacazaccagacctgggttatttcttcgacgacca
cgtccgcttcatggatgeocttcatcgaagecctgggtctggaagaggtegtecctggtecattcacyg

actggggctceccgctctgggtttccactggygccaagecgcaateccagagegcgtcaaaggtattgea
tttatggagttcatcegecctateccgacctgyggacgaatggocagaatttgecocecgcgagacctt
ccaggectteocygcaccaccgacgtegygcecgraagectgatcategatcagaacgtttttategagy
gtacgctgccgatgggtgtegtccgeccgctgactgaagtcgagatggaccattaccgegagecyg
ttcctgaatectgttgaccgcgagecactgtggocgettoccaaacgagctgocaatcgeecggtga
gecagcecgaacatecgtegegcetggtegaagaatacatggactggectgcaccagteccctgtececga
agctgectgttctggggcacceccaggecgttctgatceccaccggecgaageogetecgectyggecaaa
agcecctgcctaactgecaaggcetgtggacatecggeccegggtctgaatctgetgecaagaagacaacce
ggacctgatcggcagcegagategogegetggetgtetactetggagatttecggt

SEQ ID NO: 60 (proteina de fusion tipo sandwich Id-9B8 opt+K33N-HT7)

MLGLSEQSVSISRCAGTRLPALLDEQOVNVLLYDMNGCY SRLEELVPTLPONRKVSKVETILOHVI
DYIRDLOLELNSESEVGTTGGRGLPVRAPLSTLNGEISALAAFEARCVPADDRILCRVSLENLYFQ
ASGGGGGAIAMVEFTLEDFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGLSSLEFONLGVSVTPIQKIVLSGENGLEK
IDIHVIIPYEGLSGYQMGOIEKIFKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGREPYEGIA
VEDGEKKITVTGTLWNGNKT IDERLTINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERTILAGYLEPTTEDLYFQS
CNDGSEIGTGFPFDPHYVEVLGERMHYVDVGPRDGTEFVLELHGNPTSSYVWRNIIPHVAPTHRCI
APDLIGMGKSDKPDLGYFFDDHVRFMDAFTEATLGLEEVVLVIHDWGSALGFHRAKRNPERVEGTA
FMEFTIRPT PTWDEWPEFARETFQAFRTTDVGRKLIIDONVFIEGTLPMGYVVRPLTEVEMDHYREP
FLNPVDREPLWRFPNELPIAGEPANIVALVEEYMDWLHOQSPVPKLLEWGTPGVLIPPAEAARLAK
SLPNCKAVDIGPGINLLOEDNPDLIGSEIARWLSTLEISG

SEQ ID NO: 61 (nucleétido de fusion tipo sandwich 1d-9B8-HT7)
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atgcttggtctgtcggagcaaagegtgtecatectegogetgegetgggacgocgectgecogoctt
goctggacgagecagcaggtgaacgtoctgetctacgacatgaacggcectgectactcacgectcaagqg
agctggtgcccaccctgecccagaacegcaaagtgagcaaggtggagatcctgeagecatgtaate
gactacatcagggacctgcagetggagetgaacteggagtetgaagtecgggaccaccggagygceyg
gggactgcctgtecgegeccegetecageacectgaacggegagatcagtgecttggeggccgagy
cggcatgtgttccageocgacgatcgecatettgtgtegegtttectcttgagaatetttattttcag
gocgtctggaggtggtggeggagegatecgecatggtgtttacattggaggatttecgttggagactyg
gcggcagacagctggatacaacctagatcaagtgttagaacaaggaggattgtetagtetgttee
aaaagctgggagtgtcagtcacccraatccagaaaattgtgectgtctggggagaatgggttaaaa
attgatattcatgtcatcatccecttacgagggactcagtggttatcaaatgggtcagattgaaaa
gatcttcaaagttgtttacccagtggatgatcatcatttcaaggttattctccattatggtacac
tecgttattgacggtgtgacaccaaacatgattgactacttitggacgeccttacgagggaattget
gtgtttgacggcaagaagatcacagttactggaactctgtggaacggcaacaagatcattgatga
gcgcectgatcaacccagatggttecactectetteocgegttactatcaatggagtcaccgygatgge
gcectttgecgagegtattcttgecegtttctetagageccaaccactgaggatctgtactttcagage
gataacgatggatccgaaatcggtactggcecttteccattcgaccoccattatgtggaagtectgygy
cgagcecgcatgcactacgtegatgttggtcecegegegatggecaccecoctgtgetgttectgecacggta
acccgacctectectacgtgtggecgcaacatcatececgecatgttgecacecgacecategectgeatt
gctceccagacctgatocggtatgggecaaateccgacaaaccagacctgggttatttettegacgacca
cgtceccgcttcatggatgeccttecatogaagecctgggtectggaagaggtecgtectggtcattcacyg
actggggotceccgetotgggtttocactgggecaagegecaateccagagegogtcaaaggtattgea
tttatggagttcatcecgecctateccgacctgggacgaatggcecagaatttgocccgegagacctt
ccaggccttocecgecaccaccgacgtcggecgcaagectgatcatecgatcagaacgtttttatcgaygyg
gtacgctgcecgatgggtgtecgtecgecegctgactgaagtegagatggaccattacecgegagecy
ttecctgaatcctgttgaccgecgagecactgtggegetteccaaacgagetgceccaategecggtga
gceccagcgaacategtegegetggteogaagaatacatggactggetgcaccagtecectgtecega
agctgctgttetggggcaccecaggcgttetgatcccaccggccgaagecgetegectggecaaa
agcctgcctaactgcaaggctgtggacatcggeoccgggtctgaatctgectgraagaagacaacce
ggacctgatcggcagcgagatcgcecgecgectggetgtctactctggagatttccggt

SEQ ID NO: 62 (proteina de fusidn tipo sandwich Id-9B8-HT7)

MLGLSEQSVSISRCAGTRLPALLDEQOVNVLLYDMNGCY SRLEELVPTLPONRKVSKVEILQHVI
DYIRDLOLELNSESEVGTTGGRGLPVRAPLSTLNGEISALAARAACVPADDRILCRVSLENLYEQ
ASGGGGGATIAMVETLEDEVGDWROTAGYNLDOVLEQGGLSSLEQRLGVSVTPIOKIVLSGENGLEK
IDIHVIIPYEGLSGYOMGOIEKIFKVVYPVDDHHFRVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIA
VEDGKKITVTGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLEFRVT INGVTGWRLCERILAVSLEPTTEDLYFQS
DNDGSEIGTGEFPFDPHYVEVLGERMHY VDYVGPRDGTPYLELHGNPTSSYVYWRNIIPHVAPTHRCI
APDLIGMGKSDKPDLGYFEFDDHVRFMDAFIEALGLEEVVLVIHDWGSALGFHWAKRNPERVEGIA
FMEFIRPIPTWDEWPEFARETFQAFRTTDVGREKLI IDONVFIEGTLPMGVVRPLTEVEMDHYREP
FLNPVDREPLWRFPNELPIAGEPANIVALVEEYMDWLHOSPVPKLLFWGTPGVLI PPAEAARLAK
SLPNCEKAVDIGFPGLNLLOQEDNPDLIGSETARWLSTLEISG

SEQ ID NO: 63 (nucleétido de fusion tipo sandwich 1d-9F6-HT7)
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atgcttggtectgteggagcaaagcegtgtecatctegegetgegetgggacgegectgecegectt
gctggacgagcagcaggtgaacgtcctgectctacgacatgaacggctgectactcacgectcaagg
agctggtgcccaccctgoccccagaaccgcaaagtgagcaaggtggagatcctgecagecatgtaate
gactacatcagggacctgcagctggagctgaactecggagtectgaagtcgggaccaccggaggocyg
gggactgcctgtccgcgeccegetcagecaccctgaacggegagatcagtgecttggecggaecgagy
cggcatgtgttccagoecgacgategeatettgtgtcgegttitetettgagaatectttattttcag
gcgtctggaggtggtggeggagcgatcgecatggtgtttacattggaggatttecgttggagactyg
gcggcagacagctggatacaacctagatcaagtgttagaacaaggaggagtgtectagtetgttcee
aasagctgggagtgtcaatcaccocraatccagaaaattgtgetgtctggggagaatgggttaaaa
attgatattcatgtcatcatcccttacgagggactcagtggttatcaaatgggtcagattgaaaa
gatcttcaaagttgtttacccagtggatgatcatcatttcaaggttattcteccattatggtacac
tcgttattgacggtgtgacaccaaacatgattgactactttggacgceccettacgagggaattget
gtgtttgacggcaagaagatcacagttactggaactctgtggaacgygcaacaagatcattgatga
gcgectgatcaacccagatggttcactectecttecgegttactatcaatggagtcaccggatgyge
gocectttgcgagegtattettgecgttitctetcgagecaaccactgaggatctgtactttcagage
gataacgatggatccgaaatcggtactggetttccattocgaccoccattatgtggaagtectgygg
cgagcgecatgcactacgtogatgttggteccgegegatggcacecoactgtgeotgttecctgcacggta
acccgacctecctectacgtgtggcgeaacatcateceogecatgttgecaccgacccategectgeatt
gotccagacctgateggtatgggcaaatcocgacaaaccagacctgggttatttettegacgaceca
cgtceccecgcettecatggatgecttecatogaagecctgggtetggaagaggtegtectggtecattcacy
actggggctecgctetgggtiteccactgggeccaagegcaatecagagegegtcaaaggtattgea
tttatggagttcatcegecctateccgacetgggacgaatggecagaatttgeecgegagacctt
ccaggccttccecgcaccaccgacgtcocggecgcaagetgatcatecgatcagaacgtttttatcgagg
gtacgctgccgatgggtgtecgtccgcocegetgactgaagtecgagatggaccattaccgogageceyg
ttecctgaatcctgttgacocgcgagecactgtggegecttcccaaacgagctgecaatecgececggtyga
gccagcecgaacatcgtogeygctggtcgaagaatacatggactggctgecaccagteccctgtocccga
agctgctgttetggggcaccececaggegttetgateccaccggecgaagecgetegectggccaaa
agcctgectaactgcaaggectgtggacatcggeccgggtctgaatctgetgcaagaagacaacece
ggacctgatcggeagcgagatcgegegetggectgteotactetggagattteceggt

SEQ ID NO: 64 (proteina de fusion tipo sandwich Id-9F6-HT7)

MLGLSEQSVSISRCAGTRLPALLDEQOVNVLLYDMNGCY SRLKELVPTLPONEKVSKVEILOHVT
DYIRDLOQLELNSESEVGTTGGRGLPVRAPLSTLNGEI SALAAFAACVPADDRILCRVSLENLYFQ
ASGGGGGAIAMVETLEDEFVGDWROTAGYNLDOQVLEQGGVSSLEQKLGVSITPTIOKIVLSGENGLEK
IDIOVIIPYEGLIGYQMGQIEKIFKVVYPVDDHOFKVILHYGTLYVIDGVTPNMIDYFGRPYEGTIA
VEDGEKKITVTGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILAVSLEPTTEDLYFQS
DNDGSEIGTGFPFDPHYVEVLGERMAY VDVGPRDGTPVLEFLHGNPTSSYVWRNIIPHVAPTHRCT
APDLIGMGKSDKPDLGYFFDDHVEFMDAF IEALGLEEVVLVIHDWGSALGEHWAKRNPERVKGLA
FMEFIRPIPTWDEWPEFARETFOAFRTTDVGRELI IDONVFIEGTLPMGVVRPLTEVEMDHYREP

FLNPVDREPLWRFFNELPIAGEFPANIVALVEEYMDWLHOSPVPEKLLEFWGTPGVLIFPPAEAARLAK
SLFNCKAVDIGPGLNLLQEDNPDLIGSETARWLSTLEISG

SEQ ID NO: 65 (nucleétido 9B8 opt-P)
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atggtgtttacactcgaagatttcgtaggggactggcggcagacagecggctacaacctggacea
agtccttgagecagggcggtectgtccagtttgtttcagaaacteggggtgtccgtaacacecgatce
aasagattgtectgageggtgaaaacggectgaagatcgacatccatgtcatcatecegtatgaa
ggtctgagcggetatcagatgggccagatecgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatga
tcatcactttaaggtgattctgeactatggeacactggtaatcgacggggttacgeccgaacatyga
tcgactatttcggacggeccgtatgaaggcatcgecgtgttcgacggcaaaaagatcactgtaace
gggaccctgtggaacgygcaacaaaattategacgagogectgatcaacececgacggectecoctget
gttccecgegtaaccatcaacggagtgacceggctggeggctgtgegagegeattttggegaattcte
acggcectteccctecegaggtyggaggagcaggcecgecggcacectygeccatgagetgegeccaggay
agcggcatggatagacaccctgetgecttgegecagcecgeccaggatcaacgte

SEQ ID NO: 66 (2X ARE)

TAGCTTGGAAATGACATTGCTAATGGTGACAAAGCAACTTTTAGCTTGGAAATGACATTGCTAAT
GGTGACAAAGCAACTTT

SEQ ID NO: 67 (HRE)
CTGGAATTTTCTAGACTGGAATTTTCTAGACTGGAATTTTCTAGA

SEQ ID NO: 68 (nucleétido K33N+170G)

atggtgtttacactcgaagatttcgtaggggactggcggcagacagcecggctacaacctggacca
agtccttgagcagggeggtetgtecagtttgtttcagaatctecggggtgtecgtaacaccgatec
aaaagattgtcocctgageggtgaaaacggcctgaagatcgacatccatgtcatcateccogtatgaa
ggtctgagecggctatcagatgggecagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatga
tcatcactttaaggtgattctgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgccgaacatga
tcgactatttoggacggceccegtatgaaggecatcgeecgtgttecgacggcaaaaagatcactgtaace
gggacccectgtggaacggcaacaaaattatcgacgagcecgcectgatcaaccecegacggcteecctget
gttccgegtaaccatcaacggagtgaccggetggcggetgtgcgagegecattttggcggga

SEQ ID NO: 69 (proteina K33N+170G)

MVFTLEDFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGLSSLEFQNLGVSVIPIQKIVLSGENGLKIDIHVITIPYE
GLSGYOMGQIEKIFKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTIPNMIDYFGRPYEGIAVFDGRKKITVT
GTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILAG

SEQ ID NO: 70 (nucleétido 27A5 (NF))

ATGGTGTTTACACTCGAAGATTTCGTAGGGGACTGGCGGCAGACAGCCGGCTACARCCTGGACCA
AGTCCTTGAGCAGGGCGGTCTGTCCAGTTIGTTTCAGAATCTCGGGGTGTCCGTAACTCCGATCC
AARAAGATTGTCCTGAGCGGTGARAACCGCCTGAAGATCGACATCCATGTCATCATCCCGTATGAA
GGTCTGAGCGGCTATCAGATGGGCCAGATCGARAARATTTTTAAGGTGGTGTACCCTGTGGATGA
TCATCACTTTAAGGTGATTCTGCACTATGGCACACTGGTAATCGACGGGGTTACGCCGAACATGA
TCGACTATTTCGGACGGCCGTATGAAGGCATCGCCGTGTTCGACGGCAAAAAGATCACTGTAACC
GGGACCCTGTGGAACGGCAACAARATTATCGACGAGCGCCTGATCAACCCCGACGGCTCCCTGCT
GTTCCGCGTAACCATCAACGGAGTGACCGGCTGGCEECTGTGCGAGCGCATTTTGGLGGGA

SEQ ID NO: 71 (proteina 27A5 (NF))

MVFTLEDFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGLS SLFONLGVSVTPIOKIVLSGENGLEIDIHVIIPYE
GLSGYOMGOIEKIFKVVY PYDDHHFKVILHYGTLYVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVFDGKKITVT
GTLWNGNRKIIDERLINPDGSLLERVTINGVIGWRLCERILAG
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SEQ ID NO: 72 (nucleétido 23D4 (NF))

ATGGTGTTTACACTCGAAGATTTCGTAGGGGACTGGCGGCAGACAGCCGGCTACAACCTGGACCA
AGTCCTTGAGCAGGGCGGCCTIGICCAGTTTGTTTCAGAATCTCGGGGTGTCCGTAACACCGATCC
AARAGATTGTCCTGAGCGGTGARAACGGCCTGAAGATCGACATCCATGTCATCATCCCGTATGAA
GGTCTGAGCGGCTATCAGATGGGCCAGATCGAAAAAATTTTTAAGGTGGTGTACCCTGTGGATGA
TCATCACTTTAAGGTGATTCTGCACTATGGCACACTGGTAATCGACGGGGTTACGCCGAACTTGA
TCGACTATTTCGGACGTCCGTATGAAGGCATCGUCGTGTTCGACGGCARARAAAGATCACTGTAACC
GGGACCCTGTGGAACGGCAACAAARATTATCGACGAGCGCCTGATCAACCCCGACGGCTCCCTGCT
GTTCCGCGTAACCATCAACGGAGTGACCGGCTGGCGGCTGTGCGAGCGCATTTTGGCGGGA

SEQ ID NO: 73 (proteina 23D4 (NF))

MVEFTLEDFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGLSSLFONLGYSVTPIQKIVLSGENGLKIDIHVIIPYE
GLSGYOMGQIEKIFEVVY PVDDHHFEVILHYGTLVIDGVTPNLIDYFGREYEGIAVEDGEEITVT
GTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVIGWRLCERILAG

SEQ ID NO: 74 (nucleétido 24C2 (NF))

ATGGTGTTTACACTCGAAGATTITCGTAGGGGACTGGCAGCAGACAGCCGGCTACAACCTGGACCA
AGTCCTTGAGCAGGGCGGTCTGTCCAGTTTGTTTCAGRATCTCGGGGTGTCCGTAACTCCGATCC
AAAAGATTGTCCTGAGCGGTGAARARCGGCCTGAAGATCGACATCCATGTCATCATCCCGTATGAA
GGTCTGAGCGGCTATCAGATGGGCCAGATCGAAAARARTTTTTAAGGTGGTGTACCCTGTGGATGA
TCATCACTTTAAGGTGATTCTGCACTATGGCACACTGGTAATCGACGGGGTTACGCCGAACATGA
TCGACTATTTCGGACGGCCGTATGAAGGCATCGCCGTGTTCGACGGCARAMAAGATCACTGTAACC
GGGACCCTGTGGAACGGCAACAAAATTATCGACGAGCGCCTGATCAACCCCGACGGCTCCCTGCT
GTTCCGCGTAACCATCAACGGAGTGACCGGCTGGCGGCTGTGCGAGCGCATTITGGCGGGA

SEQ ID NO: 75 (proteina 24C2 (NF))

MVETLEDEVGDWOOTAGYNLDOVLEQGGLS SLRONLGVSVTPIQKIVLSGENGLEIDIHVIIPYE
GLSGYQMGQIEKIFKVVY PVDDHHFKV I LHYGTLYIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVFDGEKITVT
GTLWNGNKIIDERLINPDGSLLEFRVTINGVTGWRLCERILAG

SEQ ID NO: 76 (nucleétido de fusién tipo sandwich 1d-23D4-HT7)
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atgecttggtoctgtoggagcaaagecgtgtccatetegeygctgegectgggacgcgactgoccogectt
gectggacgageagecaggtgaacgtccectgetectacgacatgaacggectgctactcacgectcaagy
agctggtgcccaccctgcoccagaaccgcaaagtgagecaaggtggagatcecctgcagecatgtaatc
gactacatcagggacctgcagctggagotgaactoggagtectgaagtocgggaccaccggaggccyg
gggactgcctgtecgecgceccgcetcagecaccectgaacggecgagatcagtgecttggcggecgagq
cggcatgtgttccagecgacgatecgecatcttgtgtogegtttctettgagaatctttattttcag
gcgtoctggaggtggtggceggagegategeccatggtgtttacactegaagatttegtaggggactyg
gcggcagacagceggctacaacctggaccaagtecttgagecagggeggectgtecagtttgtttc
agaatctcggggtgtccgtaacaccgatccazaagattgtecctgagecggtgaaaacggcctgaayg
atcgacatccatgtcatcatcccgtatgaaggtectgagcggetatcagatgggecagatcgaaaa
aatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgattctgcactatggcacac
tggtaatcgacggggttacgecgaacttgatcgactattteggacgtcegtatgaaggecatcgeo
gtgttcgacggcaaaaagatcactgtaaccgggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacga
gocgoectgatcaacceocgacggecteococtgoetgtteccgegtaaccatcaacggagtgaccggetgge
ggctgtgcgagegcattttggogggatatctcgagecaaccactgaggatctgtactttcagage
gataacgatggatccgaaatcggtactggetttccattecgaceccoccececattatgtggaagtectggyg
cgagegcatgecactacgtecgatgttggtceegegecgatggcaccectgtgetgttocctgcacggta
acccgacctectectacgtgtggecgcaacatcateccgecatgttgecaccgacccategectygcatt
gcteccagacctgateggtatgggeaaatcecgacaaaccagacetgggttatttcttcgacgacca
cgtcegettcatggatgecttecatcgaageectgggtectggaagaggtegtecctggtcattcacy
actggggcectocgctectgggtttceccactgggecaagegeaatccagagegegtcaaaggtattgea
tttatggagttcatccgeectateccgacetgggacgaatggeccagaatttgeccgecgagacctt

ccaggccttcoccgecaccaccgacgtecggcecgeaagctgatcatcgatcagaacgtttttategagyg
gtacgctgccgatgggtgtegtecgoeccgetgactgaagtcgagatggaccattaccgegagecy
ttecctgaatocctgttgaccgegageccactgtggegettcccaaacgagetgccaategeecyggtga
geccagcgaacatcgtcecgecgctggtcgaagaatacatggactggctgcaccagteccctgteccga
agetgctgttetggggraceccaggegttctgatcocaceggecgaagecgoctegectggeccaaa
agcctgcectaactgcaaggctgtggacatecggeccgggtety

SEQ ID NO: 77 (proteina de fusion tipo sandwich 1d-23D4-HT7)

MLGLSEQSVSISRCAGTRLPALLDEQOQVNVLLYDMNGCY SRLEELVFTLPONREKVSKVEILOHVI
DY TRDLOLELNSESEVGTTGGRGLPVRAPLSTLNGEISATAARAACVPADDRILCRVSLENLYFQ
ASGGGGGAIAMVETLEDEVGDWROTAGYNLDOVLEQGGLSSLFONLGVSVTPIOKIVLSGENGLK
IDIOVIIPYEGLSGYQMGOIEKIFKEYVVY PVDDHHFKVILHYGTLVIDGYVTITPNLIDYFGRPYEGIA
VEDGEKKITVTGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLERVTINGVTGWRLCERILAGYLEPTTEDLYEF QS
DNDGSEIGTGFPFDPHYVEVLGERMHYVDVGPRDGTPVLELHGNPTSSYVWRNI IPHVAPTHRCI
APDLIGMGKSDEPDLGYFEFDDHVRFMDAFIEALGLEEVVLYV IHDWGSALGFHWAKRNPERVKGI A
FMEFIRFIPTWDEWPEFARETFQAFRTTDVGRKLI IDONVE IEGTLFMGVVRPLTEVEMDHYREP
FLNPVDREPLWRFPNELPIAGEPANIVALVEEYMDWLHOSPVPKLLFWGTPGVLIPPAEAARLAK
SLPNCKAVDIGPGL

SEQ ID NO: 78 (nucledtido de fusion tipo sandwich 1d-24C2-HT7)
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atgcttggtctgtcggagecaaagecgtgtccatctegegetgcgectgggacgcgectgececgectt
gectggacgagcagcaggtgaacgtoctgectoctacgacatgaacggetgetactcacgectcaagyg
agctggtgcccaccctgceccagaaccgcaaagtgagecaaggtggagatectgecagecatgtaatce
gactacatcagggacctgcagctggagctgaactcggagtctgaagtcgggaccaccyggaggoccy
gggactgcctgtcecgcegececocgectcagecacectgaacggcgagatcagtgecttggeggecgaqgy
cggcatgtgttccagccgacgatcgeatcttgtgtegegtttctecttgagaatctttattttcag
gegtotggaggtggtggeggagegategecatggtgtttacactegaagatttegtagggygactyg
gcagcagacagccggctacaacctggaccaagtecttgagcagggcggtctgteccagtttgttte
agaatctecggggtgtccocgtaactecgatccaaaagattgtectgageggtgaaaacggectgaag
atcgacatcocatgtcatcatecccgtatgaaggtctgageggectatcagatgyggacagatcgaaaa
aatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgattectgecactatggecacac
tggtaatcgacggggttacgccgaacatgatcgactattteggacggecgtatgaaggcatcgec
gtgttcgacggcaaaaagatcactgtaaccgggacoctgtggaacggcaacaaaattatcgacga
gcgectgatcaaccecgacggcectecctgetgtteccgegtaaccatcaacggagtgaccggetgge
ggctgtgcgagegcattttggegggatatctecgagecaaccactgaggatetgtactttcagage
gataacgatggatccgaaatcggtactggectttcoccattcgacecceccattatgtggaagtectggyg
cgagcgcatgcactacgtcgatgttggtoccgecgocgatggcacccctgtgectgttcctgcacggta
acccgacctoctectacgtgtggegeaacatcatecegeatgttgecaccgacecategectgeatt
gctceccagacctgateggtatgggecaaatcecgacaaaccagacctgggttatttcttecgacgacca
cgtccgecttecatggatgcectteocatcgaageectgggtectggaagaggtegtcotggtcattcacy
actggggctoogectectgggtttecactgggecaagogecaatocagagogegtcaaaggtattgea
tttatggagttcatcegeecctatecocgacctgggacgaatggeccagaatttygcccgegagaccett
ccaggcctteocogcaccaccgacgteoggecgcaagetgatecategatcagaacgtttttatcgagy
gtacgctgecocgatgggtgtegtecgeccgetgactgaagtcgagatggaccattaccgecgagecy
Ltectgaatoctgttgacegcgagecactgtggcgctteccasacgagetgecaatcgecggtga
gccagcgaacatcgtegegetggtcgaagaatacatggactggetgecaccagteccctgtecega
agctgctgttcectggggecacceccaggegttetgateccaccggecgaagecgetegectggecaaa
agcctgectaactgcaaggctgtggacatoggeccgggtoctgaatctgoctgcaagaagacaacce
ggacctgatcggcagcgagatcegegegetyggectgtotactetggagatttecggt

SEQ ID NO: 79 (proteina de fusion tipo sandwich 1d-24C2-HT7)

MLGLSEQSVSISRCAGTRLPALLDEQOVNVLLY DMNGCY SRLKELVPTLPONRKVSKVEILOHVI
DYIRDLOLELNSESEVGTITGGRGLPVRAPLSTLNGEISALAARAACVPADDRILCRVSLENLYEQ

ASGGGGGEATAMVETLEDFVGDWOOTAGYNLDOVLEQGGLSSLFONLGVSVTPIQKIVLSGENGLK
IDIHVIIPYEGLSGYQMGOIEKIFKVVY PVDDHHFKVILHYGTLVIDGVIPNMIDYFGRPYEGTIA
VEDGKKITVIGTLWNGNKI IDERLINPDGSLLERVTINGVTIGWRLCERILAGYLEPTTEDLYFQS
DNDGSEIGTGEFPFDPHYVEVLGERMHY VDVGPRDGTPYLEFLHGNPTSSYVWRNIIPHEVAPTHRCT
APDLIGMGKSDKEPDLGYFFDDHVREFMDAF IEALGLEEVVLVIHDWGSALGFHWAKRNPERVKGIA
FMEFIRFPIFPTWDEWPEFARETFOAFRTTDVGRKLIIDONVE IEGTLPMGVVRPLTEVEMDHYREP
FLNPVDREPLWRFPNELFPIAGEPANIVALVEEYMDWLHOSFVPKLLFWGTPGVLIPPAEAARLAK
SLPNCKAVDIGPGLNLLOEDNPDLIGSETARWLSTLEISG

SEQ ID NO: 80 (nucleétido 1F7 (NF))
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ATGGTGTTTACACTCGAAGATTTCGTAGGGGACTGGCGGCAGACAGCCGGCTACAACCTGGACCA
AGTCCTTGAGCAGGGCGGTCTGTCCAGTTTGTTTCAGAATCTCGGGGTGTCCGTAACACCGATCC
AAAGGATTGTCCTGAGCGGTGAAAACGCCCTGAAGATCGACATCCATGTCATCATCCCGTATGAA
GGTCTGAGCGGCGATCAGATGGGCCAGATCGARAAAATTTTTARAGGTGGTGTACCCTGTGGATGA
TCATCACTTTAAGGTGATTCTGCACTATGGCACACTGGTAATCGACGGGGTTACGCCGAACATGA
TCGACTATTTCGGACGGCCGTATGAAGGCATCGCCGTGTTCGACGGCAAAAAGATCACTGTAACC
GGGACCCTGTGGAACGGCAACAAAATTATCGACGAGCGCCTGATCAACCCCGACGGCTCCCTGCT
GTTCCGCGTAACCATCAACGGAGTGACCGGCTGGCGEGCTGTGCGAGCGCATTTTGGCGGGA

SEQ ID NO: 81 (proteina 1F7 (NF))

MVETLEDEVGDWROTAGYNLDOVLEQGGLS SLFONLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIFYE
GL3GDOMGOIEKIFKVVY PVDDHOHPEVILOYGTLY IDGVTPNMIDY FGRPYEGIAVEDGEKITVT
GTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILAG

SEQ ID NO: 82 (nucleétido 15H1 (NF))

ATGGTGTTTACACTCGAAGATTTCGTAGGGGACTGGCGGCAGACAGCCGGUTACAACCTGGATCA
AGTCCTTGAGCAGGGCGGTCTIGTCCAGTTTGTTTCAGAATCTCGGGGTGTCCGTAACACCGATCC
ARRAGATTGTCCTGAGCGGTGAARACGGCCTGAAGATCGACATCCATGTCATCATCCCGTATGAA
GGTCTGAACGGCTATCAGATGGGCCAGATCGAAAAAATTTTTAAGGTGGTGTACCCTGTGGATGA
TCATCACTTTAAGGTGATTCTIGCACTATGGCACACTGGTAATCGACGGGGTTACGCCGAACATGA
TCGACTATTTCGGACGGCCGTATGAAGGCATCGCCGTGTTCGACGGCARARAAGATCACTGTARCC
GGGACCCTGTGGAACGGCARCAARATTATCGACGAGCGCCTGATCAACCCCGACGGCTCCCTGLT
GTTCCGCGTAACCATCAACGGAGTGACCGECTGGCGGCTGTGCGAGCGCATTTTGGCGGGA

SEQ ID NO: 83 (proteina 15H1 (NF))

MVETLEDEVGDWROTAGYNLDOVLEQGGLSSLEQNLGVSVTPIQKIVLSGENGLKIDIHVIIFYE
GLNGYOQMGOIEKIFEVVY PVDDHHFEVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVFDGEKEITVT

GTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVIGWRLCERILAG

SEQ ID NO: 84 (nucleétido de fusion tipo sandwich Id-1F7-HT7)

atgcttggtctgtcggagcaaagegtgteccatctegegetgegetgggacgecgectgeccgectt
gectggacgagcagcaggtgaacgtocctgetoctacgacatgaacggcetgctactecacgectecaagy
agctggtgceccaccctgcoccagaaccygcaaagtgagcaaggtggagatectygcagcatgtaate
gactacatcagggacctgcagetggagctgaactcecggagtetgaagtecgggaccaccggaggocy
gggactgcctgteccgegeccecgctcagecaccctgaacggegagatcagtgeccttggecggecgagy
cggcatgtgttccageccgacgatcgecatecttgtgtcgeogtttctottgagaatctttattttecayg
gegtetggaggtggtggeggagegategecatggtgtttacactcgaagatttegtaggggactyg
goggcagacagcoggcetacaacctggaccaagtecttgagcagggcyggteotgteccagtttgttte
agaatctcggggtgteccgtaacaccgatcecaaaggattgtectgageggtgaaaacggectgaag
atcgacatccatgtcatcatececgtatgaaggtcectgagceggecgatcagatgggecagatcgaaaa
aatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgattctgcactatggcacac
tggtaatcgacggggttacgecgaacatgatcgactatttecggacggecgtatgaaggecatcgeo
gtgttcgacggcaaaaagatcactgtaaccgggacectgtggaacggcaacaaaattatcgacga
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gcgectgatcaacccecgacggecteecctgectgttecgcgtaaccatcaacggagtgaccggetgge
ggctgtgcgagegecattttggecgggatatctecgagecaaccactgaggatctgtactttecagage
gataacgatggatccgaaatcggtactggetttcecattcgacceccattatgtggaagtectgygyg
cgagcgcatgcactacygtegatgttggtecegecgeygatggcaceectgtgetgttecctgcacgygta
acccgacctectectacgtgtyggcegeaacatcatceccgeatgttgecaccgacccategetgeatt
gctccagacctgatocggtatgggraaatccgacaaaccagacctgggttatttecttegacgacca
cgtceccgettcatggatygceccttcategaagecctgygtctgygaagaggtegtectyggtcattcacyg
actggggctecegetectgggttteccactygggoecaagecgcaatccagagegegtcaaaggtattgea
tttatggagttcatccgecctateccgacctgggacgaatggecagaatttgceccgegagacctt
ccaggcctteccecgeaccaccgacgtoggecgcaagctgatcatcgatcagaacgtttttatecgagg
gtacgctgccgatgggtgtcgtoecgccegctgactgaagtecgagatggaccattaccgegagecyg
ttecctgaatectgttgacecgecgagecactgtggegettecccaaacgagetgecaatecgeeggtyga
gccagcgaacatecgtcocgegetggtcocgaagaatacatggactggetgcaccagteceectgteooccga
agctgctgttctggggcacceecaggegtictgateccacecggecgaagecgctegectggecaaa
agcctgcctaactgeaaggctgtggacateggeeccgggtectgaatctgetgcaagaagacaacce
ggacctgatcggcagcgagatcegegegetggetgtectactetggag

SEQ ID NO: 85 (proteina de fusién tipo sandwich Id-1F7-HT7)

MLGLSEQSVSISRCAGTRLPALIDEQOVNVLLYDMNGCY SRLEELVPTLPONREVSKVEILOHVI
DYIRDLQLELNSESEVCTTGGRGLPVRAPLSTLNGEI SALAAEAACVPADDRILCRVSLENLYFQ
ASGGGGGATAMVETLEDFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGLSSLFONLGVSVTPIQRIVLSGENGLK
IDIHVIIPYEGLSGDOQMGOIEKIFEVVY PVDDHHFKVILHYGTLYVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIA
VEDGKKITVTGTLWNGNKI IDERLINPDGSLLERVTINGYVTGWRLCERILAGYLEPTTEDLYFQS
DNDGSEIGTGFPFDPHYVEVLGERMHYVDVGPRDGTPVLFLHGNPTSSYVWRNI IPEVAPTHRCT
APDLIGMGKSDKPDLGYFFDDHVRFMDAFIEALGLEEVVLVIHDWGSALGFHWAKRNPERVKGIA
FMEFIRPIPTWDEWPEFARETFQAFRTTDVGRELIIDONVEFIEGTLPMGVVRPLTEVEMDHYREP
FLNPVDREPLWRFPNELPIAGEPANIVALVEEYMDWLHQSPVPKLLFWGTPGVLIPPAEAARTAK
SLPNCKAVDIGPGLNLLOEDNPDLIGSEIARWLSTLEISG

SEQ ID NO: 86 (nucledtido de fusion tipo sandwich Id-15H1-HT7)
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atgcttggtctgtcggagcaaagegtgteccatctegegctgegctgggacgcgectgeccgoectt
gctggacgagecagcaggtgaacgtectgetctacgacatgaacggetgetactcacgectcaagyg
agctggtgcccaccectgecccagaaccgcaaagtgagcaaggtggagatcctgeagecatgtaate
gactacatcagggacctgcagctggagctgaactcggagtctgaagtcgggaccaccggaggccy
gggactgcctgtecgcgececcgctcagecacectgaacggecgagatcagtgccttggcggecgagyg
cggcatgtgttecagecgacgatcgecatettgtgtegegtttetettgagaatetttattttcayg
gocgtctggaggtggtggeggagegatcgeccatggtgtttacactcgaagatttegtaggggacty
gcggcagacagccggctacaacctggatcaagtecttgageagggecggtctgteocagtttgttte
agaatctcgygggtgtecgtaacaccgatecaaaagattgtectgageggtygaaaacggcctgaay
atcgacatccatgtcatcatcecegtatgaaggtctgaacggctatcagatgggecagatcgaaaa
aatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgattctgcactatggcacac
tggtaatcgacggggttacgceccgaacatgatcgactatttcggacggecgtatgaaggcatcgec
gtgttcgacggcaaaaagatcactgtaaccgggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacga
gcgcecctgatcaaccecoccgacggetocctgetgttecgegtaaccatcaacggagtgaceggetgge
ggctgtgcgagegcattittggegggatatctcgagecaaccactgaggatctgtactttcagage
gataacgatggatccgaaatcggtactggctttceccattcgaccccecattatgtggaagtectggg
cgagecgcatgcactacgtecgatgttggtecgcgegatggcacccctgtgetgttoctgcacggta
acccgacctectectacgtgtggcgecaacatcateeccgeatgttgcaccgacceatecgetgecatt
gctccagacctgatcecggtatgggraaatccgacaaaccagacctgggtitatttecttecgacgacca
cgtcoccgettocatggatgecttcatcgaagecctgggtectggaagaggtegtecctggtcattcacy
actggggctceccgctctgggtttccactgggccaagegcaatccagagegegtcaaaggtattgca
tttatggagttcatcecgecctatcececgacctgggacgaatggecagaatttgeccgecgagacctt
ccaggecttceccgcaccaccecgacgteoggecgcaagectgatcategatcagaacgtttttategagy

gtacgctgccecgatgggtgtegtecgceccgectgactgaagtecgagatggaccattaccgegagecyg
ttecctgaatecctgttgaccgegagecactgtggegetticecaaacgagetgecaategecggtga
gccagcecgaacategtecgegetggtcgaagaatacatggactggctgoaccagtcocccctgteccga
agctgotgttctggggcaceoecaggcgttctgateccaceggecgaagecgctegectggecaaa
agcctgcctaactgcaaggectgtggacatcggcecgggtctgaatctgetgcaagaagacaacce
ggacctgatcggcagegagatcgegegetggetgtctactctggagatttecggt

SEQ ID NO: 87 (proteina de fusion tipo sandwich Id-15H1-HT7)

MLGLSEQSVSISRCAGTRLPALLDEQOVNVLLYDMNGCY SRLKELVPTLPONRKVSKVEILOHVI
DYIRDLOLELNSESEVGTIGGRGLPVRAPLSTLNGEISALAAEAACVPADDRILCRVSLENLYFQ
ASGGGGGATAMVFTLEDFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGLSSLFONLGVSVTPIQKTIVLSGENGLK
IDIHVIIPYEGLNGYOMGOIEKIFKVVYPVDDHHFEVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIA
VEDGKKITVTGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTIGWRLCERILAGYLEPTTEDLYFQS
DNDGSEIGTGFPFDPHYVEVLGERMHYVDVGPRDGTPVLELHGNPTSSYVWRNITPHVAPTHRCI
APDLIGMGKSDKPDLGYFFDDHVRFMDAFTIEALGLEEVVLVIHDWGSALGFHRAKRNPERVEGIA
FMEFIRPTIPTWDEWPEFARETEFQAFRTTDVGRKLIIDONVFIEGTLPMGYVVRPLTEVEMDHYREP
FINPVDREPLWRFPNELPIAGEPANIVALVEEYMDWLHOSPVPKLLFWCGTPGVLIPPARAARLAK
SLPNCKAVDIGPGINLLOEDNPDLIGSEIARWLSTLEISG

SEQ ID NO: 88 (nucleétido 9B8 opt+K33N+L27V+T39T+K43R+Y68D)
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Atggtgtttacactcecgaagatttcecgtaggggactggcggcagacagecggctacaacctggacca
agtccttgagecagggecggtgtgtecagtttgtttcagaatctecggggtgtecgtaactecgatee
aaaggattgtoctgagecggtgaaaacggectgaagatcgacateccatgtecatcateccgtatgaa
ggtctgagecggcegatcagatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatga
tcatcactttaaggtgattctgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgecgaacatga
tcgactatttcggacggeccgtatgaaggcecatcgecgtgttcgacggcaaaaagatcactgtaace
gggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagegectgatcaacccecgacggectecctget
gttccgcgtaaccatcaacggagtgaccggctggeggctgtgcgagegecattttggeyg

SEQ ID NO: 89 (proteina 9B8 opt+K33N+L27V+T39T+K43R+Y68D)

MVFTLEDFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEFONLGVSVIPIORIVLSGENGLKIDIHVIIPYE
GLSGDOMGQIEKIFKVVY PVDDHHFKVILHYGTLVIDGVIPNMI DY FGRPYEGIAVEFDGKKITVT
GTLWNGNRKIIDERLINPDGSLLERVTINGVTIGWRLCERILA

SEQ ID NO: 90 (nucleétido de fusion tipo sandwich 9B8 opt+K33N+L27V+T39T+K43R+Y68D)

atgcttggtctgtecggagcaaagegtgtccatetecgegetgegetgggacgegectgeccgectt
gctggacgagcagcaggtgaacgtecctgctctacgacatgaacggctgectactcacgectcaaygy
agoctggtgeccaccecctgceccagaaccgcaaagtgageaaggtggagatectgecageatgtaate
gactacatcagggacctgcagcectggagctgaactcggagtctgaagticgggaccaccggaggecy
gggactgcctgtccgegceccgctecagcacectgaacggogagatecagtgecttggeggecgagy
cggcatgtgttccagecgacgatcgecatcttgtgtecgegtttctettgagaatctttattttcag
gcgtoctggaggtggtggoggagegategeocatggtgtttacactcgaagatttogtaggggactg
gcggcagacagccggcetacaacctggaccaagtecttgagcagggeggtgtgtccagtttgttte
agaatcteggggtgtecgtaactecgatccaaaggattgtecctgageggtgaaaacggcctgaag
atcgacatccatgtcatcatccececgtatgaaggtectgageggegatecagatgggeccagatcgaaaa
aatttttaaggtggtgtaccctgtiggatgatcatcacttitaaggtgattctgecactatggeacac
tggtaatcgacggggttacgcegaacatgatcgactattteggacggecegtatgaaggecategee
gtgttcgacggcaaaaagatcactgtaaccgggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacyga
gcgcctgatcaaccceccgacggecteecctgetgtteccgegtaaccatcaacggagtgaccggetgge
ggctgtgcgagegecattttggegggatatctecgagecaaccactgaggatctgtactttcagage
gataacgatggatccgaaatoggtactggetttccatticgacceccecattatgtggaagtectgygyg
cgagcgcatgcactacgtegatgttggtcecgegegatggcaccecctgtgetgttcctgcacggta
acccgacctectectacgtgtggegeaacatcatcecgecatgtigecacegacccatcgetgeatt
gctccagacctgateggtatgggcaaatccgacaaaccagacctgggttatttcttcgacgacca
cgtccgocttcatggatgecttcatcgaageccctgggtetggaagaggtcgtoctggtecattcacy
actggggctcoccgctetgggtttceccactgggecaagecgeaatccagagegecgtcaaaggtattgea
tttatggagttcatcegecctateccgacetgggacgaatggcecagaatttgeccgegagacctt
ccaggcoccttecgecaccaccgacgtecggocgecaagetgatcatecgatcagaacgtttttategagg
gtacgctgccgatgggtgtoegtocgeccgctgactgaagtcgagatggaccattaccgcgagecy
ttectgaatectgttgacegogagecactgtggegettcocaaacgagetgccaategocggtga
gccagegaacategtegegetggtcecgaagaatacatggactggectgcaccagtecectgteccga
agctgctgttctggggcaccccaggegttctgatcccaccgycecgaagecgectegectggecaaa
agcctgectaactgcaaggcectgtggacatcggeccgggtectgaatectgetgcaagaagacaacco
ggacctgatcggeagcgagategegegetggctgteotactectggagatttecggt

SEQ ID NO: 91 (proteina de fusion tipo sandwich 9B8 opt+K33N+L27V+T39T+K43R+Y68D)
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MLGLSEQSVSISRCAGTRLPALLDEQOVNVLLYDMNGCY SRLKELVPTLPONRKVSKVEILOQHVI
DYIRDLOLELNSESEVGTTGGRGLPVRAPLSTLNGEISALAAEAACVPADDRILCRVSLENLYFQ
ASGGGGGATAMYVEFTLEDEVGDWROTAGYNLDOVLEOGGVSSLFONLGVSVIPIQRIVLSGENGLEK
IDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFRKVVY PVDDHHEKVILHYGTLVIDGYVTFNMIDYFGRPYEGIA
VEDGEKITVIGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILAGYLEPTTEDLYFQS
DNDGSEIGTGFPFDFHYVEVLGERMHYVDVGPRDGTPVLELHGNPTSSYVWRNI I PHVAFPTHRCI
APDLIGMGKSDKPDLGYFFDDHVRFMDAFIEALGLEEVVLVIHDWGSALGFHWAKRNPERVKGIA
FMEFIRPIPTWDEWPEFARETFQAFRTTDVGRELT IDONVFTEGTLPMGYVVRPLTEVEMDHYREP
FLNPVDREPLWRFPNELFPIAGEPANIVALVEEYMDWLHQSPVPKLLFWGTPGVLIPPAEAARLAK
SLPNCKAVDIGPGLNLLOEDNPDLIGSETARWLSTLEISG

SEQ ID NO: 92 (nucleétido 9B8 opt+K33N+T39T+K43R+Y68D)

Atggtgtttacactegaagatttegtaggggactggeggcagacagecggctacaacctggacca
agtcecttgagcagggeggtetgtecagtttgttticagaatcteggggtgtecgtaactecgatec
aaaggattgtcctgageggtgaaaacggcctgaagatcgacatccatgtecatecateccgtatgaa
ggtctgageggcgatcagatgggecagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatga
tecatcactttaaggtgattetgcactatggcacactggtaatecgacggggttacgecgaacatyga
tegactatttcecggacggeegtatgaaggcategecgtgttegacggecaaaaagatcactgtaacce

gggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagogectgatcaaccccgacggetocctget
gtteccgegtaaccatcaacggagtgaccggctyggcggctotgcgagegcattttggey

SEQ ID NO: 93 (proteina 9B8 opt+K33N+T39T+K43R+Y68D)

MVETLEDEVGDWROTAGYNLDOVLEQGGLSSLEONLGVSVTPIORIVLSGENGLRIDIHVIIPYE
GLSGDOMGOIERIFKVVYPVDDHHFEVILHYGTLVIDGVTEPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKITVT
GTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTIGWRLCERILA

SEQ ID NO: 94 (nucledétido de fusion tipo sandwich 9B8 opt+K33N+T39T+K43R+Y68D)
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atgcttggtectgteggagcaaagegtgtecatectegegetgecgctgggacgegectgeecegectt
gotggacgagcageaggtgaacgtectgetetacgacatgaacggetgctactcacgectecaagy
agctggtgcceccaccctgececccagaaccgcaaagtgagecaaggtggagatoectgcagecatgtaate
gactacatcagggacctgcagctggagctgaactcggagtictgaagtcgggaccaccggaggecy
gggactgcctgtcocgegecccygctcagcaccoctgaacggecgagatcagtgecttggecgygcogagy
cggcatgtgttcrcageccgacgatcgecatcttgtgtegegtttetocttgagaatectttattttecag
gcgtctggaggtggtggecggagegategecatggtgtttacactcgaagatttegtaggggactyg
gocggcagacagecggctacaacctggaccaagtecttgagecagggeggtetgtecagtttgttte
agaatctcggggtgtcegtaactccgateccaaaggattgtectgageggtgaaaacggectgaag
atcgacatccatgtcatcatcoccgtatgaaggtctgagecggegatcagatgggecagatcgaaaa
aatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgattctgcactatggecacac
tggtaatcgacggggttacgeccgaacatgatcgactatttcggacggeccgtatgaaggcatcgec
gtgttcgacggcaaaaagatcactgtaaccgggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacyga
gcgectgatcaaccecegacggetecctgetgttecgegtaaccatcaacggagtgaceggctgge
ggctgtgcgagecgcattttggcygggatatctcgagccaaccactgaggatctgtactttcagage
gataacgatggatccgaaatcggtactggetttecattcgaceccecattatgtggaagtectggg
cgagcgcatgcactacgtcgatgttggtecgcgegatggecaceecctgtgetgttectgecacggta
acccgacctecteoctacgtygtggegecaacatcatcecgecatgttgecaccgacccategectgeatt
gcteccagacctgatcggtatgggcaaatecgacaaaccagacctgggttatttecttecgacgacca
cgtccgettcatggatgecttcatecgaagecctgggtectggaagaggtegtectggtcattcacy
actggggctecgctctgggttticcactgggccaagegcaatecagagegegtcaaaggtattgea
tttatggagttcatccgecoctatececgacectgggacgaatggccagaatttgeccgecgagacctt
ccaggcctteocgecaccaccgacgtcggecgcaagetgatecategatcagaacgtttttatcgagyg
gtacgctgccgatgggtgtegtccgeccgctgactgaagtcgagatggaccattaccgecgagecyg
ttcctgaatectgttgaccgecgagceccactgtggegecttocccaaacgagectgeccaategecggtga
gccagcgaacatcgtegegectggtcgaagaatacatggactggctgcaccagtceccoctgtocecga
agctgcectgttetggggeacceccaggegttoctgateccaceggecgaagecgctegectggecaaa
agcctgcectaactgcaaggetgtggacateggeccgggtctgaatctgetgcaagaagacaacce
ggacctgatcggcagcgagatcgegegetyggectgtctactetggagattttcecyggt

SEQ ID NO: 95 (proteina de fusion tipo sandwich 9B8 opt+K33N+T39T+K43R+Y68D)

MLGLSEQSVSISRCAGTRLPALLDEQOVNVLLYDMNGCY SRLKELVPTLPONREVSKVETLOHVI
DYIRDLOLELNSESEVGITGGRGLPVRAPLSTINGEISALAAEAACVPADDRILCRVSLENLYFEFQ
ASGGGGGAIAMVEFTLEDEFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGLSSLEFONLGVSVTPIQRIVLSGENGLK
IDIHVIIPYEGLSGDOMGQIEKIFKVVYPYVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTIPNMIDYFGREYEGIA
VEDGKRITVIGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLEFRVT INGVTGWRLCERILAGYLEPTTEDLYFQS
DNDGSEIGTGFPFDPHYVEVLGERMHYVDVGPREDGTPVLELHGNEPTSSYVWRNI T PHVAPTHRCI
APDLIGMGKSDKPDLGYEFFDDHVRFMDAF IEALGLEEVVLVIHDWGSALGFHWAKRNPERVEGIA
FMEFIRPIPTWDEWPEFARETFQAFRTTDVGRELIIDONVFIEGTLPMGVVRPLTEVEMDHYREP
FINPVDREPLWRFPNELPIAGEPANIVALVEEYMDWLHOSPVPKLLFWGTPGVLIPPARAARLAK
SLPNCRAVDIGPGLNLLQEDNPDLIGSETARWLSTLEISG

SEQ ID NO: 96 (CRE)

GCACCAGACAGTGACGTCAGCTGCCAGATCCCATGGCCGTCATACTGTGACGTCTTTCAGACACC
CCTTGACGTICAATGGGAGAACA

SEQ ID NO: 97 (Nucleétido CP 84 sin enlazador)
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Atggatgatcatcactttaaggtgattctgecactatggecacactggtaategacggggttacgee
gaacatgatcgactatttcggacggecgtatgaaggecatcgecgtgttcgacggcaaaaagatca
ctgtaaccgggaccctgtggaacggraacaaaattatcgacgagegectgatcaaceccgacgygce
tccectgctgttcoccocgocgtaaccatcaacggagtgacecggctggecggectgtgocgagecgcattttggce
gatggtgtttacacteogaagatttegtaggggactggeggcagacagecggctacaacctggace
aagtccttgagcagggcggtgtgtecagtttgtttcagaatcteggggtgtecgtaacteocgate
caaaggattgtcctgagcggtgaaaacggcecctgaagatcgacatccatgtecatcateccgtatga
aggtctgageggegatcagatgggecagatecgaaaaaatttttaaggtggtgtacecctygtyg

SEQ ID NO: 98 (Proteina CP 84 sin enlazador)

MDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDY FGRPYEGIAVFDGKEKITVTGTLWNGNEI IDERLINEDG
SLLERVTINGYVIGWRLCERILAMVETLEDFVGDWRQTAGYNLDOVLEQGGVSSLEQNLGYSVTEL
ORIVLSGENGLEIDIHVIIPYEGLSGDOMGQIEKIFKVVY PV

SEQ ID NO: 99 (Nucleétido CP 84 con enlazador de 5 aa)

Atggatgatcatcactttaaggtgattctgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgcc
gaacatgatcgactatttcggacggcegtatgaaggcategecgtgttcgacggcaaaaagatca
ctgtaaccgggaccctgtggaacggcraacaaaattatcgacgagecgectgatcaacaeccgacgge
tcocctgetgttccgegtaaccatcaacggagtgaccggetggecggetgtgegagecgeattttgge
ggggagcteeoggtyggaatggtgtttacactegaagatttegtaggggactyggcggcagacageeyg
gctacaacctggaccaagtecttgagcagggeggtgtgteccagtttgtttcagaatcteggggty
tcogtaactecgatccaaaggattygtoctgageggtgaaaacggcctgaagatcgacatecatgt

catcatcccgtatgaaggtctgagcggegatcagatgggecagatcgaaaaaatttttaaggtgyg
tgtaccctgty

SEQ ID NO: 100 (Proteina CP 84 con enlazador de 5 aa)

MDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKITVTGTLWNGNKIIDERLINPDG
SLLFRVTINGVTIGWRLCERILAGSSGGMVFTLEDFVGDWRQTAGYNLDOVLEQGGVS SLFONLGY
SVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVITPYEGLSGDOMGQIEKIFKVVY PV

SEQ ID NO: 101 (Nucleétido CP 84 con enlazador de 10 aa)

Atggatgatcatcactttaaggtgattctgeactatggecacactggtaatcgacggggttacgec
gaacatgatcgactattteggacggcegtatgaaggcategecgtgttcgacggreaaaaagatea
ctgtaaccgggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagcgcctgatcaacccecgacygyge
tceoctgotgttecgegtaaccatcaacggagtgaccggctggeggctgtgegagegecattttgge
gggaagttctggtggagggagcteccggtggaatggtgtttacactcgaagatttcgtaggggact
ggcggcagacagecggctacaacctggaccaagtecttgagecagggeggtgtgtecagtttgttt
cagaatctecggggtgtocgtaactcegateccaaaggattgtoctgageggtigaaaacggoectgaa
gatcgacatccatgtcatcateccgtatgaaggtctgageggegatcagatgggccagatcgaaa
aaatttttaaggtggtgtaccctgtyg

SEQ ID NO: 102 (Proteina CP 84 con enlazador de 10 aa)

MDDHHFEVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVFDGKKITVIGTLWNGNKIIDERLINEDG
SLLFRVTINGVTGWRLCERILAGSSGGGS SGGMVEFTLEDEFVGDWROTAGYNLDOQVLEQGGVSSLE
ONLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIFYEGLSGDOMGOIEKIFKVVYPV

SEQ ID NO: 103 (Nucleétido CP 84 con enlazador de 20 aa)
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Atggatgatcatcactttaaggtgattctgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgec
gaacatgatcgactatttcggacggcegtatgaaggecatcgecgtgticgacggeaaaaagatca
ctgtaaccgggaccectgtggaacggeaacaaaattatcgacgagegectgatecaaccccgacgygc
tcocctgetgttocgegtaaccatcaacggagtgaceggetggeggctgtgegagegecattttgge
gggaagttctggtggagggagcteceggtggaggaagttetggtggagggagetecggtyggaatygy
tgtttacactcgaagatttcgtaggggactggcggcagacagecggectacaacctggaccaagte
cttgagcagggcyggtgtgtecagtttgtttcagaatecteggggtgtcocgtaactecgatccaaag
gattgtcctgageggtgaaaacggecctgaagatcgacatccatgteatcateccecgtatgaaggtce
tgagcggcgatcagatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtyg

SEQ ID NO: 104 (Proteina CP 84 con enlazador de 20 aa)

MDDHHFEVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKITVTGTLWNGNKIIDERLINPDG
SLLFRVTINGVITGWRLCERILAGS 5GGGSSGGGSSGGES5GGMYVFTLEDFVGDWRQTAGYNLDQY
LEQGGVS5LFONLGYSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVI I PYEGLSGDOMGO IEKIFEVVY PV

SEQ ID NO: 105 (Nucleétido CP 95 sin enlazador)

Atgggcacactggtaatcgacggggttacgccgaacatgatcgactatttocggacggecgtatga
aggcatcgecgtgttocgacggcaaaaagatcactgtaaccgggacectgtggaacggcaacaaaa
ttatcgacgagcgcecctgatcaaccococgacggetecectgetgttecgegtaaccatcaacggagtyg
accggctggecggctgtgecgagegcattttggegatggtgtttacactcgaagatttegtagggga
ctggcggcagacagecocggctacaacctggaccaagtecttgagcagggecyggtgtgtecagtttgt
ttcagaatctcggggtgtccgtaactecgatecaaaggattgtectgagecggtgaaaacggecty
aagatcgacatccatgtcatcatccogtatgaaggtetgageggcgatcagatgggecagatega
aaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgattctgcactat

SEQ ID NO: 106 (Proteina CP 95 sin enlazador)

MGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKITVTIGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLEFRVTINGV
TGWRLCERILAMVFTLEDEVGDWRQTAGYNLDOVILEQGGVSSLEQNLGVSVTPIQRIVLEGENGL
KIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFKVVY PYVDDHHFKVILHY

SEQ ID NO: 107 (Nucleétido CP 95 con enlazador de 5 aa)

Atgggcacactggtaatcgacggggttacgccgaacatgatecgactatttecggacggecgtatga
aggcatcgecgtgttcgacggcaaaaagatcactgtaaccygggaccctgtggaacggcaacaaaa
ttatcgacgagcecgcoctgatcaaccocogacggotecectgetgttocgegtaaccatcaacyggagtyg
accggctggeggectgtgegagegecattttggcggggagctecggtggaatggtgtttacactcga
agatttecgtaggggactggeggecagacagecggcectacaacctggaccaagteocttgagcagggcy
gtgtgtccagtttgtttcagaatctcocggggtgteccgtaactccgatccaaaggattgtectgage
ggtgaaaacggcctgaagatcgacatccatgtcatcatcececgtatgaaggtectgagecggegatca
gatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtacectgtggatgatcatcactttaaggtga
ttctgcactat

SEQ ID NO: 108 (Proteina CP 95 con enlazador de 5 aa)
MGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGERITVTGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVT INGV
TEGWRLCERILAGSSGGMVFTLEDFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLFONLGVSVTPIQRTIVLS
GENGLEIDIHVIIPYEGLSGDOMGQIEKIFKVVYPVDDHHFKVILHY

SEQ ID NO: 109 (Nucleétido CP 95 con enlazador de 10 aa)
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Atgggracactggtaategacggggttacgccgaacatgatcgactatttcggacggcocgtatga
aggcatcgecgtgttcgacggcaaaaagatcactgtaaccygggaccctgtggaacggcaacaaaa
ttatcgacgagcegeactgatcaacoccgacggetecctgetygtteccgegtaacecatcaacggagtyg
accggctggeggctgtgecgagegecattttggcgggaagttctggtggagggagecteccggtyggaat
ggtgtttacactcgaagatttcecgtaggggactggcggcagacagooggctacaacctggaccaagy
teccttgagocagggeggtgtgtccagtttgtttcagaatctcggggtgtcecgtaacteccgatcoccaa

aggattgtcectgagcggtgaaaacggcecctgaagatcgacatccatgtcatcatccegtatgaagy
tctgagceggcgatcagatgggcoccagatecgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatce
atcactttaaggtgattctgcactat

SEQ ID NO: 110 (Proteina CP 95 con enlazador de 10 aa)

MGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVFDGEKITVTGTLWNGNKI IDERLINPDGSLLERVT INGV
TGWRLCERILAGS3GGGSSGGMVETLEDEVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEFONLGYSVTPIQ
RIVLS5GENGLKIDIHVIIPYREGLSGDOMGQIEKIFKVVYPVDDHHFEVILHY

SEQ ID NO: 111 (Nucleétido CP 95 con enlazador de 20 aa)

Atgggracactggtaatcgacggggttacgccgaacatgatcgactatttcocggacggoccgtatga
aggcatcgccgtgttcgacggcaaaaagatcactgtaaccgggaccctgbggaacggcaacaaaa
ttatcgacgagecgceccectgatcaaccccgacggectccoctgectgttccgegtaaccatcaacggagtyg
accggectggeggetgtgegagegeattttggegggaagttctggtggagggagetecggtggagy
aagttctggtggagggagetocggtggaatggtgtttacactaogaagatttegtaggggactygo
ggcagacagocggctacaacctggaccaagtecttgagcagggeggtgtgteccagtttgtttcag
aatctocggggtgtceccgtaactocegatecaaaggattgtecctgageggtgaaaacggectgaagat
cgacatccatgtcatcatcococgtatgaaggtctgageggcgatcagatgggeccagatcgaaaaaa
tttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgattctgcactat

SEQ ID NO: 112 (Proteina CP 95 con enlazador de 20 aa)

MGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGEKITVTGTLWNGNEKIIDERLINPDGSLLFRVT INGV
TGWRLCERILAGSSGGGES3GGG35GEGSSGEGMVETLEDEVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEQ
NLGVSVIPIQRIVLSGENGLKIDIOVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFKVVY PVDDHAFKVILHY

SEQ ID NO: 113 (Enlazador)

(GSGG)y

SEQ ID NO: 114 (L27V CP 5 TEV)

Atggatttcgtaggggactggcggcagacageeggctacaacctggaccaagtecttgagcagygyg
cggtgtgtccagtttgtttcagaatcteggggtgtecgtaactoccgateccaaaggattgtectga
gcggtgaaaacggcctgaagatcgacatccatgtecatecatececgtatgaaggtctgageggegat
cagatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccecctgtggatgatcatcactttaaggt
gattctgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgecgaacatgatcgactatttcggac
ggccgtatgaaggcatcgccgtgttcocgacggcaaaaagatcactgtaaccgggaccctgtggaac
ggcaacaaaattatcgacgagcgcctgatcaacceccgacggeteoectgetgttcegegtaacceat
caacggagtgaccggcotggecggctgtgcgagegecattttggcgggaagttotggtggaggaagtt
ctggtggagagectactactgagaacttgtacttecagagegataacggaagttctggtggagga
agttctggtggaatggtgtttacactcgaa

SEQ ID NO: 115 (L27V CP 5 TEV)
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MDFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEQNLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGD
OMGOQIEBKIFKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKITVTGTLWN
GNEKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILAGSSGGGSSGGEEPTTENLY FOQSDNGSSGGG
SSGGMVFETLE

SEQ ID NO: 116 (L27V CP 6 TEV)

atgttegtaggggactggeggcagacagecggectacaacctggaccaagtecttgagcagggcygyg
tgtgtccagtttgtttcagaateteggyggtgtecgtaactceccgateccaaaggattgtectgagey
gtgaaaacggcctgaagatcgacatccatgtcatcatecegtatgaaggtctgageggegatcag
atgggcragatcgaaaaaatttttaagygtggtgtacecctgtggatgatcatcactttaaggtgat
tctgecactatggcacactggtaatcgacggggttacgccgaacatgategactattteggacgge
cgtatgaaggcatcgcecgtgttcgacggcaaasagatcactgtaaccgggaccetgtggaacgge

aacaaaattatcgacgagcgcctgatcaacccoccgacggotecectgotgttoccgegtaaccatcaa
cggagtgaccyggctggcggctgtgegagegcattttggegggaagtictggtggaggaagttotyg
gtggagagcctactactgagaacttgtacttccagagocgataacggaagttctggtggaggaagt
tectggtggaatggtgtttacactcgaagat

SEQ ID NO: 117 (L27V CP 6 TEV)

MEVGDWROTAGYNLDQVLEQGGVSSLFONLGVSVIPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDQ
MGQIEKIFKVVYPVDDHHFRKVILHYGTLVIDGVIPNMIDYFGRPYEGIAVFDGEKITVTGTLWNG
NKITIDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILAGSSGGGSSGGEPTTENLYFOSDNGSSGGGS
SGGMVETLED

SEQID NO: 118 (L27V CP 7 TEV)

atggtaggggactggcggcagacagccggctacaacctggaccaagtecttgagcagggeggtgt
gtccagtttgtttcagaatcteggggtgtecgtaacteccgatecaaaggattgtecctgageggty
aazacggcctgaagatcgacatccatgtcatcateccogtatgaaggtctgageggegatcagatyg
ggccagatcgaaaaaattttitaaggtggtgtacectgtggatgatcatcactttaaggtgattct
gcactatggecacactggtaatcgacggggttacgcecgaacatgatecgactatttecggacggecygt
atgaaggcatcgccgtgttcgacggcaaaaagatcactgtaaccgggaccctgtggaacggcaac
aaaattatcgacgageogcecctgatcaaccccgacggcectecctgetgttcoccgegtaaccatcaacgyg
agtgaccggctggcggctgtgcgagegecattttggcgggaagttctggtggaggaagttctggtyg
gagagcctactactgagaacttgtacttceccagagegataacggaagttictggotggaggaagttct
ggtggaatggtgtttacactcgaagatttce

SEQ ID NO: 119 (L27V CP 7 TEV)
MVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEQNLGVSVIPIQRIVLSGENGLKIDIHVI IPYEGLSGDOM
GOIEKIFEVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGYVTPNMIDYFGRPYEGIAVEFDGKKITVTGTLWNGN

KIIDERLINPDGSLLFRVTINGVIGWRLCERILAGSSGGGSSGGEPTTENLYFQSDNGSS5GGGSS
GGMVEFTLEDF

SEQ ID NO: 120 (L27V CP 9 TEV)
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atggactggcggcagacagecggctacaacctggaccaagtecttgagcagggecggtgtgtcecag
tttgtttcagaatcteggggtgtecgtaactecgatccaaaggattgtectgageggtgaaaacy
goctgaagatcgacatccatgtcatcatceccocgtatgaaggtcoctgageoggegatcagatgggecag
atcgaaaaaatttttaaggtyggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgattctgcacta
tggcacactggtaatcgacggggttacgeccgaacatgatcgactatttecggacggeccgtatgaayg
goatcgcegtgttegacyggeaaaaagatcactgtaaccgggacectgtggaacgygcaacaaaatt
atcgacgagcgcctgatcaaccccgacggetecctgectgttcegegtaaccatcaacggagtgac
cggctggecggectgtgegagegecattttggegggaagttoctggtggaggaagttectggtggagage
ctactactgagaacttgtacttccagagegataacggaagttctggtggaggaagttctggtgga
atggtgtttacactcecgaagatttegtaggyg

SEQID NO: 121 (L27V CP 9 TEV)

MDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEONLGVSVIPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGD
IERKIFRVVYEPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGREPYEGIAVFDGKKITVTGTLWNGNKI
IDERLINPDGSLLEFRVTINGVTGWRLCERILAGSSGGGSSGGEPTTENLY FOSDNGSSGGEGSSGGE
MYEFTLEDEVG

SEQID NO: 122 (L27V CP 11 TEV)

Atgcggcagacagccggetacaacctggaccaagtecttgagecagggeggtgtgtccagtttgtt
tcagaatcteggggtgtoccgtaactecgatccaaaggattgtectgageggtgaaaacggectga
agatcgacatccatgtcatcatcccgtatgaaggtctgageggcgatcagatgggccagatcgaa
aaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgattctgecactatggecac
actggtaatcgacggggttacgccgaacatgatcgactatttecggacggccgtatgaaggcatcyg

cogtgttogacyggcaaaaagatcactgtaacegggacactgtggaacggcaacaaaattatcgac
gagcgectgatcaacceccgacggetcecectgetgttecgegtaaccatcaacggagtgaccggetyg
gcggctgtgcgagegeattttggegggaagtictggtggaggaagttctggtggagagectacta
ctgagaacttgtacttccagagegataacggaagttctggtggaggaagttctggtggaatggtyg
tttacactcgaagatttegtaggggactgyg

SEQID NO: 123 (L27V CP 11 TEV)

MROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEOQNLGVSVTIPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIE
KIFKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEPDGKKITVIGTLWNGNKIID
ERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILAGSSGGGSSGGEPTTENLYFOQSDNGSSGGGSSGGMY
FTLEDFVGDW

SEQ ID NO: 124 (L27V CP 12 TEV)

Cagacagccggctacaacctggaccaagtecttgagecagggeggtgtgtecagtttgtttcagaa
tctcggggtgtccgtaactceccgateccaaaggattgtectgagecggtgaaaacggectgaagatecyg
acatccatgtcecatcatececgtatgaaggtctgageggcgatcagatgggecagatcgaaaaaatt
tttaaggtggtgtacccoctgtggatgatcatcactttaaggtgattctgractatggcacactggt
aatcgacggggttacgccgaacatgatcgactatttcggacggcecgtatgaaggcatcgeccgtgt
tcgacggcaaaaagatcactgtaaccgggaccctgtggaacggcaacaaaattatecgacgageyge
ctgatcaaccccgacggetecoctgetgttecgoegtaaccatcaacggagtgaccggetggegget
gtgcgagcecgcattttggcgggaagttictggtggaggaagttctggtggagagectactactgaga
acttgtacticcagagcgataacggaagttctggtggaggaagttctggtggaatggtgtttaca
ctcgaagatttcgtaggyg

SEQID NO: 125 (L27V CP 12 TEV)
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OTAGYNLDOVLEOGGVSSLEQNLGVSVTPIORIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKT
FEVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVT PNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKITVTIGTLWNGNKIIDER
LINPDGSLLEFRVTINGVTGWRLCERILAGSSGGGSSGGEPTTENLY FOSDNGSSGGGSSGEMVET
LEDFVG

SEQID NO: 126 (L27V CP 15 TEV)

atgggctacaacctggaccaagtccttgagcagggcggtgtgtccagtttgtttcagaatctcgyg
gogtgtccgtaactccgatccaaaggattgtecctgagecggtgaaaacggcectgaagatcgacatcee
atgtcatcatceccgtatgaaggtctgageggcgatcagatgggccagatcgaaaaaatttttaag
gtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgattctgecactatggecacactggtaatcga
cggggttacgcecgaacatgatcgactatttecggacggecgtatgaaggecatcgecgtgttegacyg
gcaaaaagatcactgtaaccgggacccectglbyggaacggecaacaaaattatcgacgagegectgate
aaccccgacggcectecctgetgtteccgegtaaccatcaacggagtgaccggctggeggctgtgcga
gocgecattttggcgggaagttctggtggaggaagttctggtggagagectactactgagaacttgt
acttccagagcgataacggaagttctggtggaggaagttectggtggaatggtgtttacactcgaa
gatttcgtaggggactggcggcagacageo

SEQID NO: 127 (L27V CP 15 TEV)

MGYNLDOVLEQGGVSSLEONLGVYSVTPIQRIVLSGENGLKIDIAVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFK
VVYPVDDHHFEVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEFDGEKITVTGTLWNGNKI IDERLT
NPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILAGS SGGGSSGGEPTTENLYFOSDNGSSGGGS5GGMVETLE
DEFVGDWRQTA

SEQID NO: 128 (L27V CP 18 TEV)

ctggaccaagtccttgagcagggcggtgtgtcecagttitgttitcagaatctcggggtgtecgtaac
tecgatccaaaggattgtecctgageggtgaaaacgygcctgaagatcgacatecatgtcatcatee
cgtatgaaggtctgagcggcgatcagatgggeccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccct
gtggatgatcatcactttaaggtgattctgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgec
gaacatgatcgactatttcocggacggccgtatgaaggcatcgeocgtgttcgacggcaaaaagatca
ctgtaaccgggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagcgectgatcaacceccgacgge
tcecetgetgtteogegtaaccatcaacggagtgaccggctggeggetgtgecgagegecattttgyge
gggaagttctggtggaggaagttctggtggagagectactactgagaacttgtactteccagageyg
ataacggaagttctggtggaggaagttctggtggaatggtgtttacactecgaagatttegtagygy
gactggcggcagacagccggcectacaac

SEQID NO: 129 (L27V CP 18 TEV)

LDOVLEQGGVSSLEONLGVSVTPIOQORIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOTIEKIFKVVYP
VODHAFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGREPYEGIAVEDGKKITVTGTLWNGNKIIDERLINEDG
SLLFRVTINGVTGWRLCERILAGSSGGGSSGGEPTTENLYFOSDNGS 5GGGS SGGMVETLEDEVG
DWROTAGYN

SEQID NO: 130 (L27V CP 21 TEV)
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gtecettgageagggcggtgtgtccagtttgtttcagaatcteggggtgteccgtaactecgatcca
aaggattgtcecctgagocggtgaaaacggectgaagatcgacateccatgtecatcateccecgtatgaaqg
gtctgagcggecgatcagatgggecagatcgaaazaatttttaaggtggtgtacecctgtggatgat
catcactttaaggtgattctgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgccgaacatgat
cgactatttcocggacggcecgtatgaaggecatcgeocgtgttecgacggcaaaaagatcactgtaacecyg
ggaccctgtggaacggraacaaaattatcgacgagegectgatcaacceocgacggetecectgetg
ttcegegtaaccatcaacggagtgaccggctggeggctgtgcgagegcattttggegggaagtte
tggtggaggaagttctggtggagagecctactactgagaacttgtacttccagagecgataacggaa
gttctggtggaggaagttctggtggaatggtgtttacactcgaagatttecgtaggggactggcygy
cagacagccggctacaacctggaccaa

SEQID NO: 131 (L27V CP 21 TEV)

VLEQGGVSSLFONLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVITIPYEGLSGDOMGQIEKTIFEVVY PVDD
HHFKVILHYGTLVIDGYVTPNMIDY FGRPYEGIAVEFDCKKITVIGTLWNGNKI IDERLINPDGSLL
FRVTINGVTIGWRLCERILAGS SGGGSSGGEPTTENLY FQSDNGS SGGGS SGGMYFTLEDFVGDWR
QTAGYNLDOQ

SEQID NO: 132 (L27V CP 24 TEV)

cagggeggtgtgteccagtttgtttcagaatcteggggtgtecgtaactecgatccaaaggattgt
cctgagoggtgaaaacggoctgaagatcgacateccatgtcatcatecegtatgaaggtctgagey
gcgatcagatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccectgtggatgatcatcacttt
aaggtgattctgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgecgaacatgatcgactattt
cggacggccgtatgaaggcatcgeccgtgtticgacggraaaaagatcactgtaaccgggaccctgt
ggaacggcaacaaaattatcgacgagcgcectgatcaacccocgacggectococtgetgttecgegta
accatcaacyggagtgaccggctyggeggctgtgecgagegeattttggecygggaagttctggtggaygy
aagttctggtggagagectactactgagaacttgtacttccagagcgataacggaagttoetggtyg
gaggaagttctggtggaatggtgtttacactcgaagatttecgtaggggactggeggcagacagec
ggctacaacctggaccaagtcecttgag

SEQID NO: 133 (L27V CP 24 TEV)

OGEVSSLFONLGVESVIPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFRVVY PVDDHHEE
KVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEFDGEKKITVTGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLERY
TINGVIGWRLCERILAGS 5GGGS5GGEPTTENLY FOSDNGS 5GGGSSGGMVETLEDEVGDWROTA
GYNLDQVLE

SEQID NO: 134 (L27V CP 27 TEV)

gtgtccagtttgtttcagaatcteggggtgtocogtaactocgatccaaaggattgtectgagegy
tgaaaacggcctgaagatcgacatccatgtcatcateccgtatgaaggtctgagecggecgatcaga
tgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgatt
ctgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgccgaacatgatcgactattteggacggec
gtatgaaggcatcgccgtgtticgacggecaaaaagatcactgtaaccgggaccctgtggaacggca
acaaaattatcgacgagcgcctgatcaacoccgacggctococtigetgttccgecgtaaccatcaac
ggagtgaccggctggcggctgtgcgagegecattttggcgggaagttectggtggaggaagttctgg
tggagagcctactactgagaacttgtactticcagagcgataacggaagtictggtggaggaagtt
ctggtggaatggtgtttacactcgaagatttecgtaggggactggcggcagacagecggctacaac
ctggaccaagteccttgagcagggcggt

SEQID NO: 135 (L27V CP 27 TEV)
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VSSLEONLGVSVIPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFKVVY PVDDHHEKVI
LEYGTLVIDGVTPNMIDYFGREPYEGIAVFDGKKITVIGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTIN
GVIGWRLCERILAGSSGGGS 5GGEPTTENLY FQSDNGS SGGGESGGMVETLEDEVGDWRQTAGYN
LDOVLEQGG

SEQID NO: 136 (L27V CP 34 TEV)

atgctcggggtgtcegtaactecgateccaaaggattgtectgagegygtgaaaacggectgaagat
cgacatccatgtecatcatcecegtatgaaggtctgagecggcgatcagatgyggccagatcgaaaaaa
tttttaaggtggtgtaccectgtggatgatcatcactttaaggtgattctgcactatggcacacty
gtaatcgacggggttacgccgaacatgatcgactatttcggacggcecgtatgaaggcatecgocogt
gttcgacggcaaaaagatcactgtaaccgggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgage
goctgatcaaccceocgacggecteectgectgttecgegtaaccatcaacggagtgacecggctggoegy
ctgtgcgagcgecattttggcgggaagttictggtggaggaagttctggtggagagectactactga
gaacttgtacttccagagecgataacggaagttctggtggaggaagttctggtggaatggtgttta
cactcgaagatttegtaggggactggoggcagacagecggcetacaacctggaccaagtecttgag
cagggcggtgtgtceccagtttgtttcagaat

SEQ D NO: 137 (L27V CP 34 TEV)

MLGVSVTPIOQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFRVYVY PVDDHHEFKVILHYGT L
VIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVFDGEKKITVTIGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLERVTINGVIGHWR
LCERILAGSSGGGSSGGEPTTENLYFQSDNGSSGGGSSGGMVETLEDEVGDWROTAGYNLDOVLE
OGGVSSLEFON

SEQID NO: 138 (L27V CP 40 TEV)

Atgococgatccaaaggattgtoctgagoggtgaaaacggcctgaagatcgacatocatgtcatcat
ccogtatgaaggtotgageggcgatcagatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtace
ctgtggatgatcatcactttaaggtgattctgcactatggcacactggtaatcgacggggttacy
ccgaacatgatcgactattticggacggcecgtatgaaggecatcgecgtgticgacggcaaaaagat
cactgtaaccgggaccctygtggaacggcaacaaaattatcecgacgagegectgatcaaccecgacy
getecococtgetgttecgogtaacocatcaacggagtgaccggoetggecggetgtgecgagegeattttyg
gcgggaagttectggtggaggaagttectggtggagagectactactgagaacttgtacttecagag
cgataacggaagttctggtggaggaagttctggtggaatggtgtttacactcgaagatttcecgtag
gggactggcggcagacagccggctacaacctggaccaagtoecttgagecagggecggtgtgteccagt
ttgtttcagaatctecggggtgtecgtaact

SEQID NO: 139 (L27V CP 40 TEV)

MPIQRIVLSGENGLKIDIHVITPYEGLSGDOMGOTIEKIFKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVT
PNMIDYFGRPYEGIAVFDGKKITVTGTLWNGNKI IDERLINPDGSLLFRVTINGVIGWRLCERIL
AGSSGGEGSSGGEEPTTENLYFOSINGS SGGGSSGEGMYVFTLEDFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSS
LFONLGV3VT

SEQ D NO: 140 (L27V CP 43 TEV)
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Atgaggattgtcctgageggtgaaaacggectgaagatcgacatccatgtcatcateccgtatga
aggtcoctgageggcgatcagatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccecctgtggatyg
atcatcactttaaggtgattctgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgecgaacaty
atcgactatttcggacggcecgtatgaaggcatecgeoccgtgttocgacggcaaaaagatcactgtaac
cgggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagegcecctgatcaaccocecgacggceteoctge
tgttccgcgtaaccatcaacggagtgaccggctggoggctgtgcgagogecattttggcgggaagt
tctggtggaggaagttctggtggagagecctactactgagaacttgtacttccagagecgataacyyg
aagttctggtggaggaagttctggtggaatggtgtttacactecgaagatttegtaggggactgge
ggcagacagceccggctacaacctggaccaagtecttgagecagggeggtgtgtecagtttgtttcag
aatctcggggtgtccgtaactccgatccaa

SEQ D NO: 141 (L27V CP 43 TEV)

MRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFKVVYPYDDHHFEVILHYGTLVIDGVTPNM
IDYFGRPYEGIAVEDGERITVTGTLWNGNKI IDERLINPDGSLLFRVT INGVTGWRLCERILAGS
SGGEGSSGEEEPTTENLYFOSDNGSSGGGS SGEMY I TLEDEFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEQ
NLGVSVTPIQ

SEQID NO: 142 (L27V CP 44 TEV)

Atgattgtcctgageggtgaaaacggectgaagatcgacatecatgtecatcatcecgtatgaagg
tctgageggcegatcagatgggceccagatecgaaaaaatttttaaggtggtgtacecctgtggatgate
atcactttaaggtgattctgcactatggracactggtaatcgacggggttacgccgaacatgate
gactatttcggacggccgtatgaaggcatcegecgtgttcgacyggcaaaaagatcactgtaaccyyg
gaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagegectgatcaaceecgacggetecctgetgt
tccgegtaaccatcaacggagtgaccggetggeggetgtgegagegeattttggegggaagttet
gogtggaggaagttctggtggagagcctactactgagaacttgtacttccagagecgataacggaag
ttctggtggaggaagttictggtggaatggtgtttacactcgaagatttcgtaggggactggcgge

agacagccggctacaacctggaccaagtbeccttgagecagggecggtgtgteccagtttgtttcagaat
cteggggtgtecgtaactecgatceccaaagy

SEQID NO: 143 (L27V CP 44 TEV)

MIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFRVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMI
DYFGRPYEGIAVFDGEKITVTGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLEFRVTINGVTGWRLCERILAGSS
GGGSSGGEPTTENLYFQSDNGS5GGGS 5GGMVETLEDEVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEQN
LGVSVTPIOR

SEQID NO: 144 (L27V CP 45 TEV)

Atgygtcctgageggtgaaaacggectgaagatcgacataocatgtcatcatecegtatgaaggtet
gagcggcgatcagatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcate
actttaaggtgattctgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgccgaacatgatcgac
tatttcggacggecgtatgaaggcatecgecgtgttecgacgygcaaaaagatcactgtaacegggac
cctgtggaacgygcaacaaaattatecgacgagegectgatcaaceccgacggetecctgetgttec
gcgtaaccatcaacggagtgaccggectyggeggetgtgegagegcattttggegggaagttectaggt
ggaggaagttctggtggagagectactactgagaacttgtacttccagagegataacggaagttce
tggtggaggaagttctyggtggaatggtgtttacactegaagatttogtaggggactggecggcaga
cagccecggctacaacctggaccaagteccttgagecagggeggtgtgtecagtttgtttcagaatete
ggggtgtccgtaactccogatccaaaggatt

SEQ D NO: 145 (L27V CP 45 TEV)
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MVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKTIFKVVYPVDDHHEFKVILHYGTLVIDGVTPNMID
YFGRPYEGIAVFDGEEKITVIGTLWNGNEKIIDERLINPDGSLLEFRVTINGVIGWRLCERILAGSSG

GGSSGGEPTTENLYFOSDNGSSGGGSSGGMVE TLEDEVGDWROTAGYNLDOVLEQGGV SSLEQONL
GVSVTPIQRT

SEQ D NO: 146 (L27V CP 46 TEV)

Atgctgagcggtgaaaacggectgaagatcgacatccatgtcatcateccgtatgaaggtctgag
cggcgatcagatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtacectgtggatgatcatcact
ttaaggtgattctgeactatgygcacactggtaatcgacggggttacgeccgaacatgatcgactat
ttcggacggecgtatgaaggeatcgeccgtgttecgacggcaaaaagatcactgtaaccgggacect
gtggaacggcaacaaaattatcgacgagcgoectgatcaacccocgacyggctooctgectgttacgeyg
taaccatcaacggagtgaccggctggcggctgtgcgagegecattttggecgggaagttctggtgga
ggaagttctyggtggagagectactactgagaactigtactticcagagecgataacggaagttctygy
tggaggaagttctggtggaatggtgtttacactcgaagatttcgtaggggactggcggcagacaqg
ccggctacaacctggaccaagteccttgagecagggcggtgtgteccagtttgtttcagaatetegygy
gtgtcoegtaactecocgatccaaaggatt

SEQ D NO: 147 (L27V CP 46 TEV)

MLSGENGLEKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFEKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDY
FGRPYEGIAVEFDGRKITVTGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILAGS3GG
GSSGGEPTTENLYEFQSDNGSSGGGSSGGMVETLEDEVGDWROQTAGYNLDOVLEQGGYSSLEQNLG
VSVTPIORI

SEQ D NO: 148 (L27V CP 47 TEV)

atgagcggtgaaaacggcctgaagatcgacatecatgtecatcateccgtatgaaggtctgagegy
cgatcagatgggccagatcgaaaaaatttttaacgtggtgtaccctogtggatgatcatcacttta
aggtgattctgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgccgaacatgatcgactatttce
ggacggccgtatgaaggcatcgecgtgttcgacggcaaaaagatcactgtaaccgggaccectgty
gaacggcaacaaaattatcgacgagcgcectgatcaaccecgacggctecctgetgtteccgegtaa
ccatcaacggagtgaccggctggeggctgtgegagegecattttggegggaagttctggtggagga
agttoctggtggagagectactactgagaacttgtacttccagagegataacggaagttotggtgyg

aggaagttctggtggaatggtgtttacactcgaagatttocgtaggggactggoggcagacagccyg
gctacaacctggaccaagtccttgagcagggeggtgtgtccagtttgtttcagaatcteggggty
tcogtaactecgatccaaaggattgtectyg

SEQID NO: 149 (L27V CP 47 TEV)

MSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFKVVYPVDDHHFEVITHYGTLVIDGVTPNMIDY R
GREYEGIAVFDGKKITVTGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILAGSSGGG
SSGGEPTTENLYFOSDNGSSGGGSSGGMVEFTLEDFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGV3SLEQNLGY
SVTPIQRIVL

SEQ D NO: 150 (L27V CP 48 TEV)
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atgggtgaasacggcctgaagatcgacatccatgtcatcateccgtatgaaggtctgageggcyga
tcagatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtacectgtggatgatcatcactttaagg
tgattctgcactatggcacactggtaatcecgacggggttacgecgaacatgatcgactatttcgga
cggceccecgtatgaaggcatecgecgtgttcecgacggcaaaaagatcactgtaaccgggaccctgtggaa
cggcaacaaaattatcgacgagcecgcectgatcaaccecgacggectecctgotgtteccgegtaacca
tcaacggagtgaccggctggcggctgtgegagegeattttggegggaagttctggtggaggaagt
tctggtggagagoectactactgagaacttgtacttccagagegataacggaagttctggtggagyg
aagttctggtggaatggtgtttacactcgaagatttcgtaggggactggcggcagacagccgget
acaacctggaccaagtceccttgagecagggcggtgtgtecagtttgtttcagaatctecggggtgtec
gtaactccgatccaaaggattgtectgagey

SEQID NO: 151 (L27V CP 48 TEV)

MGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOQIERIFKVVY PVDDHHFRVILHYGTLVIDGVTPNMIDYEFG
RPYEGIAVEFDGKKITVTGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILAGSSGGGS
SGGEPTTENLYFQSDNGSSGGGSSGGMVEFTLEDFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEONLGVS
VIPIQRIVLS

SEQID NO: 152 (L27V CP 49 TEV)

atggaaaacggcctgaagatcgacatccatgtcatcatecegtatgaaggtctgageggegatca
gatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtacectgtggatgatcatcactttaaggtga
ttctgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgccgaacatgatcgactatttcggacygyg
ccgtatgaaggcatcgecgtgtticgacggecaaaaagatcactgtaacecgggaccctgtggaacyy
caacaaaattatcgacgagcgcctgatcaacccoccgacggectececctgotgttocogegtaaccatca
acggagtgaccggctggeggctgtgcgagegcattttggcgggaagttetggtggaggaagttct
ggtggagagcctactactgagaacttgtactteccagagcgataacggaagttctggtggaggaaqg
ttctggtggaatggtgtttacactcgaagatttecgtaggggactggcggcagacagecggctaca
acctggaccaagtcecttgagcagggcggtgtgteccagtttgtttcagaatcteggggtgtcegta
actccgatccaaaggattgtecctgagecggt

SEQID NO: 153 (L27V CP 49 TEV)

MENGLKIDIHVITIPYEGLSGDOMGOQIEKIFKVVYPVDDHAFKVILHYGTLYVIDGVTPNMIDYFGR
PYEGIAVFDGERKITVTGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILAGS3GGGES3
GGEPTTENLYFQSDNGSSGGGSSGGMVEFTLEDEFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEFONLGVSY
TPIQRIVLSG

SEQID NO: 154 (L27V CP 50 TEV)

atgaacggcctgaagatcgacatccatgtcatcatcccgtatgaaggtotgagecggegatcagat
gggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgatte
tgcactatggcacactggtaatcgacggggtitacgccgaacatgatcgactatttcggacggecy
tatgaaggcatcgccgtgttcgacggcaaaaagatcactgtaaccgggaccctgtggaacggcaa
caaaattatcgacgagcgectgatcaacceccgacggcectecctgetgttcegegtaaccatcaacy

gagtgaccggctggeggctgtgecgagegeattttggegggaagttetggtggaggaagttetggt

ggagagcctactactgagaacttgtactteccagagecgataacggaagttctggtggaggaagttc
tggtggaatggtgtttacactcgaagatttecgtaggggactggcggcagacagecggctacaace
tggaccaagtceccttgagecagggeggtgtgtccagtttgtttcagaatcteggggtgtecgtaact
ccgatccaaaggattgtectgageggtgaa

SEQID NO: 155 (L27V CP 50 TEV)
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MNGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFEKVVYPVDDHHEFRKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRP
YEGIAVEDGRKITVIGTLWNGNRIIDERLINPDGSLLERVTINGVTGWRLCERILAGSSGGGS5G
GEPTTENLYFQSDNGSSGGGSSGEGMYFTLEDFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEONLGYSVT
PIORIVLSGE

SEQ D NO: 156 (L27V CP 51 TEV)

atgggcctgaagatcgacatccatgtcatcateccgtatgaaggtctgageggegatcagatggy
ccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgattctge
actatggcacactggtaatcgacggggttacgccgaacatgatcgactatttecggacggecegtat
gaaggcatcgccgtgttcgacggraaaaagatcactgtaaccgggaccctgtggaacggcaacaa
aattatcgacgagcgcctgatcaacccocgacggctooctgotgttocogeogtaaccatcaacggayg
tgaccggctggcggectgtgecgagegeattttggegggaagttctggtggaggaagttctggtgga
gagcctactactgagaacttgtacttccagagcgataacggaagttotggtggaggaagttctgyg
tggaatggtgtttacactcgaagatttegtaggggactggocggcagacagecggotacaacctgyg
accaagtccttgagcagggcecggtgtgteocagtttgtttcagaatcteggggtgtocgtaactceyg
atccaaaggattgtcctgagcggtgaaaac

SEQ D NO: 157 (L27V CP 51 TEV)

MGLKIDIHVITPYEGLSGDOMGOTIEKIFKVVY PYDDHHFKVITLHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPY
EGIAVFDGKKITVTIGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILAGS SGGGS3GG
EPTTENLYFQSDNGS3GGGSSGGMVEFTLEDEVGDWROTAGYNLDOVLEQGGYSSLFONLGVSVTP
IORIVLSGEN

SEQID NO: 158 (L27V CP 52 TEV)

atgctgaagatcgacatccatgtcatcateccgtatgaaggtoetgageggcgatcagatgggeca
gatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccecctgtggatgatcatcactttaaggtgattctgeact
atggcacactggtaatcgacggggttacgccgaacatgatcgactatttcggacggoccgtatgaa
ggcatcgceccgtgttecgacggcaaaaagatcactgtaaccgggaccecctgtggaacggcaacaaaat
tatcgacgagcgoctgatcaacccecgacggctecctgectgtteccgegtaaccatcaacggagtga
ccggetggecggctgtgcgagegecattttggcgggaagttctggtggaggaagttetggtggagayg
cctactactgagaacttgtacttccagagecgataacggaagttctggtggaggaagttctggtgyg
aatggtgtttacactcgaagatttcgtaggggactggcggcagacagecggctacaacctggace
aagtccttgagcagggcyggtgtgtccagtttgtttcagaatctecggggtgtecgtaacteecgate
caaaggattgtcctgagcggtgaaaacggce

SEQID NO: 159 (L27V CP 52 TEV)

MLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFKVVY PVDDHHFEVILHYGTLVIDGVTIPNMIDYFGRPYE
GIAVFDGRKITVIGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVIGWRLCERILAGSS5GGGSSGGE
PTTENLYFQSDNGSSGGGSSGGMYEFTLEDFVGDHWROTAGYNLDOVLEQGGY SSLEFONLGVSVYTPI
ORIVLSGENG

SEQID NO: 160 (L27V CP 53 TEV)
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atgaagatogacatcocatgtcecatocateccgtatgaaggtctgageggegatcagatgggccagat
Ccgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgattctgcactatg
gcacactggtaatcgacggggttacgecgaacatgategactattteggacggecgtatgaagge
atcgccgtgttcgacggcaaaaagatcactgtaaccgggacecctgtggaacggcaacaaaattat
cgacgagcgcctgatcaaccecgacggetecctgctgttcecgegtaaccatcaacggagtgacecy

gctggcggctgtgcgagegecattttggegggaagttctggtggaggaagttctggtggagagect
actactgagaacttgtacttccagagecgataacggaagttctggtggaggaagttetggtggaat
ggtgtttacactcgaagatttegtaggggactggcggcagacageeggctacaacctggaccaay
tcecttgagcagggeggtgtgtecagtttgtttcagaatcteggggtgtecgtaactecgatccaa
aggattgtccoctgagcggtgaaaacggccty

SEQID NO: 161 (L27V CP 53 TEV)

MKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFRKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGREPYEG
IAVEDGKKITVIGTLWNGNKI IDERLINPDGSLLERVTINGVTIGWRLCERILAGSSGGGSSGGEPR
TTENLYFQSDNGSSGGGES SGGMVETLEDEVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEQNLGVYSVTPRIO
RIVLSGENGL

SEQID NO: 162 (L27V CP 54 TEV)

atgatcgacatccatgtcatcatcecccgtatgaaggtectgageggcgatcagatgggecagatcga
aaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgattctgcactatggea
cactggtaatcgacggggttacgccgaacatgatcgactatttcggacggccgtatgaaggcatc
geecgtgttocgacyggecaaaaagatcactgtaacogggacectgtyggaacggcaacaaaattatcyga
cgagcgcctgatcaacccececgacggecteectgetgttccgegtaaccatcaacggagtgacegget
ggcggctgtgcgagcgecattttggcgggaagttectggtggaggaagttctggtggagagoctact
actgagaacttgtacttccagagcgataacggaagttctgygtggaggaagttctyggtggaatggt
gtttacactcgaagatttegtaggggactggeggcagacagecggetacaacctggaccaagtece
ttgagcagggcggtgtgtccagtttgtttcagaatctcggggtgtecgtaactecgatccaaagyg
attgtcctgagecggtgaaaacggoctgaag

SEQID NO: 163 (L27V CP 54 TEV)

MIDIHVIIPYEGLSGDOMGQIEKIFKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYEFGRPYEGT
AVEDGKKITVIGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLEFRVTINGVTGWRLCERILAGSSGGGSSGGEPT
TENLYFQSDNGSSGGGSSGGMVEFTLEDEVGDWROQTAGYNLDOQVLEQGGVSSLEONLGVSVTPIQR
IVLSGENGLK

SEQID NO: 164 (L27V CP 55 TEV)

atggacatccatgtcatcatececcgtatgaaggtectgageggegatcagatgggecagatcgaaaa
aatttttaaggtggtgtaccoctgtggatgatcatcactttaaggtgattctgcactatggecacac
tggtaatcgacggggttacgccgaacatgatcgactattteggacggeegtatgaaggcatcges
gtgttcogacggcaaaaagatcactgtaaccygggaccctgtggaacggeaacaaaattategacga
gecgectgatcaacccecgacggetecctgetgttecegegtaaccatcaacggagtgacecggectgge
ggctgtgcgagecgecattttggegggaagttctggtggaggaagttctggtggagagectactact
gagaacttgtacttccagagogataacggaagttctggtggaggaagttcoctggtggaatggtgtt
tacactcgaagatttcgtaggggactggcgygcagacagccggctacaacctyggaccaagtecttyg
agcagggcggtgtgtccagtttgtttcagaatctecggggtgtececgtaacteccgatccaaaggatt
gtcctgagcggtgaaaacggcecctgaagate

SEQ D NO: 165 (L27V CP 55 TEV)
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MDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYEFGRPYEGIA
VEDGKKITVTGTLWNGNKI IDERLINPDGSLLEFRVTINGVTGWRLCERILAGSSGGGSSGGEPTT
ENLYFOSDNGSSGGGSSGGMVETLEDFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEONLGVSVTPIQRT
VLSGENGLKI

SEQID NO: 166 (L27V CP 56 TEV)

Atgatccatgtcatcatccocgtatgaaggtctgageggegatcagatgggecagatcgaaaaaat
ttttaaggtggtgtacecctgtggatgatcatcactttaaggtgattectgcactatggcacactgyg
taatcgacggggttacgccgaacatgatecgactatttocggacyggecgtatgaagygcatcgocegty
ttcgacggcaaaaagatcactgtaaccgggacectgtggaacggcaacaaaattatcgacgagey
cctgatcaaccccgacggctococtgetgttececgegtaaccatcaacggagtgaccggectggegge
tgtgcgagegcattttggogggaagttctggtggaggaagttctggtggagagectactactgayg
aacttgtacttccagagedataacggaagttctggtggaggaagttctggtggaatggtgtttac
actcgaagatttcgtaggggactggcggcagacagecggctacaacctggaccaagtecttgage
agggcggtgtgteccagtttgtttcagaatctecggggtgtecgtaacteecgateccaaaggattgte
ctgagcggtgaaaacggectgaagatcga

SEQID NO: 167 (L27V CP 56 TEV)

MIHVIIFYEGLSGDOMGOIEKIFKVVYPVDDHHFRKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAV
FDGKKITYTGTLWNGNEI IDERLINPDGSLLEFRVTINGVIGWELCERILAGSSGGGISGGEPTTE
NLYFOSDNGESGGGS SGOMVETLEDEVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVS SLFONLGVSVTPIORIV
LSGENGLKID

SEQID NO: 168 (L27V CP 58 TEV)

atggtcatcatccegtatgaaggtctgageggegatcagatgggecagatcgaaaaaatttttaa
ggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgattetgecactatggecacactggtaateg
acggggttacgccgaacatgatcgactatttcggacggeccgtatgaaggcatcgecgtgttcgac
ggcaaaaagatcactgtaaccgggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagegectgat
caaccccgacggcteoctgetgttoocgegtaaccatcaacggagtgaccggctggeggctgtgey
agcgcattttggcgggaagttctggtggaggaagttctggtggagagectactactgagaactty
tacttccagagegataacggaagttctggtggaggaagttctggtggaatggtgtttacactcega
agatttcgtaggggactggcggcagacagecggectacaacctggaccaagtecttgagcagggey
gtgtgtccagtttgtttcagaatcteggggtgtecgtaactecgateccaaaggattgtectgage
ggtgaaaacggcctgaagatcgacatccat

SEQID NO: 169 (L27V CP 58 TEV)

MVITPYEGLSGDOMGOIEKIFRVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVED
GKKITVTGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILAGSSGGGSSGGEPTTENL
YFQSDNGSSGGGESSGGMYVFTLEDFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEQNLGYVSVTPIQRIVLS
GENGLKIDIH

SEQID NO: 170 (L27V CP 64 TEV)
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atgggtctgagcggecgatcagatgggecagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtacecctgtgga
tgatcatcactttaaggtgattctgractatggecacactggtaatcgacggggttacgeccgaaca
tgatcgactatttcggacggeecgtatgaaggecatcgecgtgtticgacggcaaaaagatcactgta
accgggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagecgcecctgatcaaccocgacggctooct
goctgttcecocgegtaaccatcaacyggagtgaccggctggeggctgtgegaygcgecattttggcgggaa
gttctggtggaggaagttctggtggagagcectactactgagaacttgtacttcecagagecgataac
ggaagttctggtggaggaagttctggtggaatggtgtttacactcgaagatttcgtaggggactyg
goggcagacagceccggctacaacctggaccaagtecttgagecagggeggtgtgteccagtttgtttce
agaatctcggggtgtecgtaactocgatecaaaggattgtectgageggtgaasacggectgaag
atcgacatccatgtcatcatccecgtatgaa

SEQID NO: 171 (L27V CP 64 TEV)

MGLSGDOMGOIEKIFKYVVY PVDDHOFKVILOYGTLVIDGVTPNMIDYFGREPYEGIAVEDGKEITV
TGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVT INGVTGWRLCERILAGSSGCGGSSGGEPTTENLYEFQOSDN

GSSGGGSSGEMVETLEDEVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEFONLGVSVTPIQRIVLSGENGLK
IDIHVIIPYE

SEQID NO: 172 (L27V CP 67 TEV)

atgggcgatcagatgggceccagatcgaaaaaatttttaaggtyggtgtaccetgtggatgatcatca
ctttaaggtgattctgcactatggecacactggtaatcgacggggttacgcogaacatgatcgact
atttcggacggecgtatgaaggcatcgecgtgttcgacggcaaaaagatcactgtaaccgggace
ctgtyggaacggcaacaaaattatcgacgagoegecctgatcaacecccgacggectacctgectgtteccy
cgtaaccatcaacggagtgaccggctggeggctgtgcgagegeattttggcgggaagttctggtyg
gaggaagttctggtggagagectactactgagaacttgtacttccagagegataacggaagttct
ggtggaggaagttctggtggaatggtgtttacactcgaagatttcgtaggggactggeggcagac
agccggcectacaacctggacraagtecttgagecagggcggtgtgtecagtttgtttcagaatcteg
gggtgtcecgtaactecgatccaaaggattgtcctgageggtgaaaacggcctgaagatcgacate
catgtcatcatcocgtatgaaggtctgage

SEQID NO: 173 (L27V CP 67 TEV)

MGDOMGOIEKIFKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDY FGRPYEGIAVEDGEKITVIGT
LWNGNEIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILAGSSGGGSSGGEPTTENLYFQSDNGSS
GGGSSGGMVETLEDEVGDWRQTAGYNLDOVLEQGGVSSLEOQNLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDI
HVIIFPYEGLS

SEQID NO: 174 (L27V CP 70 TEV)

atgatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggt
gattctgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgcocgaacatgatecgactatttecggac
ggccgtatgaaggcatcgeogtgttecgacggcaaaaagatcactgtaaccgggacectgtggaac
ggcaacaaaattatcgacgagcecgcctgatcaaccoccgacggectececctgectgttocecgegtaaccat
caacggagtgaccggetggeggectgtgogagegecattttggegggaagttctggtggaggaagtt
ctggtggagagcctactactgagaacttgtacttccagagecgataacggaagttctggtggagga
agttctggtggaatggtgtttacactcgaagatttcgtaggggactggcggecagacagecggeta
caacctggaccaagteccttgagecagyggeggtgtgteccagtttgtttecagaatectecggggtgtecyg
Ltaactccgatccaaaggattgtectgageggtgaaaacggcctgaagatcgacatccatgtcate
atcccegtatgaaggtctgageoggegatcag

SEQID NO: 175 (L27V CP 70 TEV)

142



10

15

20

ES 2567410713

MMGOIEKIFKVVIPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEFDGEKKITVIGTLWN
GNEKITIDERLINPDGSLLEFRVTINGVTGWRLCERILAGSSGGGSSGGEPTTENLYFQSDNGSSGGG
SSGGMVETLEDEVGDWROTAGYNLDOQVLEQGGVSSLFOQNLGVSVIPIQRIVLSGENGLKIDIHVI
IPYEGLSGDQ

SEQID NO: 176 (L27V CP 73 TEV)

atgatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccectgtggatgatcatcactttaaggtgattctgea
ctatggcacactggtaatcgacggggttacgccgaacatgatcgactatttcggacggeccgtatg
aaggcatcgecocgtgttcocgacggcaaaaagatcactgtaaccgggaccctgtggaacggcaacaaa
attatcgacgagcgcctgatcaaccceegacggctoeocctgectgttccgecgtaaccatcaacggagt
gaccyggctggeggectgtgogagegeattttagegggaagttctggtggaggaagttectggtggay
agcctactactgagaacttgtacttcoccagagegataacggaagttctyggtggaggaagttotggt
ggaatggtgtttacactcgaagatttcgtaggggactggcggcagacagecggetacaacctygga
ccaagtceccttgagecagggeggtgtgtecagtttgtttcagaatctecggggtgteccgtaactecga
tccaaaggattgtoctgageggtgaaaacggectgaagatcgacatececatgtcatcatececogtat
gaaggtctgagcggocgatcagatgggecay

SEQID NO: 177 (L27V CP 73 TEV)

MIEKIFKVVYPVDDHHFRVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEFDGKKITVTGTLWNGNK
ITDERLINFDGSLLFRVTI INGVTGWRLCERILAGSSGGGSSGGEPTTENLYFQSDNGSSGGGESSG
GMVETLEDEVGDWEQTAGYNLDOVLEQGGVSSLEFQNLGYSVIPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPY
EGLSGDOMGO

SEQID NO: 178 (L27V CP 76 TEV)

atgatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgattctgecactatggceac
actggtaatcgacggggttacgccgaacatgatcgactattteggacggecgtatgaaggcateyg
ccgtgttcgacggcaaaaagatcactgtaaccgggacectgtggaacggcaacaaaattatcgac
gagcgcctgatcaacccecgacggceteoctgctgttccgegtaaccatcaacggagtgaceggcetyg
gcggctgtgecgagegeattttggegggaagttctggtggaggaagttectggtggagagcctacta
ctgagaacttgtacttccagagcgataacggaagttctggtggaggaagttctggtggaatggtyg
tttacactcgaagatttcgtaggggactggoggcagacagccggctacaacctggaccaagtect
tgagcagggcggtgtgteccagtttgtttcagaatcteggggtgtececgtaactecgatccaaagyga
ttgtcctgageggtgaaaacggcctgaagatcgacatccatgtecatcatecegtatgaaggtety
agcggcgatcagatgggccagatcgaaaaa

SEQID NO: 179 (L27V CP 76 TEV)

MIFEVVYPVDDHHFKVILHYGTLYVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKITVTGTLWNGNEIID
ERLINPDGSLLFRVTINGVIGWRLCERILAGSSGGGSSGGEPTTENLYFOSDNGSSGGGSSGGMV
FTLEDFVGDHWRQTAGYNLDOQVLEQGGVSSLFONLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVITIPYEGL
SGDQMGOIEK

SEQID NO: 180 (L27V CP 79 TEV)
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Atggtggtgtaccectgtggatgatcatcactttaaggtgattctgractatggcacactggtaat
cgacggggttacgccgaacatgatcecgactatttocggacggecgtatgaaggecatogeocgtgttog
acggcaaaaagatcactgtaaccgggaccctgtggaacggcaacaaaattatecgacgagcegecty
atcaaccccgacggcteococtgoctgttoocgecgtaaccatcaacggagtgaccggoctggeggetgtyg
cgagcgeattttggegggaagttctggtggaggaagttetggtggagagectactactgagaact
tgtacttccagagcgataacggaagttctggtggaggaagttctggtggaatggtgtttacacte
gaagatttcgtaggggactggcggecagacagecggctacaacctggaccaagteccttgagecaggy
cggtgtgteccagtttgtttcagaatctcggggtgtecgtaactecgatccaaaggattgtectga

gcecggtgaaaacggcctgaagatcgacatccatgtecatecateccgtatgaaggtctgageggegat
cagatgggccagatcgaaaaaatttttaag

SEQID NO: 181 (L27V CP 79 TEV)

MVVYPVDDHHFKVILHYGTILVIDGVTEPNMIDYFGRPYEGIAVEDGEKITVIGTLWNGNKIIDERL
INPDGSLLEFRVTINGVTGWRLCERTILAGS 3GGGSSGGEFPTTENLYFQSDNGSSGGGSSGGMVETL
EDFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLFONLGVSVTPIQRIVLSGENGLEKIDIHVIIPYEGLSGD
OMGQIEKIFK

SEQID NO: 182 (L27V CP 80 TEV)

atggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgattctgcactatggcacactggtaatcga
cggggttacgccgaacatgatcecgactattteggacggecgtatgaaggcatecgecgtgttegacy
graaaaagatcactgtaaccgggacccoctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagegoetgatc
aaccccgacggcetcecocctgetgttocgegtaaccatcaacggagtgaccggctggeggetgtgega
goegeattttggegggaagttectyggtggaggaagttctggtggagagectactactgagaacttgt
acttccagagcgataacggaagttctggtggaggaagttectggtggaatggtgtttacactecgaa
gatttcgtaggggactggcggcagacagecggctacaacctggaccaagtecttgagecagggegyg
tgtgtccagtttgtttcagaatctocggggtgtccgtaacteccgateccaaaggattgtecctgageyg
gtgaaaacggcctgaagatcgacatccatgtcatcatccegtatgaaggtetgageggegatcayg
atgggccagatcgaaaaaatttttaaggtyg

SEQID NO: 183 (L27V CP 80 TEV)

MVYPVDDHEFKVILHYGTLVIDGYVTPNMIDYFGRPYEGIAVFDGREITVTGTLWNGNKIIDERLT
NPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILAGS 5GGGS5GGEPTTENLYFQSDNGS S5GGGESGGMYVETLE
DEVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEQNLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDO
MGQIEKIFEY

SEQID NO: 184 (L27V CP 81 TEV)

atgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgattctgcactatggcacactggtaatcgacgyg
ggttacgccgaacatgatcgactatttcggacyggeecgtatgaaggcatcgecgtgttcgacggeca
aaaagatcactgtaaccygggaccctgtggaacyggcaacaaaattatecgacgagegectgatcaac
ccecgacggcectooctgetgttecgegtaaccatcaacggagtgaccggetggeggetgtgegagey
cattttggecgggaagttctggtggaggaagttctggtggagagectactactgagaacttgtact
tccagagcecgataacggaagttctggtggaggaagttctggtggaatggtgtttacactcgaagat
ttcgtaggogactggeggcagacagecggctacaacctggaccaagtecttgagecagggecggtgt
gtccagtttgtttcagaatctocggggtgtocgtaacteocgatecrcaaaggattgtecctgagoggtyg
aaaacggcoctgaagatcgacatccatgtcatecatcecgtatgaaggtctgageggcgatcagatyg
ggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtg

SEQID NO: 185 (L27V CP 81 TEV)
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MYPVDDHHFRVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVFDGKKITVTGTLWNGNKIIDERLIN
PDGSLLFRVTINGVTIGWRLCERILAGSSGGG S SGGEFTTENLY FQSDNGSSGGGS 5GEMYVETLED
FVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEFONLGVSVTPIORIVLSGENGLRIDIHVIIPYEGLSGDOM
GQIEKIFKVV

SEQID NO: 186 (L27V CP 82 TEV)

atgcctgtggatgatcatcactttaaggtgattctgcactatggcacactggtaatcgacggggt
tacgccgaacatgatcgactatttecggacggecgtatgaaggecategecgtgttcgacggcaaaa
agatcactgtaaccgggacccectgtggaacggcaacaaaattatcgacgagcgecctgatcaaccee
gacggctocctgotgtteccgegtaaccatcaacggagtgacecggetggeggetgtgegagegeat
tttggcgggaagttctggtggaggaagttctggtggagagectactactgagaacttgtacttee
agagcgataacggaagttctggtggaggaagttctggtggaatggtgtttacactcgaagattte
gtaggggactggcggcagacagecggctacaacctggaccaagteocttgagocagggeggtgtgte

cagtttgtttcagaatctcocgygggtgtcogtaactcogateccaaaggattgtectgageggtgaaa
acggcctgaagatcgacatccatgtecatcatecoccgtatgaaggtectgageggegatcagatggge
cagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtac

SEQID NO: 187 (L27V CP 82 TEV)

MPVDDHHEEVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKITVIGTLWNGNKIIDERLINP
DGSLLERVTINGVIGWRLCERILAGSSGGGSSGGEPTTENLYFQSDNGS SGGGS SGGMVETLEDE
VGDWROTAGYNLDOVLEQGGYSSLEONLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMG
QIEKIFKVVY

SEQID NO: 188 (L27V CP 83 TEV)

atggtggatgatcatcactttaaggtgattctgecactatggcacactggtaatcgacggggttac
gecocgaacatgatcgactatttocggacggecgtatgaaggecatecgocgtgttcgacggcaaaaaga
tcactgtaaccgggaccctgtggaacggecaacaaaattatcgacgagegectgatcaaccccgac
ggctcectgctgttecgegtaaccatcaacggagtgaccggectggeggectgtgegagegeattit
ggcgggaagttctggtggaggaagttctggtggagagectactactgagaacttgtacttccaga
gcgataacggaagttctggtggaggaagttctggtggaatggtgtttacactcgaagatttecgta
ggggactggcggcagacagecggctacaacctggaccaagtecttgagecagggeggtgtgtccag
tttgtttcagaatctcggggtgteccgtaactccgatccaaaggattgtecctgageggtgaaaacyg
gcectgaagatcgacatccatgtcatcatecegtatgaaggtctgageyggcgatcagatgggccay
atcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccct

SEQID NO: 189 (L27V CP 83 TEV)

MVDDHHEKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKEKITVIGTLWNGNKI IDERLINFED
GSLLFRVTINGVTGWRLCERILAGSSGGGSSGGEPTTENLY FPOSDNGSSGGGSSGGMVETLEDEV
GDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEFONLGVSVIPIQRIVLSGENGLRKIDIHVI IPYEGLSGDOMGO
IEKIFEVVYP

SEQID NO: 190 (L27V CP 84 TEV)
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atggatgatcatcactttaaggtgatictgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgec
gaacatgatcgactatttecggacggccgtatgaaggcategecgtgttcgacggcaaaaagatca
ctgtaaccgggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagegectgatcaacccoccgacggc
tecoctgotgtteccgegtaaccatcaacggagtgaccggetggcggetgtgegagegecattttgge
gggaagttctggtggaggaagttctggtggagagectactactgagaacttgtacttccagagey
ataacggaagttctggtggaggaagttctggtggaatggtgtttacactcgaagatttcgtagygy
gactggcggcagacagccggctacaacctggaccaagtccttgagcagggcggtgtgtecagttt
gtttcagaatctoggggtgtoecgtaactceccgatccasaggattgtectgageggtgaaaacggec
tgaagatcgacatccatgtcatcatececgtatgaaggtectgagegygcgatcagatgggoecagate
gaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtyg

SEQID NO: 191 (L27V CP 84 TEV)

MDDHHFKVILEYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVFDGKKITVIGTLWNGNKIIDERLINPDG
SLLFRVTINGVTGWRLCERILAGSSGGGSSGGEPTTENLYFQSDNGSSGGGSSGGMVFTLEDEVG
DWROTAGYNLDOQVLEQGGVSSLEONLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOI
ERIFKVVYPV

SEQID NO: 192 (L27V CP 85 TEV)

atggatcatcactttaaggtgattctgecactatggcacactggtaatcgacggggttacgeccgaa
catgatcgactatttcggacggecgtatgaaggcatcgecgtgttcgacyggcaaaaagatcacty
taaccgggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagegectgatcaacceecgacggcetee
ctgctgttcecgegtaaccatcaacggagtgacecggctggecggetgtgecgagegecattttggeggy
aagttctggtggaggaagttctggtggagagectactactgagaacttgtacttccagagcgata
acggaagttctggtggaggaagttctggtggaatggtgtttacactcgaagatttecgtaggggac

tggcggcagacagccggctacaacctggaccaagtecttgagecagggeggtgtgtccagtttgtt
tcagaatcteggggtgtccgtaactecgatccaaaggattgtectgageggtgaaaacggectga
agatcgacatccatgtcatcatceogtatgaaggtctgageggegatcagatgggecagatcgaa
aaaatttttaaggtggtgtaccctgtggat

SEQID NO: 193 (L27V CP 85 TEV)

MDHHFKVITLHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVFDGEKKITVTGTLWNGNEIIDERLINPDGS
LLFRVTINGVTGWRLCERILAGSSGGGSSGGEPTTENLYFQSDNGSSGGGSSGGMYVFTLEDEVGD
WROTAGYNLDOVILEQGGVSSLEFONLGVSVTPIQORIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIER
KIFKVVYPVD

SEQID NO: 194 (L27V CP 86 TEV)

atgcatcactttaaggtgattctgecactatggcacactggtaatcgacggggttacgecgaacat
gatcgactatttcocggacggecgtatgaaggcatcgecgtgticgacggeaaaaagatcactgraa
ccgggaccectgtggaacggcaacaaaattatcgacgagegectgatcaaccocgacggetecctyg
ctgttccgcecgtaaccatcaacggagtgaccggctggeggcectgtgecgagegecattttggegggaag
ttctggtggaggaagttctggtggagagectactactgagaacttgtacttccagagecgataacy
gaagttctggtggaggaagttctggtggaatggtgtttacactcgaagatttcgtaggggactgyg
cggcagacagccggctacaacctggaccaagtccttgagcagggeggtgtgtecagtttgtttca
gaatctcocggggtgtccgtaactceccgatceccaaaggattgtectgageggtgaaaacggcctgaaga
tcgacatccatgtecatcatecegtatgaaggtctgageggcgatcagatgggccagatcgaaaaa
atttttaaggtggtgtaccctgtggatgat
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SEQ D NO: 195 (L27V CP 86 TEV)

MHHFEVILHYGTLVIDGVTFNMIDYFGREFYEGIAVFDGKKITVTGTLWNGNKIIDERLINPDGSL
LFRVTINGVTGWRLCERILAGSSGGGSSGGEPTTENLYFQSDNGS SGGGE3SGGMVETLEDEVGDW

ROTAGYNLDOVLEQOGGVSSLEONLGYVSVTPIQRIVLSGENGLRKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOQIEK
IFKVVYPVDD

SEQ D NO: 196 (L27V CP 87 TEV)

atgcactttaaggtygattctgeactatggcacactggtaatcgacggggttacgeccgaacatgat
cgactattteggacggecgtatgaaggratcgeegtgtiticgacggcaaaaagatcactgtaaccy
ggaccctgtggaacggcaacaaaattatecgacgagegectgatcaaceccgacggeteectgetyg
ttcocgogtaaccatcaacggagtgacoggetggocggectgtgogagegecattttggegggaagttc
tggtggaggaagttctggtggagagectactactgagaacttgtactteccagagegataacggaa
gttctggtggaggaagttctggtggaatggtgtttacactcgaagatttegtaggggactggcgy
cagacagccggctacaacctggaccaagtecttgagcagyggcggtgtgteccagtttgtttcagaa
tcteggggtgtecgtaactecgatccaaaggattgtecctygageggtgaaaacggectgaagatcyg

acatccatgtcatcatccegtatgaaggtetgageggegatcagatgggecagatcgaaaaaatt
tttaaggtggtgtaccctgtggatgatcat

SEQID NO: 197 (L27V CP 87 TEV)

MHFKVILHYGTLVIDGVIPNMIDYFGRPYEGIAVEDGERKITVIGTLWNGNKIIDERLINPDGSLL
FRVTINGVTGWRLCERILAGSSGGGSSGGEPTTENLYFOSDNGSS5GGGSSGGMVETLEDEVGDWR

QTAGYNLDOVLEQGGVSSLFONLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVITIPYEGLSGDOMGRIEKT
FRVVYPVDDH

SEQID NO: 198 (L27V CP 88 TEV)

atgtttaaggtgattctgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgecgaacatgatcga
ctatttocggacggecocgtatgaaggcatecgecgtgttocgacggraaaaagatcactgtaaccggga
ccotgtggaacyggcaacaaaattatcgacgagegectgatcaacccececgacggetecectgetgtee
cgcgtaaccatcaacggagtgaccggectggoggetgtgogagecgecattttggogggaagttotgg
tggaggaagttctggtggagagecctactactgagaacttgtacttccagagecgataacggaagtt

ctggtggaggaagttctggtggaatggtgtttacactcgaagatttcgtaggggactggecggcag
acagccggctacaacctggaccaagtecttgagecagggcggtgtgtecagtttgtttcagaatcet
cggggtgtccgtaactccgatccaaaggattgtcctgagecggtigaaaacggccigaagatcgaca
tccatgtcatcatccecgtatgaaggtctgageggegatcagatgggecagatcgaaaaaattttt
aaggtggtgtaccctgtggatgatcatcac

SEQID NO: 199 (L27V CP 88 TEV)

MEFKVILHYGTLVIDGVIPNMIDYFGRPYEGIAVEDGERKITVTGTLWNGNKI IDERLINFPDGSLLE

RVTINGVTGWRLCERILAGS3GGGSSGGEFTTENLYFOSDNGSSGGE3SGGMVETLEDEVGDWRY

TAGYNLDOVLEQGGVSSLEFQNLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIFPYEGLSGDOMGQIEKTIE
KEVVYPVDDHH

SEQID NO: 200 (L27V CP 91 TEV)
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atgattctgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgecgaacatgatcgactatttcgg
acggccgtatgaaggcategecgtgttocgacyggcaaaaagatcactgtaacegggacectgtgga
acggcaacasaattatcgacgagcgcctgatcaaccccgacggctocectgetgttecegegtaace
atcaacggagtgaccggetggeggctgtgegagegeattttggcgggaagrctggtggaggaayg
ttectyggtggagagectactactgagaacttgtacttccagagecgataacggaagttctggtggay
gaagttctggtggaatggtgtttacactcgaagatttcgtaggggactggeggcagacagoccgge
tacaacctggaccaagtecttgagcagggcggtgtgtecagtttgtttcagaatctecggggtgte
cgtaactcocgatccaaaggattgtoctgagoggtgaaaacggecctgaagatcgacatccatgtca
tcatccogtatgaaggtotgageggegatcagatgggecagatcgaaaaaatttttaaggtggty
taccctgtggatgatcatcactttaaggtyg

SEQID NO: 201 (L27V CP 91 TEV)

MILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVFDGEKITVTGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVT
INGVTGWRLCERILAGSSGGGSSGGEPTTENLYFOSDNGSSGGGSSGGMVETLEDFVGDWROTAG
YNLDOVLEQGGVSSLEFONLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIOVII PYEGLSGDOMGOIEKIFKVY
YPVDDHHFEV

SEQID NO: 202 (L27V CP 94 TEV)

atgtatggcacactggtaatcgacggggttacgccgaacatgatcgactatttcggacggeccgta
tgaaggcatcgceccgtgttecgacggcaaaaagatcactgtaacecgggaccectgtggaacggcaaca
aaattatcgacgagcgcctgatcaaccccecgacggctoocctgectgttcegegtaaccatcaacgga
gtgaccggctggcggctgtgcgagogecattttggecgggaagttictggtggaggaagttotggtgyg
agagcctactactgagaacttgtacttccagagcgataacggaagttctggtggaggaagttcty
gtggaatggtgtttacactcgaagatttcgtaggggactggcggeagacagecggctacaaccty
gaccaagtccttgagcagggcggtgtgtccagtttgtttcagaatctcggggtgtcecgtaactece
gatccaaaggattgtcctgagcecggtgaaaacggcectgaagatcgacatccatgtcatcatecegt
atgaaggtctgageggcgatcagatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtacecctgty
gatgatcatcactttaaggtgattctgcacg

SEQ D NO: 203 (L27V CP 94 TEV)

MYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVFDGKKITVTGTLHWNGNKI IDERLINPDGSLLFREVTING
VIGWRLCERILAGSSGGGSSGGEPTTENLYFQSDNGSSGGGSSGGMYVETLEDEVGDWROTAGYNL
DOVLEQGGV3SLFONLGVSVIPIQRIVLSGENGLEKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOQIEKIFKVVY PV
DDHHFKVILH

SEQID NO: 204 (L27V CP 95 TEV)

atgggcacactggtaatcgacggggttacgccgaacatgatcgactatttcggacggeccgtatga
aggcatcgcecgtgttcgacggeaaaaagatcactgtaaccgggaccecctgtggaacggcaacaaaa
ttatcgacgagcgectgatcaaccecgacggetecctgetgttecgegtaaccatcaacggagty
accggectggeggectgtgegagegecattttggecgggaagttectggtggaggaagb tetggtggaga
geectactactgagaacttgtacttccagagegataacggaagttctggtggaggaagttotgygtyg
gaatggtgtttacactcgaagatttegtaggggactggeggcagacagecggetacaacctggac
caagtcecttgagecagggecggtgtgteccagtitgtttcagaatcteggggtgteccgtaactecgat
ccaaagygattgtoctgageggtgaaaacggcectgaagatcgacatccatgtcatcatcoogtatyg
aaggtctgagecggegatcagatgggceccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtacecctgtggat
gatcatcactttaaggtgattctgcactat

SEQID NO: 205 (L27V CP 95 TEV)
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MGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKITVTGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLEFRVTINGY
TGWRLCERILAGSSGGGSSGGEPTTENLYFPQSDNGS5GGGSSGEGMYVEFTLEDFVGDWROTAGYNLD

QVLEQGGVSSLEFONLGVSVTPIQRIVLSGENGLEIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFEVVYEPVD
DHHFEVILHY

SEQID NO: 206 (L27V CP 97 TEV)

atgctggtaatcgacggggttacgccgaacatgatecgactatttcggacggccgtatgaaggeat
cgocgtgttogacggoaaaaagatcactgtaacecgggacoctgtggaacggcaacaaaattateg
acgagcgcctgatcaacccegacggctooctgectgtitccgecgtaaccatcaacggagtgacocgge
tggcggctgtgcgagcgecattttggcgggaagttctggtggaggaagttctggtggagagectac
tactgagaacttgtacttccagagcgataacggaagttctggtggaggaagttctggtggaatgg
tgtttacactcgaagatttegtaggggactggcggcagacagecggctacaacctggaccaagte
cttgagcagggcggtgtgtccagtttgtttcagaatctecggggtgtccgtaactecgatccaaayg
gattgtcctgagecggtgaaaacggcecctgaagatcgacatccatgtcatcatccecgtatgaaggte

tgagcggcgatcagatgggceccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcat
cactttaaggtgattctgcactatggcaca

SEQID NO: 207 (L27V CP 97 TEV)

MLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKITVTIGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTG
WRLCERILAGSSGGGSSGGEPTTENLYFQSDNGSSGGGS SGGMVEFTLEDEVGDWRQTAGYNLDQV

LEQGGVSSLEFONLGYSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKIPKVYYPVDDH
HFEVILHYGT

SEQ ID NO: 208 (L27V CP 100 TEV)

Atggacggggttacgccgaacatgatcgactatttcggacggccgtatgaaggcatecgeccgtgtt
cgacggcaaaaagatcactgtaaccgggaccctgtggaacggcaacaaaattatecgacgagogece
tgatcaaccccgacggectoecctgotgttecgogtaaccatcaacggagtgaccyggctyggeggetg
tgcgagogcattttggcgggaagttctggtggaggaagttctggtggagagectactactgagaa
cttgtacttccagagegataacggaagttctggtggaggaagttctggtggaatggtgtttacac
tcgaagatttcocgtaggggactggoggcagacagecggctacaacctggaccaagteccttgageag
ggcggtgtgteccagtttgtttcagaatctoggggtgtccgtaactccgatccaaaggattgtcct
gagcggtgaaaacggectgaagatcgacatccatgtcatcateccgtatgaaggtctgageggcy
atcagatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaag
gtgattctgcactatggcacactggtaatc

SEQ ID NO: 209 (L27V CP 100 TEV)
MDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEFDGKKITVIGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRL

CERILAGSSGGGSSGGEPTTENLYFQSDNGSSGGEGSSGGMVETLEDFVGDWROTAGYNLDOVLEQ

GGVSSLEFONLGVSVTPIQORIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFKVVY PVDDHHFK
VILHYGTLVI

SEQID NO: 210 (L27V CP 101 TEV)
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atgggggttacgccgaacatgatecgactattteggacggecgtatgaaggeatcgececgtgttega
cggcaaaaagatcactgtaaccgggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagegectga
tcaacccecgacggctecctgectgttecocgegtaaccatcaacggagtgaccggctggeggetgtge
gagcgcattttggecgggaagttetggtggaggaagttoctggtggagagectactactgagaactt
gtacttccagagegataacggaagttctggtggaggaagttetggtggaatggtgtttacactcyg
aagatttcgtaggggactggcggcagacagceccggctacaacctggaccaagtccttgagocagggoe
ggtgtgtccagtttgtttcagaatcteggggtgtccgtaactecgatccaaaggattgtectgag
cggtgaaaacggcctgaagatcgacatecatgtecatcatecececgtatgaaggtctgageggegate
agatgggecagatcocgaaaaaatttttaaggtggtgtacectgtggatgatcatcactttaaggtyg
attctgcactatggcacactggtaatcgac

SEQID NO: 211 (L27V CP 101 TEV)

MGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKITVTGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVT INGVTGWRLC
ERILAGSSGGGSSGGEPTTENLYFOSDNGESGGGESSGGMVETLEDFPVGDWROQTAGYNLDOVLEQG
GVSSLFONLGYVSVTPIORIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFKVVYPYDDHHERY
ILHYGTLVID

SEQID NO: 212 (L27V CP 102 TEV)

atggttacgccgaacatgatcgactattteggacggeccgtatgaaggeatcgeegtgttcgacygyg
caaaaagatcactgtaaccygggaccctygtggaacyggcaacaaaattatcgacgagcgcectgatca
accccgacggcetecctgetgttecgegtaaccatcaacggagtgaccggetggeggetgrgegayg
cgcattttggcygggaagttoctggtggaggaagttctggtggagagectactactgagaacttgta
cttccagagcgataacggaagttctggtggaggaagttctggtggaatggtgtttacactcgaag
atttcgtaggggactggecggcagacagceggctacaacctggaccaagtbecttgagecagggoggt
gtgtccagtttgtttcagaatcteggggtgtecgtaactecgatccaaaggattgtectgageygy
tgaaaacggcctgaagatcgacatccatgtcatcatccecgtatgaaggtctgagecggcgatcaga
tgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccetgtggatgatcatcactttaaggtgatt
ctgcactatggcacactggtaatcgacyggy

SEQID NO: 213 (L27V CP 102 TEV)

MVITPNMIDYFGREPYEGIAVEFDGKKITVTGTLWNGNKI IDERLINPDGSLLEFRVTINGVTGWRLCE
RILAGSSGGGSSGGEPTTENLYFQSDNGS 5GGGEE SGGMYVETLEDFVGDWRQTAGYNLDOVLEQGG
VSSLFONLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFKVVYPVDDHHEFEVI
LHYGTLVIDG

SEQID NO: 214 (L27V CP 103 TEV)

atgacgccgaacatgatcgactattteggacggeccgtatgaaggecategecgtgttegacggcaa
aaagatcactgtaaccgggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagegcctgatcaacc
ccgacggctecectgetgttecgegtaaccatcaacggagtgaccggectggeggctgtgegageygce
attttggcgggaagttctggtggaggaagttctggtggagagectactactgagaacttgtactt
ccagagcgataacggaagttctggtggaggaagttctggtggaatggtgtttacactegaagatt
tecgtaggggactggcggcagacagecggoctacaacctggaccaagteccttgagcagggeggtgtyg
tccagtttgtttcagaatcteggyggtgteoocygtaactcecyatccaaaggattgtectgageyggtga
aaacggecctgaagatcgacatcecatgteatcateccgtatgaaggtctgageggecgatcagatygyg
gccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccecctgtggatgatcatcactttaaggtgattcectyg
cactatggcacactggtaatcgacggggtt

SEQID NO: 215 (L27V CP 103 TEV)
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MTPNMIDYFGRPYEGIAVFDGKKITVTGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTGHRLCER
ILAGSE5GGEGEESSGGEPTTENLYFQSDNGS3GGGSSGGMVE T LEDEVGDWROTAGYNLDOVLEQGGY

SSLFONLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIERIFKVVYPVDDHHFREVIL
HYGTLVIDGV

SEQID NO: 216 (L27V CP 104 TEV)

atgccgaacatgatcgactattticggacggccgtatgaaggecatcgecgtgttecgacggcaaaaa
gatcactgtaaccgggacccectgtggaacggcaacaaaattatcgacgagegectgatcaacceceyg
acggctcoctgetgttecgegtaaccatcaacggagtgacecggetggegygctgtgecgagegeatt
ttggcgggaagttctggtggaggaagttctggtggagagectactactgagaacttgtacttcea
gagcgataacggaagttctggtggaggaagttctggtggaatggtgtttacactecgaagatttcyg
taggggactggcggcagacagecggctacaacctggaccaagtecttgagcagggecggtgtgtec
agtttgtttcagaatctoggggtgtecgtaactecgatccaaaggattgtectgageggtgaaaa
cggcctgaagatcgacatccatgtcatcateccgtatgaaggtectgageggegatcagatgggee
agatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccetgtggatgatcatcactttaaggtgattctygcac
tatggcacactggtaatcgacggggttacy

SEQID NO: 217 (L27V CP 104 TEV)

MEPNMIDYFGRPYEGIAVEDGEKKITVIGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLERVTINGVTIGWRLCERI
LAGSSGGGSSGEEPTTENLY FQSDNGS SGGGS SGGMVEFTLEDFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGV S

SLEONLGVYSVIPIORIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFKVVYPVDDHHFKVILH
YGTLVIDGVT

SEQID NO: 218 (L27V CP 105 TEV)

atgaacatgatcgactatttcggacggceccgtatgaaggecatecgecocgtgttcgacggcaaaaagat
cactgtaaccgggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagecgectgatcaaccoecgacy
getceectgoctgttoegegtaaccatcaacggagtgaccggcectggeggetgtgegagegecattttyg
gcgggaagttoctggtggaggaagttctggtggagagectactactgagaacttgtactticcagag
cgataacggaagttctggtggaggaagttctggtggaatggtgtttacactegaagatttegtag
gggactggcggcagacagecggctacaacctggaccaagtecttgagecagggeggtgtgtecagt
ttgtttcagaatcteggggtgtecgtaacteccgatccaaaggattgtcctgageggtgaaaacygy
cectgaagatcgacatecatgtecatcatecegtatgaaggtctgageggegatcagatgggccaga

tcgaaaaaatttttaaggtggtgtacectgtggatgatcatcactttaaggtgattctgcactat
ggcacactggtaatcgacyggggttacyg

SEQID NO: 219 (L27V CP 105 TEV)
MNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKITVTGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVT INGVTGWRLCERIL

AGSS5GGGSSGGEPTTENLY FQSDNGSSGGGSSGGMVE TLEDEFVGDWROTAGYNLDOVLEDGGVSS

LEONLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFKVYVY PYDDHHFKVILHY
GTLVIDGVT

SEQ D NO: 220 (L27V CP 106 TEV)
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atgatgatcgactatttcggacggocgtatgaaggeatogeegtgttcgacggcaaaaagatcac
tgtaaccgggaccctgtyggaacggcaacaaaattatcgacgagegectgatcaaccccecgacgget
coctgctgttecgegtaaccatcaacggagtgaccggotggcggetgtgegagegcattttggey
ggaagttctggtggaggaagttctggtggagagectactactgagaacttgtacttecagagecga
taacggaagttctggtggaggaagttctggtggaatggtgtttacactcgaagatttcgtagggyg
actggoggcagacagccggctacaacctggaccaagtoccttgagragggoggtgtgtccagtttyg
tttcagaatctecggggtgtecgtaactecgateccaaaggattgtcectgagcggtgaaaacggect
gaagatcgacatccatgtcatcatcccgtatgaaggtctgageggegatcagatgggccagateyg
aaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgattectgecactatgge
acactggtaatcgacggggttacgoccgaac

SEQ D NO: 221 (L27V CP 106 TEV)

MMIDYFGRPYEGIAVFDGEKKITVIGTLWNGNEI IDERLINPDGSLLEFRVTINGVTGWRLCERILA
GSS5GGG5SGGEPTTENLY FOSDNGSSGGGESGEMVETLEDFVGDWROQTAGYNLDOVLEQGGVSSL
FONLGVSVIPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFKVVYPVDDHEFKVILHYG
TLVIDGVTEN

SEQ D NO: 222 (L27V CP 109 TEV)

atgtatttcggacggcecgtatgaaggcatcgecegtgtticgacggraaaaagatcactgtaaccgg
gacccectgtggaacggcaacaaaattatcgacgagegectgatcaaccccgacggeteccctgetgt
tcegegtaaccatcaacygagtgaccyggctggecyggctgtgegagegeattttggecygggaagtct
gotggaggaagttctggtggagagectactactgagaacttigtacttccagagecgataacggaay
ttctggtggaggaagttctyggtggaatggtgtttacactecgaagatttegtaggggactggegygc
agacagccggctacaacctggaccaagtecttgagecagggcyggtgtgtecagtttgtttcagaat
ctecggggtgtecgtaacteocgateccaaaggattgtectgagecggtgaaaacggectgaagatega
catccatgtcatcatceccgtatgaaggtctgageggocgatcagatgggcecagatcgaaaaaattt
ttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgattoctgcactatggcacactggta
atcgacggggttacgccgaacatgatcgac

SEQ D NO: 223 (L27V CP 109 TEV)

MYFGRPYEGIAVFDGKKITVTGTLWNGNKI IDERLINPDGSLLEFRVTINGVTGWRLCERILAGSS
GGGSSGGEPTTENLYFQSDNGS5GGGES SGEMVETLEDEVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEQON
LGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVITIPYEGLSGDOMGOIEKIFKVVYPVDDHHFEVITHYGTLY
IDGVTPNMID

SEQID NO: 224 (L27V CP 112 TEV)

atgcggccgtatgaaggcecatcgccgtgttcgacggcaaaaagatcactgtaacegggacectgtyg
gaacggcaacaaaattatcgacgagcgcctgatcaaccocgacggoetecctgectgttecgegtaa
ccatcaacggagtgaccggcectggecggctgtgegagegcattittggcgggaagttctggtggagga
agttctggtggagagcctactactgagaacttgtacttccagagecgataacggaagttectggtgg
aggaagttctggtggaatggtgtttacactcgaagatttcgtaggggactggcggecagacagcecyg
gctacaacctggaccaagtccttgagcagggceggtgtgteccagtttgtttcagaatcteggggtyg
tccgtaacteccgatccaaaggattgtectgageggtgaaaacggectgaagatcgacatccatgt

catcatccogtatgaaggtctgageggcgatcagatgggeccagatcgaaaaaatttttaaggtgyg
tgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgattetgecactatggecacactggtaatecgacggyg
gttacgccgaacatgatcgactatttcegga

SEQ ID NO: 225 (L27V CP 112 TEV)
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MREYEGIAVFDGKRKITVTGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVT INGVTGWRLCERILAGS SGGG
SSGGEPTTENLYFQOSDNGSSGGGS SGGMVEFTLEDFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEQNLGV
SVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVITPYEGLIGDOMGOIEKIFKVVY PVDDHHFRVITHYGTLVIDG
VTPNMIDYFG

SEQ ID NO: 226 (L27V CP 115 TEV)

atggaaggcatcgeccecgtgttcgacggcaaaaagatcactgtaaccgggacecctgtggaacggceaa
caaaattatcgacgagcgcctgatcaaccccgacggctceectgectgttococgecgtaaccatcaacy
gagtgaccggctggcggoctgtgogagecgeattttggocgggaagttctggtggaggaagttctggt
ggagagccLactactgagaacttgtacttccagagegataacggaagttotggtggaggaagtte
tggtggaatggtgtttacactecgaagatttcgtaggggactggeggcagacagecggotacaacao
tggaccaagtccttgagcagggeggtgtgteccagtttgtttcagaatecteggggtgtcocgtaact
ccgatccaaaggattgtecctgageggtgaaaacggoectgaagatcgacatccatgtcatecateee
gtatgaaggtctgagcggcgatcagatgggecagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccecctyg
tggatgatcatcactttaaggtgattctgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgecy
aacatgatcgactatttcocggacggeccgtat

SEQ ID NO: 227 (L27V CP 115 TEV)

MEGIAVFDGKKITVTIGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLERVTINGVTGWRLCERILAGSSGGGSSG
GEPTTENLYFQSDNGS5GGGSSGGMVETLEDEVGDWRQTAGYNLDOVLEQGGVSSLEFQNLGYVSVT
PIORIVLSGENGLKIDIHVITIPYEGLSGDOMGOIEKTIFRKVVYPYVDDHHFEVITHYGTLVIDGVTP
NMIDYFGRPY

SEQ ID NO: 228 (L27V CP 120 TEV)

atgttcgacggcaaaaagatcactgtaaccgggacectgtggaacggeaacaaaattategacga
gegectgatcaacccoccgacggetcecctgetgttecgecgtaaccatcaacggagtgaccggetgge
ggctgtgcgagecgecattttggegggaagttctggtggaggaagttctggtggagagectactact
gagaacttgtacttccagagecgataacggaagttctggtggaggaagttctggtggaatggtgtt
tacactcgaagatttcgtaggggactggcggecagacagecggctacaacctggaccaagtocttyg
agcagggcggtgtgtccagtttgtttcagaatctocggggtgteccgtaactecgatccaaaggatt
gtecectgageggtgaaaacggcctgaagatcgacatccatgtcatcateccogtatgaaggtctgay
cggcgatcagatgggccagatcgaaaasaatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcact
ttaaggtgattctgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgccgaacatgatcgactat
ttecggacggecgtatgaaggcecatogtyggee

SEQ ID NO: 229 (L27V CP 120 TEV)

MEDGEKITVTGTLWNGNEIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTIGWRLCERILAGSSGGGSSGGEPTT
ENLYFOSDNGSSGGGS5GGMVETLEDEVGDWROTAGYNLDOVLEQGGYVSSLFQNLGYSVTPIQRT
VLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDY
FGRPYEGIVA

SEQ ID NO: 230 (L27V CP 121 TEV)

atggacggcaaaaagatcactgtaaccgggaccetgtggaacggcaacaaaattategacgageg
cctgatcaaccecgacggctecctgetgttecgegtaaccatcaacggagtgaccggctggegge
tgtgcgagegcattttggcgggaagttictggtggaggaagttctggtggagagectactactgay
aacttgtacttccagagegataacggaagttotggtggaggaagttetggtggaatggtgtttac
actcgaagatttcgtaggggactggcggcagacagcecggetacaacctggaccaagtecttgage
agggcggtgtgtccagtttgtttcagaatcteggggtgtecgtaactccgateccaaaggattgtc
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ctgagcggtgaaaacggcectgaagatcgacatccatgtcatcatccegtatgaaggtctgagegyg
cgatcagatggygccagatcgaaaaaattittaaggtggtgtaccctgtyggatgatcatcacttta
aggtgattctgcactatyggcacactggtaatcgacggggttacgccgaacatgatcgactatttc
ggacggccgtatgaaggecategoecgtgttc

SEQID NO: 231 (L27V CP 121 TEV)

MDGEKRITVTGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLEFRVTINGVTGHRLCERILAGSSGGGSSGGERPTTE
NLYPFQSDNGSSGGGS SGGMYE TLEDEFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEONLGVSVTIPIQRIY
LSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFEVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTFNMIDY F
GRPYEGIAVE

SEQID NO: 232 (L27V CP 123 TEV)

atgaaaaagatcactgtaaccgggaccctgtggaacggeaacaaaattatcgacgagegectgat
caaccecgacggcetecotgetgtticecgegtaacecatcaacggagtgaceggctggeggetgtgeyg
agcgcattttggegggaagttctggtggaggaagttctggtggagagectactactgagaacttyg
tacttccagagcgataacggaagttotggtggaggaagttctggtggaatggtgtttacactcga
agatttcgtaggggactggoggragacagecggctacaacoetggaccaagtoccttgagrcagggceg
gtgtgtccagtttgtttcagaatcteggggtgtccgtaacteccgatccaaaggattgtecctgagc
ggtgaaaacggcctgaagatcgacatccatgtcecatcatecegtatgaaggtctgageggegatca
gatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtacecctgtggatgatcatcactttaaggtga
ttctgcactatggcacactggtaatcgacgggygttacgeccgaacatgatecgactattteggacygyg
ccgtatgaaggecatcgecgtgttecgacgge

SEQID NO: 233 (L27V CP 123 TEV)

MEKITVIGTLWNGNKITIDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILAGSSGGGSSGGEPTTENL
YFOSDNGSSGGGSSGGMV EFTLEDEVGDWEQTAGYNLDOVLEQGGVSSLEQNLGYVSVTPIQRIVLS
GENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFEVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDY FGR
PYEGIAVEFDG

SEQ D NO: 234 (L27V CP 124 TEV)

Atgaagatcactgtaaccgggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagcgectgatcaa
ccecgacggcectecoctgetgtteccgegtaacecatcaacggagtgaccggctggeggctgtgegage
gcattttggegggaagttctggtggaggaagttctggtggagagectactactgagaacttgtac
ttccagagecgataacggaagttictggtggaggaagtictggtggaatggtgtttacactcgaaga
tttcgtaggggactggecggcagacagecggctacaacctggaccaagtecttgagecagyggcggtyg
tgtccagtttgtttcagaatcteggggtgtcocgtaactecgatccaaaggattgtecctgagegygt
gaaaacggcctgaagatcgacatccatgtcatcatcocogtatgaaggtctgagegygcgatcagat
gggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtacecctgtggatgatcatcactttaaggtgatte
tgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgceccgaacatgatcgactatttcggacggeccyg
tatgaaggcatcgeocgtgttcgacggcaaa

SEQID NO: 235 (L27V CP 124 TEV)

MKITVIGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILAGSSGGGSSGGEPTTENLY
FQSDNGS SGGGSSGGMVETLEDEVGDWROTAGYNLDQVLEQGGVSSLEFONLGVSVTPIQRIVLSG
ENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFKVVYPVDDHHFEVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRE
YEGIAVEDGE

SEQID NO: 236 (L27V CP 125 TEV)
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atgatcactgtaaccgggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagegectgatcaacce
cgacggctcecectgectgttecgegtaaccatcaacggagtgacoggctggeggetgtgcgagegea
ttttggcgggaagttctggtggaggaagttctggtggagagectactactgagaacttgtactte
cagagcgataacggaagttctggtggaggaagttctggtyggaatggtgtttacactcecgaagattt
cgtaggggactyggeggcagacagecggctacaacctggaccaagtecttgagcagggecggtgtgt

ccagtttgtttcagaatctecggggtgtcogtaactcocegatoccaaaggattgtectgageggtgaa
aacggcctgaagatcgacatccatgtcatcateccgtatgaaggtectgageggegatcagatggy
ccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtacectygtggatgatcatcactttaaggtgattctge
actatggcacactggtaatcgacggggttacgccgaacatgatcgactattteggacggecegtat
gaaggcatcgccgtgticgacggeaaaaaqg

SEQID NO: 237 (L27V CP 125 TEV)

MITVIGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLEFRVTINGVIGWRLCERILAGS SGGGSSGGEFPTTENLYF
OSDNGSSGGGSSGGMVETLEDEFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEFONLGVSVTPIQRIVLSGE
NGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFKVVY PVDDHHFRVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPY
EGTAVEDGEKEK

SEQ ID NO: 238 (L27V CP 129 TEV)

atggggaccctgtggaacggcaacaaaattatecgacgagcecgectgatcaaccoccgacggetecct
gectgttocgegtaaccatcaacggagtgaceggetggocggetgtgegagegeattttggegggaa
gttctggtggaggaagttoctggtggagagecctactactgagaacttgtacttocagagecgataac
ggaagttctggtggaggaagttctggtggaatggtgtttacactcgaagatttecgtaggggactyg
gcggcagacagceccggctacaacctggaccaagtceccttgagcagyggecggtgtgtccagtttgttte
agaatctcggggtgtecgtaacteccgatccaaaggattgtectgagecyggtgaaaacggcctgaay
atcgacatccatgtcatcatecegtatgaaggtctgagoggegatcagatgggecagatcgaaaa
aatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgattectgcactatggcacac
tggtaatcgacggggttacgeccgaacatgatcgactatttcggacggecgtatgaaggecatcgee
gtgttcgacggcaaaaagatcactgtaacce

SEQID NO: 239 (L27V CP 129 TEV)

MGTLWNGNEKIIDERLINFDGSLLERVT INGVTGWRLCERILAGSSGGGSSGGEPTTENLYFOSDN
G33GGGS3GGMVETLEDEVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLFONLGVSVTPIORIVLSGENGLK
IDIHVIIPYEGLSGDOMGOIERKIFEKVVY PVDDHHFRVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIA
VFDGKKITVT

SEQ ID NO: 240 (L27V CP 130 TEV)

atgaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagegectgatcaaccecgacggetecctget
gtteegegtaaccatcaacggagtgaccggetggecggctygtgecgagegecattttggcgggaagtt
ctggtggaggaagttoctggtggagagectactactgagaacttgtactteccagagecgataacgga
agttctggtggaggaagttctggtggaatggtgtttacactcgaagatticgtaggggactggeyg
gcagacagccggotacaacctggaccaagtecttgagecagggceggtgtgtocagtttgtttcaga
atctecggggtgtecgtaactecgatocaaaggattgtectgagoggtgaaaacggecctgaagate
gacatccatgtcatcatccoecgtatgaaggtctgageggegatcagatgggocagatcgaaaaaat
ttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgattctgecactatggcacactygy
taatcgacggggttacgccgaacatgatcgactattteggacggecgtatgaaggecategecgtg
ttcgacggcaaaaagatcactgtaaccygygy

SEQ ID NO: 241 (L27V CP 130 TEV)

155



10

15

20

ES 2567410713

MTLWNGNKIIDERLINPDGSLLERVTINGVIGWRLCERILAGSSGGGS SGGEPTTENLY FQSDNG
SSGGG35GGMVETLEDEVGDWROTAGYNLDOVLEQOGGVSSLPONLGVSVTPIORIVLIGENGLEI
DIHVITPYEGLSGDOMGOIEKTIFKVVYPVDDHHFKVITHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYREGTIAV
FDGEKKITVTG

SEQ D NO: 242 (L27V CP 131 TEV)

atgctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagcgectgatcaaccccgacggctecoctgetgtt
ccgogtaaccatcaacggagtgaccggetggcggctgtgegagegcattttggegggaagttetyg
gtggaggaagttctggtggagagecctactactgagaacttgtactticcagagcgataacggaagt
tetggtggaggaagttctggtggaatggtgtttacactcgaagatttcgtaggggactggcyggca
gacagccggctacaacctggaccaagtecttgagcagyggeggtgtgteccagtttgtttcagaate
tcggggtgtccgtaactecgatccaaaggattgtcctgageggtgaaaacggcctgaagatcgac
atccatgtcatcatccececgtatgaaggtctgageggogatcagatgggocagatcgaaaaaatttt
taaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgattctgcactatggcacactggtaa
tecgacggggttacgccgaacatgatecgactatttoggacggeccgtatgaaggcatecgeegtgtte
gacggcaaaaagatcactgtaaccgggacc

SEQ D NO: 243 (L27V CP 131 TEV)

MIWNGNKIIDERLINPDGSLLEFRVTINGVTGWRLCERILAGSSGGGSSGGEPTTENLYFOQSDNGS
SGGGSSGGMVETLEDFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEONLGVSVTPIQRIVLSGENGLKID
IAVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFRVVYPVDDHHFEVILHYGTLYVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVE
DGEEITVTGT

SEQ D NO: 244 (L27V CP 133 TEV)

atgaacggcaacaaaattatcgacgagegectgatcaacceccgacggetecectgetgttecegegt
aaccatcaacggagtgaccggctggeggctgtgocgagegeattttggegggaagttctggtggayg
gaagttctggtggagagcctactactgagaacttgtactticcagageocgataacggaagttctggt
ggaggaagttctggtggaatggtgtttacactcgaagatttcgtaggggactggcggcagacage
cggctacaacctggaccaagtccttgagcagggcggtgtgtccagtttgtttcagaatctecgggy
tgtccgtaactceccgatceccaaaggattgtcocctgagecggtgaaaacggectgaagatcgacatecat
gtcatcatceccocogtatgaaggtctgageggegatcagatygggecagatcgaaaaaatttttaaggt
ggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgattctgcactatggcacactggtaatcgacy
gggttacgccgaacatgatcgactattteggacggecgtatgaaggcategeecgtgttecgacygge
aaaaagatcactgtaaccgggaccctgtggyg

SEQ ID NO: 245 (L27V CP 133 TEV)

MNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTIGWRLCERILAGSSGGGSSGGEPTTENLYFQSDNGSSG
GGSSGGMVEFTLEDEVGDWROTAGYNLDOVILEQGGYSSLFONLGYVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIH
VIIPYEGLSGDOMGOIEKIFRKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDG
KEKITVTGTLW

SEQ D NO: 246 (L27V CP 136 TEV)
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atgaaaattatcgacgagogectgatcaaccccgacggotecctgotgttecgegtaaccatcaa
cggagtgaccggcetggeggctgtgcgagegeattttggecgggaagttctggtggaggaagttctyg
gtggagagcctactactgagaacttgtacttcoccagagegataacggaagttctggtggaggaagt
tctggtggaatggtgtttacactcgaagatttcgtaggggactggcggcagacagecggctacaa
cotggaccaagtocttgagecagggeggtgtgteccagtttgtttcagaatecteggggtgtecocgtaa
cteccgatocaaaggattgtcctgagegygtgaaaacggectgaagatcgacateccatgtcatecate
ccgtatgaaggtctgageggegatcagatgggecagatcgaasaaatttttaaggtggtgtaccee
tgtggatgatcatcactttaaggtgattctgcactatggcacactggtaatcecgacggggttacygce
cgaacatgatcgactattteocggacggecgtatgaaggcatcgecgtgttcgacggcaaaaagate
actgtaaccgggaccctgtggaacggcaac

SEQ ID NO: 247 (L27V CP 136 TEV)

MKIIDERLINPDGSLLEFRVTINGVIGWRLCERILAGSSGGGS SGGEPTTENLYFQSDNGSSGGGS
SGGMVEFTLEDFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVS SLFONLGVSVIPIQRIVLSGENGLKIDIHVIT
PYEGLSGDOMGOIEKIFKVVY PVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDY PFGRPYEGIAVEDGEKT
TVTGTLWNGN

SEQ ID NO: 248 (L27V CP 139 TEV)

atggacgagcgcctgatcaaccceccgacggctooctgetgttcocgegtaaccatcaacggagtgac
cggctggcggctgtygcgagegeattttggecgggaagttctggtggaggaagttctggtggagage
ctactactgagaacttgtacttcoccagagecgataacggaagttetyggtggaggaagttaotggtgga
atggtgtttacactcgaagatttegtaggggactggcggcagacagccggctacaacctggacca
agtcecttgagecaggycggtgtgteccagtttgtttcagaatetegygggtgteccgtaactececgatee
aaaggattgtcecctgagogygtgaaaacggcctgaagatcgacatccatgtcatcatecocegtatgaa
ggtctgagcggcgatcagatgggecagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatyga
tcatcactttaaggtgattctgecactatggcacactggtaatcgacggggttacgccgaacatyga
tcgactatttoggacggcecgtatgaaggcatcgocecgtgttcgacggcaaaaagatcactgtaacce
gggaccoctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagcgce

SEQ D NO: 249 (L27V CP 139 TEV)

MDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILAGSSGGGSSGGEPTTENLYFOSDNGSSGGGS 566G
MVEPTLEDFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLFONLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYE
GLSGDOMGOIEKIFKVVYPVDDHHFRKVILHYGTLVIDGVTPNMIDY FGRPYEGIAVEFDGEKKITVT
GTLWNGNKIIDER

SEQ ID NO: 250 (L27V CP 140 TEV)

atggagcgcctgatcaacceocgacggecteoctgetgttcecgegtaaccatcaacggagtgacegy
ctggcggctgtgcgagegecattttggcygggaagttetggtggaggaagt tetggtggagagecta
ctactgagaacttgtacttecagagcegataacggaagttectggtggaggaagttctggtggaatyg
gtgtttacactcgaagatttcgtaggggactggceggcagacagccggectacaacctggaccaagt
ccttgagcagggcggtgtygteccagtttgtttcagaatctecggggtgtecgtaactecgatccaaa
ggattgtcctgagecggtgaaaacggcctgaagatecgacatccatgtecatecatceccgtatgaaggt
ctgagcggcgatcagatgggccagatcygaaaaaatttttaagygtggtgtacectygtgygatgatca
tcactttaaggtgattctgcactatggecacactggtaatcgacggggttacgeccgaacatgatcyg
actatttoggacggecgtatgaaggcatcgecgtgttcgacgygcaaaaagatcactgtaacegygy
accctgtggaacggcaacaaaattatcgac

SEQ D NO: 251 (L27V CP 140 TEV)
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MERLINFPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILAGSSGGGSSGGEPTTENLYFQOSDNGSSGGGSSGGM
VFTLEDEVGDWRQTAGYNLDOVLEQGGVSSLEFQNLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEG
LSGDOMGOIEKIFKVVYPVDDHHEFKVILHYGTLVIDGVT PNMIDYFGRPYEGIAVEFDGEKITVTG
TLWNGNKIID

SEQID NO: 252 (L27V CP 141 TEV)

atgcgcctgatcaaccceccgacggectecctgetgttecocgegtaaccatcaacggagtgaceggetyg
gegygctgtgegagegecattttggegggaagttetggtggaggaagttctggtggagagecctacta
ctgagaacttgtacttccagagegataacggaagttctggtggaggaagttcoctggtggaatggtyg
tttacactcgaagatttcgtaggggactggcggeagacagecggctacaacctggaccaagtect
tgagcagggcggtgtgtccagtitgtttcagaatctoggggtgtoccgtaactocgatccaaagga
ttgtcectgagecggtgaaaacggectgaagatcgacatccatgtcatecatcececgtatgaaggtetyg
agcggcgatcagatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcateca
ctttaaggtgattctgcactatggecacactggtaatecgacggggttacygccgaacatgatecgact
atttcggacggccegtatgaaggecatcegecgtgttcgacggcaaaaagatcactgtaaccgggace
ctgtggaacggcaacaaaattatcgacgag

SEQ ID NO: 253 (L27V CP 141 TEV)

MRLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILAGSSGGGSSGGEPTTENLYFOSDNGSSGGGSSGEMY
FITLEDFVGDWRQTAGYNLDOVLEQGGVSSLFONLGVSVIPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGL
SGDOMGOIEKIFKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGYVTPNMIDYFGEPYEGIAVEFDGKEKITVTGT
LWNGNKIIDE

SEQ D NO: 254 (L27V CP 142 TEV)

atgctgatcaaccecgacggctecoctgctgttccgocgtaaccatcaacggagtgaccggctggey
getgtgogagegecattttggegggaagtictggtggaggaagttctyggtggagagectactacty
agaacttgtacttccagagegataacggaagttictggtggaggaagttctggtggaatggtgttt
acactcgaagatttcgtaggggactggcggecagacagecggectacaacctggaccaagtecttga
gecagggecggtgtgteccagtttgtttcagaatctecggggtgtececgtaactecgatccaaaggatty
tcetgageggtgaaaacggcectgaagatcgacatccatgtcatcatecccgtatgaaggtctgage
ggcgatcagatgggccagatocgaaaaaatttttaaggtggtgtaccectgtggatgatcatcactt
taaggtgattctgcactatggcacactggtaatcgacgygggttacgecgaacatgatcgactatt
tecggacggecgtatgaaggcatecgecgtgticgacggcaaaaagatcactgtaaccgggacccty
tggaacggcaacaaaattatcgacgagegce

SEQ D NO: 255 (L27V CP 142 TEV)
MLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILAGSSGGGSSGGEPTTENLYFQSDNGSSGGGSSGEMVE
TLEDFVGDWROQTAGYNLDOVLEQGGV S SLEQNLGVSVIPIQRIVLSGENGLEIDIHVIIPYEGLS

GDOMGOIEKIFRKVVYPVDDHHFEVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEFDGKKITVIGTL
WNGNKIIDER

SEQ ID NO: 256 (L27V CP 143 TEV)
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atgatcaaccccgacggetecctgctgttccgegtaaccatcaacggagtgaceggectggegygcet
gtgcgagcgcattttggcgggaagttctggtggaggaagttetggtggagagectactactgaga
acttgtacttccagagcgataacggaagttctggtggaggaagttctggtggaatggtgtttaca
ctcgaagatttegtaggggactggocggeagacagecggctacaacctggaccaagtecttgagea
gggcggtgtgtccagtttgtttcagaatctecggggtgtcecgtaacteccgatccaaaggattgteo
tgagcggtgaaaacggcctgaagatcgacatccatgtcatcatcccgtatgaaggtctgagegge
gatcagatgggeocagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtacectgtggatgatcatcactttaa
ggtgattctgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgccgaacatgatcgactattteg

gacggccgtatgaaggcatcgecgtgtticgacggcaaaaagatcactgtaaccgggaccctgtgyg
aacggcaacaaaattatcgacgagcecgcectg

SEQ ID NO: 257 (L27V CP 143 TEV)

MINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILAGS SGGGSSGGEPTTENLYFQSDNGSSGGEGS SGGMYET
LEDFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLFONLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVITIPYEGLSG
DOMGQIEKTFEVVYPVDDHHFPKVILHYGTLYVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVFDGREKITVTIGTLW
NGNEIIDERL

SEQ ID NO: 258 (L27V CP 144 TEV)

atgaaccccgacggeteccoctgectgttccgegtaaccatcaacggagtgaceggctggeggetgty
cgagcgcattttggecgggaagttctggtggaggaagttctggtggagagectactactgagaact
tgtacttcrcagagcgataacggaagttictggtggaggaagttctggtggaatggtgtttacactc
gaagatttcgtaggggactggcggcagacageeyggctacaacctggaccaagtoecttgagecaggy
cggtgtgtccagtttgtttcagaatctcggggtgtccgtaactoccgatccaaaggattgtectga
gecggtgaaaacggecctgaagatcgacatccatgtcatcatececogtatgaaggtctgageggegat
cagatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccoctgtggatgatcatcactttaaggt
gattctgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgccgaacatgatcgactattteggac
ggccgtatgaaggcategecgtygttecgacggcaaaaagatcactgtaaccgggacecctgtggaac
ggcaacaaaattatcgacgagogectgate

SEQ ID NO: 259 (L27V CP 144 TEV)

MNPDGSLLFRVT INGVITGWRLCERILAGSSGGGSSGGEPTTENLYFQSDNGSSGGGSSGGMYETL
EDFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEONLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIEVIIPYEGLSGD
OMGOTIEKIFEVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGYVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGRKEKITVTGTLWN
GNKIIDERLI

SEQ ID NO: 260 (L27V CP 145 TEV)

atgcccgacggetecctgetgtitccgegtaaccatcaacggagtgaccggctggeggetgtgecga
gegcattttggegggaagttctggtggaggaagttectggtggagagectactactgagaacttgt
acttccagagcgataacggaagttctggtggaggaagttctggtggaatggtgtttacactcgaa
gatttcgtaggggactggcggcagacagccggectacaacctggaccaagteccttgagcagggcgg
tgtgtccagtttgtttcagaatcteoggggtgtccgtaacteccgatccaaaggattgtecctgageg
gtgaaaacggcctgaagatcgacatecatgtcatcateccegtatgaagygtectgageggcgatcay
atgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgat
tectgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgecgaacatgatcgactatttcggacgge
cgtatgaaggcatogecgtgttegacggcaaaaagatcactgtaaccygggacectgtggaacggc
aacaaaattatcgacgagcgcecctgatcaac

159



10

15

20

ES 2567410713

SEQID NO: 261 (L27V CP 145 TEV)

MPDGSLLEFRVT INGVTGWRLCERILAGSSGGGESGGEPTTENLY FOSDNGS 5GGGSSGGMVETLE
DEVGDWROQTAGYNLDOQVLEQGGVSSLEQNLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDQ
MGOIEKIFKVVYPVDDHHFEVILHYGTLVIDGVTFPNMIDYFGRPYEGIAVEFDGEKITVTGTLWNG
NKIIDERLIN

SEQ ID NO: 262 (L27V CP 146 TEV)

atggacggctccctgctgttecgegtaaccatcaacggagtgaccggetggcggectgtgegageg
cattttggcgggaagttctggtggaggaagttctggtggagagectactactgagaacttgtact
tccagagcgataacggaagtictggtggaggaagttctggtggaatggtgtttacactcgaagat
ttcgtaggggactggeggcagacagecggctacaacctggaccaagtecttgagcagggeggtgt
gtccagtttgtttcagaatcteggggtgtecgtaactccgatccaaaggattgtecctgagoggtyg
aaaacggcctgaagatcgacatccatgtcatcateccgtatgaaggtctgagegygcgatcagaty
ggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccectgtggatgatcatcactttaaggtgattct

gractatggcacactggtaatcgacggggttacgcecgaacatgatcgactatttcecggacggececgt
atgaaggcatcgeccgtgttcgacggcaaaaagatcactgtaaccgggacectgtggaacggcaac
aaaattatcgacgagcgcctgatcaacccc

SEQID NO: 263 (L27V CP 146 TEV)

MDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILAGSSGGGSSGGEPTTENLYFQSDNGS5GGGSSGGMYETLED
FVGDWROTAGYNLDOQVLEQGGVSSLEQNLGVSVTPIQRIVLSGENGLEIDIHVIIPYEGLIGDOM
GOIEKIFKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVIPNMIDY FGRPYEGIAVEFDGKKITVTGTLWNGN
KIIDERLINP

SEQID NO: 264 (L27V CP 147 TEV)

atgggctcocctgotgttecgegtaaccatcaacggagtgaceggctggeggctgtgegagegcat
tttggcgggaagttctggtggaggaagttctggtyggagagectactactgagaacttgtacttece
agagcgataacggaagttctggtggaggaagttectggtggaatggtgtttacactecgaagattte
gtaggggactggcggcagacagecgygctacaacctggaccaagtecttgagecagggecggtgtygte
cagtttgtttcagaatctecggggtgteccgtaactcececgateccaaaggattgtectgageggtgaaa
acggcctgaagatcocgacatccatgtecatcateccgtatgaaggtectgageggegatcagatggyge
cagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgattcectgea
ctatggcacactggtaatcgacggggttacgeccgaacatgatcgactattteggacggeccgtatg
aaggcatcgcecgtgttcgacggcaaaaagatcactgtaaccgggacecctgtggaacggcaacaaa
attatcgacgagegectgatcaaccccgac

SEQ ID NO: 265 (L27V CP 147 TEV)
MGSLLFRVTINGVIGWRLCERILAGSSGGGSSGGEPTTENLYFQSDNGSSGGGS SGGMYVETLEDE
VGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEFONLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVITIPYEGLSGDOMG
OIEKIFEVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVFDGKKITVTGTLWNGNK
IIDERLINFD

SEQ ID NO: 266 (L27V CP 148 TEV)
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atgtccctgetygttecgegtaaccatcaacggagtgaccggctogeggctgtgecgagegeatttt
ggcgggaagttetggtggaggaagttectggtggagagectactactgagaacttgtacttecaga
gcgataacggaagttctggtggaggaagttctggtggaatggtgtttacactcgaagatttogta
ggggactggcggcagacagcecggctacaacctggaccaagtecttgagecagggeggtgtgtccayg
tttgtttcagaatctecggggtgteccgtaacteccgatccaaaggattgtecctgageggtgaaaacyg
gectgaagatcgacatceccatgtecatcatceecgtatgaaggtetgageggegatcagatgyggecay
atcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgattetgcacta
tggcacactggtaatcgacgggygttacgecgaacatgatcgactattteggacggecgtatgaay
gcatcgccgtgttocgacggcaaaaagatcactgtaaccgggaccctgtggaacggecaacaaaatt
atcgacgagcgcctgatcaaccccgacgge

SEQ ID NO: 267 (L27V CP 148 TEV)

MSLLEFRVTINGVTGWRLCERILAGSSGGG3SGGEPTTENLYFOQSDNG3SGGGS3GGMVETLEDEV
GDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEONLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHRVI IPYEGLSGDOMGO
TEKIFKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVFDGKKITVTGTLHNGNKT
IDERLINPDG

SEQ D NO: 268 (L27V CP 149 TEV)

atgctgctgttccecgeogtaaccatcaacggagtgaccggoctggcggctgtgecgagegeattttgge
gggaagttctggtggaggaagttctggtggagagectactactgagaacttgtacttccagagcyg
ataacggaagttctggtggaggaagttctggtggaatggtgtttacactcgaagatttcgtaggyg
gactggcggcagacagceccggcectacaacctggaccaagtocttgagecagggeggtgtgtecagttt
gtttcagaatctcggggtgtecgtaactecgatccaaaggattgtcctgagecyggtgaaaacggec
tgaagatcgacatccatgtcatcatcccgtatgaaggtctgageggcgatcagatgggeccagatc

gaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgattctgcactatgg
cacactggtaatcgacggggttacgccgaacatgatcgactatttcggacggeccgtatgaaggca
tcgececgtgttcgacggcaaaaagatcactgtaaccgggaccctgtggaacggcaacaaaattate
gacgagcgcctgatcaacceecgacggetco

SEQ ID NO: 269 (L27V CP 149 TEV)

MLLEFRVTINGVTGWRLCERILAGSSGGGS SGGEPTTENLYFQSDNGS SGGGS SGGMVETLEDEVG
DWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEONLGVSVIPIQRIVLSGENGLEIDIHVIIPYEGLSGDOMGOT
ERIFRVVYPVDDHHFEVILHYGILVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVFDGKKITVTGTLWNGNKI L
DERLINPDGS

SEQID NO: 270 (L27V CP 150 TEV)

atgctgttecgegtaaccatcaacggagtgaccggctggeggetgtgegagegecattttggegygy
aagttctggtggaggaagttctggtggagagectactactgagaacttgtacttcoccagagecgata
acggaagttcectggtggaggaagttctggtggaatggtgtttacactegaagatttegtaggggac
tggcggragacagecggctacaacctggaccaagtoccttgagecagggeggtgtgtccagtttgtt
tcagaatctecggggtgtcegtaactecgatecaaaggattgtcctgageggtgaaaacggectga
agatcgacatccatgtcatcatcocccgtatgaaggtctgagoggeocgatcagatgggocagatcgaa
aaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgattctgcactatggecac
actggtaatcgacggggttacgccgaacatgatcgactattticggacggecgtatgaaggeatcy
ccgtgttcgacggcaaaaagatcactgtaaccgggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgac
gagcgccectgatcaaccecccgacggetecoctyg

SEQ D NO: 271 (L27V CP 150 TEV)

161



10

15

20

ES 2567410713

MLFRVTINGVTGWRLCERILAGSSGGGSSGGEPTTENLY FQSDNGSSGGGSSGGMVETLEDEVGD
WROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEFONLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIE
KIFKVVYPVDDHHFRVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKTITVTGTLWNGNKIID
ERLINPDGSL

SEQID NO: 272 (L27V CP 151 TEV)

atgttccgecgtaaccatcaacyggagtgaccggectgygcggetgtgecgagegecattttggcgggaayg
ttetggtggaggaagtictggtggagagectactactgagaactitgtacttccagagecgataacy
gaagttctggtyggaggaagttctggtggaatggtgtttacactcgaagatttegtaggggactygy
cggcagacagccggctacaacctggaccaagtecttgagecagggcggtgtgteccagtttgtttca
gaatctcggggtgtccgtaactccgatccaaaggattgtecctgagocggtgaaaacggectgaaga
tcgacatccatgtecatcatecegtatgaaggtetgageggcgatcagatgggecagatecgaaaaa
atttttaaggtggtgtaccectygtggatgatcatcactttaaggtgattctgcactatggcacact
ggtaatcgacggggttacgccgaacatgatcgactatttecggacggeecgtatgaaggcatcgecy
tgttcgacggcaaaaagatcactgtaaccgggaccecctgtggaacggcaacaaaattatcgacgaqg
cgcctgatcaacceccgacggceteocctygcty

SEQID NO: 273 (L27V CP 151 TEV)

MFRVTINGVTGWRLCERILAGSS5GGGSSGGEFTTENLYFOSDNGSSGGGSSGGMVET LEDEVGDW
ROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEONLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEK
IFKVVYPVDDHHFEVILHYGTLVIDGVTPNMIDY FGRPYEGIAVEDGKEITVTGTLWNGNETIIDE
RLINFDGSLL

SEQ D NO: 274 (L27V CP 154 TEV)

atgaccatcaacggagtgaccggctggeggctgtgegagegeattttggcygggaagttetggtgy
aggaagttctggtggagagcctactactgagaacttgtacttccagagegataacggaagttcty
gtggaggaagttcotggtggaatggtgtttacactegaagatttcgtaggggactggeggcagaca
gccggctacaacctggaccaagtocttgagocagggocggtgtgtccagtttgtttcagaatctcgg
ggtgtccogtaactecgatccaaaggattgteoctgagocggtgaaaacggcctgaagatcgacatec

atgtcatcatcecgtatgaaggtctgageggcgatcagatgggecagatcgaaaaaatttttaayg
gtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgattctgcactatggcacactggtaatcga
cggggttacgccgaacatgatcgactatttcggacggecgtatgaaggecategecgtgttegacy
gcaaaaagatcactgtaaccgggaccctgtggaacggraacaaaattatcgacgagecgectgatc
aaccccgacggcteoctygctygttccgeygta

SEQID NO: 275 (L27V CP 154 TEV)
MTINGVTGWRLCERILAGSSGGGSSGGEPTTENLYFOSDNGS SGGGSSGGMVETLEDEVGDWROT
AGYNLDOVLEQGGVSSLEFONLGVEVTPIQRIVLSGENGLEIDIHVIIPYEGLSGDOMGQIEKIFK
VVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEFDGKKITVTGTLWNGNKIIDERLI
NPDGSLLERV

SEQ D NO: 276 (L27V CP 156 TEV)
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atgaacggagtgaccggctggcggctgtgcgagegeattttggegggaagttctggtggaggaay
ttctggtggagagectactactgagaactigtactticcagagcgataacggaagrctggtggay
gaagttctggtggaatggtgtttacactcgaagatttcgtaggggactggeggcagacagecgge
tacaacctggaccaagtccttgagecagggeggtgtgtccagtttgtttcagaatctecggggtgte
cgtaactccgatccaaaggattgtcctgagecggtgaaaacggcecctgaagatcgacatccatgtea
tcatccecgtatgaaggtctgageggcgatcagatgggeccagatcgaaaaaatttttaaggtggty
Laccctgtggatgatecatcactttaaggtgattetgecactatggcacactggtaategacggggl
tacgeccgaacatgategactattteoggacyggcagtatgaaggcatogeogtgttcgacgygcaaaa
agatcactgtaaccygggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagcgectgatcaacace
gacggctccecctgectgttecgegtaaccatce

SEQID NO: 277 (L27V CP 156 TEV)

MNGVTGWRLCERILAGSSGGGSSGGEPTTENLYFOSDNGS SGGGSSGGMVFTLEDFVGDWROTAG
YNLDOVLEOGGYVS3SLEFONLGVSVTPIQORIVL3GENGLKIDIHEVIIPYEGLSGDOMGOIEKIEFKVY
YPVDDHHEKVILHYGTLVIDGVTPNMIDY FGREYEGIAVFDGKKITVTGTLWNGNKIIDERLINP
DGSLLFRVTI

SEQID NO: 278 (L27V CP 157 TEV)

atgggagtgaccggctggeggctgtgcgagegeattttggcgggaagttctggtggaggaagtte
tggtggagagcctactactgagaacttgtacttcocagagegataacggaagttctggtggaggaa
gttctggtggaatggtgtttacactcgaagatttcgtaggggactggcggcagacagecggetac
aacctggaccaagtccttgagcagggcggtgtgtccagtttgtttcagaatctcggggtgteegt
aactccgatccaaaggattgtcctgagecyggtgaaaacggcctgaagatcgacatccatgtcatca
tccegtatgaaggtectgageggegatcagatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtac
cctgtggatgatcatcactttaaggtgattctgcactatggecacactggtaatcgacggggttac
geocgaacatgatcgactatttcggacggecgtatgaaggcategecgtgttecgacggcaaaaadga
Lcactgtaaccgggaccetgtggaacggcaacaaaattatecgacgagegectgatcaacceccgac
ggctcectgctgttccgegtaaccatcaac

SEQID NO: 279 (L27V CP 157 TEV)

MGVTGWRLCERILAGS SGGGSSGGEPTTENLYFQSDNGS SGGGSSGOMYETLEDEVGDWROQTAGY
NLDOVLEQGGVSSLFONLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGL3GDOMGRIEKIFEVVY
PVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKRITVTGTLWNGNEIIDERLINED
GSLLERVTIN

SEQ D NO: 280 (L27V CP 158 TEV)

atggtgaccggctggcggctgtgecgagegecattttggcgggaagttctggtggaggaagttctgg
tggagagcectactactgagaacttgtacttccagagegataacggaagttetggtggaggaagtt
ctggtggaatggtgtttacactcgaagatttegtaggggactggcggcagacagecggetacaac
ctggaccaagtccttgagcaggygcggtgtgtccagtttgtttcagaatctcggggtgteccgtaac
tccgatcraaaggattgtectgageggtgaaaacggcecctgaagatcgacatccatgtcatcatee
cgtatgaaggtctgagcggcgatcagatgggccagatcgaaaaaattttitaaggtggtgtaccet
gtggatgatcatcactttaaggtgattctgecactatggcacactggtaatcgacggggttacgee
gaacatgatcgactatttcggacggecgtatgaaggcatcygcecgtgttcgacggcaaaaagatca
ctgtaaccgggaccoctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagecgectgatcaaccccgacgygc
tcectgotgttecegegtaaccatcaacgyga

SEQID NO: 281 (L27V CP 158 TEV)
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MVTGWRLCERILAGSSGGGSSGGEPTTENLY FQSDNGSSGGGSSGCGMVEPTLEDFVGDWROQTAGYN
LDOVLEQGGVSSLEONLGYSVTIPIORIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFRVVYP

VDDHHFRKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKITVTGTLWNGNKIIDERLINPDG
SLLFRVTING

SEQID NO: 282 (L27V CP 160 TEV)

atgggctggcggctgtgegagegecattttggcgggaagttctggtggaggaagttatggtggaga
geotactactgagaactitgtacttoccagagegataacggaagtictggtggaggaagt tectggty
gaatggtgtttacactcgaagatttcgtaggggactggcggcagacageocggctacaacctggac
caagteccttgagecagggcggtgtgtccagtttgtttcagaatetcggggtgtecgtaactecgat
ccaaaggattgtcctgagecggtgaaaacggectgaagategacatcececatgtcatcatcecgtatyg
aaggtcetgagoggcgatcagatgggeccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtacecctgtyggat
gatcatcactttaaggtgattctgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgoccgaacat
gatcgactatttcggacggeogtatgaaggecatcgocgtgttocgacggraaaaagatcactgtaa
ccgggaccecectgtggaacggeaacaaaattatecgacgagegectgatcaaceccecegacggeteecty
ctgtteccgcgtaaccatcaacggagtgacce

SEQID NO: 283 (L27V CP 160 TEV)

MGWRLCERTILAGSSGGGSSGGEPTTENLYFOSDNGSSGGEGSSGEGMVEFTLEDFVGDWROTAGYNLD
OVLEQGGVSSLEFONLGVSVIPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGQIEKIFKVYYPVD

DHHFEKVILHYGTLYIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVFDGKKITVIGTLWNGNKIIDERLINPDGSL
LFRVTINGVT

SEQID NO: 284 (L27V CP 163 TEV)

atgctgtgcgagegcattttggegggaagttetggtggaggaagtictggtggagagectactac
tgagaacttgtacttccagagecgataacggaagttctggtggaggaagttctggtggaatggtgt
Ltacactcgaagatttcgtaggggactggcggcagacagocggctacaacctggaccaagtectt
gagcagggcggtgtgtccagtttgtttcagaatctcggggtgteccgtaacteccgatccaaaggat
tgtcctgagecggtgaaaacggcectgaagatcgacateccatgtecatcatcecgtatgaaggtectga
gcggcgatcagatgggcecagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcac
tttaaggtgattctgractatggcacactggtaategacggaggttacgecgaacatgatcgacta
tttcggacggcegtatgaaggcatcgecgtgtticgacggcaaaaagatcactgtaaccgggaccc
Lgtggaacggcaacaaaattatcgacgagocgcctgatcaacccecgacggctecctgotgttecge
gtaaccatcaacggagtgaccggctggcgyg

SEQ D NO: 285 (L27V CP 163 TEV)

MLCERILAGSSGGGSSGGEPTTENLYFQSDNGSSGGGSSGEMVEFTLEDEVGDWROTAGYNLDOVL
EQGGVSSLEFONLGVSVTPIQRIVLSGENGLEKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFEVVY PVDDHHE

FEVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKITVTIGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLER
VT INGVTGWR

SEQ ID NO: 286 (L27V CP 166 TEV)
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Atgcgcattttggcgggaagttectggtggaggaagttctggtggagagectactactgagaactt
gtacttccagagcgataacggaagttctggtggaggaagttctggtggaatggtgtttacactcyg
aagatttcgtaggggactggeggcagacagccggctacaacctggaccaagteccttgagcaggge
ggtgtgtccagtttgtttcagaatctcggggtgtcecgtaactccgatccaaaggattgtectgayg
cggtgaaaacggcectgaagatcgacatccatgtecatcatececegtatgaaggtctgageggcgate
agatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtg
attctgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgccgaacatgategactatttcggacy
gcecgtatgaaggcatcogecgtgttcgacggcaaaaagatcactgtaacegggacectgtggaacyg
gcaacaaaattatcgacgagegectgatcaaceccgacggctecctgectgtteecgegtaaccate
aacggagtgaccggctggcggetgtgegay

SEQ D NO: 287 (L27V CP 166 TEV)

MRILAGSSGGGSSGGEPTTENLYFQSDNGS SGGGESSGEMYFTLEDEFVGDWROTAGYNLDOVLEQG
GVSSLEONLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGQIEK I FKVVYPVDDHHFKY
ILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGRKITVTGTLWNGNKI IDERLINPDGSLLFRVTI
NGVITGWRLCE

SEQ ID NO: 288 (pCA 9 FKBP-L27V02A 157-169)

gagtgcaggtggaaaccatcteccccaggagacgggogeaccttoccecaagegoggccagacotyge
gtggtgcactacaccgggatgcttgaagatggaaagaaatttgattectoocgggacagaaacaa
goecctttaagtttatgotaggcaageaggaggtgateecgaggctgggaagaaggggttgeccaga
tgagtgtgggtcagagagocaaactgactatatctccagattatgoctatggtgocactgggeac
ccaggcatcatcecaccacatgecactecteogtottegatgtggagetictaaaactggaaggagy
agggagctcecggtggaggeageggtggagtgaccggetggeggetgtgegaacgcattectggey

SEQ ID NO: 289 (pCA 9 FKBP-L27V02A 157-169)

GVOVETISPGDGRTFPRKRGOTCVVHYTGMLEDGERFDS SRDRNKPFKEFMLGROEVIRGWEEGVAQD
MSVGORAKLTISPDYAYGATGHPGITIPPHATLVFDVELLKLEGGGS 3GGGSGGVTGWRLCERILA

SEQ ID NO: 290 (pCA 10 L27V02A 1-156-FRB)

atggtcttcacactecgaagatttegttggggactggegacagacagooggctacaacctggacca
agtccttgaacagggaggtgtgtecagtttgtttcagaatcteggggtgtecgtaacteocegatee
aaaggattgtcctgageggtgaaaatgggetgaagatcgacatececatgtcatecatcecocgtatgaa
ggtctgagcggcgaccaaatgggccagatcgaaaaaattitttaaggtggtgtaccetgtggatga
tcatcactttaaggtgatcctgcactatggecacactggtaatcgacggggttacgccgaacatga
tcgactatttcggacggeccgtatgaaggcatcgeccgtgtitcgacggcaaaaagatcactgtaaca
gggaccctgtggaacggcaacaaaattatecgacgagegcectgatcaaccecgacggetcectget
gttccgagtaaccatcaacggagtgaccggaggaggtggctcaggtggagggagctecgtggeca
tceotetggcatgagatgtggcatgaaggoectyggaagaggcatectegtttgtactttggggaaaqgy
aacgtgaaaggcatgtttgaggtgctggageccttgecatgectatgatggaacggggocccccagdgac
tctgaaggaaacatcctttaatcaggectatggtecgagatttaatggaggeccaagagtggtgea
ggaagtacatgaaatcagggaatgtcaaggacctcacccaagectgggacctectattatcatgtyg
Ltccgacgaatctca

SEQ ID NO: 291 (pCA 10 L27V02A 1-156-FRB)
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MVETLEDFYGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEONLGVSVTPTIQRIVLSGENGLKIDIHVITPYE
GLSGDOMGOIEKIFKVVYPVDDHHFKVILOYGTLVIDGYVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKEITVT
GTLWNGNKI IDERLINPDGSLLFRVTINGVIGGGGS5GGGSSVAILWHEMWHEGLEEASRLYFGER
NVEGMFEVLEPLHAMMERGPQTLRKETSFNQUAYGRDILMEAQEWCRKYMKSGNVEDLTQAWDLYYHV
FRRIS

SEQ ID NO: 292 (pCA 26 FKBP-L27V02A 1-156)

ggagtgcaggtggaaaccatctecoccaggagacgggegecaccttcocccaagogegygccagaccty
cgtggtgcactacaccgggatgettgaagatggaaagaaatttgattccteccgggacagaaaca
agccctttaagtttatgctaggcaagecaggaggtgatecgagygctgggaagaaggggttgoeccayg
atgagtgtgggtcagagagccaaactgactatatctccagattatgectatggtgecactygggeca
cccaggcatcatcccaccacatgccactetcgtcttcgatgtggagcttctaaaactggaaggayg
gagggagctccggtggaggcageggtatggtctticacactecgaagatttcgttggggactggcga
cagacagccoggctacaacctyggaccaagtecttgaacagggaggtgtygtccagtttgtttcagaa
tctecggggtgteccgtaactoccgatccaaaggattgtcctgageggtgaaaatgggectgaagateyg
acatccatgtcatcatecegtatgaagygtetgagecggegaccaaatgyggoccagatcgaaaaaatt
tttaaggtggtgtaccctgtyggatgatcatcactttaaggtgatcctygcactatggcacactgygt
aatcgacggggttacgccgaacatgatcgactatttecggacggecgtatgaaggcatcgecgtgt
tcgacggeaaaaagatcactgtaacagggacectgtggaacggcaacaaaattatcgacgagocgc
ctgatcaaccccgacggcectecectgoctgttccgagtaaccatcaac

SEQ D NO: 293 (pCA 26 FKBP-L27V02A 1-156)

GVOVETISPGDGRTFPEKRGOTCVVHY TGMLEDGKKFDS SRDRNEPFKEFMLGKOEVIRGWEEGVAQ
MSVCORAKLTISPDYAYGATCGHPGIIPPHATLVFDVELLKLEGGGSSGGGSCMYETLEDEVGDWR
QTAGYNLDOVLEQGGVSSLEONLGVSVIPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIERT
FEVVYPVDDHHFEVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVFDGEKITVIGTLWNGNEIIDER
LINPDGSLLFRVTIN

SEQ ID NO: 294 (pCA 25 L27V02A 157-169-FRB)
atgggagtgaccggctggcggctgtgcgaacgcattetggcgggaggaggtggctcaggtggagyg
gagctocogtggccatectetggecatgagatgtggcatgaaggcectggaagaggcatectegtttgt
actttggggaaaggaacygtgaaaggcatgtttgaggtgctggagecccttgecatgectatgatggaa

cggggcccccagactectgaaggaaacatectttaatcaggectatggtecgagatttaatggaggce

ccaagagtggtgrcaggaagtacatgaaatcagggaatgtcaaggacctcacccaagecctgggacce
tctattatcatgtgttccgacgaatctca

SEQ ID NO: 295 (pCA 25 L27V02A 157-169-FRB)

MGVTGWRLCERILAGGGGSGGGSSVAILWHEMWHEGLEEASRLY FGERNVEGMFEVLEPTLHAMME
RGPQTLEETSFNQAYGRDLMEAQEWCRKYMESGNVEKDLTQAWDLYYHVFRRIS

SEQ ID NO: 296 (pCA 3 FKBP-L27V02A 103-169)
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atgggagtgcaggtggaaaccatctecccaggagacgggegeaccttecccaagegeggecagac
ctgcgtggtgecactacaccecgggatgecttgaagatggaaagaaatttgattcoccteccgggacagaa
acaagccctttaagtttatgcectaggcaagecaggaggtgatccgagygctgggaagaaggggttgcc
cagatgagtgtgggtcagagagccaaactgactatatctccagattatgectatggtgccactygyg
gcacccaggcatcatcccaccacatgecactctegtcttcgatgtggagettctaaaactggaag
gaggagggagctccggtggaggcagceggtacgecgaacatgatecgactatttcggacggeocgtat
gaaggcatcgccecgtgttcgacggcaaaaagatcactgtaacagggaccctgtggaacggcaacaa
aattatcgacgagcgcectgatcaaccocgacggectecctgetgttecgagtaaccatcaacggag
tgaccggectggecggetgtgecgaacgeattetgyge

SEQ ID NO: 297 (pCA 3 FKBP-L27V02A 103-169)

MGVOVETISPGDGETFPRRGOTCVVHY TGMLEDGKKFDSSRDENKPFKFMLGKQEVIRGWEEGVA
OMSVGORAKLTISPDYAYGATGHPGII PPHATLVEFDVELLKLEGGGSSGGGSGT PNMIDY F'GRPY
EGIAVFDGEKITVTGTLWNGNKITIDERLINPDGSLLFRVT INGVTGWRLCERIL

SEQ ID NO: 298 (pCA 4 L27V02A 1-102-FRB)

atggtcttcacactcgaagatttecgttggggactggcgacagacagecggetacaacctggacca
agtccttgaacagggaggtgtgtccagtttgtttcagaatctocggggtgteccgtaactecgatea
aaaggattgtcctgagecggtgaaaatgggctgaagatcgacatccatgtcatcateccgtatgaa
ggtctgagcggcgaccaaatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatga
tcatcactttaaggtgatcctgecactatggcacactggtaatecgacggggttggaggaggtggct
caggtggagggagcectcogtggecatectotggeatgagatgtggecatgaaggectggaagaggca
tctecgtttgtacttitggggaaaggaacgtgaaaggcatgtttgaggtgctggagoeececttgecatge
tatgatggaacggggcccccagactctgaaggaaacatcectttaatcaggectatggtecgagatt
taatggaggcccaagagtggtgcaggaagtacatgaaatcagggaatgtcaaggacctecacccaa
gectgggacctcoctattatcatgtgttccgacgaatctea

SEQ ID NO: 299 (pCA 4 L27V02A 1-102-FRB)

MGVOVET ISPGDGRTFPEKRGOTCVVHY TGMLEDGKKEFDSSRDRNKPFKEFMLGKOEVIRGWEEGVA
OMSVGORAKLTISPDYAYGATGHPGIIPPHATLVFDVELLELEGGGSSGGGSGTPNMIDY FGRPY
EGIAVFDGEKRKITVTGTLWNGNKI IDERLINPDGSLLFRVTINGYTGWRLCERIL

SEQ ID NO: 300 (pCA 19 L27V02A 103-169-FRB)

atgacgccgaacatgatcecgactatttcggacggecgtatgaaggcatcgoccgtgttegacggcaa
aaagatcactgtaacagggaccctgtggaacoggcaacaaaattatcgacgagegectgatcaace
ccgacggctcececctgctgttccgagtaaccatcaacggagtgaccggctggecggetgtgecgaacge
attctggcgggaggaggtggctcaggtggagggageteccgtggecatectetggecatgagatgtyg
gcatgaaggcctggaagaggeatctegtttgtactttggggaaaggaacgtgaaaggecatgtittyg
aggtgctggagcecccttgcatgctatgatggaacggggccceccagactctgaaggaaacatcecttt
aatcaggecoctatggtcgagatttaatggaggeccaagagtggtgcaggaagtacatgaaatcagg
gaatgtcaaggacctcacccaagoctgggacctetattatcatgtgttieccgacgaatcetca

SEQ ID NO: 301 (pCA 19 L27V02A 103-169-FRB)

MTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGEKKITVTGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCER
TLAGGGGSGGGSSVAILWHEMWHEGLEEASRLY FGERNVKGMFEVLEPLHAMMERGPOTLRETSFE
NOQAYGRDLMEAQEWCRKYMKSGNVEDLTOAWDLYYHVEFRRIS
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SEQID NO: 302 (pCA 20 FKBP-L27V02A 1-102)

atgggagtgcaggtggaaaccatcteoceccaggagacgggogcaccttccccaagcgcggccagac
ctgcgtggtgecactacaccgggatgeottgaagatggaaagaaatttgattecteccgggacagaa
acaagccctttaagtttatgctaggcaagraggaggtgatecgaggctgggaagaaggggttgee
cagatgagtgtgggtcagagagccaaactgactatatctccagattatgectatggtgeccactgg
gcacccaggcatcatcceccaccacatgcecactectegtettcgatgtggagettctaaaactggaag
Jgaggagggagctcocggtggaggecagcggtatggtecttcacactcgaagatttegttggggactgg
cgacagacagccggctacaacctggaccaagtccttgaacagggaggtgtgtccagtttgtttca
gaatctcggggtgtcogtaactecgatecaaaggattgtoctgageggtgaaaatgggctgaaga
tcgacatccatgtcatcatceccgtatgaaggtctgagoggcgaccaaatgggeccagatcgaaaaa
atttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgatectgecactatggcacact

ggtaatcgacggyggtt

SEQ D NO: 303 (pCA 20 FKBP-L27V02A 1-102)

MGVOVETTSPGDGRTFPRKRGOTCVVHY TGMLEDGKEFDSSRDRNKPFKFMLGEKQEVIRGWEEGVA
OMSVGORAKLTISPDYAYGATGHPGIIPPHATIVFDVELLKLEGGGSSGGGSGMVETLEDEVGDN
ROTAGYNLDOVLEQGGVSSLFQNLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVITIPYEGLSGDOMGOIEK
IFRVVYPVDDHHFEVILHYGTLVIDGY

SEQ ID NO: 304 (pCA 11 FKBP-L27V02A 84-169)

atgggagtgcaggtggaaaccatcteccoccaggagacggygcgeaccticcccaagegecggecagaac
ctgcgtagtgcactacaccgggatgcttgaagatggaaagaaatttgattcctoccgggacagaa
acaagccctttaagtttatgectaggcaagcaggaggtgatoccgagygctgggaagaaggggttgec
cagatgagtgtgggtcagagagccaaactgactatatctccagattatgectatggtgecactgy
gecaccocaggcatcatceccaccacatgceccactetegtettegatgtyggagettcectaaaactggaag
gaggagggagctocggtggaggeageggtgatgatoatcactttaaggtgatectgecactatgge
acactggtaatcgacggggttacgecgaacatgatcgactattteggacggecgtatgaaggeat
cgccgtgttegacggcaaaaagatcactgtaacagggaccoctgtggaacggcaacaaaattateg
acgagcgcctgatcaaccecgacggcetccctgetgttecgagtaaccatcaacggagtgaccgge
tggcggctgtgcgaacgcattctggcy

SEQ ID NO: 305 (pCA 11 FKBP-L27V02A 84-169)

MGVOVETISPGDGRTEFPRRGOTCVVHY TGMLEDGEKKFDSSRDRNKPEFRKFMLGKOQEVIRGWEEGVA
OMSVGORAKLTISPDYAYGATGHPGIIPPHATLVEFDVELLKLEGGGSSGGGSGDDHHFRKVILHYG
TLVIDGVTPNMIDYEFGRPYEGIAVEDGKRITVTGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTG
WRLCERILA

SEQ ID NO: 306 (pCA 12 L27V02A 1-83-FRB)

atggtcttcacactcgaagatttcgttggggactggcgacagacagecggctacaacctyggacca
agtccttgaacagggaggtgtgtccagtttgtttcagaatcteggggtgtccgtaactccgatee
aaaggattgtcctgagcggtgaaaatgggctgaagatcgacatccatgtcatcatccecgtatgaa
ggtctgagcggcgaccaaatggygccagatcgaaazaaatttttaaggtggtgtaccctgtgggagyg
aggtggctcaggtggagggagctecgtggecatcctectggecatgagatgtggcatgaaggectgg
aagaggcatctegtttgtacttitggggaaaggaacgtgaaaggcatgtttgaggtgctggagcece
ttgcatgctatgatggaacggggocococccagactctgaaggaaacatcctttaatcaggectatygyg
tegagatttaatggaggcccaagagtggtgecaggaagtacatgaaatcagggaatgtcaaggace
tcacccaagectgggacctectattatcatgtgtteccgacgaatetea

SEQ ID NO: 307 (pCA 12 L27V02A 1-83-FRB)
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MVETLEDEVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEONLGVSVTPIOQRIVLSGENGLKIDIHVIIFYE
GLSGDOMGOIEKIFKVVY PVYGGGGSGGGS SVATLWHEMWHEGLEEASRLY FGERNVEKGMFEVLEP
LHAMMERGPOTLRETSFNQAYGRDLMEAQEWCRKYMKSGNVKEDLTOAWDLYYHVERRIS

SEQ ID NO: 308 (pCA 14 L27V02A 1-83 (no fusién))

atggtcttcacactcgaagatttegttggggactggegacagacagecggctacaacctggacea
agtccttgaacagggaggtgtgtecagtttgtttcagaatctoggggtgtceccgtaactecgatee
aaaggattgtcctgageggtgaaaatggyctgaagatacgacatccatgtcatcatceccgtatgaa
ggtctgagcggogaccaaatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtyg

SEQ ID NO: 309 (pCA 14 L27V02A 1-83 (no fusién))

MVETLEDEVGDWROTAGYNLDQVLEQGGVSSLFONLGYVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYE
GL3GDOMGQTIEKIFEVVY PV

SEQ ID NO: 310 (pCA 13 L27V02A 84-169 (no fusién))

atggatgatcatcactttaaggtgatcctgcactatggecacactggtaatcgacggggttacgcee
gaacatgatcgactatttcggacggcocecgtatgaaggecatcgeecgtgttcgacggcaaaaagatca
ctgtaacagggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagecgectgatcaaccccgacgge
tcecetgectgttecgagtaaccatcaacggagtgaceggctggeggctgtgcgaacgecattctgge
g

SEQ ID NO: 311 (pCA 13 L27V02A 84-169 (no fusién))

MDDHHFEVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGEKITVTGTLWNGNKI IDERLINPDG
SLLFRVTINGVTGWRLCERILA

SEQID NO: 312 (pCA 28 FKBP 1-83)

atgggagtgcaggtggaaaccatctocccaggagacgggcgcaccticcecaagcgeggecagac
ctgoegtggtgcactacaccgggatgettgaagatggaaagaaatttgattectcococgggacagaa
acaagccctttaagtttatgctaggecaageaggaggtgatceccgaggctgggaagaaggggttgec
cagatgagtgtgggtcagagagecaaactgactatatcteccagattatgectatggtgecactygy
gcacccaggcatcatcccaccacatgeccactcectegtettegatgtggagettctaaaactggaaqg
gaggagggagctccggtggaggcagedgtatggtcttcacactcgaagatttoegitggggactgy
cgacagacagocggctacaacctggaccaagteocttgaacagggaggtgtgteccagtttgtttca
gaatctcggggtgtcecocgtaactceccocgatccaaaggattgtoctgageggtgaaaatgggctgaaga
tcgacatccatgtcatcateccgtatgaaggtetgagecggegaccaaatgggeccagatcgaaaaa
atttttaaggtggtgtacectgtyg

SEQ ID NO: 313 (pCA 28 FKBP 1-83)

MGVOVETISPGDGETFPRKRGOTCVVHY TGMLEDGKKFDSSRODRNKPFEFMLGKOQEVIRGHEEGVA
OMSVGORAKLTISPDYAYGATGHPGITIPPHATLVEFDVELLELEGGGSSGGGSGMYETLEDEVGDW

ROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEFONLGVSVTIPIQRIVLSGENGLEIDIHVI IPYEGLSGDOMGQTIERK
IFEVVYPV

SEQID NO: 314 (pCA 27 L27V02A 84-169 FRB)
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atggatgatcatcactttaaggtgatcctgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgec
gaacatgatcgactatttcggacggecgtatgaaggcategecgtgttcgacggcaaaaagatca
ctgtaacagggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagecgectgatcaaccceccgacgygce
tcectgectgttccgagtaaccatcaacggagtgaccggetggcggectgtgegaacgecattectgyge
gggaggaggtggctcaggtggagggageotcocgtggeocatecctotggecatgagatgtggecatgaag
gectggaagaggcatctegtttgtactttggggaaaggaacgtgaaaggcatgtttgaggtgetyg
gagcocttgeatgetatgatggaacggggeccccagactotgaaggaaacatectttaatcagge
ctatggtcgagatttaatggaggeccaagagtggtgcaggaagtacatgaaatcagggaatgteca
aggacctcacccaagcctgggacctctattatcatgtgttecgacgaatetca

SEQ D NO: 315 (pCA 27 L27V02A 84-169 FRB)
MDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEFDGKKITVTGTLWNGNKIIDERLINPDG
SLLFRVTINGVTGWRLCERILAGGGGSGGGSSVAILWHEMWHEGLEEASRLYFGERNVKGMEFEVL
EPLHAMMERGPOTLKETSFNOAYGRDLMEAQEWCRKYMKSGNVEDLTQAWDLYYHVFRRIS

SEQ ID NO: 316 (HT7-Keap1)
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atggcagaaatcggtactggectttcecattecgacccececcattatgtyggaagtecctgggecgageygcat
gcactacgtcgatgttggtoccgegegatggecaccecctgtgectgttectgecacggtaaccecgacct
cctectacgtgtggcgeaacatcateccgeatgttgcaccgacccecategetgeattgetecagac
ctgatcggtatgggcaaatccgacaaaccagacctgggttatttcttcgacgaccacgteccgett
catggatgccttcatcgaageecctgyggtectggaagaggtegtectggtcattcacgactggygget
ccgctctgggttteccactgggccaagegcaateccagagegegtcaaaggtattgecatttatggag
ttcatccgcecectatccocgacctgggacgaatggeccagaatttgeoccecgogagaccttoccaggectt
ccgcaccaccgacgtceggcecogecaagcetgatcatcgatcagaacgtttttategagggtacgetge
cgatgggtgtogtecgeoccgetgactgaagtegagatggaccattacogegagoegttectgaat
cctgttgacegeogagecactgtggecgettecccaaacgagetgeccaatecgecggtgagccagcgaa
catcgtegegotggtecgaagaatacatggactggectgecaccagteccctgtecccgaagetgetgt
tctggggcaccccaggegttoctgateccaccggecgaagecgetegectggecaaaagectygect
gactgcaaggctgtggacatcggccegggtctgaatectgetgecaagaagacaaccocggacctygat
cggcagecgagatcgcecgcgctggetgtcgacgetcgagatttccggegagecaaccactgaggatc
tgtactttcagagcgataacgegategotttcgaaggagatagaaccatgcageccagatcccagy
cctageggggctggggectgctgeccgattectgcecctgecagtcacagtgeecctgagggggeagy
ggacgcggtgatgtacgectceccactgagtgcaaggeggaggtgacgeoctoccagecatggecaaca
gcaccttcagctacaccctggaggatcataccaagecaggcectttggcatcatgaacgagetgegyg
ctcagccagecagctgtgtgacgtcacactgcaggtcaagtaccaggatgcaccggecgeccagtt
catggcccacaaggtggtgctggectcateccagoccocctgttttcaaggcoccatgttcaccaacgggo
tgcgggagcagggecatggaggtggtgtccattgagggtatccaceccaaggtcatggagegecte
attgaattcgcctacacggcecteccatcteccatgggcgagaagtgtgtectecacgtcatgaacgy
cgctgtecatgtaccagatcgacagegttgteccecgtgcctgcagtgacttectggtgcagcagetgy
accccagcaatgccatcggcecatcegeccaacttegctgagecagattggetgtgtggagttgcaccag
cgtgcocgggagtacatctacatgecattttggggaggtggccaageoaagaggagttocttcaacct
gtcccactgeoccaactggtgaccctcatcageccgggacgacctgaacgtgecgetgeocgagtccgagy
tcttcecacgcoctgecatcaactgggtcaagtacgactgcgaacagegacggttetacgtecaggey
ctgctgcgggccgtgegetgcoccactegttgacgecgaacttectgcagatgcagetgecagaagtyg
cgagatcctgcagtccgactceccgctgcaaggactacctggtcaagatettegaggagetcaccee
tgcacaagcccacgcaggtgatgcectgccggygcgceccaaggtgggccgectgatctacaccgey
ggcggctacttceccgacagtoegetcagectacctggaggcttacaaccocagtaacggcacctygget
ccggttggcggacctgcaggtgccgeggageggcctggecggetgegtggtgggegggetgttgt
acgccgtgggcggeaggaacaactcgeccgacggcaacaccgactecagegecctggactgttac

aaccccatgaccaatcagtggtecgeocctgogeccecatgagegtgeccegtaaccgecateggggt
gggggtcatcgatggecacatctatgecgtecggecggecteccacggetgcateccaccacaacagty
tggagaggtatgagccagagcgggatgagtggecacttggtggecccaatgctgacacgaaggate
ggggtgggcgtggectgtcctcaategtctgetttatgecgtggggggetttgacgggacaaaccy
ccttaattcagcectgagtgttactacccagagaggaacgagtggcgaatgatcacagcaatgaaca
ccatccgaagoggggcaggogtctgegtectgecacaactgtatctatgetgectgggggectatgat
ggtcaggaccagctgaacagcgtggagegctacgatgtggaaacagagacgtggactttcecgtage
ccoccatgaagraccggegaagtgeccectggggatcactgtecaccaggggagaatctacgtecttg
gaggctatgatggtcacacgttcctggacagtgtggagtgttacgacccagatacagacacctgg
agcgaggtgacccgaatgacatcecgggecggagtggggtgggegtggetgtcaccatggagecctyg
ccggaagcagattgaccagcagaactgtacctgttacgtagtt

SEQ ID NO: 317 (Nrf2)
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TCAATATTGGCCATTAGCCATATTATTCATTGGTTATATAGCATAAATCAATATTGGCTATTGGC
CATTGCATACGTTGTATCTATATCATAATATGTACATTTATATTGGCTCATGTCCAATATGACCG
CCATGTTGGCATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAG
CCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTARATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACG
ACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGT TCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCAT
TGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTARACTGCCCACTTGGCAGTACATCARGTGTATCATAT
GCCAAGTCCGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACA
TGACCTTACGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTG
ATGCGGTTTTGGCAGTACACCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCT
CCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTC
GTAATAACCCCGCCCCGTTGACGCAAATGGGCGGETAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGC
AGAGCTGGTTTAGTGAACCGTCAGATCACTAGAAGCTTTATTGCGGTAGTTTATCACAGTTARAT
TGCTAACGCAGTCACTGCTTCTGACACAACAGTCTCGRAACTTAAGCTGCAGAAGTTCGTCGTGAG
GCACTGGGCAGGTAAGTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGAAACTGGGCTTG
TCGAGACAGAGAAGACTCTTGCGTTTCTGATAGGCACCTATTGGTCTTACTGACATCCACTTTGC
CTTTCTCTCCACAGGTGTCCACTCCCAGTTCAATTACAGCTCTTAAGGCTAGAGTATTAATACGA
CTCACTATAGGGCTAGCGATCGCCATGATGGACTTGGAGCTGCCGCCGCCGEGACTCCCGTCCCA
GCAGGACATGGATTTGATTGACATACTT TGGAGGCAAGATATAGATCTTGGAGTAAGTCGAGAAG
TATTTGACTTCAGTCAGCGACGGARAGAGTATGAGCTGGARAAACAGAAAAAACTTCAAARAGGAA
AGACAAGAACAACTCCARAAGGAGCAAGAGRAAAGCCTTTTTCGCTCAGTTACAACTAGATGAAGA
GRACAGGTGAATTTCTCCCAATTCAGCCAGCCCAGCACATCCAGTCAGARACCAGTTCTCTCGGTG
GTTCAGGTGGETGGCEEGAGCGETGGAGEGAGCAGCGETGGAGTGTTTACACTCGAAGATTTCGTA
GGGGACTGGCGGCAGACAGCCGGCTACAACCTGGACCAAGTCCTTGAGCAGGGCGGTGTGTCCAG
TTTGTTTCAGAATCTCGLGGGTGTCCGTAACTCCGATCCAAAGGATTGTCCTGAGCGETGARRRACG
GCCTGAAGATCGACATCCATGTCATCATCCCGTATGAAGGTCTGAGCGGLCGATCAGATGGGLCCAG
ATCGARABRRATTTTTAAGGTGGTGTACCCTGTGGATGATCATCACTTTAAGGTGATTCTGCACTA
TGGCACACTGGTAATCGACGGGGTTACGCCGAACATGATCGACTATTTCGGACGGCCGTATGAAG
GCATCGCCGTGTTCGACGGCAARARAGATCACTGTAACCGGGACCCTGTGGAACGGCAACARARTT
ATCGACGAGCGCCTGATCAACCCCGACGGCTCCCTGCTGTTCCGCGTAACCATCAACGGAGTGAC
CGGCTGGLCGGCTGTGCGAGCGCATTTTGGUGTAAGGCCGLGACTCTAGAGTCGACCTGCAGGCAT
GCAAGCTGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGARAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGT
ARTAACTAGCATAACCCCTTGGGGCGGCCGCTTCGAGCAGACATGATAAGATACATTGATGAGTT
TGGACAAACCACAACTAGRAATGCCAGTGAARRBAATGCTTTATTTGTGAAATTTGTGATGCTATTG
CTTTATTTGTAACCATTATAAGCTGCAATAARCAAGTTAACARACAACAATTGCATTCATTTTATG
TTTCAGGTTCAGGGGEGAGATGTGGGAGGTTTTTT TAAGCAAGTAAARCCTCTACARATGTGGTAA
ARTCGAATTTTAACAAARTATTARACGUTTACAATTTCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATC
TGTGCGGTATTTCACACCGCATACGUGGATCTGCGCAGCACCATGGCCTGARAATAARCCTCTGRAAA
GAGGAACTTGGTTAGGTACCTTCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTCTGGAATGTGTGTCAGT TAGGG
TGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAACTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGC
ARCCAGGTGTGGARAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATT
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AGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCCCATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGLC
CATTCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTTTTTTATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGCUTCGGCCTC
TGAGCTATTCCAGRAAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTTAATT
AACTGTTGACAATTAATCATCGGCATAGTATATCGGCATAGTATAATACGACAAGGTGAGGAACT
BAAACCCAGGAGGCAGATCATGATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGET
GGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACRATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCC
GGUTGETCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGT CAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCUTGAATGAR
CTGCAGGACGAGGCAGCGCGGUTATCGTGLCTGGCCACGACGGGUGTTCCTTGCGCAGCTGTGCT
CGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGARAGTGCCGGGGLCAGGATCTCC
TGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCAT
ACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGARACATCGCATCGAGCGAGCACGTAC
TCEGATGGRAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGARAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAG
CCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGUGCATGCCUGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGET
GATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGARRATGGCCGUTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCG
GCTGEETGTGGUGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTG
GCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATC
GCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAGCGGGAC TCTGGGGTTCGARATGACCGACCAA
GCGACGCCCAACCTGCCATCACGATGGCCGCAATAARATATCTTTATTTTCATTACATCTGTGTG
TTGGTTTTTTGTGTGAATCGATAGCGATAAGGATCCTCTTTGCGCTTIGCGTTTTCCCTTGTCCAG
ATAGCCCAGTAGCTGACATTCATCCGGGGTCAGCACCGTTTCTGCGGACTGGCTTTCTACCCGGET
ATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGRAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACA
TGTGAGCAAARGGCCAGCARAAGGUCCAGGAACCGTAAARMAGGUCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCAT
AGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAARAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGAC
AGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCC
TGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCA
COCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCC
CGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACG
ACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCT
ACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGC
TCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGARAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAARACARACCALCG
CTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGRAAAAAAGGATTTCARGAA
GATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAARAACTCACGTTAAGGGATTTT
GGTCATGAGATTATCARAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTATAGTCCGGAAATACAGGAACGC
ACGCTGGATGGCCCTTCGCTGGGAT CEGTGAAACCATGARAAATGGCAGCTTCAGTGGATTARGTG
GGGGTAATGTGGCCTGTACCCTICTGGTTGCATAGGTATTCATACGGTTAAAATTTATCAGGCGCG
ATTGCGGCAGTTTTTCGGGTGGTTTGTTGCCATTTTTACCTGTCTGCTGCCGTIGATCGCGCTGAA
CGLGTTTTAGCGGTGCGTACAATTAAGGGATTATGGTARATCCACTTACTGTCTGCCCTCGTAGC
CATCGAGATAAACCGCAGTACTCCGGUCACGATGUGTCCGGCGTAGAGGATCGAGATCT

SEQ ID NO: 318 (L27V02B)

ATGGTCTTCACACTCGAAGATTTCCTAGGTGACTGGCGACAGACAGCCGGCTACAACCTGGACCA
AGTCCTTGAACAGGGTGGTGTGTCCAGTTTGTTTCAGAATCTCGGGGTGTCCGTAACTCCGATCC
AAAGGATTGTCCTGAGCGGTGARAATGGGC TGAAGATCGACATCCATGTCATCATCCCGTATGAA
GGTCTGAGCGGCGACCAAATGGGCCAGATCGAARAAATTTTTAAGGTGGTGTACCCTGTGGATGA
TCATCACTTTAAGGTGATCCTGCACTATGGCACACTGGTAATCGACGGGGTTACGCCGAACATGA
TCGACTATTTCGGACGGCCGTATGAAGGCATCGCCGTGITCGACGGUAAAMAGATCACTGTAACT
GGGACCCTGTGGAACGGCAACAAAATTATCGACGAGCGCCTGATCAACCCCGACGGCTCCCTGCT
GTTCCGAGTAACCATCAACGGAGTGACCGGCTGGCGGECTGTGCGAACGCATTCTGGCG

SEQID NO: 319 (L27V01)
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ATGGTGTTTACACTCGAAGATTTCGTACGGGACTGGCGGCAGACAGCCGGCTACAACCTGGACCA
AGTCCTTGAACAGGGCGGTGTGTCCAGTTTGTTTCAGAATCTCGGGGTGTCCGTAACTCCGATCC

ARAAGGATTGTCCTGAGCGGTGAAAACGGCCTGAAGATCGACATCCATGTCATCATCCCGTATGAA
GGTCTGAGCGGCGATCAAATGGGCCAGATCGARAAARATTTTTAAGGTGGTGTACCCTGTGGATGA
TCATCACTTTAAGGTGATCCTGCACTATGGCACACTGGTAATCGACGGGGTTACGCCGAACATGA
TCGACTATTTCGGACGGCCGCTATGAAGGCATCGCCGTGTTCGACGGCARAAAGATCACTGTAACC
GGGACCCTGTGGAACGGCAACAARARTTATCGACGAGCGCCTGATCAACCCCGACGGCTCCCTGCT
GTTCCGCGTAACCATCAACGGAGTGACCGGCTGGCGGCTGTGCGAGCGCATTTTGGCG

SEQ ID NO: 320 (L27V01-PEST00)

ATGGTGTTTACACTCGAAGATTTCGTAGGGGACTGGCGGCAGACAGCCGGCTACAACCTGGACCA
AGTCCTTGAACAGGGCGGTGTGTCCAGTTTGTTTCAGAATCTCGGGGTGTCCGTAACTCCGATCC
ARAGGATTGTCCTGAGCGGTGARAACGGCCTGARAGATCGACATCCATGTCATCATCCCGTATGAR
GGTCTGAGCGGCGATCAAATGGGCCAGATCGAAARRRATTTTTAAGGTGGTGTACCCTGTGGATGA
TCATCACTTTAAGGTGATCCTGCACTATGGCACACTGGTAATCGACGGGGETTACGCCGAACATGA
TCGACTATTTCGGACGGCCGTATGAAGGCATCGCCGTGTTCGACGGCAAARRGATCACTGTAACC
GGGACCCTGTGGRACGGCAACARAATTATCGACGAGCGCCTGATCAACCCCGACGGCTCCCTGCT
GTTCCGCGTAACCATCAACGGAGTGACCGGUTGGCGGUTGTGCGAGCGCATTTTGGUGAATTCAC
ACGGCTTTCCGCCCGAGGTTGARGAGCAAGCCGCCGGTACATTGCCTATGTCCTGCGCACAAGAR
AGCGGTATGGACCGGCACCCAGCCGCTTGTGCTTCAGCTCGCATCAACGTC

SEQ ID NO: 321 (IL601-L27V01)

ATGAACTCCTTCTCCACAAGCGCCTTCGGTCCAGTTGCUTTCTCCCTGGGCCTGCTCCTGGTETT
GCCTGCTGCCTTCCCTGCCCCAGTGTTTACACTCGRAAGATTTCGTAGGGGACTGGCGGCAGACAG
CCGGCTACARCCTGGACCAAGTCCTTGAACAGGGCGGTGTIGTCCAGTTTGTTTCAGAATCTCGGG
GTGTCCGTAACTCCGATCCAAAGGATTGTCCTGAGCGGTGAAAACGGCCTGARGATCGACATCCA
TGTCATCATCCCGTATGAAGGTCTGAGCGGCGATCAAATGGGCCAGATCGAARAAATTTTTAAGS
TGGTGTACCCTGTGGATGATCATCACTTTAAGGTGATCCTGCACTATGGCACACTGGTAATCGAC
GGGGTTACGCCGAACATGATCGACTATTTCGGACGGCCGTATGAAGGCATCGCCGTGTTCGACGS
CAARAAGATCACTGTAACCGGGACCCTGTGGAACGGCAACAAAATTATCGACGAGCGCCTGATCA
ACCCCGACGGCTCCCTGCTOTTCCGCGTAACCATCAACGGAGTGACCGGCTGGCGGCTGTGCGAG
CGCATTTTGGCG

SEQ ID NO: 322 (L27V02A)

ATGGTCTTCACACTCGAAGATTTCGTTGGGGACTGGCGACAGACAGCCGGCTACAACCTGGACCA
AGTCCTTGAACAGGGAGGTGTGTCCAGTTTGTTTCAGAATCTCGGGGTGTCCGTAACTCCGATCC
AAAGGATTGTCCTGAGCGGTGARAATGLGC TGAAGATCGACATCCATGTCATCATCCCGTATGAA
GGTCTGAGCGGCGACCAAATGGGCCAGATCGARARARATTTTTARAGGTGGTGTACCCTGTGGATGA
TCATCACTTTAAGGTGATCCTGCACTATGGCACACTGGTAATCGACGGGGTTACGCCGAACATGA
TCGACTATTTCGGACGGCCGTATGAAGGCATCGCCGTGTTCGACGGCAANAAGATCACTGTAACA
GGGACCCTGTGGAACGGCAACARAAATTATCGACGAGCGCCTGATCAACCCCGACGGCTCCCTGLT
GTTCCGAGTAACCATCAACGGAGTGACCGGCTGGLGECTGTGCGAACGCATTCTGGCG

SEQ ID NO: 323 (L27V02A-PEST01)
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ATGGTCITCACACTCGAAGATTTCGTTIGGGGACTGGCGACAGACAGCCOGGCTACAACCTGGACCA
AGTCCTTIGAACAGGGAGGTGTGTICCAGTTTGTITTCAGAATCTCGGGGETGTCCGTAACTCCGATCC
AAAGGATTGTCCTGAGCGGTGARARATGGGCTGAAGATCGACATCCATGTCATCATCCCGTATGAR
GGTCTGAGCGGCGACCAAATGGGCCAGATCGAARARATTTTTAAGGTGGTGTACCCTGTGGATGA
TCATCACTTTRAAGGTGATCCTGCACTATGGCACACTGGTAATCGACGGGGTTACGCCGAACATGA
TCGACTATTTCGGACGGCCGTATGAAGGCATCGCCGTGTTCGACGGCARAARAGATCACTGTAACA
GGGACCCTGTGGAACGGCAACARAATTATCGACGAGCGCCTGATCAACCCCGACGGCTCCCTGET
GTTCCGAGTAACCATCAACGGAGTGACCGGLTGGCGGCTGTGCGAACGCATTCTGGCGAATTCTC
ACGGCTTITCCGCCTGAGGTTGAAGAGCAAGCCGCCGGTACATTGCCTATGTCCTGCGCACAAGAR
AGCGGTATGGACCGGCACCCAGCCGCTTGTGCITCAGCTCGCATCAACGTC

SEQ ID NO: 324 (IL601-L27V02A)

ATGAACTCCTTCTCCACARGCGCCTTCGGTCCAGTTGCCTTCTCCCTGGGCCTGCTCCTGGTGTT
GCCTGCTGCCTTCCCTGCCCCAGTCTTCACACTCGAAGATTTCGTTGGGGACTGGCGACAGACAG
CCGGCTACAACCTGGACCAAGTCCTTGAACAGGGAGGTGTGTCCAGTTTGTTTCAGAATCTCGGG
GTGICCGTAACTCCGATCCAAAGGATTGTCCTGAGCGGTGAAAATGGGUTGAAGATCGACATCCA
TGTCATCATCCCGTATGAAGGTCTGAGCGGCGACCARATGGGCCAGATCGARARAATTTTTAAGG
TGGTGTACCCTGTGGATGATCATCACTTTAAGGTGATCCTGCACTATGGCACACTGGTAATCGAC
GGGGTTACGCCGAACATGATCGACTATTTCGGACGGCCGTATGAAGGCATCGCCGTGTTCGACGG
CAAAAAGATCACTGTARCAGGGACCCTGTGGARACGGCARCARAATTATCGACGAGCGCCTGATCA
ACCCCGACGGCTCCCTGCTGTTCCGAGTAACCATCAACGGAGTGACCGGCTGGCGGLTGTGCGAA
CGCATTCTGGCG

SEQ ID NO: 325 (L27V03)

ATGGTCTTCACACTCGAAGATTTCGTAGGTGACTGGCGACAGACAGCCGGCTACAACCTGGACCA
AGTTCTTGAACAGGCTGGTGTIGTCCAGTITTGTTTCAGAATCTCGGGETGTCCGTAACTCCAATCC

AGAGGATAGTCCTGAGTGGTGAAAATGGGCTGAAGATCGACATCCATGTCATCATCCCTTATGAA
GGTCTGAGCGGCGATCAGATGGGGCAGATCGAARAAATTTTTAAGGTGGTGTACCCTGTGGATGA
TCATCACTTTAAGGTGATCCTGCACTATGGCACACTGGTAATCGACGGTGTTACGCCGAACATGA
TCGACTATTTCGGACGGCCGTATGAAGGCATCGCCGTGTTCGACGGCAAAAAGATTACTGTCACT
GGAACCCTGTGGAATGGGAACAARATTATCGACGAGCGCCTGATCARCCCCGACGGCTCACTGCT
GTTCCGAGTAACCATCAATGGTGTTACCGGUTGGCGGLCTCTGCGAACGCATTCTAGCA

SEQ ID NO: 326 (L27V03-PEST02)

ATGGTCTTCACACTCGAAGATTTCGTAGGTGACTGGCGACAGACAGCCGGCTACAACCTGGACCA
AGTTCTTGAACAGGGTGGTGTGTCCAGTTITGTTTCAGAATCTCGGGGTGTCCGTAACTCCAATCC
AGAGGATAGTCCTGAGTGGTGAAAATGGGCTGAAGATCGACATCCATGTCATCATCCCTTATGAA
GGTCTGAGCGGCGATCAGATGGGGCAGATCGAAARAAATTTTITAAGGTGGTGTACCCTGTGGATGA
TCATCACTTTAAGGTGATCCTGCACTATGGCACACTGGTAATCGACGGTGTTACGCCGARCATGA
TCGACTATTTCGGACGGCCGTATGAAGGCATCGCCGTGTTCGACGGCAAARAGATTACTGTCACT
GGAACCCTGTGGAATGGGARCAAAATTATCGACGAGCGCCTGATCAACCCCGACGGCTCACTGCT
GTTCCGAGTAACCATCAATGGTGTTACCGGCTGGCGGCTCTGCGAACGCATTCTAGCAAATAGTC
ACGGCTTITCCGCCTGAGGTTGAAGAGCARGCCGCCGGTACATTGCCTATGTCCTGCGCACAAGAA
AGCGGTATGGACCGGCACCCAGCCGCTTGTGCTTCAGCTCGCATCAACGTC

SEQ ID NO: 327 (I1L602-L27V03)
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ATGAACTCCTTCTCCACAAGCGCCTTCGGTCCAGTCGCCTTCTCCCTGGGCCTGCTCCTGGTGTT
GCCCGCTIGCCTTTCCTGCCCCAGTCTTCACACTCGRAAGATTTCGTAGGTGACTGGCGACAGACAG
CCGGCTACAACCTGGACCAAGTTCTTGARACAGGGTGGTGTGTCCAGTTTGTTTCAGAATCTCGGG
GTGTCCGTAACTCCAATCCAGAGGATAGTCCTGAGTGGTGAAAATGGGCTGAAGATCGACATCCA
TGTCATCATCCCTTATGAAGGTCTGAGCGGCGATCAGATGGGGCAGATCGAARAAATTTTTAAGG
TGGTGTACCCTGTGGATGATCATCACTTTAAGGTGATCCTGCACTATGGCACACTGGTAATCGAC
GETGTTACGCCGAACATGATCGACTATTTCGGACGGCCGTATGAAGECATCGCCGETGTTCGALGG
CAARAAGATTACTGTCACTGGAACCCTGTGGAATGGGAACAAAATTATCGACGAGCGCCTGATCA
ACCCCGACGGCTCACTGCTGTTCCGAGTAACCATCAATGGTGTTACCGGCTGG

SEQ ID NO: 328 (Enlazador)
GBSGGGSSGGEPTTENLYFQSDNGSSGGGSSGE

SEQ ID NO: 329 (Secuencia de consenso de FABP)

[GSAIVK]-{FE}-[FYW]-x- [LIVMF] -x-x-{K}-x- [NHG]-[FY] - [DE] -x-
[LIVMFY]- [LIVM]-{N}-{G}-[LIVMAKR]

SEQ ID NO: 330 (Secuencia de consenso de OGLUC)

[GSAIVK]-{FE!-[FYW]-x-[LIVMFSYQ] -x-x-{K}-x-[NHGK]-x-[DE] -x-
[LIVMEY ] - [LIVMWE] -x-{G} - [LIVMAKRG]

SEQ ID NO: 331 (9B8 PCA1 (pF5A/Met-[9B8 opt (51-169)]-GGGGSGGGSS-FRB)

Atgggcctgaagatcgacatccatgtecatcateccgtatgaaggtctgageggctatcagatggy
ccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgattetge
actatggcacactggtaatcgacggggttacgccgaacatgategactatttcggacggcegtat
gaaggcatcgccgtgttcgacggcaaaaagatcactgtaaccgggacectgtggaacggcaacaa
aattatcgacgagcgectgatcaacceccgacggetecctgetgttecgecgtaaccatcaacggayg
tgaccggctggcyggctgtgogagegeattttggcgggaggaggtggetcaggtggagggagetec
gtggccatcctcoctggcatgagatgtggecatgaaggectggaagaggecatectegtttgtactttgg
ggaaaggaacgtgaaaggcatgtttgaggtygctggageccttgecatgctatgatggaacggggcc

cccagactotgaaggaaacatcctttaatcaggectatggtcgagatttaatggaggeccaagay
tggtgcaggaagtacatgaaatcagggaatgtecaaggacctcacccaagectygggacctectatta
tcatgtgttccgacgaatctea

SEQ ID NO: 332 (9B8 PCA1 (pF5A/Met-[9B8 opt (51-169)]-GGGGSGGGSS-FRB)
MGLKIDIHVIIPYEGLSGYOMGQIEKIFKVVYPVDDHHFKVILEYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPY
EGIAVFDGKKITVTGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILAGGGGSGGGSS
VAT LWHEMWHEGLEEASRLY FGERNVKGMFEVLEPLIAMMERGPOTLKETSFNOAYGRDLMEAQE,
WCRKYMKSGNVKDLTOAWDLYYHVFRRIS

SEQ ID NO: 333 (9B8 PCA2 (pF5A/[9B8 opt (1-50)]-GGGGSGGGSS-FRB)
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Atggtgtttacactcgaagatttcegtaggggactggcggcagacagecggctacaacctggacea
agtceccttgagecagggecggtetgtecagtttgtttcagaaacteggggtgtecgtaacacecgatec
aaaagattgtcctgagocggtgaaaacggaggaggtggectcaggtggagggagcteccgtggecate
ctcectggcatgagatgtggcatgaaggcoctggaagaggcatctegtttgtactttggggaaaggaa
cgtgaaaggcatgtttgaggtgctggagceccttgecatgetatgatggaacggggeccccagacte
Ltgaaggaaacatcoctttaatcagygcctatggtecgagatttaatggaggcccaagagtggtgcagyg
aagtacatgaaatcagggaatgtcaaggacctcacccaagectgggacctectattatcatgtgtt
ccgacgaatctca

SEQ ID NO: 334 (9B8 PCA2 (pF5A/[9B8 opt (1-50)]-GGGGSGGGSS-FRB)

MVETLEDEFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGLS SLFQKLGVEVITPIQKIVLSGENGGGGSGGGESVAL
LWHEMWHEGLEEASRLYFGERNVKGMFEVLEPLHAMMERGPOTLKET SFNOAYGRDLMEAQERWCR
KYMESGNVKDLTQAWDLYYHVERRIS

SEQ ID NO: 335 (9B8 PCA 3 (& pF5A/FKBP-GGGSSGGGSG-[9B8 opt (51-169)

atgggagtgcaggtggaaaccatctccccaggagacgggcgecaccttcoccaagegeggocagac
ctgcgtggtgcactacaccgyggatgcttgaagatggaaagaaatttgattiecccccgggacagaa
acaagcccetttaagtttatgetaggeaageaggaggtgateccgaggetgggaagaaggggttgee
cagatgagrgtgggtcagagagccaaactgactatatctecagattatgectatggtgecactgg
gecacccaggecatcatceccaccacatgecactetegtettcgatgtggagettectaaaactggaag
gaggagggagctecggtggaggcagcggtyggcctgaagatcgacateccatgtcatcateccgtat
gaaggtctgagcecggctatcagatgggecagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtacectgtgga
tgatcatcactttaaggtgattctgecactatggecacactggtaatcgacggggttacgecgaaca
tgatcgactatttcggacggeccgtatgaaggeocatecgecocgtgttcgacggcaaaaagatcactgta
accgggaccctgtggaacggcaacaaasattatcgacgagcgectgatcaaccccgacggetocet
goctgttccgecgtaaccatcaacggagtgaccgygctggcggctgtgcgagecgcattttgygcy

SEQ ID NO: 336 (9B8 PCA 3 (& pF5A/FKBP-GGGSSGGGSG-[9B8 opt (51-169)

MGVOVETISPGDGRTFPKRGOTCVVHY TGMLEDGERFDSSEDRNEPFEKFMLGKQEVIRGWEEGVA
OMSVGORAKLTISPDYAYGATGHPGIIPPHATLVFDVELLKLEGGGSS5GGGSGGLKIDIHVITIPY
EGLSGYOMGQOIEKIFKVVYPVDDHHFKVITHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKITY
TGTLWNGNKI IDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILA

SEQ ID NO: 337 (9B8 PCA 4 (pF5A/FKBP-GGGSSGGGSG-[9B8 opt (1-50)

atgggagtgcaggtggaaaccatctcecccaggagacgggegcacctteccccaagegoeggocagac
ctgcgtggtgecactacaccgggatgcttgaagatggaaagaaatttgattectececegggacagaa
acaagccctttaagtttatgctaggcaagecaggaggtgatceccgaggectgggaagaaggggttgeo
cagatgagtgtgggtcagagagccaaactgactatatctecagattatgectatggtygccactygy

gcacccaggcatcatcccaccacatgccactetegtettegatgtggagettetaaaactyggaag

Jaggagggagctecggtggaggcageggtatggtgtttacactegaagatttegtaggggactgyg
cggcagacagccggctacaacctggaccaagtecttgagcagggeggtctgteccagtttgtttca
gaaactcggggtgtcecgtaacaccgatcoccaaaagattgtcectgageggtgaaaac

SEQ ID NO: 338 (9B8 PCA 4 (pF5A/FKBP-GGGSSGGGSG-[9B8 opt (1-50)
MGVQVETISPGDGRTFPKRGQTCVVHYTGMLEDGKKFDS SRDRNK PFKFMLGKQEVIRGWEEGVA

OMSVGORAKLTISPDYAYGATGHPGIIPPHATLVFDVELLKLEGGGSSGGGSGMVETLEDEVGDW
ROTAGYNLDOVLEQGGLSSLFQKLGVSVTPIQKIVLSGEN

177



10

15

20

ES 2567410713

SEQ ID NO: 339 (K33N+L27V+K43R+Y68D)

Atggtgtttacactcgaagatttegtaggggactggeggcagacagecggcetacaacctggacea
agtccttgagcagggeggtgtgtecagtttgtttcagaatctcggggtgtecgtaacaccgatee
aaaggattgtcctgageggtgaaaacggectgaagatcgacateccatgtecatcatececgtatgaa
ggtctgagcggcgatcagatgggecagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatga
tcatcactttaaggtgattctgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgececgaacatyga
tcgactattteggacggecgtatgaaggeatecgecgtgttegacggcaaaaagatcactgtaace
gggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagecgcctgatcaaccecgacggeteectget
gttccgegtaaccatcaacggagtgaccggetggcgyctgtgegagegrattttggeg

SEQ ID NO: 340 (K33N+L27V+K43R+Y68D)

MVFTLEDEVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEONLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIFYE
GLSGDOMGOQIEKIFKVVYPVDDHHFEVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGEKITVT
GTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVIINGVIGWRLCERILA

SEQ ID NO: 341 (K33N+ L27V+T39T+K43R+S66N)

Atggtgtttacactcgaagatticgtaggggactggcggcagacagceggctacaacctggacca
agtccttgagcagggecggtgtgteccagtttgtttcagaatctecggggtgteccgtaactecgatec
aaaggattgtcectgageggtgaaaacggectgaagatcgacatccatgtecatcateccgtatgaa
ggtctgaacggctatcagatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccectgtggatga
tcatcactttaaggtgattctgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgeccgaacatga
tcgactattteggacggecgtatgaaggecatcgeecgtgttcgacggcaaaaagatcactgtaace
gggacccotgtggaacggcaacaaaattatcgacgagegectgatcaacceocgacggctceeoctget
gttccocgogtaaccatcaacggagtgaccggotggecggeotgtgecgagegecattttggeyg

SEQ ID NO: 342 (K33N+ L27V+T39T+K43R+S66N)

MVEPTLEDFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEQNLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVITIPYE
GLNGYQMGOQIEKIFEKVVYPVDDHHFEVITHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEFDGEEITVT
GTLWNGNKIIDERLINPDGSLLERVTINGVIGWRLCERILA

SEQ ID NO: 343 (pCA 31 pCA L27V02A 45-169 FRB)

atggtoctgageggtgaaaatgggctgaagatcgacatceccatgtcecatecatececgtatgaaggtcet
gagcggcgaccaaatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtacecctgtggatgatecate
actttaaggtgatcctgcactatggecacactggtaatcgacggggttacgecgaacatgatcegac
tatttcggacggccgtatgaaggecatecgecgtgttcgacggcaaaaagatcactgtaacaggygac
cctgtggaacggcaacaazattatcgacgagegectgatcaacceecgacggetecctgotgttec
gagtaaccatcaacggagtgaccggctggcggctgtgegaacgcattctggegggaggaggtggce
tcaggtggagggagctccgtggecatectetggratgagatgtggecatgaaggecctggaagaggce
atctcgtttgtactttggggaaaggaacgtgaaaggcatgtttgaggtgctggageccttgeaty
ctatgatggaacggggcccceccagactotgaaggaaacatcoctttaatcaggectatggtogagat
ttaatggaggcccaagagtggtgcaggaagtacatgaaatcagggaatgtcaaggacctcaccca
agcctgggacctectattatcatgtgttecgacgaatctca

SEQ ID NO: 344 (pCA 31 pCA L27V02A 45-169 FRB)
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MVLSGENGLRKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOQIEKIFKVVY PVDDHHFRKVILHYGTLVIDGVTPNMID
YPGRPYEGIAVFDGEKKITVTGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLERVTINGVTIGWRLCERILAGGGG
SGGGSSVAILWHEMWHEGLEEASRLYFGERNVEGMFEVLEPLHAMMERGPOQTLKET SEFNOAYGRD
LMEAQEWCRRYMKSGNVKDLTOAWDLYYHVEFRRIS

SEQ ID NO: 345 (pCA 32 FKBP L27V02A 1-44)

atgggagtgcaggtggaaaccaltctccecccaggagacgggoegcecaccttocccrcaagegecggecagac
ctgcgtygtgcactacaccgggatgcttgaagatggaaagaaatttgattccteoccecgggacagaa
acaagccctttaagtttatgectaggcaagcaggaggtgateccgaggctgggaagaaggggttgee
cagatgagtgtgggtcagagagccaaactgactatatcteccagattatgectatggtgecactygyg
gcacccaggcatcatcceccaccacatgecactectegtecttegatgtggagettctaaaactggaay
gaggagggagctecocggtggaggcagocggtatggtecttcacactogaagatttogttgggygactgy
cgacagacagccggctacaacctggaccaagtocttgaacagggaggtgtgtccagtttgtttca
gaatctcggggtgtcegtaactcecegatecaaaggatt

SEQ ID NO: 346 (pCA 32 FKBP L27V02A 1-44)

MGVOVETISPGDGRTFPRRGOTCVVHY TGMLEDGKKEDS SRDRNKPFEKFMLGKOEVIRGWEEGVA
OMSVGORARKLTISPDYAYGATGHPGIIPPHATLVFDVELLKLEGGGSSGGGSGMVETLEDEVGDW
ROTAGYNLDOVLEQGGYSSLEPONLGYVSVTPICRI

SEQ ID NO: 347 (pCA 33 pCA L27V02A 46-169 FRB)

atgctgagcggtgaaaatgggctgaagatcgacatecatgtcatcateccgtatgaaggtetgag
cggcgaccaaatgggecagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatecact
ttaaggtgatcctgcrcactatggcacactggtaatcgacggggttacgeccgaacatgatcgactat
ttcggacggcecgtatgaaggecatcgocegtgttcgacggcaaaaagatcactgtaacagggacccet
gtggaacggcaacaaaattatcgacgagcecgectgatcaaccecgacggeteecctgectgttecgayg
taaccatcaacggagtgaccggctggcggctgtgcgaacgecattetggcgggaggaggtggetca
ggtggagggagctcegtggccatecctectggecatgagatgtggecatgaaggectggaagaggeate
tcgtttgtactttggggaaaggaacgtgaaaggeatgtttgaggtgctggageccttgecatgcta
tgatggaacggggcceccagactectgaaggaaacatectttaatcaggectatggtegagattta
atggaggcccaagagtggtgcaggaagtacatgaaatcagggaatgtcaaggacctcacccaage
ctgggacctctattatcatgtgttccgacgaatcteca

SEQ ID NO: 348 (pCA 33 pCA L27V02A 46-169 FRB)

MLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOQIEKIFKVVY PYDDHHFRKVILHYGTLVIDGVTPNMIDY
FGRPYEGIAVFDGREKITVTGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERI LAGGGGS
GGGSSVATLWHEMWHEGLEEASRLYFGERNVEGMFEVLEPLHAMMERGPOQTLKET SFNQAYGRDL
MEAQEWCREYMKSGNVEDLTQAWDLYYHVEFRREIS

SEQ ID NO: 349 (pCA 34 pCA FKBP 1-45 L27V02A)

atgggagtgcaggtggaaaccatctceccceccaggagacgggecgecacctticecccaagegeggccagac
Ctgcgtggtgcactacaccgggatrgcttgaagatggaaagaaatttgatticcteccgggacagaa
acaagecctttaagtttatgctaggcaagcaggaggtgatccgaggectgggaagaaggggttgee
cagatgagtgtgggtcagagagccaaactgactatatctccagattatgectatggtgeccactgg
greacccaggcatcatoccaccacatgecactoctegtettcgatgtggagettctaaaactggaag
gaggagggagctcecggtggaggcagegygtatggtcticacactecgaagatttegttgygyggactgyg
cgacagacagccggctacaacctggaccaagtecttgaacagggaggtgtgteccagtttgtttca
gaatctcggggtgteccgtaactecgatccaaaggattgte
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SEQ ID NO: 350 (pCA 34 pCA FKBP 1-45 L27V02A)

MGVOVETISPGDGRTFPRRGOTCVVHY TGMLEDGKKE DS SRDRNKPFREMLGKOEVIRGHEEGVA
OMSVGORAKLTISPDYAYGATGHPGIIPPHATLVEFDVELLELEGGGS3GGGESGMVETLEDEVGDW
ROTAGYNLDOVLEQGGVSSLFONLGVSVTPIOQRIV

SEQID NO: 351 (pCA 35 pCA L27V02A 100-169 FRB)

atggacggggttacygccgaacatgatcgactatttcggacggececgtatgaaggcategecgtgtt
cgacggcaaaaagatcactgtaacagggaccectgtggaacggcaacaaaattatcgacgagcygce
tgatcaaccccgacyggctecctgctgttcecgagtaaccatcaacggagtgaceggctggegygctyg
tgcgaacgcattctggegggaggaggtggctcaggtggagggagectecgtggeccatectctggca
tgagatgtggcatgaaggcctggaagaggecateteogtttgtactttggggaaaggaacgtgaaaqy
gcatgtttgaggtgctggageccttigcatgectatgatggaacggggeccccagactetgaaggaa
acatcctttaatcaggcctatggtcgagatttaatggaggcccaagagtggtgcaggaagtacat
gaaatcagggaatgtcaaggacctcacccaagectgggacctctattatcatgtgttcocgacgaa
tctca

SEQ D NO: 352 (pCA 35 pCA L27V02A 100-169 FRB)

MDGVIPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKITVTGTLWNGNKI IDERLINPDGSLLEFRVTINGVTGWRL
CERILAGGGGSGGGSSVAILWHEMWHEGLEEASRLY FGERNVEKGMFEVLEPLHAMMERGFPOQTLKE
TSFNQAYGRDLMEAQEWCEKYMKSGNVKDLTOQAWDLY YHVERRIS

SEQ ID NO: 353 (pCA 36 FKBP L27V02A 1-99)

atgggagtgcaggtggaaaccatctccoccaggagacgggcgcaccttoocccaagogoggocagac
ctgcgtggtgeactacaccgggatgcttgaagatggaaagaaatttgattecteccecgggacagaa
acaagccctttaagtttatgectaggcaagecaggaggtgatecgaggctgggaagaaggggttgec
cagatgagtgtgggtcagagagcecaaactgactatatctecagattatgectatggtgecactyg
gcacccaggcatcatecccaccacatgecactectegtecttegatgtggagettctaaaactggaag
gaggagggagctecggtggaggcageggtatggtettcacactecgaagatttecgttggggactygy
cgacagacagccggctacaacctggaccaagtecttgaacagggaggtgtgtccagtttgtttca
gaatctcggggtgtcegtaacteocgateccaaaggattgtectgageggtgaaaatgggectgaaga
tcgacatccatgtcecateocatcocgtatgaaggtcetgageggecgaccaaatgggecagatocgaaaaa

atttttaaggtggtgtacectgtggatgatcatcactttaaggtgatcctgcactatggcacact
ggtaatc

SEQ ID NO: 354 (pCA 36 FKBP L27V02A 1-99)
MGVOVET ISPGDGRTFPERGOTCVVHY TGMLEDGKKEDS SRDRNKPFREFMLGKOEVIRGREEGVA
OMSVGORAKLTISFDYAYGATGHPGIIFPPHATLVEFDVELLKLEGGGSSGGGSGMVETLEDEVGDW
ROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEFONLGVSVTIPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEK
IFKVVYPVDDHHEFEVILHYGTLVI

SEQID NO: 355 (pCA 37 L27V02A 101-169 FRB)

180



10

15

20

ES 2567410713

atgggggttacgccgaacatgatcgactatttcggacggecgtatgaaggcategecgtgttcga
cggcaaaaagatcactgtaacagggacectgtggaacggcaacaaaattategacgagegectyga
tcaaccccgacggctcectgetgttoccgagtaaccatcaacggagtgaccggctggeggetgtgce
gaacgcattetggegggaggaggtggctcaggtggagggagecteegtggecatectetggecatyga
gatgtggcatgaaggectggaagaggcatetegtttgtactttggggaaaggaacgtgaaaggcea
tgtttgaggtgctggageccttgecatgetatgatggaacggggoccccagactetgaaggaaaca
tecctttaatcaggectatggtcgagatttaatggaggeccaagagtggtgraggaagtacatgaa
atcagggaatgtcaaggaccteacccaagectgggacctotattatcatgtgttecgacgaatet
ca

SEQID NO: 356 (pCA 37 L27V02A 101-169 FRB)

MGVTPNMIDYFGRFPYEGIAVFDGEKITVIGTLWNGNKIIDERLINFDGSLLERVTINGVTGWRLC
FERILAGGGGSGGGS3VAILWHEMWHEGLEEASRLY FGERNVEGMFEVLEPLHAMMERGPQTLEET
SENQAYGRDLMEAQEWCREKYMKSGNVKDLTOAWDLYYHVFRRIS

SEQ ID NO: 357 (pCA 38 FKBP 1-100 L27V02A)

Atgggagtgcaggtggaaaccatctececcaggagacgggecgcacctticecoccaagegecggccagac
ctgcgtggtgcactacaccgggatgcttgaagatggaaagaaatttgatticcteccgggacagaa
acaagccctttaagtttatgctaggcaagecaggaggtgatccgaggctgggaagaaggggttgec
cagatgagtgtgggtcagagagccaaactgactatatcectceccagattatgectatggtgccactgyg
gcacccaggcatcatcccaccacatgeccactctegtcttcgatgtggagettctaaaactggaag
gaggagggagctcocggtggaggcageggtatggtcticacactcgaagatttecgttggggactgy
cgacagacagccggctacaacctggaccaagtccttgaacagggaggtgtgtccagtttgtttca
gaatcteggggtgtecgtaactceccgateccaaaggattgtectgageggtgaaaatgggctgaaga
tcgacatccatgtcatcatecegtatgaaggtetgageggegaccaaatgggeccagatcgaaaaa
atttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgatcctgecactatggcacact
ggtaatcgac

SEQ ID NO: 358 (pCA 38 FKBP 1-100 L27V02A)

MGVOVETISPGDGRTEFPRRGQTCVVHY TGMLEDGKKEFDS SRDRNKPFKFMLGEOQEVIRGWEEGVA
OMSVGQORAKLTISPDYAYGATGHPGITIPPHATLVEFDVELLKLEGGGS SGGGSGMVETLEDEVGDW
ROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEQNLGVSVTIPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGQIEK
IFKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVID

SEQ ID NO: 359 (pCA 39 L27V02A 102-169 FRB)

Atggttacgccgaacatgatcgactatttcecggacggecgtatgaaggcatcgecgtgttcgacygg
caaaaagatcactgtaacagggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagecgectgatea
accccgacggcteoecctgectgttecgagtaaccatcaacggagtgaccggetggcggetgtgegaa
cgcattctggcgggaggaggtggctcaggtggagggagctccgtggccatecctctggcatgagat
gtggcatgaaggcctggaagaggecatctegtttgtactttggggaaaggaacgtgaaaggecatgt
ttgaggtgctggageccttgcatgcectatgatggaacggggeccecagactctgaaggaaacatcc
tttaatcaggcectatggtcgagatttaatggagygcccaagagtggtgecaggaagtacatgaaatc
agggaatgtcaaggacctcacccaagcctgggacctectattatcatgtgtteccgacgaatctca

SEQ D NO: 360 (pCA 39 L27V02A 102-169 FRB)

MVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKITVTGTLWNGNKI IDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRELCE
RILAGGGGSGGGSSVAILWHEMWHEGLEEASRLY FGERNVKGMFEVLEPLHAMMERGPQTLEKET S
FNQAYGRDLMEAQEWCRKYMKSGNVEDLTOAWDLYYHVFRRIS
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SEQ ID NO: 361 (pCA 40 FKBP L27V02A 1-101)

atgggagtgcaggtggaaaccatctccercaggagacgggcgeaccttocccaagecgoggecagac
ctgcgtggtgcactacacogggatgettgaagatggaaagaaatttgattoctececgggacagaa
acaagccctttaagtttatgctaggcaagcaggaggtgatecgaggctgggaagaaggggttgee
cagatgagtgtgggtcagagagccaaactgactatatctccagattatgectatggtgeccactygy
geacccaggcatcateccaccacatgecactetegtettegatgtggagettetaaaactggaayg
gaggagggdagctcoccggtggaggcageggtatggtecttcacactcgaagatttcgttggggactgy
cgacagacagccggctacaacctggaccaagteccttgaacagggaggtgtgteccagtttgtttca
gaatctcocggggtgtecgtaactcecgatccaaaggattgtectgageggtgaaaatgggctgaaga
togacatccatgtecatcateccecgtatgaaggtctgageggegaccaaatgggccagatcgaaaaa
atttttaaggtggtgtaccectgtggatgatcatcactttaaggtgatectgecactatggcacact
ggtaatcgacggg

SEQ D NO: 362 (pCA 40 FKBP L27V02A 1-101)

MGVOVETISPGDGRTFPRRGOTCVVHY TGMLEDGKEFDSSRDRNKPFRFMLGEKOEVIRGWEEGV A
OMSVGQORAKLTISPDYAYGATGHPGITPPHATLVFDVELLKLEGGGSSGGGSGMVETLEDEVGDNW
ROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEONLGVSVTIPIORIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOQIERK
IFEVVYPVDDHHFEVILHYGTLVIDG

SEQID NO: 363 (pCA 41 L27V02A 143-169 FRB)

atgatcaaccccgacggctecocctgectgttccgagtaaccatcaacggagtgaccggetggegget
gtgcgaacgcattctggcgggaggaggtggctcaggtggagggagectecegtggecatecctetygge
atgagatgtggcatgaaggcoctggaagaggcatctegtttgtactttggggaaaggaacgtgaaa
ggcatgtttgaggtgctggagecocttgecatgetatgatggaacggggeccccagactectgaagga
aacatcctttaatcaggecctatggtecgagatttaatggaggeccaagagtggtgcaggaagtaca
tgaaatcagggaatgtcaaggacctcacccaagectgggacctetattatecatgtgttccgacga
atctca

SEQ D NO: 364 (pCA 41 L27V02A 143-169 FRB)

MINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILAGGGGSGGGS SVAILWHEMWHEGLEEASRLY FGERNVEK
GMFEVLEPLHAMMERGPQTLKETSFNQAYGRDLMEAQEWCRKYMKSGNVEDLTQAWDLY YHVERR
I5

SEQ ID NO: 365 (pCA 42 FKBP 1-142 L27V02A)

atgggagtgcaggtggaaaccatctccccaggagacgggcgecaccttcoccaagegeggecagac
ctgcgtggtgcactacaccgyggatgettgaagatggaaagaaatttgattectecccgggacagaa
acaagccctttaagtttatgctaggcaagcaggaggtgatecgaggctgggaagaaggggttgeo
cagatgagtgtgggtcagagagccaaactgactatatcteccagattatgeoctatggtgecactgg
gcacccaggecatcatceccaccacatgecactcetegtettegatgtggagettectaaaactggaayg
gaggagggagctocggtggaggcageggtatggtecttcacactcgaagatttegttggggactygyg
cgacagacagccggctacaacctggaccaagtocttgaacagggaggtgtgteccagtttgtttea
gaatctoggggtgtecocgtaactecgatccaaaggattgtecctgageggtgaaaatgggctgaaga
tcgacatccatgtecatcatecccgtatgaaggtctgageggcgaccaaatgggccagatcgaaaaa
atttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgatcctgecactatggcacact
ggtaatcgacggggttacgccgaacatgatcgactatttcecggacggecgtatgaaggcatecgecyg
tgttcgacggcaaaaagatcactgtaacagggaccctgtggaacggcaacaaaattatcecgacgaqg
cgcctyg
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SEQ ID NO: 366 (pCA 42 FKBP 1-142 L27V02A)

MGVOVETISPGDGRTFPKRGOTCVVHY TGMLEDGKEFDS SRDRNK PFKFMLGKOEVIRGWEEGVA
OMSVGORAKLTISPDYAYGATGHPGIIPPHATLVEDVELLKLEGGGSSGGGSGMVEFTLEDFVGDW
ROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEFONLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGQIEK
IFKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKITVTIGTLWNGNKI IDE
KL

SEQID NO: 367 (pCA 43 L27V02A 145-169 FRB)

atgcccecgacggetecctgectgttecgagtaaccatcaacggagtgaccggctggeggetgtgecga
acgcattctggcgggaggaggtggctcaggtggagggagctecgtggecatectctggecatgaga
tgtggratgaaggcecctggaagaggcatctegtttgtactitggggaaaggaacgtgaaaggcatyg
tttgaggtgctggagcccttgcatgctatgatggaacdgggooccccagactctgaaggaaacate
ctttaatcaggcectatggtcgagatttaatggaggcccaagagtggtgoaggaagtacatgaaat
cagggaatgtcaaggacctcacccaagectgggacctectattatcatgtgttccgacgaatctea

SEQ D NO: 368 (pCA 43 L27V02A 145-169 FRB)

MPDGSLLERVTINGVTGWRLCERILAGGGGSGGGSSVAILWHEMWHEGLEEASRLY FGERNVEGH
FEVLEPLHAMMERGPQTLRETSFNQAYGRDLMEAQEWCRKYMKSGNVEDLTQAWDLYYHVERRIS

SEQ ID NO: 369 (pCA 44 FKBP 1-144 L27V02A)

atgggagtgcaggtggaaaccatctccccaggagacygggcgcecacctteccccaagecgocggccagac
ctgcgtggtgcactacaccgggatgcttgaagatggaaagaaatttgattoccteccecgggacagaa
acaagccctttaagtttatgctaggcaagcaggaggtgatceccgaggctgggaagaaggggttgee
cagatgagtgtgggtcagagagccaaactgactatatctccagattatgectatggtgecactgyg
gcacccaggcatcatcccaccacatgecactectegtcttegatgtggagettctaaaactggaag
gaggagggagctocggtggaggcageggtatggtettcacactcgaagatttcgttggggactgg
cgacagacagccggctacaacctggaccaagtecttgaacagggaggtgtgtecagtttgtttea
gaatctcggggtgtccgtaacteccgateccaaaggattgticctgageggtgaaaatgggetgaaga
tcgacatceccatgteatcatecegtatgaaggtctgageggcgaccaaatgggcecagatcgaaaaa
atttttaaggtggtgtaccetgtggatgatcatcactttaaggtgatectgecactatggcacact
ggtaatcgacggggttacgccgaacatgatcgactatttcggacggecgtatgaaggecatocgecy
tgttcgacggcaaaaagatcactgtaacagggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgayg
cgcctgatcaac

SEQ ID NO: 370 (pCA 44 FKBP 1-144 L27V02A)

MGVOVETISPGDGRTFPKRGQTCVVHY TGMLEDGEKKFDS SRDRNKPFKFMLGKOQEVIRGWEEGVA
OMSVGORAKLT IS PDYAYGATGHPGIIPPHATLVFDVELLEKLEGGGS SGGGSGMVETLEDEVGDW
ROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEONLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEK
IFKVVYPVDDHHFKVITLHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVFDGKKITVTGTLWNGNKI IDE
RLIN

SEQID NO: 371 (pCA 45 L27V02A 147-169 FRB)
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atgggctccecctgctgttcoccgagtaaccatcaacggagtgaccggotggcggoctgtgegaacgeat
tectggcgggaggaggtggctcaggtggagggagetecegtggecatectctggecatgagatgtgge
atgaaggcctggaagagygcatcteogtttgtactttggggaaaggaacgtgaaaggcatgtttgayg
gtgctggagcccttgcatgctatgatggaacggggecoccccagactoctgaaggaaacatecctttaa
tcaggcctatggtcgagatttaatggaggcccaagagtggtgcaggaagtacatgaaatcaggga
atgtcaaggacctcacccaagectgggacctctattatcatgtgtteccgacgaatctca

SEQID NO: 372 (pCA 45 L27V02A 147-169 FRB)

MGSLLEFRVTINGVIGWRLCERILAGGGGSGGGSSVALILWHEMWHEGLEEASRLY FGERNVKGME'E
VLEPLHAMMERGPOTLKETSFNQAYGRDLMEAQEWCRKYMKSGNVKDLTQAWDLY YHVERRIS

SEQ D NO: 373 (pCA 46 FKBP- L27V02A 1-146)

atgggagtgcaggtggaaaccatctccccaggagacgggcgcaccticcccaagcgcggccagac
ctgcgtggtgcactacaccgggatygcttgaagatggaaagaaatttgattcctocccgggacagaa
acaagcactttaagtttatgctaggcaagcaggaggtgatcecgagygctgggaagaaggggttgee
cagatgagtgtgggtcagagagcecaaactgactatatectceccagattatgectatggtgecactgyg
gcaccecaggcatcateccaccacatgecactetegtettecgatgtggagettctaaaactyggaag
gaggagggagctccggtggaggecageggtatggtecttcacactecgaagatttegttggggactygyg
cgacagacagccocggctacaacctggaccaagtcocttgaacagggaggtgtgteccagtttgtttea
gaatctcggggtgtcocgtaactocgaltccaaaggattgtbcococtgageggtgaaaatgggotgaaga
tcgacatccatgtcatcatceccococgtatgaaggtcectgageggcgaccaaatgggecagatcgaaaaa
atttttaaggtggtgtacectgtggatgatcatcactttaaggtgatcctgcactatggcacact
ggtaatcgacggggttacgccgaacatgatcgactatttecggacggecgtatgaaggecategecyg
tgttcgacggcaaaaagatcactgtaacagggaccctgtggaacggeaacaaaattatcgacgay
cgcctgatcaaccceccgac

SEQ ID NO: 374 (pCA 46 L27V02A-FKBP 1-146)

MGVOVETISPGDGRTFPEKRGOTCVVHY TGMLEDGKREDS SRDRNEKHFKEMLGRKOEVIRGWEEGVA
OMSVGORAKLTISPDYAYGATGHPGIIPFHATLVFDVELLKLEGGGSSGGGSGMVETLEDEVGDW

ROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEFONLGVSVIPIQRIVLSGENGLEIDIHVI IPYEGLSGDOMGQOTIEK
IFEVVYPVDDHHFEVILHYGTLVIDGVTPNMIDY FGRPYEGIAVEDGKE ITVTGTLWNGNKIIDE
ELINFD

SEQID NO: 375 (pCA 47 L27V02A 148-169 FRB)

atgtccoctgctgttccyagtaaccatcaacggagtgaccggctggcggctgtgcgaacgcattct
ggcgggaggaggtggectcaggtggagggagetcegtggecatoctectggcatgagatgtggeatyg
aaggcctggaagaggeatctcgtttgtactttggggaaaggaacgtgaaaggecatgtttgaggtg
ctggagccocttgcatgectatgatggaacggggeccccagactectgaaggaaacatcctttaatca
ggcctatggtcgagatttaatggaggcccaagagtggtgcaggaagtacatgaaatcagggaatyg
tcaaggacctcacccaagectgggacctetattatcatgtgttecgacgaatctca

SEQID NO: 376 (pCA 47 L27V02A 148-169 FRB)

MSLLFEVTINGVTGWRLCERILAGGGGSGGGSSVAILWHEMWHEGLEEASRLYFGERNVKGMEEY
LEPLHAMMERGPQTLKETSFNQAY GRDLMEAQEWCRKYMKSGNVKDLTQAWDLYYHVEFRRIS

SEQID NO: 377 (pCA 48 FKBP- L27V02A 1-147)
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atgggagtgcaggtggaaaccatctoecccaggagacgggegeaccttccecaagegoggecagac
ctgcgtggtgrcactacaccgggatgcttgaagatggaaagaaatttgattecctecoccgggacagaa
acaagccctttaagtttatgctaggcaagcaggaggtgatcogaggectgggaagaaggggttgoee
cagatgagtgtgggtcagagagecaaactgactatatcteccagattatgectatggtgecactygy
gcacccaggcatcatcccaccacatgoractctegtcttecgatgtggagettetaaaactggaag
gaggagggagcteccggtggaggcageggtatggtcttcacactecgaagatttegttggggactgy
cgacagacagccggctacaacctggaccaagteocttgaacagggaggtgtgteccagtttgtttca
gaatctcggggtgteecgtaactecgatccaaaggattgtcctgageggtgaaaatgggectgaaga
tecgacatccatgtecateatocegtatgaaggtotgageggecgaccaaatggygccagatcgaaaaa
atttttaagotggtgtacectgtggatgatcatcactttaaggtgatectgcactatggcacact
ggtaatcgacggggttacgccgaacatgatcgactatttcggacggecgtatgaaggcatcgecyg
tgttcgacggcaaaaagatcactgtaacagggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgayg
cgcctgatcaaccoccgacyggce

SEQID NO: 378 (pCA 48 FKBP- L27V02A 1-147)

MGVOVETISPGDGRTFPRRGOTCVVHY TGMLEDGKKEDS SRDRNKPEFKFMLGROEVIRGWEEGVA
OMSVGORAKLTISEDYAYGATGHPGIIFPPHATLVFDVELLEKLEGGG33GGGSGMVETLEDEVGDW
ROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEFQNLGVSVTIPIQRIVLSCGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGQIER
IFKVVYPFVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKITVITGTLWNGNKIL IDE
RLINFDG

SEQID NO: 379 (pCA 49 L27V02A 156-169 FRB)

atgaacggagtgaccggctggcggctgtgcgaacgeattectggcgggaggaggtggetcaggtgg
agggagctocgtggeocatectetggeatgagatgtggcatgaaggcctggaagaggecatctegtt
tgtactttggggaaaggaacgtgaaaggcatgtttgaggtgctggagecccttgecatgctatgatyg
gaacggggccccecagactctgaaggaaacatcctttaatcaggcctatggtecgagatttaatgga
ggcccaagagtggtgcaggaagtacatgaaatcagggaatgtcaaggacctcacccaagectggyg
acctectattatcatgtgttecgacgaatcetca

SEQ D NO: 380 (pCA 49 L27V02A 156-169 FRB)

MNGVTGWRLCERILAGGGGSGGGSSVAILWHEMWHEGLEEASRLY FGERNVKGMEEVLEPLHAMM
ERGPOTLRKETSFNQAYGRDLMEAQEWCRKYMKSGNVRDLTQAWDLYYHVEFRRIS

SEQID NO: 381 (pCA 50 FKBP-L27V02A 1-155)

atgggagtgcaggtggaaaccatctccccaggagacgggecgcaccttcocccaagecgcggccagac
ctgcgtggtgcactacaccgggatgecttgaagatggaaagaaatttgattecteccgggacagaa
acaagccctttaagtttatgctaggcaagcaggaggtgatccgaggetgggaagaaggggttgeo
cagatgagtgtgggtcagagagccaaactgactatatcteccagattatgectatggtgecactgg
gcacccaggcatcatceccaccacatgecactectegtcttcgatgtggagettctaaaactggaayg
gaggagggagctccggtggaggcageggtatggtcettcacactcgaagatttecgttggggactgg
cgacagacagccggctacaacctggaccaagtecttgaacagggaggtgtgteccagtttgtttca
gaatctocggggtgtocgtaactocgateccaaaggattgtectgagcggtgaaaatgggectgaaga
tcgacatccatgteatcatecccgtatgaaggtctigageggcgaccaaatgggeccagatcgaaaaa
atttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgatectgcactatggcacact
ggtaatcgacggggttacgccgaacatgatcgactatttcggacggecgtatgaaggcatecgecy
tgttcgacggcaaaaagatcactgtaacagggacectgtggaacggcaacaaaattatcgacgag
cgcctgatcaacccecogacggetocctgetgtticcgagtaaccatc

SEQID NO: 382 (pCA 50 FKBP-L27V02A 1-155)
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MGVOVETISPGDGRTFPERGOTCVVHY TGMLEDGKKFDSSRDRNKPFREFMLGEQEVIRGWEEGVA
OMSVGQORAKLTISPDYAYGATGHPGIIPPHATLVEFDVELLKLEGGGSSGGGSGMVETLEDFVGDH
ROTAGYNLDOVLEQGGVSSLFONLGYSVTPIQRIVLSGENGLKIDIAVIIPYEGLSGDOMGOIEK
IFKVVYPVDDHHFEVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKITVTGTLWNGNKIIDE
RLINPDGSLLEFRVTI

SEQID NO: 383 (pCA 51 L27V02A 158-169 FRB)

atggtgaccggctggocyggctygtgegaacgcattectygogggaggagygtggctcaggtggagggayg
ctoccgtggccatectctggeatgagatgtggcatgaaggectggaagaggeatetegtttgtact
ttggggaaaggaacgtgaaaggcatgtttgaggtgetggageocttgecatgctatgatggaacgyg
ggccceccagactctgaaggaaacatectttaatcaggectatggtcgagatttaatggaggecca
agagtggtgcaggaagtacatgaaatcagggaatgtcaaggacctcacccaagecctgggacctct
attatcatgtgttccgacgaatctca

SEQ D NO: 384 (pCA 51 L27V02A 158-169 FRB)

MVTGWRLCERILAGGGGSGGGS SVAILWHEMWHEGLEEASRLY FGERNVEKGMFEVLE PLHAMMER,
GPOTLEETSFNOAYGRDLMEAQEWCRKYMKSGNVKDLTOAWDLY YHVFRRIS

SEQID NO: 385 (pCA 52 FKBP 1-157 L27V02A)

atgggagtgcaggtggaaaccatctcocceccaggagacgggcgcaccttecccaagcgcgygccagac
ctgcgtggtgcactacaccgggatgcttgaagatggaaagaaatttgattccteccgggacagaa
acaagccctttaagtttatgctaggcaagcaggaggtgateccgaggectgggaagaaggggttgec
cagatgagtgtgggtcagagagccaaactgactatatctccagattatgectatggtgccactgy
gcacccaggcatcatcccaccacatgeccactctegtecttegatgtggagecttctaaaactggaag
gaggagggagctceccocggtggaggcageggtatggtecttcacactocgaagatttegttggggactygg
cgacagacagccggctacaacctggaccaagtccttgaacagggaggtgtgteccagtttgtttca
gaatctcggggtgteccgtaactecgatccaaaggattigtiectgagcggtgaaaatgggctgaaga
tcgacatccatgtecatcatcceccecgtatgaaggtctgagocggegaccaaatgggeccagatcgaaaaa
atttttaaggtggtgtaccectgtggatgatcatcactitaaggtgatectgcactatggcacact
gotaatcgacggggttacgeccgaacatgatcgactatttecggacggocgtatgaaggcatcgecyg
tgttcgacggcaaaaagatcactgtaacagggacectgtggaacggraacaaaattatcgacgag
cgcctgatcaacccocgacggectcectgetgtteccgagtaaccatcaacgga

SEQ ID NO: 386 (pCA 52 FKBP 1-157 L27V02A)

MGVQVETISPGDGRETFPERGOTCVVHY TGMLEDGKKFDS SEDENKPFKFMLGKQEVIRGHEEGVA
OMSVGORAKLTISPDYAYGATGHPGIIPPHATLVFDVELLKLEGGGSSGGGSGMVETLEDEYVGDW
ROTAGYNLDOVLEQGGVSSLFONLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIEVIIPYEGLSGDOMGOIEK

IFKVVYPVDDHHFKVILHYGTLYVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEFDGEKKITVTGTLWNGNKIIDE
ELINPDGSLLERVTING

SEQ D NO: 387 (pCA 53 L27V02A 166-169 FRB)

atgcgeattctggcgggaggaggtggetcaggtggagggagetcecgtggecatectectggeatga
gatgtggcatgaaggcectggaagaggcatctegtttgtactttggggaaaggaacgtgaaaggca
tgtttgaggtgctggageccttgecatgectatgatggaacggggcccecagactctgaaggaaaca
tcctttaatcaggoctatggtcgagatttaatggaggcccaagagtggtgcaggaagtacatgaa
atcagggaatgtcaaggacctcacccaagectgyggacctectattatcatgtgttccgacgaatct
ca
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SEQID NO: 388 (pCA 53 L27V02A 166-169 FRB)

MRILAGGGGSGGGS SVAILWHEMWHEGLEEASRLY FGERNVEKGMFEVLEPLHAMMERGPQTLEKET
SFNOQAYGRDLMEAQEWCRKYMKSGNVKDLTOQAWDLYYHVEFRRIS

SEQID NO: 389 (pCA 54 FKBP L27V02A 1-165)

atgggagtgcaggtggaaaccatctecccaggagacgggegecaccttecceccaagegeggecagac
cLgcgtggtgcactacaccgggatgcttgaagatggaaagaaatttgattcctecccgggacagaa
acaagccectttaagtttatgectaggcaagcaggaggtgatccgaggctgggaagaaggggttgee
cagatgagtgtgggtcagagagccaaactgactatatctccagattatgecctatggtgeccactygyg
geacccaggeatcatcccaccacatgecactetegtcttcgatgtggagettctaaaactggaag
gaggagggagctccggtggaggcageggtatggtcttcacactcgaagatttegttggggactyyg
cgacagacagccggctacaacctggaccaagtecttgaacagggaggtgtgteccagtttgtttca
gaatctcggggtgtceccgtaactcegatccaaaggattgtoctgageggtgaaaatgggctgaaga
tcgacatccatgtcatcatccogtatgaaggtctgageggcgaccaaatgggccagatcgaaaaa
atttttaaggtggtgtacectgtggatgatcatcactttaaggtgatectgecactatggecacact
ggtaatcgacggggttacgecgaacatgatcgactatttoggacggecgtatgaaggcatcgccy
tgttcgacggcaaaaagatcactgtaacagggacccectgtggaacggcaacaaaattatcgacgag
cgcctgatcaacceccgacggctcectgctgttecgagtaaccatcaacggagtgacegygctggeyg
gctgtgcgaa

SEQ ID NO: 390 (pCA 54 FKBP L27V02A 1-165)

MGVOVETISPGDGRTFPERGOTCVVHY TGMLEDGKKEFDS SRDENKPFRKFMLGKOEVIRGHEEGVA
OMSVGQRAKLTISPDYAYGATGHPGITIPPHATLVEDVELLELEGGGSSGGGSGMYETLEDEVGDW
ROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEFONLGYSVTPIQRIVLSGENGLEKIDIHAVI IPYEGLSGDOMGOTIEK
TFEVVYPVDDHHFEVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYRGTIAVEDGRKITVTGTLWNGNK T IDE
RLINPDGSLLEFRVTINGVTGWRLCE

SEQ ID NO: 391 (pCA 55 FKBP L27V02A 1-47)

atgggagtgraggtggaaaccatctccecrcaggagacgggcgeaccttocccaagecgeggecagac
ctgcgtggtgcactacaccygggatgettgaagatggaaagaaatttgattcecctececygggacagaa
acaagccctttaagtttatgctaggcaagcaggaggtgatecgaggectgggaagaaggggttgec
cagatgagtgtgggtcagagagccaaactgactatatcteccagattatgectatggtgeccactygyg
gcacccaggcatcatceccaccacatgecactectegtettegatgtggagettctaaaactggaag
gagdgadgggagctcococggtggaggcagecggtatggtcttcacactcgaagatttcgttggggactygyg
cgacagacagccggctacaacctggaccaagtceccttgaacagggaggtgtgteccagtttgtttca
gaatctcggggtgtecgtaactecgatccaaaggattgtecctgage

SEQ ID NO: 392 (pCA 55 FKBP L27V02A 1-47)
MGVOVET ISPGDGRTEFPEKRGOTCVVHY TGMLEDGEEKFDS SRDRNKPFKEMLGKOEVIRGWEEGVA
OMSVGORAKLTISPDYAYGATGHPGI IPPHATLVFDVELLELEGGG3SGGGSGMVEFTLEDEVGDW
ROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEQNLGVSVIPIORIVLS

SEQ D NO: 393 (pCA 56 L27V02A 48-169-FRB)
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Atgggtgaaaatgggctgaagatcgacatecatgtcatcateccgtatgaaggtctgageggega
ccaaatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaagy
tgatcctgcactatggecacactggtaatcgacggggttacgecgaacatgatcgactatttcgga
cggccgtatgaaggecatcgeccgtgttcgacyggcaaaaagatcactgtaacagggaccctgtggaa
cggcaacaaaattatcgacgagegoctgatcaacccececgacggcteocctgetgtteccgagtaacca
tcaacggagtgaccggctggcggetgtgcgaacgeattictggcgggaggaggtyggctcaggtgga
gggagctococgtggccateccteoctggrcatgagatgtggcatgaaggectggaagaggcatctegttt
gtactttggggaaaggaacgtgaaaggcatgtttgaggtgectggageccttgecatgectatgatgy
aacggggcococcagactctgaaggaaacateoctttaatcaggectatggtcgagatttaatggag
goccaagagtggtgcaggaagtacatgaaatcagggaatgtcaaggacctcacccaagcectggga
cctctattatcatgtgttecgacgaatctea

SEQID NO: 394 (pCA 56 L27V02A 48-169-FRB)

MGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYEG
RPYEGIAVEFDGKKITVTGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILAGGGGSGG
GS3SVAILWHEMWHEGLEEASRLY FGERNVEGMFEVLEPLHAMMERGPOQTLKETSFNQAYGRDLME
AQEWCRKYMKSGNVEDLTQAWDLYYHVEFRRIS

SEQ ID NO: 395 (pCA 57 FKBP L27V02A 1-49)

atgggagtgcaggtggaaaccatctceccaggagacgggcgeaccttocccaagogeggecagac
ctgcgtggtgecactacacecgggatgecttgaagatggaaagaaatttgattectecccgggacagaa
acaagccctttaagtttatgectaggcaagcaggaggtgatecgaggectgggaagaaggggttgee
cagatgagtgtgggtcagagagccaaactgactatatctccagattatgectatggtgccactygy
gracccaggcatcatcccaccacatgecactoteogtottegatgtggagettoctaaaactggaag
gaggagggagctecggtggaggeageggtatggtettcacactcgaagatttecgttggggactgyg
cgacagacagccggctacaacctggaccaagtecttgaacagggaggtgtgtecagtttgtttca
gaatctcggggtgtceccgtaacteccgateccaaaggattgtectgageggtgaa

SEQ D NO: 396 (pCA 57 FKBP L27V02A 1-49)

MGVOVETISPGDGRETEFPKRGOTCYVVHY TGMLEDGEKFDSSRDENKPFKFMLGKOEVIRGWEEGVA
OMSVGORAKLTISPDYAYGATGHPGII PPHATLVFDVELLKLEGGGSSGGGSGMVETLEDEVGDW
ROTAGYNLDOVILEQGGVSSLEONLGVSVTPIQRIVLSGE

SEQ ID NO: 397 (pCA 58 pCA L27V02A 50-169 FRB)

atgaatgggctgaagatcgacatccatgtcatcateccgtatgaaggtectgageggegaccaaat
gggeccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccecctgtggatgatcatcactttaaggtgatee
tgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgccgaacatgatcgactatttcggacggcecy
tatgaaggecatcgecgtgttcgacyggcaaaaagatcactgtaacagggaccctgtggaacggcaa
caaaattatcgacgagcgcctgatcaaccecccgacggetcectgctgttccgagtaaccatcaacy
gagtgaccggctggcggectgtgegaacgcattectggcgggaggaggtyggctcaggtggagggage
tececgtggecatecectectggecatgagatgtggrcatgaaggecctggaagaggcatctegtttgtactt
tggggaaaggaacgtgaaaggecatgtttgaggtgetggageccttgeatgetatgatggaacggyg
gccoeccagactcectgaaggaaacatectttaatcaggectatggtecgagatttaatggaggcccaa
gagtggtgcaggaagtacatgaaatcagggaatgtcaaggacctcacccaagectgggacctcta
ttatcatgtgttccgacgaatctca

SEQ ID NO: 398 (pCA 58 pCA L27V02A 50-169 FRB)
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MNGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDY FGRP
YEGIAVIDGKEKITVIGTLWNGNEI IDERLINFPDGSLLFRVTINGVIGWRLCERILAGGGGSGGGES
SVATTLWHEMWHEGLEEASRLY FGERNVKGMFEVLEPLHAMMERGPOTTLKETSFNQAYGRDLMEAQ
EWCRKYMKSGNVEKDLTQAWDLYYHVFRRIS

SEQ ID NO: 399 (pCA 59 FKBP L27V02A 1-82)

atgggagtgcaggtggaaaccatctceccaggagacgggegeaccticocccaagegeggecagac
ctgcgtggtgcactacacegggatgettgaagatggaaagaaatttgattecctecegggacagaa
acaagccctttaagtttatgctaggcaagecaggaggtgatecgaggcetgggaagaaggggttgec
cagatgagtgtgggtcagagagccaaactgactatatctccagattatgectatggtgeccactgy
gcacccaggcatcatcccaccacatgeccactctegtettegatgtggagettctaaaactggaag
gaggagggagctcecggtggaggcageggtatggtcttcacactcgaagatttiecgt tggggactgg
cgacagacagccggcetacaacctggaccaagtceccttgaacagggaggtgtgtccagtttgtttca
gaatctcocggggtgtecgtaacteoagatccaaaggattgtectgageggtgaaaatgggctgaaga
tcgacatccatgtcatcateccgtatgaaggtctgagegygcgaccaaatgggecagatecgaaaaa
atttttaaggtggtgtaccct

SEQ ID NO: 400 (pCA 59 FKBP L27V02A 1-82)

MGVOVETISPGDGRTEFPKRGOTCVVHY TGMLEDGKKEDS SRDRNKPEKEFMLGROEVIRGWEEGVA
OMBVGORAKLTISPDYAYGATGHPGITPPHATLVFDVELLEKLEGGGSSGGGSGMVETLEDEVGDW
ROTAGYNLDOQVLEOGGVSSLEONLGVSVIPIOQRIVLSGENGLEKIDIHVIIFYEGLSGDOMGOIEK
IFKVVYF

SEQID NO: 401 (pCA 60 L27V02A 83-169-FRB)

atggtggatgatcatcactttaaggtgatcctgcactatggecacactggtaatcgacggggttac
gccocgaacatgatcgactatttcggacggccgtatgaaggecatecgecgtgttcgacggcaaaaaga
tcactgtaacagggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagecgecctgatcaaccccgac
ggctcoccoccectgectgttececgagtaaccatcaacggagtgacecggctggeggctgtgecgaacgecattet
ggcgggaggaggtggctcaggtggagggagecteccgtggecatectetggcatgagatgtggeaty
aaggcctggaagaggcatctogtttgtactttggggaaaggaacgtgaaaggcargtitgaggty
ctggagcccttgcatgctatgatggaacggggeccccagactctgaaggaaacatectttaatea
ggcctatggtegagatttaatggaggoccaagagtggtgcaggaagtacatgaaatcagggaaty
tcaaggacctcacccaagectgggacctctattatcatgtgtteccgacgaatctca

SEQ ID NO: 402 (pCA 60 L27V02A 83-16-FRB)

MVDDHHFEVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEFDGERKITVTGTLHNGNEIIDERLINED
GSLLFRVTINGVTGWRLCERILAGGGGSGGGSSVAILWHEMWHEGLEEASRLY FGERNVKGMEEV
LEPLHAMMERGPOTLKETSFNQAYGRDLMEAQEWCREYMKSGNVKDLTOARDLYYHVEFRRIS

SEQ ID NO: 403 (pCA 61 FKBP L27V02A 1-84)
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Atgggagtgcaggtggaaaccatctccccaggagacgggecgecacctteccccaagecgoggecagac
ctgocgtggtgcactacaccygggatgcttgaagatggaaagaaatttgattectcocococgggacagaa
acaagccctttaagtttatgctaggecaagecaggaggtgateccgaggctgggaagaaggggttgec
cagatgagtgtgggtcagagagccaaactgactatatctccagattatgectatggtgecactgy
gcacccaggcatcatcccaccacatgeocactectocgtcttcgatgtggagettectaaaactggaag
gaggagggagctcecggtggaggcageggtatggtcttcacactecgaagatttegttggggactgyg
cgacagacagccocggcectacaacctggaccaagtcottgaacagggaggtgtgteccagtttgtttea
gaatctcggggtgtecgtaactocgatccaaaggattgtectgageggtgaaaatgggetgaaga
tecgacatccatgtcatcatecegtatgaaggtctgagcyggcgaccaaatgggccagatcgaaaaa
atttttaaggtggtgtaccctgtggat

SEQ ID NO: 404 (pCA 61 FKBP L27V02A 1-84)

MGVOVETISPGDGRTFPRKRGOTCVVHY TGMLEDGKEFDSSRDRNKPFKFMLGKOQEVIRGUEEGVA
OMSVGORAKLTISPDYAYGATGHPGITPPHATLVFDVELLELEGGGS SGGGSCMVETLEDEVGDW

ROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEONLGYSVITPIOQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOQIEK
IFKVVYPVD

SEQ ID NO: 405 (pCA 62 L27V02A 85-169-FRB)

atggatcatcactttaaggtgatcectgecactatggcacactggtaatcgacggggttacgecgaa
catgatcgactatttcggacggeccgtatgaaggcatcgeccgtgttcgacggcaaaaagatcactyg
taacagggaccctgtyggaacggrcaacaaaattatogacgagocgectgatcaaccccgacgygctec
ctgctgttceccgagtaaccatcaacggagtgaccggctggeggectgtgecgaacgecattctggegyyg
aggaggtggctcaggtggagggagctococgtggeccatecctetggecatgagatgtggecatgaaggeo
tggaagaggcatctecgtttgtactttggggaaaggaacgtgaaaggcatgtttgaggtgectggayg
cceottgrcatgcectatgatggaacggggeoccccagactctgaaggaaacatecctttaatcaggecta
tggtecgagatttaatggagygceccaagagtggtgcaggaagtacatgaaatcagggaatgtcaagy
acctcaccrcaagectgggacctctattatecatgtgttecgacgaatetcea

SEQ ID NO: 406 (pCA 62 L27V02A 85-169-FRB)

MDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEFDGKKITVTGTLWNGNKI IDERLINPDGS
LLFRVTINGVTGWRLCERILAGGGGSGGGS SVAILWHEMWHEGLEEASRLY FGERNVKGMEFEVLE
PLHAMMERGPOTLEETSFNQAYGRDLMEAQEWCERKYMKSGNVEDLTOAWDLYYHVERRI S

SEQ ID NO: 407 (pCA 63 FKBP L27V02A 1-122)

atgggagtgcaggtggaaaccatctcocccaggagacgggcgcaccttocccaagcgoggecagac
ctgcgtggtgcactacacegggatgettgaagatggaaagaaatttgattcctcccgggacagaa
acaagccctttaagtttatgctaggcaagecaggaggtgatccgaggctgggaagaaggggttgec
cagatgagtgtgggtcagagagccaaactgactatatctecagattatgectatggtgecactgyg
gcacccaggcatcatcccaccacatgeccactetcocgtctticgatgtggagcttctaaaactggaaqg
gaggagggagctccggtggaggdgcageggtatggtcttcacactcgaagatttcgttggggactgy
cgacagacagccggctacaacctggaccaagtecttgaacagggaggtgtgtecagtttgtttca
gaatctcggggtgtcecgtaactcecgatccaaaggattgtecctgageggtgaaaatgggctgaaga
tcgacatccatgtecatecatecegtatgaaggtetgagecggcgaccaaatgggecagatcgaaaaa
atttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgatcocctgcactatggcacact
ggtaatcgacggggttacgccgaacatgatcocgactattteggacggceogtatgaaggecategeocy
tgttcgacgygc

SEQ ID NO: 408 (pCA 63 FKBP L27V02A 1-122)
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MGVOVETISFGDGRTEFPRRGOTCVVHY TGMLEDGKEEFDS SRDERNKPFKFMLGKOEVIRGWEEGVA
OMSVGORAKLTISPDYAYGATGHPGIIPPHATLVEFDVELLELEGGGS SGGGSGMVEFTLEDEVGDW
EQTAGYNLDOQVLEQGGVSSLEONLGVSVIPIQRIVLSGENGLEKIDIHVIIPYEGLSGDOMGQIEK
IFKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTEPNMIDYFGRPYEGIAVEDG

SEQ ID NO: 409 (pCA 64 L27V02A 123-169-FRB)

atgaaaaagatcactgtaacagggaccctgtyggaacggcaacaaaattatcgacgagegectgat
caaccccgacggctceccctgectgttecgagtaaccatcaacggagtgaccggctggeggectgtgeyg
aacgcattcotggegggaggaggtggetcaggtggagggagectecegtggeccatecctectggecatgag
atgtggcatgaaggcctggaagaggcatcticgttitgtacttitggggaaaggaacgtgaaaggcat
gtttgaggtgctggageecttgeatgetatgatggaacggggcccccagactoctgaaggaaacat
cotttaateocaggectatggtecgagatttaatggagygcccaagagtggtgecaggaagtacatgaaa
tcagggaatgtcaaggacctcacccaagectgggacctctattatcatgtgttecgacgaatcte

=1

SEQ ID NO: 410 (pCA 64 L27V02A 123-169-FRB)

MKKITVTGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILAGGGGSGGGSSVAILWHE
MWHEGLEEASRLYFGERNVKGMFEVLEPLHAMMERGPQTLKETSFNQAYGRDLMEAQEWCRKYMK
SGNVKDLTQAWDLYYHVFRRIS

SEQID NO: 411 (pCA 65 FKBP L27V02A 1-123)

atgggagtgcaggtggaaaccatctccccaggagacgggcgcaccticocccaagecgeggccagac
ctgcgtgygtgcactacaccegggatgcttgaagatggaaagaaatttgattcctoccgggacagaa

acaagccctttaagtttatgctaggcaagcaggaggtgatceccgaggctgggaagaaggggttgee
cagatgagtgtgggtcagagagccaaactgactatatctccagattatgectatggtgeccactgyg
geacccaggcatcateccaccacatgecactetegtettegatgtggagettetaaaactggaayg
dJaggagggagcteccggtggaggcagcggtatggtctticacactcgaagatticgttggggactgyg
cgacagacagccggctacaacctggaccaagtecttgaacagggaggtgtgtecagtttgtttca
gaatcteggggtgtaocgtaactocgatccaaaggattgtectgagoggtgaaaatggyctgaaga
tocgacatccatgtcatcatceccgtatgaaggtctgageoggcgaccaaatgggocagatcgaaaaa
atttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgatcctgcactatggcacact

ggtaatcgacggggttacgeccgaacatgatcgactatttecggacggeegtatgaaggeategecyg
tgttcgacgygcaaa

SEQ ID NO: 412 (pCA 65 FKBP L27V02A 1-123)

MGVQVETISPGDGRTFPEKRGOTCVVHY TGMLEDGKKFDSSRDRNKPFRKEMLGEQEVIRGHWEEGVA
OM3VGORAKLTISPDYAYGATGHPGITIPPHATLVEFDVELLKLEGGGS3GGGSGMYVETLEDEVGDW
ROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEFQNLGVSVTPIQRIVLEGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOTIEK
IFKVVYPVDDHHFEVILHYGTLVIDGVTPNMIDY FGEPYEGIAVEDGK

SEQ D NO: 413 (pCA 66 L27V02A 124-169 FRB)
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atgaagatcactgtaacagggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagcgectgatcaa
ccocgacggoetecctgotgttocgagtaaccatcaacggagtgaccggetggeggctgtgcgaac
gcattctggcgggaggaggtggctcaggtggagggagctecgtggecatecctetggcatgagaty
tggcatgaaggcctggaagaggecatctogtttgtactttggggaaaggaacgtgaaaggecatgtt
tgaggtgctggageccecttgcatgectatgatggaacggggcccecagactctgaaggaaacatect
ttaatcaggcctatggtcgagatttaatggaggcccaagagtggtgcaggaagtacatgaaatca
gggaatygtcaaggacctcacccaagectgggacctetattatcatgtgttececgacgaatctca

SEQ ID NO: 414 (pCA 66 L27V02A 124-169 FRB)

MKITVTGTLWNGNKI IDERLINFPDGSLLERVTINGVIGWRLCERILAGGGGSGGGSSVAILWHEM
WHEGLEEASRLYFGERNVKGMEFEVLEPLHAMMERGPOTLRET SENQAYGRDLMEAQEWCRKYMES
GNVKDLTQAWDLYYHVEFRRIS

SEQ ID NO: 415 (pCA 67 L27V02A 1-168)

atgggagtgcaggtggaaaccatctececccaggagacgggcgcaccttccoccaagecgcgygccagac
ctgcgtggtgcactacaccgggatgcttgaagatggaaagaaatttgattcctceccgggacagaa
acaagcecctttaagtttatgctaggcaagcaggaggtgatccgaggctygggaagaaggggttgee
cagatgagtgtygggtcagagagccaaactgactatatcteccagattatgectatggtgceccactygyg
gcacccaggcatcatcecccaccacatgceccactetegtettecgatgtggagettctaaaactggaay
gaggagggagctcocggtggagygcageggtatggtettcacactecgaagatttegttggggactgy
cgacagacagccggctacaacctggaccaagtecttgaacagggaggtgtgteccagtttgtttea
gaatctecgggygtgtcegtaactecgatecaaaggattgtectgageyggtgaaaatggygctgaaga
tocgacatccatgtcecatcatececcecgtatgaaggtctgagocggegaccaaatgggecagatcgaaaaa
atttttaaggtggtgtaccectgtggatgatcatcactttaaggtgatectgcactatggcacact
ggtaatcgacyggggttacgccgaacatgatcgactatttcggacggecgtatgaaggcategecy
tgttcgacggcaaaaagatcactgtaacagggacectgtggaacggcaacaaaattategacgag
cgcctgatcaacccocgacggetecctgetgtteccgagtaaccatcaacggagtgaccggetggcyg
gctgtgcgaacgcattctg

SEQID NO: 416 (pCA 67 L27V02A 1-168)

atgggagtgcaggtggaaaccatctccoccaggagacgggegecaccttococccaagegeggocagac
ctgcgtggtgcactacaccgggatgcttgaagatggaaagaaatttgatteccoctecccgggacagaa
acaagccctttaagtttatgeotaggecaagecaggaggtgatccgaggctgggaagaaggggttgec
cagatgagtgtgggtcagagagccaaactgactatatctccagattatgecctatggtgeccactgg
gracccaggcatcatcccaccacatgeccactctegtottcgatgtggagettctaaaactggaag

gaggagggagctcecggtggaggcagcecggtatggtecttcacactcgaagatttocgttggggactygyg
cgacagacagccggctacaacctggaccaagtccttgaacagggaggtgtgteccagtttgtttca
gaatctcgggygtgtccgtaactoccgateccaaaggattgtectgagecygtgaaaatgyggctgaaga
tcgacatccatgtcatcatcccgtatgaaggtctgageggecgaccaaatgggccagatcgaaaaa
atttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgatcctgcactatggecacact
ggtaatcgacggggttacgeccgaacatgatecgactatttcggacggecgtatgaagygcategecy
tgttcgacggcaaaaagatcactgtaacagggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgag
cgcctgatcaaccecgacggctecctgctgttecgagtaaccatcaacggagtgaccggctygey
goctgtgecgaacgcattctyg

SEQID NO: 417 (pCA 67 L27V02A 1-168)
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MGVOVETISPGDGRTEFPERGOTCVVHY TGMLEDGKKEDS SRDRNKPFKFMLGROEVIRGWEEGVA
OMSVGORAKLTISPDYAYGATGHPGIIPPHATLVEFDVELLKLEGGGSSGGGSGMVETLEDEFVGDW
ROTAGYNLDOVLEQGGVISLFQNLGVSVTPTIQRIVLSGENGLKIDIHVI IPYEGLSGDOMGQTEK
IFKVVYPVDDHHFRKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKITVIGTLWNGNKIIDE
RLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERIL

SEQ ID NO: 418 (*pCA 68 L27V02A 169 FRB)

Atggcgggaggaggtggctcaggtggagggagctecgtggecatectoctggcatgagatgtggca
tgaaggcctggaagaggecatctegtttgtactttggggaaaggaacgtgaaaggecatgtttgagyg
tgctggagcccttgecatgectatgatggaacggggcccccagactctgaaggaaacatcctttaat
caggcectatggtcgagatttaatggaggceccaagagtggtgcaggaagtacatgaaatcagggaa
tgtcaaggacctecaccraagectgggacctctattatcatgtgttccgacgaatctca

SEQ D NO: 419 (*pCA 68 L27V02A 169 FRB)

MAGGGGSGGGSSVAILWHEMWHEGLEEASRLY FGERNVEKGMPEVLEPLHAMMERGPQTLEKETSEN
QAYGRDLMEAQEWCREKYMKSGNVEKDLTQAWDLYYHVERRIS

SEQ ID NO: 420 (pCA 69 FKBP L27V02A 1-166)

atgggagtgcaggtggaaaccatctecccaggagacgggcgcaccttecceccaagcgcggccagac
ctgcgtggtgcactacaccgggatgecttgaagatggaaagaaatttgattcctecececgggacagaa
acaagccoctttaagtttatgctaggraagcaggaggtgateccgaggectgggaagaaggggtttgec
cagatgagtgtgggtcagagagccaaactgactatatctecagattatgectatggtgecactgg
gcacccaggcratcatcccaccacatgecactctegticttecgatgtggagettictaaaactggaag
gaggagggagctccocggtggaggcagocggtatggtecttcacactcgaagatttecgttggggactgyg
cgacagacagccggctacaacctggaccaagtccttgaacagggaggtgtgtccagtttgtttca
gaatctocggyggtgtecgtaactecgateccaaaggattgtecctyageggtgaaaatgggctgaaga
tcgacatccatgtcatcateccgtatgaagotctgagcggcgaccaaatygggcecagatcgaaaaa
atttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgatectgcactatggecacact
ggtaatcgacggggttacgccecgaacatgatcgactattteggacggeegtatgaaggecategecy
tgttcgacggcaaaaagatcactgtaacagggaccectgtggaacggcaacaaaattatcgacgag
cgccectgatcaaceccgacyggetecctgetgttecgagtaaccatcaacggagtgaceggetgygcyg
gctgtgocgaacgc

SEQ ID NO: 421 (pCA 69 FKBP L27V02A 1-166)

MGVOVETISPGDGRTFPERGOTCVVHY TGMLEDGKKFDS SRDRNKPERFMLGKOEVIRGWEEGVA
OMSVGORAKLTISPDYAYGATGHPGIIPPHATLVFDVELLKLEGGGSSGGGSGMVETLEDFVGDW
ROTAGYNLDOVILEQGGYSSLFONLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOTEK
IFKVVYPVDDHHFEVILHYGTLVIDGVTPNMIDY FGRPYEGIAVEDGEEITVTGTLWNGNKI IDE
RLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCER

SEQ D NO: 422 (*pCA 70 L27V02A 167-169 FRB)

Atgattctggcgggaggaggtggctcaggtggagggagetecgtggecatecctetggeatgagat
gtggcatgaaggcctggaagaggcatctegtttgtactttggggaaaggaacgtgaaaggcatgt
ttgaggtgctggagecccttgcatgetatgatggaacggggcceccagactectgaaggaaacatce
tttaatcaggcctatggtcgagatttaatggaggcccaagagtggtgcaggaagtacatgaaatc
agggaatgtcaaggacctecacccaagectgggacctetattatcatgtgttecgacgaatetea

SEQ ID NO: 423 (*pCA 70 L27V02A 167-169 FRB
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MILAGGGGSGGGSSVAILWHEMWHEGLEEASRLY PGERNVEGMEFEVLEFLHAMMERGPQTLEKET S
FNOQAYGRDLMEAQEWCRKYMKSGNVKDLTQAWDLYYHVEFRRIS

SEQ ID NO: 424 (pCA 71 FKBP L27V02A 1-164)

atgggagtgcaggtggaaaccatctocccaggagacgggegcaccttoccccaagegoggecagac
ctgcgtggtgcactacaccgggatgcttgaagatggaaagaaatttgattectcccgggacagaa
acaagccctttaagtttatgectaggcaagecaggaggtgatocgaggctgggaagaaggggttgoc
cagatgagtgtgggtcagagagccaaactgactatatctccagattatgectatggtgeccactgyg
gcacccaggcatcateccaccacatgecactetegtettecgatgtggagettetaaaactggaay
gaggagggagotcecoggtggaggecageggtatggtecttcacactegaagatttegttggggactgyg
cgacagacagccggctacaacctyggaccaagtecttgaacagggaggtgtgtecagtttgtttea
gaatctcggggtgtecogtaactceccgatccaaaggattgtectgageggtgaaaatgggetgaaga
tcgacatccatgtcatcatcocccgtatgaaggtectgageggocgaccaaatgggecagatcgaaaaa
atttttaaggtggtgtaccctgtyggatgatcatcactttaaggtgatectgcactatggcacact
ggtaatcgacggggttacgccgaacatgatcgactattteggacggecgtatgaaggecatecgecy
tgttecgacggeaaaaagatcactgtaacagggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgag
cgcctgatcaaccecgacyggectecctgectgtteccgagtaaccatcaacggagtgacecggetygygey

gctgtgc
SEQ ID NO: 425 (pCA 71 FKBP L27V02A 1-164)

MGVOVET I SPGDGRTFPRRGOTCVVHY TGMLEDGKKEFDSSRDRNKPEFRFMLGEOQEVIRGWEEGVA
OMSVGORAKLTISPDYAYGATGHPGIIPPHATLVEDVELLEKLEGGGS SGGGSGMYVETLEDEVGDW
ROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEFONLGVSVIPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGQIER
IFKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKITVTGTLWNGNKI IDE
RLINPDGSLLERVTINGVTGWRLC

SEQ D NO: 426 (pCA 72 L27V02A 165-169 FRB)

atggaacgcattctyggcgggaggaggtggctcaggtggagggagctecgtggecatecctetggea
tgagatgtggcatgaaggcectggaagaggcatctegittgtactttggggaaaggaacgtgaaag
gcatgtttgaggtgctggagececttgecatgetatgatggaacggggeccccagactctgaaggaa
acatcctttaatcaggcectatggtcgagatttaatggaggcecccaagagtggtgcaggaagtacat
gaaatcagggaatgtcaaggacctcacccaagectgggacctetattatcatgtgttecgacgaa
tctea

SEQ ID NO: 427 (secuencia patron)
GSAIVK

SEQID NO: 428 (pCA 72 L27V02A 165-169 FRB)

MERILAGGGGSGGGSSVAILWHEMWHEGLEEASRLYFGERNVKGMFEVLEPLHAMMERGPQTLKE
TSFNOQAYGRDLMEAQEWCRKYMKSGNVKDLTOAWDLY YHVFRRIS

SEQ ID NO: 429 (pCA 73 FKBP L27V02A 1-162)

atgggagtgcaggtggaaaccatctcoccoccoccaggagacgggogcaccttoceccaagecgecggccagac
ctgcgtggtgcactacaccgggatgettgaagatggaaagaaatttgattecteoccgyggacagaa
acaagccctttaagtttatgctaggcaagcaggaggtgatecgaggctgggaagaaggggttgee
cagatgagtgtgggtcagagagccaaactgactatatctccagattatgectatggtgccactgyg
gcacccaggcatcatcceccaccacatgecactctegtettcgatgtggagettctaaaactggaaqg
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gaggagggagctceocggtggaggcagoggtatggtecttcacactecgaagatttegttggggactygyg
cgacagacagccggctacaacctggaccaagtccttgaacagggaggtgtgtccagtttgtttea
gaatctcggggtgtccgtaactccgatccaaaggattgteoctgagecggtgaaaatgggectgaaga
tcgacatccatgtcatcatceccecegtatgaaggtctgagecggegaccaaatgggecagatcgaaaaa
atttttaaggtggtgtaccectgtggatgatcatcactttaaggtgatectgecactatggcacact
gogtaatcgacggggttacgecgaacatgatcgactatttecggacggecgtatgaaggcategecsg
tgttcgacggcaaaaagatcactgtaacagggaccectgtggaacggcaacaaaattatcgacygag
cgcctgatcaacoccgacyggeteectgetgttecgagtaaccatcaacggagtgaccggetgygcyg

g

SEQ ID NO: 430 (pCA 73 FKBP L27V02A 1-162)

MGVOVETISPGDGRTFPRKRGOTCVVHYTGMLEDGERKEDS SRDRNKPFKFMLGKQEVIRGWEEGVA
CMSVGORAKLTISPDYAYGATGHPGIIPPHATLVEFDVELLEKLEGGGS SGGGSGMVETLEDEVGDW
EOTAGYNLDOQVLEQGGVSSLEFONLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHAVITIPYEGLSGDOMGOIEK
IFKVVYPVDDHHFEVITLHYGTLYVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKITVTGTLWNGNKIIDE
ELINFDGSLLFRVTINGVTGWR

SEQID NO: 431 (pCA 74 L27V02A 163-169 FRB)

atgctgtgcgaacgcattctggcgggaggaggtggectcaggtggagggagectccgtggecatect
ctggcatgagatgtggcatgaaggcctggaagaggcatctecgtttgtactttggggaaaggaacy
tgaaaggcatgtttgaggtgctggagcccttgecatgctatgatggaacggggceccccagactetyg
aaggaaacatcctttaatcaggcectatggtcgagatttaatggaggcccaagagtggtgcaggaa
gtacatgaaatcagggaatgtcaaggacctcacccaagecctgggacctctattatcatgtgttee
gacgaatctca

SEQ D NO: 432 (pCA 74 L27V02A 163-169 FRB)

MLCERILAGGGGSGGGSSVAILWHEMWHEGLEEASRLY FGERNVEGMFEVLE PLHAMMERGPQTL
KETSFNOAYGRDLMEAQEWCRKYMESGNVEDLTOQAWDLYYHVFRRI3

SEQ D NO: 433 (pCA 75 FKBP L27V02A 1-160)

atgggagtgcaggtggaaaccatctcocccaggagacgggcgecaccttecccaagegcggecagac
ctgcgtggtgcactacacogggatgcttgaagatggaaagaaatttgattecteccgggacagaa
acaagccctttaagtttatgctaggcaagcaggaggtgatccgaggctygggaagaaggggttgee
cagatgagtgtgggtcagagagccaaactgactatatctoccagattatgectatggtgccactygy
gcacccaggcatcatcocccaccacatgeccactcteogtettcgatgtggagecttctaaaactggaag
gaggagggagctecggtggaggcageggtatggtcttcacactegaagatttegttggggactygy
cgacagacagccggctacaacctggaccaagtecttgaacagggaggtgtgtecagtttgtttca
gaatctcggggtgtccgtaacteccgatccaaaggattgtectgageggtgaaaatgggctgaaga
tcgacatccatgtecatecatceceecgtatgaaggtetgageggegaccaaatgggoecagatcgaaaaa
atttttaaggtggtgtacoctgtggatgatcatcactttaaggtgatcctgcactatggcacact
ggtaatcgacggggttacgcegaacatgatcgactatttcecggacggecgtatgaaggecatogecy
tgttcgacggcaaaaagatcactgtaacagggaccctgtggaacggceaacaaaattatcgacgag
cgcctgatcaacceccgacggcteectgectgttecgagtaaccatcaacggagtgaceygyge

SEQ D NO: 434 (pCA 75 FKBP L27V02A 1-160)
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MGVOVETISPGDGRTEFPRRGOTCVVHY TGMLEDGKKFDSSRDRNKPFKFMLGKOQEVIRGWEEGVA
OMSVGORAKLTISPDYAYGATGHPGIIPPHATLVFDVELLELEGGGSSGGGSGMVETLEDEVGDW
ROTAGYNLDOVLEOGGVSSLEONLGVSVTIPIORIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEK
IFKVVYPVDDHHFRVILHYGTLVIDGVT PNMIDYFGRPYEGIAVEDGEKITVTGTLWNGNKIIDE
RLINPDGSLLEFRVTINGVTG

SEQID NO: 435 (pCA 76 L27V02A 161-169 FRB)

atgtggcggctgtgcgaacgecattetggecygggaggaggtggetcaggtggagggagetecgtgge
catcctectyggecatgagatgtggecatgaaggectggaagaggcatctegtttgtactttgggygaaa
ggaacgtgaaaggecatgtttgaggtgectggageecttgecatgetatgatggaacggggceococayg
actctgaaggaaacatcectttaatcaggectatggtecgagatttaatggaggecccaagagtggtyg

caggaagtacatgaaatcagggaatgtcaaggacctcacccaagectgggacctetattateatyg
tgttcegacgaatctea

SEQ D NO: 436 (pCA 76 L27V02A 161-169 FRB)

MWRLCERILAGGGGSGGGSSVAILWHEMWHEGLEEASRLY FGERNVEGMFEVLEPLHAMMERGPQ
TLRETSIFNQAYGRDLMEAQEWCRKYMKSGNVKDLTQAWDLY YOVIRRIS

SEQID NO: 437 (pCA 77 FKBP L27V02A 1-158)

atgggagtgcaggtggaaaccatctcecccaggagacgggegcaccttceoccaagegeggecagac
ctgcgtggtgeactacaccgggatgecttgaagatggaaagaaatttgatteccteeccgggacagaa
acaagccctttaagtttatgctaggcaagecaggaggtgateccgaggctgggaagaaggggttgee
cagatgagtgtgggtcagagagccaaactgactatatctecagattatgectatggtgccactygy
gcacccaggcatcatcceccaccacatgceccactetegtettegatgtggagecttctaaaactggaayg
gaggagggagctccggtggaggcagcggtatggtcttcacactcgaagatttcgttggggactygyg
cgacagacagccyggctacaacctggaccaagteccttgaacagggaggtgtgtccagtttygttteca
gaatctcggggtgtecegtaactceccgatccaaaggattgtectgageggtgaaaatgggctgaaga
tcgacatcececatgtecatcateccecgtatgaaggtetgageggcgaccaaatgggecagatcgaaaaa
atttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgatcctgecactatggcacact
ggtaatcgacggggttacgccgaacatgatcgactatttoggacggecgtatgaaggecategecy
tgttcgacggcaaaaagatcactgtaacagggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgag
cgoctgatcaacceccecgacggcecteectgectgttecgagtaaccatcaacggagtyg

SEQ D NO: 438 (pCA 77 FKBP L27V02A 1-158)

MGVOVETISPGDGRTFPKRGOTCVVHY TGMLEDGKKEDS SRDRNKPFEKFMLGKOEVIRGWEEGY A
OMSVGORAKLTISPDYAYGATGHPGIIFPHATLVFDVELLKLEGGGS SGGGSGMVFTLEDFVGDW
ROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEONLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGQIEK
IFKVVYPVDDHHFEVILHYGTLYVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEFDGKKITVTGTLWNGNKIIDE
RLINPDGSLLEFRVTINGV

SEQID NO: 439 (pCA 78 L27V02A 159-169 FRB)

Atgaccggctggcggctgtgegaacgeattctggegggaggagotggetcaggtggagggagete
cgtggecatcctectggecatgagatgtggcatgaaggcctggaagaggcatetegtttgtactttyg
gggaaaggaacgtgaaaggcatgtttgaggtgctggagececttgecatgctatgatggaacgggge
ccecagactectgaaggaaacatectttaatcaggectatggtegagatttaatggaggceccaaga

gtyggtgcaggaagtacatgaaatcagggaatgtcaaggacctcacccaagectgggacctectatt
atcatgtgttccgacgaatctea

SEQ ID NO: 440 (pCA 78 L27V02A 159-169 FRB)
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MTGWRLCERILAGGGGSGGGSSVAILWHEMWHEGLEEASRLY FGERNVKGMEFEVLEPLHAMMERG
POTLKETSENQAYGRDLMEAQEWCREYMK SGNVEDLTQAWDLYYHVEFRRIS

SEQ ID NO: 441 RIIbB (Secuencia de nt)

ATGTATGAAAGCTTTATTGAGTCACTGCCATTCCTTAAATCTTTGGAGTTTTCTGCACGCCTGAA
AGTAGTAGATGTGATAGGCACCAAAGTATACAACGATGGAGAACARATCATTGCTCAGGGAGATT
CGGCTGATTCTTTTTTCATTAT TGAATCTGGAGAAGTGAAAATTACTATGAAAAGAAAGGGTAAMN
TCAGARAGTGGAAGAGAATGGTGCAGTAGARATCGCTCGATGCTCGUGGGGACAGTACTTTGGAGA
GCTTGCCCTGGTAACTAACAMRACCTCGAGCAGCTTCTGCCCACGCCATTGGGACTGTCAAATGTT

TAGCAATGGATGTGCAAGCATTTGAAAGGCTTCTGGGACCTTGCATGGARATTATGAABRAGGAAC
ATCGCTACCTATGAAGAACAGTTAGTTGCCCTGTATGGAACGAACATGGATATTGTA

SEQ ID NO: 442 RIIbB (secuencia de aa)

MYESFIESLPFLEKSLEFSARLEVVDVIGTEKVYNDGEQI IAQGDSADSFEFIIESGEVEITMRERKGK
SEVEENGAVEIARCSRGOYFGELALVTNKPRAASAHAIGTVKCLAMDVOAFERLLGPCME IMKRN
TATYEEQLVALYGTNMDIV

SEQ D NO: 443 (L27V CP 13 TEV)

atgacagccggcectacaacctggaccaagtecttgagecagggeggtgtgtccagtttgtttcagaa
tctecggggtgteccgtaactecgatccaaaggattgtecctgageggtgaaaacggoctgaagatcy
acatccatgtcatcatcccgtatgaaggtctgageggcgatcagatgggecagatcgaaaaaatt
tttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgattctgcactatggcacactggt
aatcgacggggttacgeccgaacatgatcgactattteggacggecgtatgaaggcatcgeogtgt
tcgacggcaaaaagatcactgtaaccgggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagcge
ctgatcaaccccecgacggctcoccctgetgtteoogegtaaccatcaacggagtgaccyggctggegget
gtgcgagcgcattttggcggyaagttctggtggaggaagttctggtggagagectactactgaga
acttgtacttccagagcgataacggaagtictyggtggaggaagttctyggtggaatyggtygtttaca
ctocgaagatttecgtaggggactyggeggcay

SEQ D NO: 444 (L27V CP 13 TEV)
MTAGYNLDOVLEQGGVSSLEFONLGYSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVITPYEGLSGDOMGOQTIEK T
FEKVVYPVDDHHEKVILHYGTLVIDGVIPNMIDY FGRPYEGIAVFDGKKITVTGTLWNGNKIIDER

LINPDGSLLFRVTINGVIGWRLCERILAGS5GGGSSGGEPTTENLYFQSDNGS5GGGSSGGMVET
LEDEVGDWRQ

SEQ ID NO: 445 (L27V CP 57 TEV)
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Atgcatgtcatcatecccgtatgaaggtctgageggcgatcagatgggecagatcgaaaaaatttt
taaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgattctgecactatggcacactggtaa
tcgacggggttacgecgaacatgatecgactatttcggacggecgtatgaaggeatcgecgtgttc
gacggcaaaaagatcactgtaaccgggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagecgect
gatcaaccccgacggctccecctgctgticcgegtaacecatcaacggagtgaccggctyggeggetgt
gcgagegecattttggcgggaagttictggtggaggaagttctggtggagagectactactgagaac
Ltgtacttccagagcegataacggaagttctggtggaggaagttctggtggaatggtgtttacact
cgaagatttcgtaggggactggcggecagacageccggectacaacctggaccaagteccttgageagyg
gecggtgtgtccagtttgtttcagaatctcggggtgteccgtaactccgatccaaaggattgtoctyg
agcyggtgaaaacggectgaagatcgacate

SEQ D NO: 446 (L27V CP 57 TEV)

MHVIIPYEGLSGDOMGOQIERKIFKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVIPNMIDYFGRPYEGIAVE
DGKRITVTGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILAGSSGGGSSGGEPTTEN

LYFQOSDNGSSGGGESSGGMVETLEDFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEFONLGVSVTPIORIVL
SGENGLKIDI

SEQ ID NO: 447 (L27V CP 98 TEV)

atggtaatcgacggggttacgocgaacatgatecgactatttoggacggececgtatgaaggecatege
cgtgttcgacggcaaaaagatcactgtaaccgggaccctgtggaacggcaacaaaattatcecgacy
agecgectgatcaacccececgacggeteectgetgttocegegtaaccatcaacggagtgaceggetgyg
cggctgtgcgagoegecattttggegggaagttctggtggaggaagttetggtyggagagoctactac
tgagaacttgtacttccagagcgataacggaagttctggtggaggaagttctggtggaatggtgt
Ltacactcgaagatttcgtaggggactggcggcagacagcocggectacaacctggaccaagtectt
gagcagggcggtgtgtccagtttgtttcagaatectecggggtgteccgtaactccgatccaaaggat
tgtcctgageggtgaaaacggcctgaagatcgacatceccatgtcatcatccegtatgaaggtctga

geggogatcagatgggecagatogaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcac
tttaaggtgattotgcactatggecacactyg

SEQ D NO: 448 (L27V CP 98 TEV)

MVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGEKKITVIGTLWNGNKI IDERLINPDGSLLEFRVTINGVTGW
RLCERILAGSSGGGSSGGEPTTENLYFQSDNGSSGGGSSGGMVFTLEDEVGDWROTAGYNLDOVL

EQGGVSSLEONLGVSVIPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFEKVVY PVDDHH
FEKVILHYGTL

SEQ ID NO: 449 (Proteina humana quinasa C alfa (PKCa) (Secuencia de nt)
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ATGGCTGACGTTTTCCCGGGCARCGACTCCACGGCGTCTCAGGACGTGGCCAACCGCTTCGCCCG
CAAAGGGGCGCTGAGGCAGAAGAACGTGCACGAGGTGAAGGACCACAAATTCATCGCGCGCTTCT
TCAAGCAGCCCACCTTCTGCAGCCACTGCACCGACTTICATCTGGGGGTTTGGGAAACAAGGCTTC
CAGTGCCAAGTTTGCTGTTTTGIGGTCCACAAGAGGTGCCATGAATTTIGTTACTTTTTCTTGTCC
GGGTGCGGATRAGGGACCCGACACTGATGACCCCAGGAGCAAGCACAAGTTCAAAATCCACACTT
ACGGAAGCCCCACCTTCTGCGATCACTGTGGGTCACTGCTCTATGGACTTATCCATCAARGGGATG
AAATGTGACACCTGCGATATGAACGTTCACAAGCAATGCGTCATCAATGTCCCCAGCCTCTGCGG
AATGGATCACACTGAGAAGAGGGGGCGGATTTACCTAAAGGCTGAGGTTGCTGATGAARAGCTCC
ATGTCACAGTACGAGATGCARARRAATCTAATCCCTATGGATCCARAACGGGCTTTCAGATCCTTAT
GTGAAGCTGARACTTATTCCTGATCCCAAGAATGAAAGCAAGCARRARACCAAAACCATCCGCTC
CACACTAAATCCGCAGTGGAATGAGTCCTTTACATTCAAATTGARACCTTCAGACAAAGACCGAL
GACTGTICTGTAGARATCTGGGACTGGGATCGAACAACAAGGAATGACTTCATGGGATCCCTTTCC
TTTGGAGTTTCGGAGCTGATGAAGATGCCGGUCCAGTGGATGGTACAAGTTQCTTAACCAAGAAGA
AGGTGAGTACTACAACGTACCCATTCCGGAAGGGGACGAGGAAGGAAACATGGAACTCAGGCAGA
AATTCGAGAARRGCCAAACTTGGCCCTGCTGGCAACARAAGTCATCAGTCCCTCTGAAGACAGGARA
CAACCTTCCAARCAACCTTGACCGAGTGAAACTCACGGACTTCAATTTCCTCATGGTGTTGGGARA
GGGGAGTTTTGGARAGGTGATGCTTGCCGACAGGAAGGGCACAGAAGAACTGTATGCAATCAARA
TCCTGAAGAAGGATGTGGTGATTCAGGATGATGACGTGGAGTGCACCATGGTAGAAAAGCGAGTC
TTGGCCCTGCTTGACAARACCCCCGTTCTTGACGCAGCTGCACTCCTGCTTCCAGACAGTGGATCG
GCTGTACTTCGTCATGGAATATGTCAACGGTGGGGACCTCATGTACCACATTCAGCAAGTAGGAA
AATTTAAGGAACCACAAGCAGTATTCTATGCGGCAGAGATTTCCATCGGATTGTTCTTTCTTCAT
AARAGAGGAATCATTTATAGGGATCTGAAGTTAGATAACGTCATGTTGGATTCAGAAGGACATAT
CARAATTGCTGACTTTGGGATGIGCAAGGAACACATGATGGATGGAGTCACGACCAGGACCTTCT
GTGGGACTCCAGATTATATCGCCCCAGAGATAATCGCTTATCAGCCGTATGGAAAATCTGTGGAC
TGGTGGGCCTATGGCGTCCTGTTGTATGAAATGCTTGCCGGGCAGCCTCCATTTGATGGTGAAGA
TGAAGACGAGCTATTTCAGTCTATCATGGAGCACAACGTTTCCTATCCAARAATCCTTGTCCAAGG
AGGCTGTTTCTATCTGCAAAGGACTGATGACCAAACACCCAGCCAAGCGGCTGEGCTGTGGGCCT
GAGGGGGAGAGGGACGTGAGAGAGCATGCCTTCTTCCGGAGGAT CGACTGGGAAARACTGGAGAA
CAGGGAGATCCAGCCACCATTCAAGCCCAAAGTGTGTGGCARAGGAGCAGAGAACTTTGACAAGT
TCTTCACACGAGGACAGCCCGTCTTAARCACCACCTGATCAGCTGGTTATTGCTAACATAGACCAG
TCTGATTTTGAAGGGTTCTCGTATGTCAACCCCCAGTTTGTGCACCCCATCTTACAGAGTGCAGT
AGTT

SEQ ID NO: 450 (Proteina humana quinasa C alfa (PKCa) (secuencia de aa)

MADVEPGNDSTASQDVANREFARKGALROKNVHEVEKDHRKEFIARFFRKOPTFCSHCTDE IWGEFGKOGE
QCOVCCFVVHERCHEFVTFSCPGADKGPDTDDPRSEHKFEIHTYGSPTFCDHCGSLLYGLTHQGHM
KCDTCDMNVHEQCVINVPSLCGMDHTEKRGRIYLKAEVADEKLHVIVRDAKNLI PMDPNGLSDEY
VELELIPDPENESKQKTKTIRSTLNPOWNESFTFELKPSDKDRRLSVEIWDWDRTTRNDFMGSLS
FGVSELMEMPASGWYKLLNQEEGEYYNVPIPEGDEEGNMELROQKFEKAKLGPAGNKVISPSEDRK
QPSNNLDRVELTDENFLMVLGKGSFGKVMLADREGTEELYATKILEKKDYVVIQDDDVECTMVERKRV
LALLDKPFPFLTOLHSCFOTVDRLY FVMEYVNGGDLMYHIQOVGREFKEPOAVEYAAEISIGLEFEFLH
KRGIIYRDLELDNVMLDSEGHIKIADFGMCKEHMMDGVTTRTFCGTPDYIAPETITIAYQOPYGKSVD
WWAYGVLLYEMLAGQPPFDGEDEDELFQSIMEHNVSYPRKSLSKEAVSICKGLMTKHPAKRLGCGP

EGERDVREHAFFRRIDWEKLENREIQPPFEPKVCGEKGAENFDEFFTRGQPVLTEPPDOQLVIANIDQ
SDFEGFSYVNPQFVHPILOSAVY

SEQ ID NO: 451 (Receptor de glucocorticoides humano (GR) (secuencia de nt)
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ATGGACTCCAAAGAATCATTAACTCCTGGTAGAGAAGAARACCCCAGCAGTGTGCTTGCTCAGGA
GAGGGGAGATGTGATGGACTTCTATAAAACCCTAAGAGGAGGAGCTACTGTGAAGGTTTCTGCGT
CTTCACCCTCACTGGCTGTCGCTTCTCAATCAGACTCCAAGCAGCGAAGACTITTGGT TGATTTT
CCAARAGGCTCAGTAAGCAATGCGCAGCAGCCAGATCTGTCCAAAGCAGTTTCACTCTCAATGGG
ACTGTATATGGGAGAGACAGAAACAAAAGTGATGGGARAATGACCTGGGATTCCCACAGCAGGGCC
AAATCAGCCTTTCCTCGGGGGAAACAGACTTARAAGCTTTTGGAAGARAGCATTGCAAACCTCAAT
AGGTCGACCAGTGTTCCAGAGAACCCCAAGAGTTCAGCATCCACTGCTGTGTCTGCTGCCCCCAC
AGAGAAGGAGTTTCCARARACTCACTCTGATGTATCTTCAGAACAGCAACATTTGRAAGGGCCAGA
CTGGCACCAACGGTGGCAATGTGARATTGTATACCACAGACCAAAGCACCTTTGACATTTITGCAG
GATTTGGAGTTTTCTTCTGGGTCCCCAGGTAAAGAGACGAATGAGAGTCCTTGGAGATCAGACCT
GTTGATAGATGAARAACTGTTTGCTTTCTCCTCTGGCGGGAGAAGACGATTCATTCCTTTTIGGAAG
GAAACTCGAATGAGGACTGCAAGCCTCTCATTTTACCGGACACTAARCCCAAARTTAAGGATAAT
GGAGATCTGGTTTTGTCAAGCCCCAGTAATGTAACACTGCCCCAAGTGAAAACAGAAAAAGAAGA
TTTCATCGAACTCTGCACCCCTGGGGTAATTAAGCAAGAGAARCTGGGCACAGTTTACTGTCAGG
CAAGCTTTCCTGGAGCAAATATAATTGGTAATARAATGTCTGCCATTTCTGTTCATGGTGTGAGT
ACCTCTGGAGGACAGATGTACCACTATGACATGAATACAGCATCCCTTTCTCARCAGCAGGATCA
GAAGCCTATTTTTAATGTCATTCCACCAATTCCCGTITGGTTCCGAAAATTGGAATAGGTGCCAAG
GATCTGGAGATGACAACTTGACTTCTCTGGGGACTCTGAACTTCCCTGGTCGAACAGTTTTTTCT
AATGGCTATTCAAGUCCCAGCATGAGACCAGATGTAAGCTCTCCTCCATCCAGCTCCTCARCAGT
AARCAACAGGACCACCTCCCAAACTCTGCCTGGTGTGCTCTGATGAAGCTTCAGGATGTCATTATG
GAGTCTTAACTTGTGGAAGCTGTAAAGTTTTCTTCARAAGAGCAGTGGAAGGACAGCACAATTAC
CTATGTGCTGGAAGGAATGATTGCATCATCGATAAAATTCGAAGAARNMACTGCCCAGCATGCCG
CTATCGAAAATGTCTTCAGGCTGGAATGAACCTGGAAGCTCGAAARACAAAGARARAAATARAAG
GAATTCAGCAGGCCACTACAGGAGTCTCACAAGAAACCTCTGAAAATCCTGGTAACAAAACAATA
GTTCCTGCAACGTTACCACAACTCACCCCTACCCTGGTGTCACTGTTGGAGGTTATTGAACCTGA
AGTGTTATATGCAGGATATGATAGCTCTGTTCCAGACTCAACTTGGAGGATCATGACTACGCTCA
ACATGTTAGGAGGGCGGCAAGTGATTGCAGCAGTGAAATGGGCAAAGGCAATACCAGGTTTCAGG
AACTTACACCTGGATGACCAAATGACCCTACTGCAGTACTCCTGGATGTTTCTTATGGCATTTGC
TCTIGGGGTGGAGATCATATAGACAATCAAGTGCAAACCTGCTGTGTTTTGCTCCTGATCTGATTA
TTAATGAGCAGAGAATGACTCTACCCTGCATGTACGACCAATGTAARCACATGCTGTATGTTTCC
TCTGAGTTACACAGGCTTCAGGTATCTTATGAAGAGTATCTCTGTATGAAAACCTTACTGCTTCT
CTCTTCAGTTCCTAAGGACGGTCTGAAGAGCCAAGAGCTATTTGATGARAATTAGAATGACCTACA
TCAAAGAGCTAGGAAAAGCCATTGTCAAGAGGGAAGGAARACTCCAGCCAGAACTGGCAGCGGTTT
TATCAACTGACARAACTCTTGGATTCTATGCATGAAGTGGTTGAAARTCTCCTTAACTATTGCTT
CCAAACATTTTTGGATAAGACCATGAGTATTGAATTCCCCGAGATGTTAGCTGRAAATCATCACCA
ATCAGATACCAARATATTCAAATGGAAATATCAARAARACTTCTGTTTCATCAARAGGTT

SEQ ID NO: 452 (Receptor de glucocorticoides humano (GR) (secuencia de aa)

MDSKESLTPGREENPSSVLAQERGDVMDEYKTLRGGATVKVSASSPSLAVASQOSDSKORRLLVDE
PKGSVSNAQOPDLSKAVSLSMGLYMGETETKVMGNDLGFPQQGQISLSSGETDLKLLEES TANLN
RSTSVPENPRSSASTAVSAAPTEKEFPRTHSDVSSEQOHLKGOTGTNGGNVELY TTDOSTEFDILO
DLEFSSGSPGKETNESPWRSDLLIDENCLLSPLAGEDDSFLLEGNSNEDCKPLITLPDTKPKIKDN
GDLVLSSPSNVILPOQVKTEREDFIELCTPGVIKQEKLGTVYCQASFPGANT IGNKMSATSVHGVS
ToGGOMYHYDMNTASLSQQODOKPIFNVIPPI PVGSENWNRCOGSGDDNLTSLGTLNFPGRTVE S
NGYSSPSMRFDVSSPPSSSSTATTGPPPKLCLVCSDEASGCHYGVLTCGSCKVEFKRAVEGOHNY
LCAGENDCIIDKIRREKNCPACRYRKCLOAGMNLEARKTKKKIKGIQQATTGVIQETSENPGNKT I
VPATLPQLTPTLVSLLEVIEPEVLYAGYDSSVPDSTWRIMT TLNMLGGROVIAAVENAKATPGER
NLHLDDOMTLLOY SWMEFLMAFALGWRSYROS SANLLCFAPDLI INEQRMTLPCMYDOCKHMLYVS

SELHRLOVSYEEYLCMKTLLLLSSVPEDGLEKSQELEDEIRMTY IKELGKATVEREGNS SONWORE
YOLTKLLDSMHEVVENLLNYCFOTFLDETMSIEFPEMLAETIITNOI PRKYSNGNIKKLLEHQKV

SEQ ID NO: 453 (enlazador L27V02-GR/L27V02-PKCa (secuencia de nt)
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GGTGGTTCAGGTGGTGGCGGGAGCGGTGGAGGGAGCAGCGGTGGAGCGATCGCC

SEQ ID NO: 454 (enlazador L27V02-GR/L27V02-PKCa (secuencia de aa)
GGSGGEGGSGEGSEGGAIA

SEQ ID NO: 455 (enlazador GR-L27V02/PKCa-L27V02 (secuencia de nt)
TCTCTCGGTGGTTCAGGTGGTGGCGGGAGCGGTGGAGGGAGCAGCGGTGGA

SEQ ID NO: 456 (enlazador GR-L27V02/PKCa-L27V02 (secuencia de aa)
SLGGSGGGGEGGGSSGE

SEQ ID NO: 457 (enlazador GSSG (secuencia de nt)
GCTCGAGCGGA

SEQ ID NO: 458 (enlazador GSSG (secuencia de aa)
GSSG

SEQ ID NO: 459 (AT1R (secuencia de nt)

ATGATTCTCAACTCTTCTACTGRAAGATGGTATTAARAGAATCCARGATGATTGTCCCARAGCTGG
AAGGCATAATTACATATTTGTCATGATTCCTACTTTATACAGTATCATCTTTGTGGTGGGAATAT
TTGGARACAGCTTGGTGGTGATAGTCATTTACTTTTATATGAAGCTGAAGACTGTGGCCAGTGTT
TTTCTTTTGAATTTAGCACTGGCTGACTTATGCTTTTTACTGACTTTGCCACTATGGGCTGTCTA
CACAGCTATGGAATACCGCTGGCCCTITGGCAATTACCTATGTARGATTGCTTCAGCCAGCGTCA
GTTTCAACCTGTACGCTAGTGTGTTTCTACTCACGTGTCTCAGCATTGATCGATACCTGGCTATT
GTTCACCCAATGAAGTCCCGCCTTCGACGCACAATGCTTGTAGCCAAAGTCACCTGCATCATCAT
TTGGCTGCTGGCAGGCTTGGCCAGTTTGCCAGCTATAATCCATCGAAATGTATTTTTCATTGAGA
ACACCAATATTACAGTTTGTGCTTTCCATTATGAGTCCCAAAATTCAACCCTTCCGATAGGGCTG
GGCCTGACCARAAATATACTGGGTTTCCTGTTTCCTTTTCTGATCATTCTTACAAGTTATACTCT
TATTTGGAAGGCCCTAAAGAAGGCTTATGAAATT CAGAAGAACARACCAAGAAATGATGATATTT
TTAAGATAATTATGGCAATTGTGCTTTTCTTTTTCTTTTCCTGGATTCCCCACCAAATATTCACT
TTTCTGGATGTATTGATTCAACTAGGCATCATACGTGACTGTAGRATTGCAGATATTGTGGACAC
GGCCATGCCTATCACCATTTGTATAGCTTATTTTAACAATTGCCTGAATCCTCTTTTTTATGGCT
TTCTGGGGAARARATTTARAAGATATTTTCTCCAGCTTCTAAAATATATTCCCCCAARAGCCARA
TCCCACTCAAACCTTTCAACARAAAATCAGCACGCTTTCCTACCGCCCCTCAGATAATGTAAGCTC
ATCCACCAAGRAGCCTGCACCATGTTITGAGGTTGAGTGA

SEQ ID NO: 460 (AT1R (secuencia de aa)

MILNSSTEDGIKRIQDDCPKAGRHNYIFVMIPTLY SITEFVVGIFGNSLVVIVIYFYMKLKTVASY
FLINLALADLCFLLTLPLWAVYTAMEYRWPFGNYLCKIASASVSFNLYASVFLLTCLSIDRYLAT
VHPMKSELRRTMLVAKVTCI T THLLAGLASLPATTHRNVEFFIENTNITVCAFHYESQNSTLPTGL
GLTKNILGFLFPFLITILTSYTLIWKALKKAYE IQKNKPENDDIFKIIMAIVLEFFEFSWIPHQIET
FLDVLIQOLGITIRDCRIADIVDTAMPITICIAYFNNCLNPLEYGFLGEKFKRYFLOLLKY IPFPKAK
SHSNLSTEKMSTLSYRPSDNVSSSTKKPAPCEFEVE

SEQ ID NO: 461 (péptido senal IL6-00 (secuencia de nt)

ATGAACTCCTTCTCCACAAGCGCCTTCGGTCCAGTTGCCTTCTCCCTGGGECTGCTCCTGGTGTT
GCCTGCTGCCTTCCCTGCCCCA

SEQ ID NO: 462 (péptido senal IL6-00 (secuencia de aa)

MNSFSTSAFGPVAFSLGLLLVLPAAFPAP

SEQ ID NO: 463 (IL6-00 L27V-00 (secuencia de nt)

201



10

15

ES 2567410713

ATGAACTCCTTCTCCACAAGCGCCTTCGGTCCAGTTGCCTTCTCCCTGGGGCTGCTCCTGGTGTT
GCCTGCTGCCTTCCCTGCCCCACTGTTTACACTCGAAGATTTCGTAGGGGACTGGCGGCAGACAG
CCGGCTACAACCTGGACCAAGTCCTTGAGCAGGGCGGTGTGTCCAGTTTGTTTCAGAATCTCGGG
GTGTCCGTAACTCCGATCCAAAGGATTGTCCTGAGCGGTGAAAACGGCCTGAAGATCGACATCCA
TGTCATCATCCCCTATGAAGGTCTGAGCGGUGATCAGATGGGCCAGATCGAARAAAATTTTTAAGG
TGGTGTACCCTGTGGATGATCATCACTTTAAGGTGATTCTGCACTATGGCACACTGGTAATCGAC
GCGGTTACGCCGRACATGATCGACTATTTCGGACGGCCGETATGAAGGCATCGCCGTGTTCGACGG
CAMAAAAGATCACTGTAACCGGGACCCTGTGGAACGGCAACAAARATTATCGACGAGCGCCTGATCA
ACCCCGACGGCTCCCTGCTGTTCCGCGTAACCATCARCGGAGTGACCGGECTGGLGECTGTGCGAG
CGCATTTTGGCG

SEQ ID NO: 464 (IL6-00 L27V-00 (secuencia de aa)

MNSESTSAFGPVAFSLGLLLVLPAAFPAPVETLEDFVGDWROQTAGYNLDOVLEQGGVS SLEQNLG
VeVIPIQRIVLSGENGLKIDIHVITIPYEGLSGDOMGOQIEK I FKVVYPVDDHHFEVILHYGTLVID
GVITPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKITVIGTLWNGNKI IDERLINPDGSLLFRVT INGVTGWRLCE
RILA

SEQ ID NO: 465 (Seial de secrecion natural + L27V (secuencia de nt)

atggcttactccacactgttcatcattgctectcacageoegtegtaacacaagectoecteccacaca
gaaaagcaacctgacaGTGTTTACACTCGAAGATTTCGTAGGGGACTGGCGGCAGACAGCCGGCT
ACAACCTGGACCAAGTCCTTGAGCAGGGCGGTGTGTCCAGTTTGTTTCAGAATCTCGGGGTGTCC
GTAACTCCGATCCRAAGGATTGTCCTGAGCGGTGARAACGGCCTGAAGATCGACATCCATGTCAT
CATCCCGTATGAAGGTCTGAGCGGEUGATCAGATGGGCCAGATCGAAAARATTTTTAAGGTGGTGT
ACCCTGTGGATGATCATCACTTTAAGGTGATTCTGCACTATGGCACACTGGTAATCGACGGEGEGTT
ACGCCGAACATGATCGACTATTTCGGACGGCCGTATGAAGGCATCGCCGTGTTCGACGGCAARAR
GATCACTGTAACCGGGACCCTGTGGAACGGCAACAAAATTATCGACGAGCGCCTGATCAACCTCG
ACGGCTCCCTGCTGTTCCGCGTAACCATCAACGGAGTGACCGGCTGGCGGCTGTGCGAGCGECATT
TTGGCG

SEQ ID NO: 466 (Seial de secrecion natural + L27V (secuencia de aa)
MAYSTLFITALTAVVTOQASSTQKSNLIVETLEDEVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEQNLGVS
VITPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGL3IGDOMGOIEKIFKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGY

TPNMIDYFGRPYEGIAVEFDGKEKITVTIGTLWNGNKI IDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERI
La

SEQ ID NO: 467 (CP 6 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) (secuencia de nt)
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Atgttcgttggggactggcgacagacagccggctacaacctggaccaagteccttgaacagggagy
tgtgtccagtttgtttcagaatcteggggtgtcecgtaactccgatccaaaggattgtecctgagey
gtgaaaatgggctgaagatcgacatcecatgtcatcatccegtatgaaggtctgagecggecgaccaa
atgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgat
cctgcactatggecacactggtaatcgacggggttacgccgaacatgatocgactatttoggacygge
cgtatgaaggcatcgccgtgttecgacggcaaaaagatcactgtaacagggacecctgtggaacyggce

aacaaaattatcgacgagegcctgatcaaccecgacggctecctgetgttecgagtaaccateaa
CggagtgaccgygctygeggctgtGCGAACGCATTCTGGCLAGCTCAAGCGGAGGTTCAGGCGGTT
CCOGAATGTATGAAAGCTTTATTGAGTCACTGCCATTCCTTAAATCTTTCGAGTTTTCTGCACGT
CTGAAAGTAGTAGATGTGATAGGCACCAAAGTATACAACGATGGAGAACAALATCATTGCTCAGGG
AGATTCGGCTGATTCTTTTTTCATTATTGAATCTGGAGAAGTGAAAATTACTATGAAAAGARAGS
GTAAATCAGAAGTGGAAGAGAATGGTGCAGTAGAAATCGCTCGATGCTCGCGGGGACAGTACTTT
GGAGAGCTTGCCCTGGTAACTAACARACCTCGAGCAGCTTCTGCCCACGCCATTGGGACTGTCAA
ATGTTTAGCAATGGATGTGCAAGCATTTGAAAGGCTTCTGGGACCTTGCATGGAAAT TATGAAARA
GGAACATCGCTACCTATGAAGAACAGTTAGTTGCCCTGTATGGAACGAACATGGATATTGTAGGG
TCAGGTGGATCTGGAGGTAGCTCTTCTatggtcttcacactcgaagat

SEQID NO: 468 (CP 6 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MEVGDWROTAGYNLDQVLEQGGVSSLFONLGVSVTPIQRIVLSGENGLEIDIHVITPYEGLSGDO
MGOIEKIFKVVYPYVDDHHFEVILHYGTLVIDGYVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGEKKITVTGTLWNG
NKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTGHRLCERILASSSGGSGGESGMYESFIESLPFLKSIEFSAR
LEVVDVIGTKVYNDGEQITAQGDSADSFFIIESGEVEI TMEREGKSEVEENGAVETARCSRGOYF
GELALVITNKPRAASAHATIGTVKCLAMDVOQAFERLLGPCMEIMEKRNIATYEEQLVALYGTNMDIVG
SGGS5GGS5SMVETLED

SEQ ID NO: 469 (CP 12 L27V (RIIbB) (secuencia de nt) (secuencia de nt)

ATGragacagcocggctacaacctggaccaagtccttgaacagggaggtgtgtccagtttgtttca
gaatctcggggtgtcegtaactecgatccaaaggattgtectgagegygtgaaaatgggctgaaga
tcgacatccatgtecatcateccgtatgaaggtectgagecggecgaccaaatgggecagatcgaaaaa
atttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgatecctgecactatggeacact
ggtaatcgacggggttacgccgaacatgatcgactattteggacggecgtatgaaggcatcygcey
tgttcgacggcaaaaagatcactgtaacagggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgag
cgcctgatcaaccoccqgacggoctecctgectgttecgagtaaccatcaacggagtgaccggctggey
gctgtGCGAACGCATTCTGGCLAGCTCAAGCGGAGGTTCAGGCGGTTCCGGAATGTATGARAAGCT
TTATTGAGTCACTGCCATTCCTTAAATCTTTGGAGTTTTCTGCACGCCTGAAAGTAGTAGATGTG
ATAGGCACCAAAGTATACAACGATGGAGAACAAATCATTGCTCAGGGAGATTCGGCTGATTCTTT
TTTCATTATTGAATCTGGAGAAGTGARAATTACTATGAARAGARAGGGTAAATCAGAAGTGGAAG
AGARATGGTGCAGTAGAAATCGCTCGATGCTCGCGGEGACAGTACTTTGGAGAGCTTGCCCTGGTA
ACTAACAARACCTCGAGCAGCTTCTGCCCACGCCATTGGGACTGTCAAATGTTTAGCAATGGATGT
GCAAGCATTTGAAAGGCTTCTGGGACCTTGCATCGAAATTATGAAAAGGAACATCGCTACCTATG
AAGAACAGTTAGTTGCCCTGTATGGAACGAACATGCGATATTGTAGGGTCAGGTGGATC TGGAGGT
AGCTCTTICTatggtcttcacactecgaagatttcgttggggactggega

SEQID NO: 470 (CP 12 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MOTAGYNLDOVLEQGGVSSLEFONLGVSVTPIORIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEK
IFEVVYPVDDHHFEVILEYGTLVIDGVTPNMIDY FGRPYEGIAVEDGRKKITVTGTLWNGNKIIDE
RLINPDGSLLFRVTINGVTIGWRLCERILASSSGGSGGSGMYESFIESLPFLKSLEFSARLEVVDY
IGTKVYNDGEQITAQGDSADSFFITIESGEVKITMKRKGKSEVEENGAVETARCSRGOYFGELALY
TNKPRAASAHATGTVKCLAMDVOAFERLLGPCMEIMKENIATYEEQLVALYGTNMDIVGSGGSGG
SSSMVFTLEDEVGDWR
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SEQ ID NO: 471 (CP 48 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

ATGggtgaaaatgggctgaagatcgacatecatgtcatcateccgtatgaaggtctgageggecga
ccaaatgggcragatcgaaaaaatttttaaggtyggtgtacectgtggatyatcatcactttaagy
tgatcctgcactatggcacactggtaategacggggttacgecgaacatgatecgactatttcgga
cggcegtatgaaggcategecgtgttegacggcaaaaagatcactgtaacagggacectgtggaa
cggcaacaaaattatcgacgagegectgatcaaccccgacggctecoctygctgtteccgagtaacca

tcaacggagtgaccagctggeggotgt GCGAACGCATTCTGGCLAGCTCAAGCGGAGGTTCAGGC
GETTCCGGAATGTATGAAAGCTTTATTGAGTCACTGCCATTCCTTAAATCTTTGGAGTTTTCTGC
ACGCCTGAAAGTAGTAGATGTGATAGGCACCAAAGTATACAACGATGGAGAACAAATCATTGECTC
AGGGAGATTCGGCTGATTCTTTTTTCATTAT TGAATCTGGAGAAGTGAAAATTACTATGAAAAGA
AAGGGTAAATCAGAAGTGGAAGAGAATGGTGCAGTAGAAATCGCTCGATGCTCGCGGGGACAGTA
CTTTGGAGAGCTTGCCCTGGTAACTAACAAACCTCGAGCAGCTTCTGCCCACGCCATTGGGACTG
TCAAATGTTTAGCAATGGATGTGCAAGCATTTGAAAGGCTTCTGGGACCTTGCATGGAAATTATG
AAAAGGARCATCGCTACCTATGAAGAACAGTTAGTTGCCCTGTATGGAACGAACATGGATATTGT
AGGGTCAGGTGGATCTGGAGGTAGCTCTTCTatggtcttcacactecgaagatttegttggggact
ggcgacagacagccyggctacaacctggaccaagtccttgaacagggaggtgtgtccagtttgttt
cagaatctecggggtgtecegtaactcecogatcecaaaggattgtectgage

SEQ ID NO: 472 (CP 48 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MGENGLEIDIHVIIPYEGLSGDOMGOQIEKIFEVVYPVDDHHFRKVILHEYGTLVIDGVTPNMIDYFG
RPYEGIAVEFDGKKITVTIGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILASSSGGSG
GSGMYESFIESLPFLKSLEFSARLEVVDVIGTKVYNDGEQI TAQGDSADSFFITESGEVKITMKR
KGKSEVEENGAVEIARCSRGOYFGELALVINKPRAASAHATGTVKCLAMDVQAFERLLGPCMETHM
KRNIATYEEQLVALYGTNMDIVGSGGSGGSSSMVETLEDEVGDHWRQTAGYNLDOVLEQGGYSSLE
ONLGVSVTPIQRIVLS

SEQ D NO: 473 (CP 52 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

ATGCTGAAGATCGACATCCATGTCATCATCCCGTATGAAGGTCTGAGCGGCGACCARATGGGCCA
GATCGARRAARATTTTTAAGGTGGTGTACCCTGTGGATGATCATCACTTTAAGGTGATCCTGCACT
ATGGCACACTGGTAATCGACGGGGTTACGCCGAACATGATCGACTATTTCGGACGGCCGTATGRA
GGCATCGCCGTGTTCGACGGCAAAAAGATCACTGTAACAGGGACCCTGTGGAACGGCAACAAAAT
TATCGACGAGCGCCTGATCAACCCCGACGGCTCCCTGCTGTTCCGAGTAACCATCARCGGAGTGA
CCGGCTGGCGGCTGTGCGARCGCATTCTGGCTAGCTCAAGCGGAGGT TCAGGCGGTTCCGGAATG
TATGAAAGCTTTATTGAGTCACTGCCATTCCTTAAATCTTTGGAGTTTTCTGCACGCCTGAAAGT
AGTAGATGTGATAGGCACCAAAGTATACARCGATGGAGAACAAATCATTGCTCAGGGAGATTCGG
CIGATTCTTTTTTCATTATTGAATCTGGAGAAGTGAAAATTACTATGAARAGAAAGGGTAAATCA
GAAGTGGAAGAGAATGGTGCAGTAGAAATCGCTCGATGCTCGCGGGLACAGTACTTTGGAGAGCT
TGCCCTGGTAACTAACAAACCTCGAGCAGCTTCTGCCCACGCCATTGGGACTGTCAAATGTTTAG
CAATGGATGTGCAAGCATTTGAAAGGCTTCTGGGACCTTGCATGGAAATTATGAAARGGAACATC
GCTACCTATGAAGAACAGTTAGTTGCCCTGTATGGAACGAACATGGATATTGTAGGGTCAGGTGG
ATCTGGAGGTAGCTCTTCTATGGTCTTCACACTCGAAGATTTCGTTGGGGACTGGCGACAGACAG
CCGGCTACAACCTGGACCAAGTCCTTGAACAGGGAGGTGTGTCCAGTTTGTTTCAGAATCTCGGG
GIGTCCGTAACTCCGATCCRAAGGATTGTCCTGAGCGGTGARAATGGG

SEQ ID NO: 474 (CP 52 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

204



10

ES 2567410713

MLEIDIHVIIPYEGLSGDOMGQIEKIFKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYE
GIAVFDGKEITVTIGTLWNGNKI IDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILASSSGGSGGSGM
YESFIESLPFLKSLEFSARLKVVDVIGTRKVYNDGEQI IAQGDSADSEFEI IESGEVKITMKREKGKS
EVEENGAVEIARCSRGOYFGELALVTNKPRAASAHAIGTVKCLAMDVOAFERLLGPCMEIMKRNI
ATYEEQLVALYGTNMDIVGSGGSGGSSSMVETLEDFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEONLG
VSVTPIQRIVLSGENG

SEQ ID NO: 475 (CP 55 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

Atggacatccatgtcatcatccegtatgaaggtctgagoggcgaccaaatgggccagategaaaa
aatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgatectgecactatggecacac
tggtaatcgacggggttacgccgaacatgategactatttcggacggccgtatgaaggcategec
gtgttcgacggcaaaaagatcactgtaacagggaccotgtggaacggcaacaaaattatecgacga

gcgcctgatcaacccegacggectecctgectgttecgagtaaccatcaacggagtgaccyggctgygc
ggctgtGCGAACGCATTCTGGCLAGCTCAAGCGGAGGT TCAGGCGGTTCCGGAATGTATGAAAGC
TTTATTGAGTCACTGCCATTCCTTAAATCTTTGGAGTTTTCTGCACGCCTGAAAGTAGTAGATGT
GATAGGCACCAAAGTATACAACGATGGAGAACAAATCATTGCTCAGGGAGATTCGGCTGATTCTT
TTTTCATTATTGAATCTGGAGAAGTGAANATTACTATGAAAAGAANGGGTAAATCAGAAGTGGAR
GAGAATGGTGCAGTAGAAATCGCTCGATGCTCGCGGGGACAGTACTTTGGAGAGCTTGCCCTGGT
AACTAACAARACCTCGAGCAGCTTCTGCCCACGCCATTGGGACTGTCAAATGTTTAGCAATGGATG
TGCAAGCATTTGAAAGGCTTCTGGGACCTTGCATGGAAATTATGAAAAGGAACATCGCTACCTAT
GAAGAACAGTTAGTTGCCCTGTATGGAACGAACATGGATATTGTAGGGTCAGGTGGATCTGGAGS
TAGCTCTTCTatggtcttcacactcgaagatttegttggggactggogacagacagecggctaca
acctggaccaagtccttgaacagggaggtgtgteccagtttgtttcagaatctecggggtgtacgta
actccgatccaaaggattgtectgageggtgaaaatgggetgaagate

SEQ ID NO: 476 (CP 55 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MDIHEVIIPYEGLSGDOMGQIEKIFKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIA
VEDGRKITVTGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILASSSGGSGGSGMYES
FIESLPFLKSLEFSARLKVVDVIGTKVYNDGEQITAQGDSADSFFIIESGEVEITMKREKGKSEVE
ENGAVEIARCSRGOYFGELALVINKPRAASAHATIGTVECLAMDVOAFERLLGPCMEIMKRNIATY
EEQLVALYGTNMDIVGSGGSGGSSSMVEFTLEDFYGDWROTAGYNLDOVLEQGGV S SLEQNLGVSY
TEFIQRIVLSGENGLEKI

SEQ ID NO: 477 (CP 83 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

ATGgtggatgatcatcactttaaggtgatcctgcactatggcacactggtaatecgacggggttac
geocgaacatgategactattteggacggecgtatgaaggecatcgecgtgttecgacggcaaaaaga
tcactgtaacagggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagegectgatcaaccecgac
ggctcecotgctgtitcegagtaaccatcaacggagtgaccggeiggcggetgtGCGAACGCATTCT
GGCLAGCTCAAGCGGAGGTTCAGGCGGTTCCGGAATGTATGAAAGCTTTATTGAGTCACTGCCAT
TCCTTAAATCTTTGGAGTTTTCTGCACGCCTGAAAGTAGTAGATGTGATAGGCACCAAAGTATAC
AACGATGGAGAACAAATCATTGCTCAGGGAGATTCGGCTGATTCTTTTTTCATTATTGAATCTGG
AGAAGTGAARAATTACTATGAAAAGARAGGGTAAATCAGAAGTGGAAGAGAATGCGTGCAGTAGAAA
TCGCTCGATGCTCGCGGGGACAGTACTTTGCACGAGCTTGCCCTCGTAACTAACARAMCCTCGAGCA
GCTTCTGCCCACGCCATTGGGACTGTCAARATGTTTAGCAATGGATGTGCAAGCATTTGAAAGGCT
TCTGGGACCTTGCATGGARATTATGAAAAGGAACATCGCTACCTATGAAGAACAGTTAGTTGCCC
TGTATGGAACGAACATGGATATTGTAGGGT CAGGTGGATCTGCAGGTAGCTCTITCTatggtettc
acactcgaagatttcgttggggactggcgacagacagecggctacaacctggaccaagtecttga
acagggaggtgtgtccagtttgtttcagaatcticggggtgtecgtaactccgatccaaaggatty
tcctgageggtgaaaatgggctgaagatcgacatccatgtcatcatecegtatgaaggtctgage
ggcgaccaaatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtacect
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SEQ ID NO: 478 (CP 83 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MVDDHHFEVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKITVTGTLWNGNKIIDERLINPD
GSLLEFRVTINGVTGWRLCERILASSSGG3GGSGMYESFIESLPFLKSLEFSARLKVVDVIGTREVY
NDGEQTITAQGDSADSFFIIESGEVKITMKRKGKSEVEENGAVETARCSRGOYFGELALVTNKPRA
ASAHATIGTVECLAMDVQAFERLLGPCMEIMKRNIATYEREQLVALYGTNMDIVGSGGSGGS SSMVE
TLEDEFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEONLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLS
GDOMGOIEKIFEVVYP

SEQ ID NO: 479 (CP 84 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

atggatgatcatcactttaaggtgatcctgcactatggecacactggtaatecgacggggttacgec
gaacatgatcgactatttcoggacggecgtatgaaggcategeogtgtteogacggcaaaaagatca
ctgtaacagggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagcgectgatcaacececcgacqggce

tccectgotgtteocgagtaaccatcaacggagtgaccggetggoggetgtGCGAACGCATTCTGGC
LAGCTCAAGCGGAGGTTCAGGCGGTTCCGGAATGTATGAARAGCTTTATTGAGTCACTGCCATTCC
TTAAATCTTTGGAGTTTTCTGCACGCCTGAAAGTAGTAGATGTGATAGGCACCAAAGTATACAAC
GATGGAGAACARATCATTGCTCAGGGAGATTCGGCTGATTCTTTTTTCATTATTGARTCTGGAGA
AGTGAAAATTACTATGAAAAGAAAGGGTAAATCAGAAGTGGAAGAGAATGGTGCAGTAGARATCG
CTCGATGCTCGCEGEGACAGTACTTTGGAGAGCTTGCCCTGGTAACTAACARACCTCGAGCAGCT
TCTGCCCACGCCATTGGGACTGTCAAATGTTTAGCAATGGATGTGCAAGCATTTGAAAGGCTTCT
GGGACCTTGCATGGAAATTATGAAARAGGAACATCGCTACCTATGAAGAACAGTTAGTTGCCCTGT
ATGGAACGAACATGGATATTGTAGGGTCAGGTGGATCTGGAGGTAGCTCTTCTatggtcttcaca
ctcgaagatttogttggggactggcgacagacagecggctacaacctyggaccaagtecttgaaca
gggaggtgtgtccagtttgtiticagaatcticggggtgtecgtaactccgatccaaaggattgtec
tgagcggtgaaaatgggctgaagatcgacatccatgtcatcateccgtatgaaggtctgagegge
gaccaaatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtyg

SEQ ID NO: 480 (CP 84 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MDDHHFRVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGEKITVTGTLWNGNKI IDERLINPDG
SLLEFRVTINGVIGWRLCERILASSSGGSGGSGMYESFIESLPFLKSLEFSARLEKVVDVIGTEVIN
DGEQIITAQGDSADSEFEIIESGEVRKITMKREKGKSEVEENGAVEIARCSRGOYFPGELALVTNKPRAA
SAHAIGTVECLAMDVQAFERLLGEPCMEIMKRNIATYEEQLVALYGTNMDIVGSGGSGGSSSMVET
LEDEFVGDWRQTAGYNLDOVLEQGGVSSLEONLGYSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSG
DOMGQIERKIFEVVYEV

SEQ ID NO: 481 (CP 103 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

206



10

ES 2567410713

ATGacgccgaacatgatcgactatttoggacggccgtatgaaggcatcgecoegtgttegacggcaa
adaagatcactgtaacagggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagecgecctgatcaace
ccgacggctecctgectgtteecgagtaaccatcaacggagtgaccggectgyecggectgtGCGAACGC
ATTCTGGCLAGCTCAAGCGGAGGTTCAGGCGGTTCCGGAATGTATGARAGCTTTATTGAGTCACT
GCCATTCCTTAAATCTTTGGAGTTTTCTGCACGCCTGAAAGTAGTAGATGTGATAGGCACCARAG
TATACAACGATGGAGAACAAATCATTGCTCAGGGAGATTCGGCTGATTCTTTTTTCATTATTGAA
TCTGGAGAAGTGARAAATTACTATGAARAGAAAGGGTAAATCAGAAGTGGAAGAGRAATGGTGCAGT
AGAAATCGCTCGATGCTCGUGGGGACAGTACTT TGGAGAGCTTGCCCTGGTAACTAACAAACCTC
GAGCAGCTTCTGCCCACGCCATTGGGACTGTCAAATGTTTAGCAATGGATGTGCAAGCATTTGAA
AGGCTTCTGGGACCTTGCATGGAAATTATGAAAAGGAACATCGCTACCTATGAAGAACAGTTAGT
TGCCCTGTATGGAACGAACATGGATATTGTAGGGTCAGGTGGATCTGGAGGTAGCTCTTCTatgy
tcttcacactecgaagatttegttygygggactyggcgacagacagecggctacaacctggaccaagte
cttgaacagggaggtgtgtccagtttgtttcagaatctecggggtgteccgtaactcecgatccaaag
gattgtcctgagecggtgaaaatgggctgaagatcgacatccatgtcatcateccgtatgaaggte
tgagcggcgaccaaatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcat
cactttaaggtgatcctygcactatggcacactggtaatcgacggggtt

SEQID NO: 482 (CP 103 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKITVTGTLWNGNKI IDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCER
ILASSSGGESGGSGMYESFIESLPFLEKSLEFSARLKVVDVIGTKVYNDGEQITAQGDSADSFFIIE
SGEVKITMKRKGKSEVEENGAVEIARCSRGOYFGELALVINKPRAASAHATIGTVKCLAMDVOQARE
RLLGPCMEIMKRNIATYEEQLVALYGTNMDIVGSGGSGGSSSMVFTLEDFVGDWROTAGYNLDQV
LEOGGVSSLEONLGVSVTIPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOQIEKIFKVVYFPVDDH
HFEVILHYGTLVIDGV

SEQ ID NO: 483 (CP 120 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

ATGttcgacggcaaaaagatcactgtaacagggaccotgtggaacggcaacaaaattatcgacga
gocgcctgatcaaccccgacggctecocctgectgtteccgagtaaccatcaacggagtgaccggctggce
ggctgtGCGAACGCATTCTGGCEAGCTCAAGCGGAGGTTCAGGCGGTTCCGGAATGTATGAAAGC

TTTATTGAGTCACTGCCATTCCTTAAATCTTTGGAGTTTTCTGCACGCCTGAAAGTAGTAGATGT
GATAGGCACCARAGTATACAACGATGGAGAACAAATCATTGCTCAGEGAGATTCGGCTGATTCTT
TTTTCATTATTGAATCTGGAGAAGTGAAAATTACTATGAARAAGARAAGGGTAAATCAGAAGTGGAA
GAGAATGGTGCAGTAGAAATCGCTCGATGCTCGCGGEGACAGTACTTTGGAGAGCTTGCCCTGEGT
AACTAACAARACCTCGAGCAGCTTCTGCCCACGCCATTGGGACTGTCAAATGTTTAGCAATGGATG
TGCAAGCATTTGAAAGGCTTCTGGGACCTTGCATGGAAATTATGARAAGGAACATCGCTACCTAT
GAAGAACAGTTAGTTGCCCTGTATGGAACGAACATGGATATTGTAGGGTCAGGTGGAT CTGGAGG
TAGCTCTTCTatggtcttcacactcgaagatttcgttggggactggcgacagacagecggctaca
acctggaccaagteccttgaacagggaggtgtgteccagtttgtttcagaatctcggggtgtecgta
actccgatccaaaggattgtecctgageggtgaaaatgggctgaagatcgacatccatgtcateat
cccgtatgaaggtectgageggcgaccaaatgggecagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtace
ctygtggatgatcatcactttaaggtgatcctgcactatggcacactggtaatcgacggggttacy
ccgaacatgatcgactatttcggacggccgtatgaaggecategecgtyg

SEQ ID NO: 484 (CP 120 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

207



10

ES 2567410713

MEDGKKITVTGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLERVT INGVTGWRLCERTILASSSGGSGGSGMYES
FIESLPFLESLEFSARLEVVDVIGTEVYNDGEQITAQGDIADSFFITESGEVKI TMKRKGKIEVE
ENGAVETARCSRGOYFGELATLVTNEPRAASAHATGTVRECLAMDVOAFERLLGPCMETIMKRNTIATY
EEQLVALYGTNMDIVGSGGSGGSSSMVETLEDFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGY SSLEONLGY 5V
TPIQORIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVT
PNMIDYFGRPYEGIAV

SEQ ID NO: 485 (CP 123 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

ATGaaaszagatcactgtaacagggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagegectgat
caaccccgacggctocectgectgttecgagtaaccatcaacggagtgaccggotggecggetgtGCe
AACGCATTCTGGCLAGCTCAAGCGGAGGTTCAGGCGGTTCCGGAATGTATGAAAGCTTTATTGAG
TCACTGCCATTCCTTARATCTTTGGAGTTTTCTGCACGCCTGARAGTAGTAGATGTGATAGGCAC
CARAAGTATACAACGATGGAGAACAAATCATTGCTCAGGGAGATTCGGCTGATTCTTTTTTCATTA
TTGAATCTGGAGAAGTGARAATTACTATGAAAAGAAAGGGTAAATCAGAAGTGGAAGAGAATGGET
GCAGTAGAAATCGCTCOATGCTCGCGGGGACAGTACTTTGGAGAGCTTGCCCTGGTAACTAACAR
ACCTCGAGCAGCTTCTGCCCACGCCATTGGGACTGTCARATGTTTAGCAATGGATGTGCAAGCAT
TTGAAAGGCTTCTGGGACCTTGCATGGARATTATGAAAAGGAACATCGCTACCTATGAAGAACAG
TTAGTTGCCCTGTATGGARCGAACATGGATATTGTAGGGTCAGGTGGATCTGGAGGTAGCTCTTC
Tatggtcttcacactocgaagatttegttggggactggegacagacageccecggctacaacotggacc
aagtccttgaacagggaggtgtgteccagtttgtttcagaatcteggggtgtecgtaactccgate
Caaaggattgtcctgagcggtgaaaatgggctgaagatcgacateccatgtcatcateccgtatga
aggtctgagocggcgaccaaatgggeccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtacocctgtggatyg
atcatcactttaaggtgatcctgcactatggeacactggtaatcgacggggttacgecgaacaty
atcgactatttcggacggecgtatgaaggecatcgecgtgttecgacgge

SEQ ID NO: 486 (CP 123 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MEKITVTGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVIINGVIGWRLCERILASSSGGSGGSGMYESEIE
SLPFLKSLEFSARLKVVDVIGTKVYNDGEQIIAQGDSADSFFIIESGEVEITMKRKGKSEVEENG
AVETARCSRGOYFGELALVTNKPRAASAHATGTVKCLAMDVOAFERLLGPCMETMKRNIATYEEQ
LVALYGTNMDIVGSGGSGGSSSMVETLEDFVGDWRQTAGYNLDQVLEQGGVSSLEQNLGVSVTEI
QRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFKVVYPYDDHHFRVILHYGTLVIDGVTPNM
IDYFGRPYEGIAVFDG

SEQ ID NO: 487 (CP 124 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)
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ATGaagatcactgtaacagggaccctgtggaacggeaacaaaattatcgacgagegectgatcaa
ceccgacggctocectgotgttocgagtaaccatcaacggagtgaceggctggcggctgt GCGAAC

GCATTCTGGCLAGCTCAAGCGGAGGTTCAGGCGGTTCCGGAATGTATGAAAGCTTTATTGAGTCA
CTGCCATTCCTTAAATCTTTGGAGTTTTCTGCACGCCTGAAAGTAGTAGATGTGATAGGCACCAA
AGTATACAACGATGGAGAACAAATCATTGCTCAGGGAGATTCGGCTGATTCTTTTTTCATTATTG
AATCTGGAGAAGTGAAAATTACTATGAAAAGARAAGGGTAAATCAGAAGTGGAAGAGAATGGTGCA
GTAGAAATCGCTCGATGCTCGCGGGGACAGTACTTTGGAGAGCTTGCCCTGGTAACTAACAAACC
TCGAGCAGCTTCTGCCCACGCCATTGGGACTGTCAAATGTTTAGCAATGGATGTGCRAGCATTTG
AARGGCTTCTGGGACCTTGCATGGAAATTATGAAAAGGAACATCGCTACCTATGAAGARACAGTTA
CTTGCCCTGTATCGAACGAACATCCGATATTGTAGGGTCAGGTGGATCTCGGAGGTAGCTCTTCTat
ggtcttcacactcgaagatttegttggggactggcecgacagacagecggctacaacctggaccaag
teccttgaacagggaggtgtgteccagtttgtttcagaatcteggggtgtecgtaactccgatccaa
aggattgtcoctgagceggtgaaaatgggctgaagatcgacatccatgtcatcatoccgtatgaagy
tctgagcggecgaccaaatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccectgtggatgate
atcactttaaggtgatcctgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgecgaacatgate
gactatttcggacggeccecgtatgaaggecatcgecgtgttcgacggecaaa

SEQ ID NO: 488 (CP 124 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MKITVTGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTIINGVTGWRLCERILASSSGGSGGSGMYESFIES
LPFLESLEFSARLEKVVDVIGTRVYNDGEQITAQGDSADSFFITESGEVKITMERKGKSEVEENGA
VETARCSRGQYFGELALVTNKPRAASAHATGTVKCLAMDYVQOAFERLLGPCMEIMKRNIATYEEQL
VALYGTNMDIVGSGGSGGSSSMVETLEDEVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLFONLGVSVTRIQ
RIVLSGENGLEKIDIHVITPYEGLSGDOMGQTIEKTIFKVVYPVDDHHFEVILHYGTLY IDGVTPNMT
DYFGRPYEGIAVFDGK

SEQ ID NO: 489 (CP 125 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

ATGatcactgtaacagggaccctgtggaacggcaacaaaattategacgagegectgateaaccee
cgacggctcectgetgttcocgagtaaccatcaacggagtgaccggctgycgygctgtGCGAACGCA
TTCTGGCLAGCTCAAGCGGAGGTTCAGGCGGTTCCHGGAATGTATGAAAGCTTTATTGAGTCACTG
CCATTCCTTRAAATCTTTGGAGTTTTCTGCACGCCTGAAAGTAGTAGATGTGATAGGCACCAAAGT
ATACAACGATGGAGARCAAATCATTGCTCAGGGAGATTCGGCTGATTCTTTTTTCATTATTGAAT
CTGGAGAAGTGAAAATTACTATGAAAAGARAGGGTAAATCAGAAGTGGAAGAGAATGGTGCAGTA
GAAATCGCTCGATGCTCGCGGGGACAGTACTTTGGAGAGCTTGCCCTGCETAACTAACAAACCTCG
AGCAGCTTCTGCCCACGUCATTGGGACTGTCAAATGTTTAGCAATGGATGTGCAAGCATTTGARA
GGCTTCTGGGACCTTGCATGGARATTATGARARAGGAACATCGCTACCTATGAAGAACAGTTAGTT
GCCCTGTATGGAACGAACATGGATATTGTAGGGTCAGGTGGATCTGGAGGTAGCTCTTCTatggt
cttcacactcgaagatttegttggggactggcgacagacagccggectacaacctygaccaagteo
ttgaacagggaggtgtgtccagtttgtttcagaatctecggggtgtecgtaactecgatccaaagg
attgtcctgageggtgaaaatgggctgaagatcgacatccatgtcatcatececegtatgaaggtct
gagcggcgaccaaatgggceccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtacecctgtggatgatcatce
actttaaggtgatcctgrcactatggcacactggtaatcgacggggttacgeccgaacatgatcgac
tatttcocggacggccgtatgaaggcatcgeccgtgttcgacggcaaaaag

SEQ ID NO: 490 (CP 125 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)
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MITVTGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERTILASSSGGSGGSGMYESFTESL
PFLKSLEFSARLKVVDVIGTKVYNDGEQITAQGDSADSFFI IESGEVEKI TMKRKGESEVEENGAV
EIARCSRGOYFGELALVTINKPRAASAHATGTVRCLAMDVOAFERLLGPCMEIMKRNIATYEEQLV
ALYGTNMDIVGSGGSGGESSSMVETLEDEVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLFONLGVSVTPIQR
IVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGQIERIFKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMID
YFGRPYEGIAVEDGKK

SEQ ID NO: 491 (CP 130 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

ATGaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagegectgatcaacceccgacggecteectyget
gttccgagtaaccatcaacggagtgaccggctggecggectgt GCGAACGCATTCTGGCEAGCTCAR
GCGGAGGTTCAGGCGGTTCCGGAATGTATGAAAGCTTTATTGAGTCACTGCCATTCCTTAAATCT
TTGGAGTTTTCTGCACGCCTGAAAGTAGTAGATGTGATAGGCACCAAAGTATACAACGATGGAGA
ACABRATCATTGCTCAGGGAGATTCGGCTGATTCTTTTTTCATTATTGAATCTGGAGAAGTGAARR
TTACTATGARAAGABRAGGGTARATCAGAAGTGGAAGAGAATGGTGCAGTAGAAATCGCTCGATGC
TCGCGGGGACAGTACTTTGGAGAGCTTGCCCTGGTAACTAACARACCTCGAGCAGCTTCTGCCCA
CGCCATTGGGACTGTCAAATGTTTAGCAATGGATGTGCAAGCATTTGAAAGGCTTCTGGGACCTT
GCATGGAAATTATGAAAAGGAACATCGCTACCTATGAAGAACAGTTAGTTGCCCTGTATGGAACG
AACATGGATATTGTAGGGTCAGGTGGATCTGGAGGTAGCTCTICTatggtecttcacactecgaaga
tttecgttggggactggcgacagacagccggctacaacctggaccaagtecttgaacagggaggtyg
tgtccagtttgtttcagaatcteggggtgtocgtaactccgateccaaaggattgtectgageggt
gaaaatgggctgaagatcgacatceccatgtcatcatecegtatgaagygtctgageggcgaccaaat
gggccagatcgaasaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgatce
tgcactatggcacactggtaategacyggyggttacgccgaacatgategactattteggacggecy
tatgaaggcatcgecgtgttogacggraaaaagatcactgtaacaggy

SEQ ID NO: 492 (CP 130 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MTTWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILASSSGGSGGSGMYESFIESLPELES
LEFSARLEVVDVIGTEVYNDGEQI TAQGDSADIFFITESGEVEI TMKRKGESEVEENGAVE TARC
SRGOYFGELALVTNKPRAASAHATGTVKCLAMDVOAFERLLGPCMEIMKRNIATYEEQTIVALYGT
NMDIVGSGGE3GGS3SMVETLEDEVGDWROTAGYNLDOVLEQGGY SSLEFQNLGYSVTPIQRIVLSG
ENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFEVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDY FGRP
YEGIAVFDGKKITVTG

SEQ ID NO: 493 (CP 145 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

ATGececgacggetecctgectgttccgagtaaccatcaacggagtgaceggetggcggetgbGCGA
ACGCATTCTGGCLAGCTCAAGCGGAGGTTCAGGCGGTTCCCGAATGTATGAAAGCTTTATTGAGT
CACTGCCATTCCTTAAATCTTTGGAGTTTTCTGCACGCCTGAAAGTAGTAGATGTGATAGGCACC
AAAGTATACAACGATGGAGAACARATCATTGC TCAGGGAGATTCGGCTGATTCTTTTTTCATTAT
TGAATCTGGAGAAGTGAAAATTACTATGAAAAGAAAGGGTAAATCAGAAGTGGAAGAGAATCGTG
CAGTAGAAATCGCTCGATGCTCGCEGGGACAGTACTTTGGAGAGCTTGCCCTGGTAACTAACARAA
CCTCGAGUAGCTTCTGCCCACGCCATTGGGACTGTCAAATCTTTAGCAATGGATGTGCAAGCATT
TGAAAGGCTTCTGGGACCTTGCATGGAAATTATGAAARGGAACATCGCTACCTATGAAGAACAGT
TAGTTGCCCTGTATGGAACGAACATCGATATTGTAGGCTCAGGTGGATCTGGAGCTAGCTCTTCT
atggtcttcacactecgaagatttocgttggggactggcgacagacagecggetacaacctggacea
agtccttgaacagggaggtgbigticcagtttgtttecagaatcteggggtgtecgtaactocgatee
aaaggattgtcctgagcggtgaaaatgggctgaagatcgacateccatgtcatcatcecegtatgaa
ggtctgagecggcgaccaaatgggocagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtacectgtggatga
tcatcactttaaggtgatcctgecactatggecacactggtaatcgacggggttacgccgaacatga
tcgactatttcggacggccgtatgaaggcatcgecgtgttcgacggcaaaaagatcactgtaaca
gggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagcgecctgatcaac

210



10

15

ES 2567410713

SEQ ID NO: 494 (CP 145 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MPDGSLLEFRVIINGVTIGWRLCERILASSSGGSGGSGMYESFIESLPFLEKSLEFSARLEVVDVIGT
KVYNDGEQITAQGDSADSEE I IESGEVKI TMKRKGKSEVEENGAVE IARCSRGOYFGELALVTNE
PRAASAHATGTVECLAMDVQAFERLLGPCMEIMKRNIATYEEQLVALYGTNMDIVGSGGSGGS3S
MVFTLEDEVGDWRQTAGYNLDOVLEQGGYSSLEONLGVSVTIPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYRE

GLSGDOMGOIEKIFKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVIPNMIDYFGRPYEGIAVEFDGKKITVT
GTLWNGNKIIDERLIN

SEQ ID NO: 495 (CP 148 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

ATGtcecctgctygttccgagtaaccatcaacggagtgaceggetggeggetgtGCGAACGCATTCT
GGCLtAGCTCAAGCGGAGGTTCAGGCGGETTCCGGAATGTATGAAAGUTTTATTGAGTCACTGCCAT
TCCTTARATCTTTGGAGTTTTCTGCACGCCTGAAAGTAGTAGATGTGATAGGCACCAAAGTATAC
AACGATGGAGAACAAATCATTGCTCAGGGAGATTCGGCTGATTCTTTTTTCATTATTGAATCTGG
AGAAGTGARAATTACTATGAAAAGARAAGGGTARAATCAGAAGTGGAAGAGAATGGTGCAGTAGARA
TCGCTCGATGCTCGCGGGGACAGTACT T TGGAGAGCTTGCCCTGGTAACTAACARAACCTCGAGCA
GCTTCTGCCCACGCCATTGGGACTGTCAAATGTTTAGCAATGGATGTGCAAGCATTTGAAAGGCT
TCTGGGACCTTGCATGGAAATTATGAARAAGGAACATCGCTACCTATGAAGAACAGTTAGTTGCCC
TGTATGGAACGAACATGGATATTGTAGGGTCAGGTGGATC TGGAGGTAGCTCTTCTatggtectte
acactcgaagatttogttggggactggcgacagacagecggctacaacctggaccaagtecttga
acagggaggtgtgtocagtttgtttcagaatctoggggtgtcecgtaactocgatccaaaggattyg
tcctgageggtgaaaatgggctgaagatcgacatccatgtcatcatecoccgtatgaaggtctgage
ggcgaccazaatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccectgtggatgatcatcactt
taaggtgatcctgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgecgaacatgatcgactatt
tcggacggecgtatgaaggeategecgtgttcgacggcaaaaagatcactgtaacagggacceety
Lggaacggcaacaaaattatcgacgagegecctgatcaacoccsgacgygs

SEQ ID NO: 496 (CP 148 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MSLLFRVTINGVTGWRLCERILASSSGGSGGSGMYESFIESLPFLESLEFSARLEKVVDVIGTKVY
NDGEQIIADGDSADSFFIIESGEVKITMKREGKSEVEENGAVEIARCSRGOYFGELALVTNKPRA
ASAHATGTVKCLAMDVOAFERLLGPCMEIMKENIATYEEQLVALYGTNMDIVGSGGSGGSSSMVE
TLEDFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLFONLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLS
GDOMGQIEKIFKVYYPVDDHHFKVITHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKITVTIGTL
WNGNKIIDERLINPDG

SEQ ID NO: 497 (CP 157 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)
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AtGGGAGTGACCGGCTGGCGGCTGTGCGAACGCATTCTGGCTAGCTCAAGCGGAGGTTCAGGCGG
TTCCGGAATGTATGAAAGCTTTAT TGAGTCACTGCCATTCCTTARATCTTTGGAGTTTTCTGCAC
GCCTGAAAGTAGTAGATGTGATAGGCACCAARAGTATACARCGATGGAGAACAAATCATTGCTCAG
GGAGATTCGGCTGATTCTITTTTTCATTATTGAATCTGGAGAAGTGAAAATTACTATGARAAGARA
GGGTAAATCAGAAGTGGAAGAGRATGGTGCAGTAGAAATCGCTCGATGCTCGCGGGGACAGTACT
TTGGAGAGCTTGCCCTGGTAACTAACAAACCTCGAGCAGCTTCTGCCCACGCCATTGGGACTGTC
AAATGTTTAGCAATGGATGTGCAAGCATTTGAAAGGCTTCTGGGACCT TGCATGGAAATTATGAA
AAGGRACATCGCTACCTATGAAGAACAGTTAGTTGCCCTGTATGGAACGAACATGGATATTGTAG
GGTCAGGTGGATCTGGAGGTAGCTCTTCTATGGTCTTCACACTCGRAAGATTTCGTTGGGGACTGG
CGACAGACAGCCGGCTACAACCTGGACCAAGTCCTTGAACAGGGAGGTGTGTCCAGTTTGTTTCA
GAATCTCGGGGTGTCCGTAACTCCGATCCAAAGGATTGTCCTGAGCGGETGAAAATGGGCTGAAGA
TCGACATCCATGTCATCATCCCGTATGAAGGTCTGAGCGGCGACCAAATGGGCCAGATCGAARRR
ATTTTTAAGGTGGTGTACCCTGTGGATGATCATCACTTTAAGGTGATCCTGCACTATGGCACACT
GGTAATCGACGGGGETTACGCCGRACATGATCGACTATTTCGGACGGCCGTATGAAGGCATCGCCG
TGTTCGACGGCARARAGATCACTGTARCAGGGACCCTGTGGAACGGCAACAARATTATCGACGAG
CGCCTGATCAACCCCGACGGCTCCCTGCTGTTCCGAGTAACCATCAAC

SEQ ID NO: 498 (CP 157 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MGVTGWRLCERILASS5GGOGGSGMYESFIESLPFLESLEFSARLKVVDVIGTREVYNDGEQI TAD
GDSADSFFIIESGEVEITMEKREGKSEVEENGAVEIARCSRGOYFGELALVINEPRAASAIATGTV
KCLAMDVOAFERLLGPCMEIMKRNIATYEEQLVALYGTNMDIVGSGG5GGSSSMVETLEDEVGDW
EOTAGYNLDOVLEQGGVSSLFONLGVSVIPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEK
IFKVVYPVDDHHFRVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKITVTGT LWNGNKI IDE
ELINPDGSLLEFRVTIN

SEQ ID NO: 499 (SS 6 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

ATGgtcttcacactecgaagatAGCgectAGCGGAGGTTCAGGCGGTTCCGGAatgtatgaaagett
tattgagtcactgecattecttaaatetttggagttttectgcacgectgaaagtagtagatgtga
taggraccaaagtatacaacgatggagaacaaatcattgctcagggagattcggectgattctttt
ttcattattgaatctggagaagtgaaaattactatgaaaagaaagggtaaatcagaagtggaaga
gaatggtgcagtagaaatcgctcegatgectogeggggacagtactttggagagettgecctggtaa
ctaacaaacctocgagecagcttotgecccacgecattgggactgtcaaatgtttagecaatggatgty
caagcatttgaaaggcttctgggaccttgcatggaaattatgaaaaggaacatcgctacctatga
agaacagttagttgecctgTATggaacgaacatggatattgtaggGTCAGGTGGATCTGGAGGLA
GCTCttceTttecgttggggactggeogacagacagecggectacaacctggaccaagtecttgaacag
ggaggtgtgteccagtttgtttcagaatcteggggtgtecgtaactecgatecaaaggattgtect
gagoggtgaaaatgggectgaagatcgacateccatgteatcatecogtatgaaggtetgageggeg
accaaatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaag
gtgatcctgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgecgaacatgatcgactatttegy
acggccgtatgaaggcatcgecocgtgttcgacggraaaaagatcactgtaacagggaccctgtgga
acggcaacaaaattatcgacgagegectgatcaaccecgacggctoecctgetgtteccgagtaace
atcaacggagtgaccggctggeggct gt GCGAACGCATTCTGGCL

SEQ ID NO: 500 (SS 6 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MVETLEDSASGGSGGSGMYESEFIESLEFLESLEF SARLEVVDVIGTEVYNDGEQI IAQGDSADSE
FITESGEVKITMKEKGKSEVEENGAVEIARCSRGOYEFGELALVTNKPRAASAHATGTVKCLAMDY
OAFERLLGPCMEIMEKRNIATYEEQLVALYGTNMDIVGSGGSGGS5SFVGDWROTAGYNLDOVLER
GGVSSLEFONLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGQIEKIFKVVYPVDDHHFK
VILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVFDGKKITVIGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLERVT
INGVTGWRLCERILA
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SEQ ID NO: 501 (SS 12 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

ATGgtcttcacactegaagatttegttggggactggegaAGCgctAGCGGAGGTTCAGGCGGTTC
CGGAatgtatgaaagcetttattgagtcactgecattecttaaatetttggagttttetgecacgeo
tgaaagtagtagatgtgataggcaccaaagtatacaacgatggagaacaaatcattgctcagygga
gattcggctgattcttttttcattattgaatctggagaagtgaaaattactatgaaaagaaaggg
taaatcagaagtggaagagaatggtgcagtagaaatcgctcgatgectegcggggacagtacttty
gagagcttgecoccoctggtaactaacaaacctecgagragecttotgeoccacgecattgggactgtcaaa
tgtttagcaatggatgtgcaagcatttgaaaggcttictgggaccttgcatggaaattatgaaaag
gaacatcgctacctatgaagaacagttagttgecccectgTATggaacgaacatggatattgtaggGT
CAGGTGGATCTGGAGGLAGCTCLtcTcagacagccggctacaacctyggaccaagtccttgaacay
ggaggtgtgtccagtttgtttcagaatcteggggtgteccgtaactecgateccaaaggattgtect
gagoggtgaaaatgggctgaagatcgacatcecatgtcecatecatccecegtatgaaggtetgageggeyg
accaaatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtacectgtggatgatecatcactttaag
gtgatcctgcactatggcacactggtaatcgacggggtitacgccgaacatgatcgactatttegy
acggccgtatgaaggcecatcgccgtgttcgacggcaaaaagatcactgtaacagggaccctgtgga
acggcaacaaaattatcgacgagegectgatcaaccecgacggetecctgetgttccgagtaacc
atcaacggagtgaccyggctggeggetgtGCGAACGCATTCTGGCE

SEQ ID NO: 502 (SS 12 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MVETLEDEFVGDWRSASGGSGGSGMYESFIESLPFLKSLEFSARLEVVDVIGTKVYNDGEQI TAQG
DSADSFFIIESGEVEITMKREGESEVEENGAVEIARCSRGOYFGELALVTNKPRAASAHATIGTVE
CLAMDVQAFERLLGPCMEIMKRNIATYEEQLVALYGTNMDIVGSGGSGGSSSOTAGYNLDOVLED
GGVSSLFONLGYSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFKVVY PYDDHHEFR
VILHYGTLVIDGVTPNMIDY FGRPYEGIAVEDGKKITVIGTLWNGNKI IDERLINPDGSLLFRVT
INGVTGWRLCERILA

SEQ ID NO: 503 (SS 26 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

ATGgtcttcacactcgaagatttocgttggggactggocgacagacagecggctacaacctggacca
agtccttgaacagggalAGCgctAGCGGAGGTTCAGGLGGTTCCGGAatgtatgaaagctttattyg
agtcactgccattccttaaatetttggagttttctgracgectgaaagtagtagatgtgatagge
accaaagtatacaacgatggagaacaaatcattgctcagggagattcggctgattctttttteat
tattgaatctggagaagtgazaattactatgaaaagaaagggtaaatcagaagtggaagagaatyg
gtgcagtagaaatcgctecgatgectegeggggacagtactttggagagettgecctggtaactaac
aaacctcgagcagcectteotgeccacgecattgggactgtecaaatgtttagecaatggatgtgecaage
atttgaaaggcttctgggaccttgcatggaaattatgaaaaggaacategectacctatgaagaac
agttagttgceccectgTATggaacgaacatggatattgtaggGTCAGGTGGATCTGGAGGLAGCTCE
tcTggtgtgtecagtttgtttcagaatcteggggtgtccgtaactccgatccaaaggattgtect
gagcggtgaaaatgggctgaagatcgacatccatgtcatcatcccgtatgaaggtcetgagcyggeg
accaaatgggccagatcgaazaaatttttaaggtggtgtacectgtggatgatcatcactttaag
gtgatcctgecactatggcacactggtaatcgacggggttacgeccgaacatgatcgactatttcgg
acggccgtatgaaggcatcgecgtgttcgacggcaaaaagatcactgtaacagyggaccctgtaga
acggcaacaaaattatcgacgagegectgatcaaccoecgacggcteectgetgttcecgagtaace
atcaacggagtgaccggectggeggctgt GUGAACGCATTCTGGCE

SEQ ID NO: 504 (SS 26 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)
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MVETLEDEFVGDWROTAGYNLDOVLEQGSASGGSGGSGMYESFIESLPFLEKSLEFSARLKVVDVIG
TEVYNDGEQI TAQGDSADSFFIIESGCGEVKITMEKRKGKSEVEENGAVE TARCSRGOYFGELALVTN
KPRAASAHAIGTVKCLAMDVOAFERLLGPCME IMKRNIATYEEQLVALYGTNMDIVGSGGSGGESS
SGVSSLEFONLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGL3GDOMGOIEKIFKVVYPVDDHHFK
VILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKITVIGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLERVT
INGVTGWRLCERILA

SEQ ID NO: 505 (SS 45 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

ATGgtcttecacactcecgaagatttegttggggactggegacagacagecggectacaacctggaccea
agtccttgaacagggaggtgtgtecagtttgtttcagaatctecggggtgtecgtaactecgatee
aaaggat tAGCgctAGCGGAGGTTCAGGCGGTTCCGGAatgtatgaaagectttattgagtecacty
ccattcecottaaatctttggagttttoctgcacgectgaaagtagtagatgtgataggecaccaaagt
atacaacgatggagaacaaatcattgctcagggagattcggetgattecttttttcattattgaat
ctggagaagtgaaaattactatgaaaagaaagggtaaatcagaagtggaagagaatggtgecagta
gaaatcgctcgatgetecgecggggacagtactttggagagcttgeccctggtaactaacaaaccteg
agcagcttctgcccacgccattgggactgtcaaatgtttagcaatggatgtgcaagcatttgaaa
ggcttctgggaccttgcatggaaattatgaaaaggaacatcgctacctatgaagaacagttagtt
gccococtgTATggaacgaacatggatattgtaggGTCAGGTGCATCTGGAGGLAGCTCtteTgtcct
gagcggtgaaaatgggctgaagatcgacatccatgtcatcateccgtatgaaggtctgagecygygcy
accaaatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaag
gtgatcctgecactatggeacactggtaatcgacggggttacgecgaacatgategactatttcgg
acggccgtatgaaggcatcgecgtgttcgacggecaaaaagatcactgtaacagggaccecctgtgga
acggcaacaaaattatcgacgagegectgatcaacceeccgacggectecctgetgttecgagtaacce
atcaacggagtgaccggctggecggctgtGUGAACGCATTCTGGCE

SEQ ID NO: 506 (SS 45 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MVFTLEDFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEFONLGVSVIPIORISASGGSGGSGMYESETIESL
PFLEKSLEFSARLKVVDVIGTEKVYNDGEQIIAQGDSADSFEFI IESGEVKITMKRKGKSEVEENGAY
ETARCSRGOYFGELALVINKPRAASAHATIGTVKCLAMDVOAFERLLGPCME IMKRNIATYEEQLV
ALYGTNMDIVGSGGSGG555VLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFKVVY PVDDHHEK

VILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKITVTGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLERVT
INGVTGWRLCERILA

SEQ ID NO: 507 (SS 48 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

atggtcottcacactcecgaagatttegttggggactggocgacagacagecggoctacaacctggacca
agtccttgaacagggaggtgtgteccagtttgtttcagaatcteggggtgtecocgtaactcegatce
aaaggattgtcctgagcAGCgctAGCGGAGGTTCAGGCGGTTCCGGAatgtatgaaagecttttatt
gagtcactgccattocttaaatetttggagttttctgcacgcectgaaagtagtagatgtgatagyg
caccaaagtatacaacgatggagaacaaatcattgcetcagggagattecggotgattettttttca
ttattgaatctggagaagtgaaaattactatgaaaagaaagggtaaatcagaagtggaagagaat
ggtgcagtagaaatogectegatgetegeggggacagtactttggagagettgecctggtaactaa
caaacctcogagcagcettctgecracgecattgggactgtcaaatgtttagecaatggatgtgcaag
catttgaaaggcttctgggaccttgcatggaaattatgaaaaggaacatcgetacctatgaagaa
cagttagttgccotgTATggaacgaacatggatattgtaggGTCAGGTGCATCTGGAGGLAGCTC
tteTggtgaaaatgggetgaagatcgacatcecatgtcatecatecegtatgaaggtectgageggeg
accaaatgggccagatcgaaaaaatttittaaggtggtgtacectgtggatgatecatcactttaag
gtgatcctgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgecgaacatgatcgactatttcecgyg
acggccgtatgaaggcatcgecgtgttcgacggcaaaaagatcactgtaacagggaccctgtgga
acggcaacaaaattatcgacgagcgectgatcaaccccgacggctoectgetgttecgagtaace
atcaacggagtgaccyggetggeggctgtGCGAACGCATTCTGGCE
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SEQ ID NO: 508 (SS 48 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MVEFTLEDEVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEFONLGVSVIPIORIVLSSASGGSGGEGMYESET
ESLPFLKSLEFSARLEKVVDVIGTKVYNDGEQITAQGDSADSFFIIESGEVKI TMKRKGKSEVEEN
GAVETIARCSRGOYFGELALVINKPRAASAHAIGTVKCLAMDVOAFERLLGPCMEIMKRENIATYREE
QOLVALYGTNMDIVGS5GGSGGSSSGENGLKIDIHVITPYEGLSGDOMGOIEKIFEKVVYPVDDHHEEK
VILAHYGTLYIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKEKITVTGTLWNGNKI TDERLINPDGSTLLERVT
INGVTGWRLCERILA

SEQ ID NO: 509 (SS 52 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

ATGgteottecacactecgaagatttecgttggggactggcgacagacageaggetacaacctggacca
agtccttgaacagggaggtgtgteccagtttgtttcagaateteggggtgtecgtaactecgatec
aaaggattgteccoctgageggtgaaaatgggAGCgetAGCGGAGGTTCAGGCGGTTCCGGAatgtat
gaaagctttattgagtecactgccattceccttaaatctttggagttttctgcacgecctgaaagtagt
agatgtgataggcraccaaagtatacaacgatggagaacaaatcattgctcagggagattcyggcty
attcttttttcattattgaatctggagaagtgaaaattactatgaaaagaaagggtaaatcagaa
gtggaagagaatggtgcagtagaaatcgctegatgctegeggggacagtactttggagagettge
cctggtaactaacaaacctegagecagcttctygeccacygecattgggactgtcaaatgtttagcaa
tggatgtgcaagcatttgaaaggecttectgggaccttgecatggaaattatgaaaaggaacateget
acctatgaagaacagttagttgeccectgTATggaacgaacatggatattgtaggGTCAGGTGGATC
TGGAGGLAGCTCttcToctgaagatcgacateccatgtcatcatocecgtatgaaggtctgageggcyg
accaaatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccectgtggatgatcatcactttaag
gtgatcctgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgccgaacatgatcgactatttegg
acggccgtatgaaggcatcgccgtgttcgacggcaaaaagatcactgtaacagggaccctgtgga
acggcaacaaaattatcgacgagecgcctgatcaacceccgacggetecctgectgttoccgagtaace
atcaacggagtgaccyggctggeggctgt GCGAACGCATTCTGGCE

SEQ ID NO: 510 (SS 52 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MVETLEDFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLFONLGVSVIPIQRIVLSGENGSASGGSGGSGMY
ESFIESLPPFLKSLEFSARLKVVDVIGTKVYNDGEQIIAQGDSADSFFIIESGEVKITMKEKGKSE
VEENGAVEIARCSRGOYFGELATLVTNKPRAASAHATGTVRCLAMDVOAFERLLGPCMETMKRENTA

TYEEQLVALYGTNMDIVGSGGSGGSSSLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFKVVY PYDDHHEK
VILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGEKEITVTGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLEFRVT
INGVTGWRLCERILA

SEQ ID NO: 511 (SS 55 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)
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ATGgtcttcacactegaagatttegttggggactggegacagacagecggetacaacctggacca
agtccttgaacagggaggtgtgteccagtttgtttecagaatctecggggtgtccgtaactecgatee
aaaggattgtecctgageggtgaaaatgggctgaagatcAGCgetAGCGGAGGTTCAGGCGGTICC
GGAatgtatgaaagctttattgagtcactgccattccecttaaatctttggagttttctgocacgect
gaaagtagtagatgtgataggcaccaaagtatacaacgatggagaacaaatcattgectcagggag
attcggctgattcttttttcattattgaatctggagaagtgaaaattactatgaaaagaaagggt
aaatcagaagtggaagagaatggtgcagtagaaatcgctecgatgctegecggggacagtactttgg
agagcttgccctggtaactaacaaacctcgagcagcttctgeccacgccattgggactgtcaaat
gtttagcaatggatgtgcaagcatttgaaaggcttctgggaccttgecatggaaattatgaaaagg
aacatcgctacctatgaagaacagttagttgccctgTATggaacgaacatggatattgtaggGTC
AGGTGGATCTGGAGGLAGCTCttcTgacatccatgtcatcatecccgtatgaaggtctgageggcyg
accaaatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaag
gtgatcctgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgcecgaacatgatcgactatttegyg
acggcecgtatgaagygcatcgeocgtygttcgacyggcaaaaagatcactgtaacagggaccctgtgga
acggcaacaaaattatcgacgagcgectgatcaacceegacggctecctgetgttccgagtaace
atcaacggagtgaccggctggcggctgt GCGAACGCATTCTGGCT

SEQ ID NO: 512 (SS 55 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MVFTLEDFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEQNLGVSVTPIORIVLSGENGLEKISASGGSGGS
GMYESFIESLPFLKSLEFSARLKVVDVIGTEVYNDGEQITAQGDSADSEFFITESGEVKITMEREG
KSEVEENGAVEIARCSRGOYFGELALVINKPRAASAHAIGTVKCLAMDVOQAFERLLGPCME IMKR
NIATYEEQLVALYGTNMDIVGSGGSGGSSSDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFKVVYPVDDHEFK
VILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVFDGKKITVIGTLWNGNEKIIDERLINFDGSLLERVT
INGVTGWRLCERILA

SEQID NO: 513 (SS 83 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

ATGgtcttcacactcgaagatttcgttggggactggcgacagacagcoggctacaacctggaceca
agtcottgaacagggaggtgtgtecagtttgtttcagaatcteggaggtgtececgtaacteegatece
aaaggattgtcctgageggtgaaaatggygctgaagatcgacatecatgtecatcatecccgtatgaa
ggtctgagcggogaccaaatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctAGCgCctAG
CGRAGGTTCAGGCGGTTCCGGAatgtatgaaagetttattgagtcactgecattcottaaatett
tggagttttotgcacgcecctgaaagtagtagatgtgataggecaccaaagtatacaacgatggagaa
caaatcattgctcagggagattecggctgattcttttttcattattgaatctggagaagtgaaaat
tactatgaaaagaaagggtaaatcagaagtggaagagaatggtgcagtagaaatcgetcgatgct
cgcggggacagtactttggagagcttgcoctyggtaactaacaaacctogagecagettetgecceac
geccattgggactgtcaaatgtttagcaatggatgtgcaagecatttgaaaggcecttctgggaccttyg
catggaaattatgaaaaggaacatcgectacctatgaagaacagttagttgecctgTATggaacyga
acatggatattgtaggGTCAGGTGGATCTGGAGGLAGCTCttecTygtggatgatcatcactttaag
gtgatcctgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgccgaacatgatcgactatttcgyg
acggccecgtatgaaggecatcecgeccgtgttcgacggcaaaaagatcactgtaacagggaccctgtgga
acggcaacaaaattatcgacgagegectgatcaaccecgacggetecctgetgtteccgagtaace
atcaacggagtgaccggetggeyggctgtGCGAACGCATTCTGGCT

SEQ ID NO: 514 (SS 83 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MVFTLEDEVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEFOQNLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYE
GLSGDOMGOIEKIFKVVY P3ASGGSGGSCGMYESFIESLPFLEKSLEF SARLKVVDVIGTEVYNDGE

QITAQGDSADSFFIIESGEVKITMKRKGKSEVEENGAVETARCSRGOYFGELALVTNKFPRAASAH
AIGTVRCLAMDVOAFERLLGPCMEIMKRNIATYEEQLVALYGTNMDIVGSGGSGGSSSVDDHHER
VILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKRKITVTGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLEFRVT
INGVTGWRLCERILA
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SEQ ID NO: 515 (SS 84 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

ATGgtcttcacactcgaagattitcgttggggactggcgacagacagecggctacaacctggacea
agtccttgaacagggaggtgtgtccagtttgtttcagaatcteggggtgtccgtaactcegatee
aaaggattgtcctgagcggtgaaaatgggctgaagatcgacatccatgtcatcatececcgtatgaa
ggtctgagcggcgaccaaatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccectgtgAGCge
tAGCGGAGGTTCAGGCGGTTCCGGAatgtatgaaagoctttattgagtcactgecatteccttaaat
ctttggagttttctgcacgectgaaagtagtagatgtgataggcaccaaagtatacaacgatgga
gaacaaatcattgctecagggagattcggctgattcttttttcattattgaatctggagaagtgaa
aattactatgaaaagaaaggdtaaatcagaagtggaagagaatggtygcagtagaaatcgetegat
gctegeggggacagtactttggagagettgeccctggtaactaacaaacctcgagcagettetgee
cacgccattgggactgtcaaatgtttagcaatggatgtgecaagecatttgaaaggecttcectgggace
ttgcatggaaattatgaaaaggaacatcgctacctatgaagaacagttagttgecctgTATggaa
cgaacatggatattgtaggGTCAGGTGGATCTGGAGGLAGCTCLtcTgatgatcatcactttaag
gtgatcctgcactatggecacactggtaatcgacggggttacgccgaacatgatcgactatttcgyg
acggcegtatgaaggecatcgccecgtgttcgacggcaaaaagatecactgtaacagggaccctgtgga
acggcaacaaaattatcgacgagcgcectgatcaaccecccgacggctecectgctgttecgagtaace
atcaacggagtgaccggectggcggctgtGUGAACGCATTCTGGCE

SEQ D NO: 516 (SS 84 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MVETLEDEVGDWROQTAGYNLDOVLEQGGVSSLEONLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIFPYE
GLSGDOMGOIEKIFKVVYPVSASGGSGGSGMYESFIESLPFLESLEFSARLKVVDVIGTKVYNDG
EQITAQGDSADSFFIIESGEVEITMKRRGKSEVEENGAVEIARCESRGQYFGELALVTNKPRAASA
HAIGTVKCLAMDVQAFERLLGFPCMEIMKRNIATYEEQLVALYGTNMDIVGSGG3GGSSSDDHEFK
VILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKITVTGTLWNGNEL IDERLINPDGSLLERVT
INGVTGWRLCERILA

SEQ ID NO: 517 (SS 85 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

ATGgtcttcacactcgaagatttcgttggggactggcgacagacagecggctacaacctyggacea
agtccttgaacagggaggtgtgtceccagtttgtttcagaatcteggggtgteccgtaactecgatec
aaaggattgtcctgageggtgaaaatgggctgaagatcgacatccatgtecatcateccecgtatgaa
ggtctgagcggcgaccaaatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtacecctgtggataAG
CgrtAGCGGAGGTTCAGGCGGTTCCGGAatgtatgaaagetttattgagtcactgecattectta
aatctttggagttttctgrcacgeoctgaaagtagtagatgtgataggcaccaaagtatacaacgat
ggagaacaaatcattgctcagggagattecggctgattcttttttcattattgaatctggagaagt
gaaaattactatgaaaagaaagggtaaatcagaagtggaagagaatggtgcagtagaaatcgete
gatgctcgecggggacagtactttggagagcttgecctggtaactaacaaacctegagecagettct
geceoccacgecattgggactgtcaaatgtttagecaatggatgtgcaagecatttgaaaggettetggyg
accttgcatggaaattatgaaaaggaacatcgctacctatgaagaacagttagttgecctgTATg
gaacgaacatggatattgtaggGTCAGGTGGATCTGGAGGLAGCTCttecTgatcatcactttaag
gtgatcctgecactatggcacactggtaatcgacggggttacgeccgaacatgatcgactatttcgg
acggccgtatgaaggcateogecgtgttcgacggcaaaaagatcactgtaacagggacectgtgga
acggcaacaaaattatcgacgagcgectgatcaaccecgacggctecctgetgttecgagtaace
atcaacggagtgaccyggctggeggctgt GCGAACGCATTCTGGCL

SEQID NO: 518 (SS 85 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)
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MVETLEDEVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEFONLGYSVIPIQRIVLSGENGLKIDIEVIIPYE
GLSGDOMGQIEKIFKVVY PVDSASGG3GGSGMYESFIESLPFLRKSLEFSARLEVVDVIGTKVYND

GEQITAQGDSADSFFIIESGEVKITMKRKGKSEVEENGAVEIARCSRGOYFGELALVTNEPRAAS
AHATGTVRECLAMDVOAFERLLGPCMEIMERNTATYEEQLVALYGTNMDIVGSGG5GGS555DHHEK
VILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKITVTGTLWNGNKI IDERLINPDGSLLFRVT
INGVIGWRLCERILA

SEQ ID NO: 519 (SS 100 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

ATGgtcetteacactecgaagatttegttggggactggecgacagacagecggctacaacctggacca
agtcecttgaacagggaggtgtgtocagtttgtttcagaatetecggggtgtecgtaactecgatee
aaaggattgtcctgagecggtgaaaatgggctgaagatcgacatcecatgtecatcatececegtatgaa
ggtctgagocggcgaccaaatgggoccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatga
tcatcactttaaggtgatoctgcactatggracactggtaatcAGCgectAGCGGAGGTTCAGGCG
GITCCGGAatgtatgaaagctttattgagtcactgccattccttaaatectttggagttttctgea
cgcctgaaagtagtagatgtgataggcaccaaagtatacaacgatggagaacaaatcattgctca
gggagattcggctgattcttttttcattattgaatctggagaagtgaazattactatgaaaagaa
agggtaaatcagaagtggaagagaatggtgcagtagaaatcgetegatgectogeggggacagtac
tttggagagcttgooctggtaactaacaaacctegageagettotgeccacgocattgggactygt
caaatgtttagcaatggatgtgcaagcatitgaaaggcttictgggaccttgecatggaaattatga
aaaggaacatcgctacctatgaagaacagttagttgcecctgTATlggaacgaacatggatattgta
ggGTCAGGTGGATCTGGAGGLAGCTCttcTgacggggttacgccgaacatgatcgactatttogy
acggccgtatgaaggcatcgecgtgttcgacggcaaaaagatcactgtaacagggaccctgtgga
acggcaacaaaattatcgacgagegectgatcaacccecgacyggetecctgetgtteccgagtaacce
atcaacggagtgaccgygctgycggctgtGUGAACGCATTCTGGCE

SEQ ID NO: 520 (SS 100 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MVEFTLEDFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEFONLGYSVTPTORIVLSGENGLKIDIHVITPYE
GLSGDCMGOIEKIFKVVY PVDDHHFKVILHYGTLVISASGGESGGSGMYESFIESLPFLKSLEFSA
RLEVVDVIGTKVYNDGEQIIAQGDSADSFEFIIESGEVKITMERKGKSEVEENGAVEIARCSRGOY
FGELALVTNKPRAASAHATGTVKCLAMDVOAFERLLGPCMEIMKRNIATYEEQLVALYGTNMDIV
G3GG5GGSSSDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKITVIGTLWNGNKIIDERLINFPDGSLLERVT
INGVTGWRLCERILA

SEQ ID NO: 521 (SS 101 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

ATGgtcttecacactecgaagatttegttggggactyggcgacagacagecggctacaacctggacca
agtccttgaacagggaggtgtgtecagtttgtttecagaatcteggggtgteccgtaactecgatee
aaaggattgtcctgagcggtgaaaatgggctgaagatcgacatccatgtecatcatceccgtatgaa
ggtctgagcggcgaccaaatgggeccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatyga
tcatcactttaaggtgatcctgcactatggcacactggtaatcgacAGCgoctAGCGGAGGTTCAG
GCGGTTCCGGAatgtatgaaagetttattgagtcactgeccattcettaaatctttggagttttet
gcacygcctgaaagtagtagatgtgatagygcaccaaagtatacaacgatggagaacaaatcattge
tcagggagattcggctgattcttttticattattgaatctggagaagtgaaaattactatgaaaa
gaaagggtaaatcagaagtggaagagaatggtgcagtagaaatcgetcgatgetcgeggggacag
tactttggagagcttgccctggtaactaacaaacctegagcagettctgeccacgccattgggac
tgtcaaatgtttagcaatggatgtgcaagecatttgaaaggcttcectgggaccttgcatggaaatta
tgaaaaggaacatcgcectacctatgaagaacagttagttgecctgTATggaacgaacatggatatt
gtaggGTCAGGTGGATCTGGAGGLAGCTCLLcTggyggttacgccgaacatgatcgactatttecgyg
acggccgtatgaaggcatcecgecgtgttcgacggcaaaaagatcactgtaacagyggaccoctgtgga
acggcaacaaaattatcgacgagegectgatcaaccecocogacgygctocctgoctgttecgagtaace
atcaacggagtgaccggctggeggctgt GCGAACGCATTCTGGCE
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SEQ ID NO: 522 (SS 101 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MVEFTLEDEVGDWRQTAGYNLDOQVLEQGGVSSLEFONLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYE
GLSGDOMGQIEKIFKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDSASGGSGGSGMYESFIESLPEFLKSLEE'S
ARLKVVDVIGTKVYNDGEQITAQGDSADSFFIIESGEVKITMKRKGKSEVEENGAVEIARCSRGQO
YFGELALVTNKPRAASAHATIGTVKCLAMDVOAFERLLGPCMEIMKRNIATYEEQLVALYGTNMDI
VGSGGSGGSSSGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKITVTGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLERVT
INGVTGWRLCERILA

SEQ ID NO: 523 (SS 102 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

ATGgtcttecacactecgaagatttcgttggggactggcgacagacagecggectacaacctggacca
agtcocttgaacagggaggtgtgtecagtttgtttcagaatctcggggtgteccgtaacteccgatec
aaaggattgtecctgageggtgaaaatgggctgaagatcgacatccatgtecatcateccecgtatgaa
ggtctgagcggocgaccaaatgggceccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatga
tcatcactttaaggtgatcctgecactatggcacactggtaatcgacgggAGCgctAGCGGAGGTT
CAGGCGGTTICCGGAatgtatgaaagetttattgagtcactgecattecttaaatetttggagttt
tctgcacgeectgaaagtagtagatgtgataggecaccaaagtatacaacgatggagaacaaateat
tgctcagggagattecggctgattecttttttcattattgaatctggagaagtgaaaattactatga
aaagaaagggtaaatcagaagtggaagagaatggtgcagtagaaategetegatgoctecgegggyga
cagtactttggagagecttgecctggtaactaacaaacctcgagecagettctgeccacgeccattgyg
gactgtcaaatgtttagcaatggatgtgcaagecatttgaaaggcttctgggaccttgcatggaaa
ttatgazaaggaacatcgctacctatgaagaacagttagttgeecctgTATggaacgaacatggat
attgtaggGTCAGGTGEATCTGEAGGLAGCTCLtcTgttacgecgaacatgatcgactatttegyg
acggccgtatgaaggecatcgccgtgttcgacggcaaaaagatcactgtaacagggaccctgtgga
acggcaacaaaattatcgacgagcegectgatcaacceegacggctecctgetgttccgagtaacce
atcaacggagtgaccggotggoggctgt GCGAACGCATTCTGGCT

SEQ ID NO: 524 (SS 102 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MVITLEDEVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEONLGYSVTPIORIVLSGENGLKIDIOVIIPYE
GLSGDOMGOIEKIFKVVY PYVDDHHFEVILHYGTLVIDGSASGGSGGSGMYESFIESLPFLKSLER
SARLKVVDVIGTKVYNDGEQITAQGDSADSFFIIESGEVRITMKREGKSEVEENGAVETARCSIRG
QYFGELALVTINKPRAASAHATGTVKCLAMDVOAFERLLGPCMEIMERNIATYEEQLVALYGTNMD
IVGSGGSGGSSSVIPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKITVTIGTLRWNGNKI IDERLINPDGSLLERVT
INGVTGWRLCERILA

SEQ ID NO: 525 (SS 103 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)
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ATGgtcttcacactegaagatttegttggggactggegacagacagecggctacaacctyggaccea
agtccttgaacagggaggtgtgtocagtttgtttcagaatctegygggtgtecogtaactcecgatee
aaaggattgtcctgageggtgaaaatgggectgaagategacatccatgtcatcateccegtatgaa
ggtctgagcocggcgaccaaatgggocagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatga
tcatcactttaaggtgatcctgecactatggcacactyggtaatcgacggggttaAGCgctAGCGGAG
GTTCAGGCGGITCCGGAatgtatgaaagctttattgagtcactgccattecttaaatctttggag
ttttotgcacgectgaaagtagtagatgtgataggcaccaaagtatacaacgatggagaacaaat
cattgctcagggagattcggectgattcttttttcattattgaatectggagaagtgaaaattacta
tgaaaagaaagggtaaatcagaagtggaagagaatggtgcagtagaaatcgectecgatgectegegyg
ggacagtactttggagagcttgoectggtaactaacaaacctegagecagettectgeccacgecat
tgggactgtcaaatgtttagcaatggatgtgcaagcatttgaaaggcttectgggaccttgecatygg
aaattatgaaaaggaacatcogctacctatgaagaacagttagttgeectgTATggaacgaacatyg
gatattgtaggGTCAGGTGGATCTGGAGGLAGCTCttcTacgccgaacatgategactatttegy
acggccgtatgaaggecatcgccgtgttcgacggcaaaaagatcactgtaacagggaccctgtgga
acggcaacaaaattatcgacgagcgcecctgatcaaccceecgacggcteocctgetgttccgagtaace
atcaacggagtgaccyggctggegygctgt GCGAACGCATTCTGGCE

SEQ ID NO: 526 (SS 103 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MVEFTLEDEVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEONLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIFYE
GLSGDOMGOIEKIFRKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGYSASGGSGGSGMYESFIESLPFLKSLE
FSARLEVVDVIGTEVYNDGEQITAQGDSADSEFFIITESGEVEITMKRKGEKSEVEENGAVEIARCSER
GOYFGELALVTNEKPRAASAHAIGTVKCLAMDVOAFERLLGPCMEIMKRNIATYEEQLVALYGTNM
DIVGSGG3GGSSSTPNMIDYFGRPYEGTIAVEDGKKITVTGTLWNGNKTI IDERLINPDGSLLERVT
INGVTGWRLCERILA

SEQ ID NO: 527 (SS 120 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

ATGgtcttcacactcgaagatttcocgttggggactggcgacagacagccggectacaacctggacea
agteccttgaacagggaggtgtgtecagtttgtttecagaateteggggtgtecgtaactecgatee
aaaggattgtoctgagecggtgaaaatgggctgaagatcgacatccatgtcatcateccogtatgaa
ggtctgagcyggcgaccaaatgggeccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtacectgtggatyga
tcatcactttaaggtgatcctgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgccgaacatga
tcgactatttcggacggccgtatgaaggcategecgtgAGCYCtAGCGGAGGTTCAGGCGGTTCC
GGAatgtatgaaagctttattgagtcactgecattecttaaatctttggagttttctgecacygcect
gaaagtagtagatgtgataggcaccaaagtatacaacgatggagaacaaatcattgctcagggag
attcggctgattcttttttecattattgaatctggagaagtgaaaattactatgaaaagaaagygt
aaatcagaagtggaagagaatggtgcagtagaaatcgctcgatgectegeggggacagtactttgg
agagcttgcectggtaactaacaaacctcegagecagectictgeccacgecattgggactgtcaaat
gtttagcaatggatgtgcaagcatttgaaaggcttctgggaccttgcatggaaattatgaaaagqy
aacatcgctacctatgaagaacagttagttgcectgTATggaacgaacatggatattgtaggGTC
AGGTGGATCTGGAGGTLAGCTCttcTttcgacggraaaaagatcactgtaacagggaccctgtgga
acggcaacaaaattatogacgagegcotgatcaaccccgacggcectecectgetgttecgagtaace
atcaacggagtgaccggctggaggectgtGCGAACGCATTCTGGCE

SEQ ID NO: 528 (SS 120 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MVETLEDFVGDWROTAGYNLDOVILEQGGVSSLFONLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYE
GL5GDOMGOIEKIFEVVY PVDDHHFKVILHYGTLYVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVSASGGSGGS
GMYESFIESLPFLKSLEFSARLEVVDVIGTKVYNDGEQITAQGDSADSFFIIESGEVKITMKREG
KSEVEENGAVEIARCSRGQYFGELALVTNKPRAASAHATGTVKCLAMDVOAFERLLGPCMEIMER
NIATYEEQLVALYGTNMDIVGSGGSGGSSSFDGKKITVTIGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLEFRVT
INGVTGWRLCERILA
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SEQ ID NO: 529 (SS 123 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

ATGgtcttcacactcgaagatttegttggggactggcgacagacagecggctacaacctggaceca
agtccttgaacagggaggtgtgtceccagtttgtttecagaatecteggggtgtecgtaactececgatee
aaaggattgtcctgageggtgaaaatgggectgaagatcgacatccatgtcatcatccecgtatgaa
ggtctgagcggcgaccaaatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatga
tcatcactttaaggtgatectgcactatggcacactggtaategacggggttacgecgaacatyga
tcgactatttcggacggeocgtatgaaggcatecgecgtgttegacggcAGCgctAGCGGAGGTTCA
GGCGGTTCCGGAatgtatgaaagetttattgagtcactgeccattecttaaatctttggagtttc
tgcacgcctgaaagtagtagatgtgataggcaccaaagtatacaacgatggagaacaaatcattyg
ctcagggagatteggctgattettttttcattattgaatctggagaagtgaaaattactatgaaa
agaaagggtaaatcagaagtggaagagaatggtgcagtagaaatcgctogatgctogcggggaca
gtactttggagagcttgccctggtaactaacaaacctecgagecagecttctgecccacgeccattggyga
ctgtcaaatgtttagcaatggatgtgcaageatttgaaaggottctgggaccttgecatggaaatt
atgaaaaggaacatcgctacctatgaagaacagttagttgecctgTATggaacgaacatggatat
tgtaggGTCAGGTGGATCTGGAGGLAGCTCttcTaaaaagatcactgtaacagggaccctgtgga
acggcaacaaaattatcgacgagegectgatcaacceccgacggcectececctgetgttccgagtaacc
atcaacggagtgaccggctggeggot gt GCGAACGCATTCTGGCE

SEQ ID NO: 530 (SS 123 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MVETLEDEVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLFONLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVITPYE
GLSGDOMGOIEKIFKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVFDGSASGGS
GGSGMYESFIESLPFLESLEFSARLEVVDVIGTEKVYNDGECTITAQGDSADSFFITESGEVEITMK
REGKSEVEENGAVEIARECSRGOYFGELALVINEPRAASAHAIGTVKCLAMDVQAFERLLGPCMETL

MERNIATYEEQLVALYGTNMDIVGSGGSGGSSSKKITVIGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLERVT
INGVTGWRLCERTILA

SEQ ID NO: 531 (SS 124 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

ATGgtcttcacactecgaagatttegttggggactggegacagacagcecggetacaacctggaceca
agtccttgaacagggaggtgtgtecagttitgtttcagaatcteggggtgtecgtaacteccgatcc
aaaggattgtcctgagoggtgaaaatgggctgaagatcgacatccatgtcatcatecocgtatgaa
ggtctgagcggcgaccaaatgggecagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatga
tcatcactttaaggtgatcctgecactatggcacactggtaatcgacggggttacgocgaacatga
tcgactatttocggacggecgtatgaaggecatcgecgtgttocgacggecaaadGCgotAGCGGAGGT
TCAGGCGGTTCCGGAatgtatgaaagetttattgagtcactgecatteccttaaatett tggagtt
ttetgecacgectgaaagtagtagatgtgataggcaccaaagtatacaacgatggagaacaaatca
ttgctcagggagattcggctgattcttttttcattattgaatctggagaagtgaaaattactatg
aaaagaaagggtaaatcagaagtggaagagaatggtgcagtagaaatcgectcgatgetogecgyggyg
acagtactttggagagcttgecctggtaactaacaaacctogagecagettectgeoccacgecattyg
ggactgtcaaatgtttagcaatggatgtgcaagecatttgaaaggcttctgggaccttgecatggaa
attatgaaaaggaacatcgctacctatgaagaacagttagttgecctgTATggaacgaacatygga
tattgtaggGTCAGGTGGATCTGGAGGLAGCTCttcTaagatcactgtaacagggaccectgtgga
acggcaacaaaattatcgacgagcecgectgatcaaccccgacggctecoctgetgtteccgagtaace
atcaacggagtgaccggetggeggctgtGCGAACGCATTCTGGCE

SEQ ID NO: 532 (SS 124 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)
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MVETLEDEVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVYSSLEQNLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYE
GLSGDOMGRIEKIFKVVYPVDDHHFRKVITLHYGTLVIDGVTPNMIDY FGRPYEGIAVFDGKSASGG
SGGEGMYESFIESLPFLESLEFSARLEKVYVDVIGTRKVYNDGEQITAQGDSADSFFITIESGEVKITM
KRKGKSEVEENGAVEIARCSRGOYFGELALVTNKPRAASAHATIGTVKCLAMDVOAFERLLGPCME
IMKRNIATYEEQLVALYGTNMDIVGSGGSGGSSSKITVIGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLERVT
INGVTGWRLCERILA

SEQ ID NO: 533 (SS 125 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

ATGgtcttcacactcgaagatttegttggggactggcgacagacagccggctacaacctyggaceca
agtccttgaacagggaggtgtgteccagtttgtttcagaatectegygggtgtececgtaacteccgatee
aaaggattgtcctgageggtgaaaatgggctgaagatcgacatccatgtcatcateccgtatgaa
ggtctgagoggcgaccaaatgggocagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatga
tcatcactttaaggtgatectgcactatggeacactggtaatcgacggggttacgecgaacatga
tcgactatttcggacggecgtatgaaggcategecgtgttegacggcaaaaagAGCgectAGCGGA
GGTTCAGGCGGTTCCGGAatgtatgaaagetttattgagtcactgecattecttaaatctttgga
gttttctgcacgcctgaaagtagtagatgtgataggcaccaaagtatacaacgatggagaacaaa
tcattgetecagggagattecggetgattcttttttcattattgaatctggagaagtgaaaattact
atgaaaagaaagggtaaatcagaagtggaagagaatggtgcagtagaaatcgctcgatgctecgeyg
gggacagtactttggagagcttgecctggtaactaacaaacctegagcagettotgeccacgeea
ttgggactgtcaaatgtttagcaatggatgtgcaagcatttgaaaggcttectgggaccttgecatyg
gaaattatgaaaaggaacatcgctacctatgaagaacagttagttgeccctgTATggaacgaacat
ggatattgtaggGTCAGGTGGATCTGGAGGLAGCTCttcTatcactgtaacagyggacectgtgga

acggcaacaaaattatcgacgagegectgatcaacceccgacggetcectgetgttoecgagtaace
atcaacggagtgaccggctggeggctgtGCGAACGTUATTCTGGCL

SEQ ID NO: 534 (SS 125 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MVFTLEDFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEFONLGVSVIPIORIVLSGENGLKIDIHVITIPYE
GLSGDOMGOIEKIFKVVYPVDDHHFKVILHYGTLYVIDGVTEPNMIDY FGRPYEGIAVFDGKKSASG
GSGGSGMYESEFIESLPFLKSLEFSARLEVVDVIGTEVYNDGEQITAQGDSADSFFITIESGEVKIT
MKRKGRSEVEENGAVEIARCSRGOYFGELALVTINKPRAASAHATIGTVEKCLAMDVQAFERLLGPCM
EIMKRNIATYEEQLVALYGTNMDIVGSGGSGGSSSITVTGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLEFRVT
INGVTGWRLCERILA

SEQ ID NO: 535 (SS 130 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

ATGgtcttcacactecgaagatttegttggggactggecgacagacageoggctacaacctggacca
agtceottgaacagggaggtgtgtecagtttigttteagaatcteggggtgteccgtaactecgatac
aaaggattgtcectgageggtgaaaatgggctgaagatcgacateccatgtcatcatoccecgtatgaa
ggtctgagcggcegaccaaatgggceccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatga
tcatcactttaaggtgatcctgecactatggcacactggtaatcgacggggttacgccgaacatga
tcgactattteggacggecgtatgaaggecatcgeecgtgttegacggcaaaaagatcactgtaaca
gggAGCgCctAGCGGAGGTTCAGGCGGTTCCGGAatgtatgaaagetttattgagtcactgeocatt
ccttaaatctttggagttttotgecacgoctgaaagtagtagatgtgataggcaccaaagtataca
acgatggagaacaaatcattgctcagggagattcggetgattcttttttecattattgaatctgga
Jgaagtgaaaattactatgaaaagaaagggtaaatcagaagtggaagagaatggtgcagtagaaat
cgcteogatgctegeggggacagtactttggagagettgeoctggtaactaacaaacctecgageag
cttctgeccacgcecattgggactgtcaaatgtttagcaatggatgtgcaageatttgaaaggett
ctgggaccttgcatggaaattatgaaaaggaacatcgctacctatgaagaacagttagttgecaoct
gTATggaacgaacatggatattgtaggGTCAGETGGATCTGGAGGTLAGCTCttcTaccctgtgga
acggcaacaaaattatcgacgagecgcctgatcaaccecgacggctecctgetgttccgagtaace
atcaacggagtgaccggctyggeggctgtGCGAACGCATTCTGGCL
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SEQ ID NO: 536 (SS 130 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MVEPTLEDEVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEFONLGVSVTPIORIVLSGENGLKIDIHVITIPYE
GLSGDOMGOIEKIFEVVYPVDDHOFEKVILHYGTLVIDGYVTPNMIDYFGREYEGIAVEDGKKITVT
GSASGGSGGSGMYESFIESLPFLESLEFSARLEKVVDVIGTKVYNDGEQI IAQGDSADSFEFIIESG
EVKITMERKGKSEVEENGAVETARCSRGOYFGELALVTINKPRAASAHATGTVECLAMDVQAFERL
LGPCMEIMKRNIATYEEQLVALYGTNMDIVGSGGSGGSSSTLWNGNKIIDERLINPDGSLLERVT
INGVTGWRLCERILA

SEQ ID NO: 537 (SS 136 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

ATGgtcttcacactcgaagatttegttggggactggegacagacagecggctacaacctggacca
agtccecttgaacagggaggtgtgteccagtttgtttcagaatectecggggtgteccgtaactecgatee
aaaggattgtcctgagcggtgaaaatgggctgaagatcgacatccatgtcatcateccecgtatgaa
ggtctgagcggcgaccaaatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtacectgtggatga
tcatcactttaaggtgatcctgcactatggecacactggtaatcgacggggtitacgccgaacatga
tcgactatttoggacggceccgtatgaaggecategecgtgttcgacggcaaaaagatcactgtaaca
gggaccctgtggaacggcaacAGCgctAGCGGAGGTTCAGGCGGTTCCGGAatgtatgaaagett
tattgagtcactgecattoecttaaatetttggagttttetgecacgectgaaagtagtagatgtga
taggcaccaaagtatacaacgatggagaacaaatcattgctcagggagatteggetgattcotttt
Ltcattattgaatctggagaagtgaaaattactatgaaaagaaagyggtaaatcagaagtggaaga
gaatggtgcagtagaaatcgctcecgatgectegeggggacagtactttggagagecttgecctggtaa
ctaacaaacctcecgagcagetteotgceccacgecattgggactgtcaaatgtttagecaatggatgtyg
caagcatttgaaaggcttctgggaccttgecatggaaattatgaaaaggaacatcgctacctatga

agaacagttagttgccctgTATggaacgaacatggatattgtaggGTCAGGTGGATCTGGAGGEA
GCTCttcTazaattategacgagegectgatcaaccecgacggctecctgetgttecgagtaace
atcaacggagtgaccggetggeggectgtGCGAACGCATTCTGGCE

SEQ ID NO: 538 (SS 136 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MVFTLEDFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEONLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIFYE
GLSGDOMGOQIEKIFKVVYPVDDHHFEKVILHYGTLVIDGVT PNMIDYFGRPYEGIAVFDGKKITVT
GTLWNGNSASGGSGGEGMYESFIESLPFLESLEF SARLEVVDVIGTKVYNDGEQI TAQGDSADSE
FIIESGEVKITMKRKGKSEVEENGAVEIARCSRGOYFPGELALVTNKPRAASAHATIGTVKCLAMDY
OAFERLLGPCMEIMKENIATYEEQLVALYGTNMDIVGSGGSGGSSSKIIDERLINPDGSLLERVT
INGVTGWRLCERILA

SEQ ID NO: 539 (SS 143 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

223



10

ES 2567410713

ATGgtctteocacactogaagatttogttggggactggeogacagacagecggetacaacctggacca
agtccttgaacagggaggtgtgtoccagtttgtttcagaatctoggggtgtocgtaactecogatee
aaaggattgtcctgagcggtgaaaatgggctgaagatcgacatccatgtcatcateccgtatgaa
ggtctgageggcgaccaaatgggoecagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatga
tcatcactttaaggtgatecctgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgccgaacatga
tcgactatttcggacggccecgtatgaaggcatecgecgtgttcgacggcaaaaagatcactgtaaca
gggaccctgtggaacggraacaaaattatogacgagegectgAGLYgctAGCGGAGGTTCAGGCGS
TTCCGGAatgtatgaaagctttattgagtcactygccattecttaaatctttggagttttctgeac
gcctgaaagtagtagatgtgataggcaccaaagtatacaacgatggagaacaaatcattgectcay
ggagattcggctgattecttttttecattattgaatctggagaagtgaaaattactatgaaaagaaa
gggtaaatcagaagtggaagagaatggtgcagtagaaatcygctegatgectegegygggacagtact
ttggagagcttgccctggtaactaacaaacctcecgagcagecttectgeccacgecattgggactgte
aaatgtttagcaatggatgtgcaagcatttgaaaggcttctgggacctitgecatggaaattatgaa
aaggaacatcgctacctatgaagaacagttagttgecctgTATggaacgaacatggatattgtag
gGTCAGGTGGATCTGGAGGLAGCTCttcTatcaaccecegacyggetecctygectgtticecgagtaace
atcaacggagtgaccggcectggeggctgtGCGAACGCATTCTGGCE

SEQ ID NO: 540 (SS 143 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MVETLEDEFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLFONLGYSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYE
GL3GDOMGOIEKIFRKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKITVT
GTLWNGNEKIIDERLSASGGSGGSGMYESEFIESLPFLKSLEFSARLEVVDVIGTRVYNDGEQITAQ
GDSADSFFIIESGEVKITMKRKGKSEVEENGAVEIARCSRGOYFGELALVTNRKPRAASAHATGTV
KCLAMDVOQAFERLLGPCMEIMERNIATYEEQLVALYGTNMDIVGSGGSGGSSSINPDGSLLFRVT
INGVTGWRLCERILA

SEQ ID NO: 541 (SS 145 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

ATGgtcttcacactcgaagatttegttggggactggcgacagacagcecggectacaacctggacca
agtecttgaacagggaggtgtgtecagtttgtttcagaateteggggtgtecgtaactecgatec
aaaggattgtcctgageggtgaaaatgggctgaagatcgacatccatgtcatcatececegtatgaa
ggtctgagcggcgaccaaatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccectgtggatga
tcatcactttaaggtgatcotgeactatggcacactggtaatecgacggggttacgccgaacatga
tcgactattteggacggecgtatgaaggecatecgecgtgttegacgygcaaaaagatcactgtaaca
gggaccctgtggaacggcaacaaaattatecgacgagegectgatcaacAGCgctAGCGGAGGTTC

AGGCGGTTCCGGAatgtatgaaagetttattgagtcactgeccattecttaaatectttggagtttt

ctgcacgectgaaagtagtagatgtgataggecaccaaagtatacaacgatggagaacaaatcatt
gctcagggagattecggetgattocttttttcattattgaatctggagaagtgaaaattactatgaa
aadgaaagggtaaatcagaagtggaagagaatggtgcagtagaaatcgctcecgatgctegecggggac
agtactttggagagcttgcocctggtaactaacaaacctegagcagettctgeccacgecattggy

actgtcaaatgtttagcaatggatgtgcaagcatttgaaaggecttctgggaccttgecatggaaat
tatgasaaaggaacatcgctacctatgaagaacagttagtitgececctgTATggaacgaacatggata
ttgtaggGTCAGGTGGATCTGGAGGLAGCTCtteTeeccgacgygctecctgectgtteccgagtaacce
atcaacggagtgaccggcetggcggctgtGUGAACGCATTCTGGCE

SEQ ID NO: 542 (SS 145 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)
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MVFTLEDFVGDWRQTAGYNLDOVLEQGGVSSLEQNLGVSVTPIQRIVLSGENGLEKIDIHVIIPYE
GLSGDOMGOIEKIFKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDY FGRPYEGIAVEDGKKITVT
GTLWNGNKIIDERLINSASGGSGGSGMYESFIESLPFLKSLEFSARLEVVDVIGTKVYNDGEQT I
AQGDSADSFFIIESGEVKITMKRRKGKSEVEENGAVEIARCSRGOYFGELALVINKPRAASAHAIG
TVEKCLAMDVOAFERLLGPCMEIMKRNIATYEEQLVALYGTNMDIVGSGGSGGSSSPDGSLLFRVT
INGVIGWRELCERILA

SEQ ID NO: 543 (SS 147 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

ATGgtcttcacactegaagatttecgttggggactggegacagacagccggetacaacctggacea
agtccttgaacagggaggtgtgtecagtttgtttcagaatctcggggtgtccgtaacteccgatcee
aaaggattgtcctgagecggtgaaaatgggctgaagatcgacatccatgtcatcatccecgtatgaa
ggtctgagcggcgaccaaatgggccagatcgaaaaaattittaaggtggtgtacectgtggatga
tcatcactttaaggtgatcctgcactatggeacactggtaatcgacggggttacgccgaacatga
tcgactatttcggacggecgtatgaaggecatcgecgtgttcgacggcaaaaagatcactgtaaca
gggaccotgtggaacggcaacaaaattategacgagoegectgatcaaccecgacAGCgctAGCGSGE
AGGTTCAGGCGGTTCCGGAatgtatgaaagectttattgagtcactgeccattccttaaatctttgg
agttttctgcacgcctgaaagtagtagatgtgataggcaccaaagtatacaacgatggagaacaa
atcattgctcagggagatteggetgattcttttttcattattgaatctggagaagtgaaaattac
tatgaaaagaaagggtaaatcagaagtggaagagaatggtgcagtagaaatcgetcgatgetege
ggggacagtactttggagagcttgecctggtaactaacaaacctecgagcagettectgeccacgec
attgggactgtcaaatgtttagcaatggatgtgcaagcatttgaaaggecttctgggaccttgeat
ggaaattatgaaaaggaacatcgctacctatgaagaacagttagttgecctgTATggaacgaaca
tggatattgtaggGTCAGCTGGATCTGGAGGLAGCTCtteTggecteectgetgtteccgagtaace
atcaacggagtgaccggetggeggctgtGUGAACGCATTCTGGCL

SEQ ID NO: 544 (SS 147 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MVFTLEDFVGDWRQTAGYNLDOVLEQGGVSSLFONLGVSVIPIORIVLSGENGLKIDIHVITIPYE
GL5GDOMGOIEKIFEVVYPVDDHHFKVILHYGTLY IDGVTPNMIDY FGRPYEGIAVFDGEKITVT
GTLWNGNKIIDERLINPDSASGGSGGSGMYESFIESLPFLKSLEFSARLKVVDVIGTKVYNDGEQ
ITAQGDSADSFFIIESGEVKI TMKRKGKSEVEENGAVETIARCSRGOYFGELALVTNKPEAASAHA
IGTVEKCLAMDVOAFERLLGPCMEIMKRNIATYREEQLVALYGTNMD IVGSGGSGGES5GSLLFRVT
INGVTGWRELCERILA

SEQ ID NO: 545 (SS 148 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

ATGgtcttcacactcgaagatttcgttggggactggcgacagacagcecggctacaacctggaceca
agtecttgaacagggaggtgtgtecagtttgtttcagaatecteggggtygtecegtaactecgatec
aaaggattgtcectgageggtgaaaatygggetgaagatcgacatccatgtcatcatecececgtatgaa
ggtctgagcggcgaccaaatgggcecagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatga
tcatcactttaaggtgatcctgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgccgaacatga
tcgactatttcecggacggecgtatgaaggcatecgeccgtgttegacggcaaaaagatcactgtaaca
gggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagegectgatcaaccccgacygygcAGCICtAG
CGGAGGTTCAGGCGGTITCCGGAatgtatgaaagetttattgagtcactgecattecttaaatett
tggagttttctgecacgectgaaagtagtagatgtgataggcaccaaagtatacaacgatggagaa
caaatcattgctcagggagattcggetgatticttttttcattattgaatetggagaagtgaaaat
tactatgaaaagaaagggtaaatcagaagtggaagagaatggtgcagtagaaatcgetcgatget

cgcggggacagtactttggagagettgecoctggtaactaacaaacctegagecagettetgeccac
gecattgggactgtcaaatgtttagecaatggatgtgcaagecatttgaaaggcttctgggacetty
catggaaattatgaaaaggaacatogcectacctatgaagaacagttagttgocctgTaATggaacga
acatggatattgtaggGTCAGGTGGATCTGGAGGLAGCTCLLeTtececctgctygtteccgagtaace
atcaacggagtgaccggcectggeggetgtGCGAACGCATTCTGGC T
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SEQ ID NO: 546 (SS 148 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MVFTLEDEVGDWROTAGYNLDOQVLEQGGVSSLEFONLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYE
GLSGDOMGOIEKIFEVVYPYDDHEFEVILEHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGEKITVT
GTLWNGNEIIDERLINPDGSASGGSGGSGMYESFIESLPFLESLEFSARLKVVDVIGTKVYNDGE
QITAQGDSADSFFIIESGEVKITMKRKGESEVEENGAVEIARCSRGOYFGELALVTNKPRAASAH
ATIGTVKCLAMDVQAFERLLGPCMETMKRNIATYEEQLVALYGTNMDIVG3GGSGGSSSSLLFRVT
INGVTGWRLCERILA

SEQ ID NO: 547 (SS 156 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

ATGgtcttcacactcgaagatttcgttggggactggcgacagacagcecggectacaacctggacca
agtccttgaacagggaggtgtgteccagtttgtttcagaatctecggggtgtecgtaactccgatecc
aaaggattgtcctgageggtgaaaatgggctgaagategacateccatgtcatcatecccgtatgaa
ggtctgagcggcgaccaaatgggccagatcgaaaaaatitttaaggtggtgtacectgtggatga
tcatcactttaaggtgatcctgcactatggecacactggtaatcgacggggttacgecgaacatga
tcgactatttcggacggecgtatgaaggcatcgecgtgttcgacggecaaaaagatcactgtaaca
gggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagcgectgatcaacccecgacggetoccctget
gttccgagtaaccatcAGCgCctAGCGGAGGTTCAGECGGTITCCGGAatgtatgaaagetttatty
agtcactgccattccttaaatctttggagttttetgcacgectygaaagtagtagatgtgatagge
accaaagtatacaacgatggagaacaaatcattgctcagggagattcggctgattcttttttcat
tattgaatctggagaagtgaaaattactatgaaaagaaagggtaaatcagaagtggaagagaatyg
gtgcagtagaaatcgctecgatgctegoggggacagtactttggagagettgecctggtaactaac
aaacctcgagcagetictgeccacgccattgggactgtcaaatgtttagcaatggatgrgcaagc
atttgaaaggcttcectgggaccttgcatggaaattatgaaaaggaacatcgctacctatgaagaac
agttagttgeccctgTATggaacgaacatggatattgtaggGTCAGGTGGATCTGGAGGLAGCTCE
tcTaacggagtgaccggetggegyctgtGCGAACGCATTCTGGC T

SEQ ID NO: 548 (SS 156 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MVEFTLEDFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEFONLGYVSVIPIOQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYE
GLSGDOMGOIEKIFRVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEFDGKKITVT
GTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTISASGGSGGSGMYESFIESLPFLKSLEFSARLEKVVDVIG
TEVYNDGEQITAQGDSADSFFITESGEVKITMERKGKSEVEENGAVETARCSRGOYFGELALVTN
KPRAASAHATIGTVEKCLAMDYVOAFERLLGPCMEIMKRNIATYEEQIVALYGTNMDIVGSGGSGGSS
SNGVTGWRLCERILA

SEQ ID NO: 549 (SS 157 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)
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ATGgtcttcacactcecgaagatttcgttggggactggcgacagacagccggectacaacctggacca
agtccttgaacagggaggtgtgtoccagtttgtttcagaatcteggggtgtecgtaactecgatec
aaaggattgtcectgagcgygtgaaaatgggctgaagatcgacatccatgtcatcatececgtatgaa
ggtctgagcggogaccaaatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatga
tcatcactttaaggtgatcctgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgoccgaacatyga
tcgactattteggacyggecgtatgaaggcategecgtgttegacygygcaaaaagatcactgtaaca
gggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagegectgatecaacccogacggetecetget
gttcocgagtaaccatcaacAGCgetAGCGGAGGTTCAGGCGGTTCCGGAatgtatgaaagcttta
ttgactcactgccattocttaaatctttggagttittctgrcacogcctgaaagtagtagatgtgata
ggcaccaaagtatacaacgatggagaacaaatcattgctcagggagattcggectgattcttottt

cattattgaatctggagaagtgaaaattactatgaaaagaaagggtaaatcagaagtggaagaga
atggtgcagtagaaatcgctcgatgctegeggggacagtacttitggagagettgecctggtaact
aacaaacctcgagcagcttoctgeccocacgccattgggactgtcaaatgtttagcaatggatgtygea
agcatttgaaaggcttictgggacctigecatggaaattatgaaaaggaacatcgectacctatgaag
aacagttagttgccctgTATggaacgaacatggatattgtaggGTCAGGTGGATCTGGAGGLAGC
TCttecTggagtgaccaggctggeggectgtGCGAACGCATTCTGGCL

SEQ ID NO: 550 (SS 157 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MVFTLEDEVGDWROTAGYNLDOVLEQOGGVSSLEONLGYSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVITPYE
GLSGDOMGOIEKIFEVVY PVDDHHFRVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKITVT
GTLWNGNEIIDERLINPDGSLLFRVTINSASGGSGGSGMYESFIESLPFLKSLEFSARLEVVDVI
GTEVYNDGEQIIAQGDSADSFFIIESGEVKI TMKREKGKSEVEENGAVEIARCSRGOYFGELALVT
NKPRAASAHAIGTVECLAMDVOAFERLLGPCMEIMKENIATYEEQLVALYGTNMDIVGSGGSGGES
SSGVTGWRLCERILA

SEQ ID NO: 551 (SS 158 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

ATGgtcttecacactegaagatttegttggggactyggegacagacagecgygctacaacctggacea
agtccttgaacagggaggtgtgtccagtttgtttcagaatctecggggtgtcocgtaactoccgatec
aaaggattgtcctgagocggtgaaaatgggctgaagatcgacatccatgtcatcateccocgtatgaa
ggtctgagecggcgaccaaatgggecagatcgaaaaaattittaaggtggtgtacectgtggatga
Ccatcactttaaggtgatcctgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgeccgaacatga
tcgactatttcggacgygececgtatgaaggcatcgecgtgticgacyggcaaaaagatcactgtaaca
gggaccctygtggaacggcaacaaaattatcgacgagecgectgatcaacceccgacggeteecctyget
gtteccgagtaaccatcaacggalGCgctAGCGLAGGTTCAGGCGGTTCCGGAatgtatgaaagct
ttattgagtcactgccattecttaaatoctttggagttttetgecacygcctgaaagtagtagatgtyg
ataggcaccaaagtatacaacgatggagaacaaatcattgctcagggagatteggectgattettt
tttcattattgaatctggagaagtgaaaattactatgaaaagaaagggtaaatcagaagtggaag
agaatggtgcagtagaaatcgotegatgetegeggggacagtactttggagagettgocectggta
actaacaaacctcgagcagcttcectgeccacgecattgggactgtcaaatgtttagcaatggatgt
gcaagcatttgaaaggcttctgggaccttgcatggaaattatgaaaaggaacatcgctacctatyg
aagaacagttagttygccctgTATggaacgaacatggatattgtaggGCTCAGGTGGATCTGGAGGE
AGCTCttcTgtgaccgygctggeggetgtGCGAACGCATTCTGGCE

SEQ ID NO: 552 (SS 158 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MVEFTLEDFYGDWROQTAGYNLDOVLEQGGVSSLEONLGVSVIPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYE
GLSGDOMGOIEKIFKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGEPYEGIAVFDGKKITVT
GTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGSASGGSGGSGMYESFIESLPFLKSLEFSARLKVYVDV
IGTKVYNDGEQITAQGDSADSEFFIIESGEVKI TMKRKGKSEVEENGAVE IARCSRGOYFGELALV
TNEKPRAASAHATGTVKCLAMDVOAFERLLGPCMEIMKRNTATYEEQLVALYGTNMDIVGSGGSGG
SSSVTGWRLCERILA
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SEQ ID NO: 553 (SS 166 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

ATGgtcttoacactogaagatttegttggggactggecgacagacagecggctacaacctggacca
agtccttgaacagggaggtgtgteccagtttgtttcagaatcteggggtgtecgtaactcegatee
aaaggattgtcctgagcggtgaaaatgggctgaagatcgacatccatgtcatcatcececgtatgaa
ggtctgagcggcecgaccaaatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatga
tcatcactttaaggtgatectgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgccgaacatga
togactatttecggacgycegtatgaaggcatecgecgtgttcgacggcaaaaagatcactygtaaca
gggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagegectgatcaaccecgacyggcteoctget
gttccgagtaaccatcaacggagtgaccggctggeggctgtGCGARAGCgCctAGCGGAGGTTCAG
GCGGTTCCGGAatgtatgaaagetttattgagtcactgocattocttaaatctttggagttttet

gcacgcectgaaagtagtagatgtgataggcaccaaagtatacaacgatggagaacaaatcattge
tcagggagattcggetgattcttttttcattattgaatctggagaagtgaaaattactatgaaaa
gaaagggtaaatcagaagtggaagagaatggtgcagtagaaatcecgctegatgectegecggggacayg
tactttggagagcecttgeoctggtaactaacaaacctcgageagcttectgeccacgecattgggac
tgtcaaatgtttagraatggatgtgecaagecatttgaaaggecttotgggacocttgecatggaaatta
tgaaaaggaacatcgectacctatgaagaacagttagttgecctgTATggaacgaacatggatatt
gtaggGTCAGGTGGATCTGGAGGLAGCTCLtteTCGCATTCTGGCE

SEQ ID NO: 554 (SS 166 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MVEFTLEDEVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEONLGVSVTPIORIVLSGENGLKIDIHVITIPYE
GLSGDOMGQIEKIFKVVYPVDDHHFEVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGEKITVT
GTLWNGNKIIDERLINPDGSLLFRVTINGVTIGWRLCESASGGSGGSGMYESIIESLPFLESLEES
ARLEKVVDVIGTKVYNDGEQITAQGDSADSFFIIESGEVEITMKRKGKSEVEENGAVETIARCSRGO
YFGELALVINKPRAASAHAIGTVKCLAMDVOQAFERLLGPCMEIMEKRNIATYEEQLVALYGTNMDI
VGSGGSGGESSSRILA

SEQ ID NO: 555 (CP 26 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

ATGggtgtgtccagtttgtttcagaatctecggggtgtccgtaactecgateccaaaggattgtect
gagcggtgaaaatgggctgaagatcgacatccatgtcatcatecegtatgaaggtctgagegygcy
accaaatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcacttitaag
gtgatcctgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgccegaacatgatcgactatttegy
acggcegtatgaaggcatcgecgtgttcgacyggcaaaaagatcactgtaacagggaccctgtgga
acggcaacaaaattatcgacgagecgectgatcaacoccgacggcectecootgetgttecgagtaace
atcaacggagtgaceggotggeggetgtGCGAACGCATTCTGGCLAGCTCAAGCGGAGGTTCAGG
CGGTTCCGGAATGTATGARAGCTTTATTGAGTCACTGCCATTCCTTAAATCTTTGGAGTTTTCTG
CACGCCTGAAAGTAGTAGATGTGATAGGCACCAAAGTATACAACGATGGAGAACAAATCATTGCT
CAGGGAGATTCGGCTGATTCTTTTTTCATTATTGAATCTGGAGRAAGTGARAAATTACTATGARARAAG
AAAGGGTARATCAGAAGT GGAAGAGAATGGTGCAGTAGAAATCGCTCGATGCTCGCGGGGACAGT
ACTTTGGAGAGCTTGCCCTGGTAACTAACARACCTCGAGCAGCTTCTGCCCACGCCATTGGGACT
GTCARATGTTTAGCAATGGATGTGCAAGCATTTGAAAGGCTTCTGGGACCTTGCATGGARATTAT
GAAAAGGAACATCGCTACCTATGAAGAACAGTTAGTTGCCCTGTATGGAACGAACATGGATATTG
TAGGGTCAGGTGGATCTGGAGGTAGCTCTTCTatggtcttcacactcgaagatttcgttggggac
tggcgacagacagccggctacaacctggaccaagtecttigaacaggga

SEQ ID NO: 556 (CP 26 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)
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MGVSSLEFONLGVSVTPIORIVLSGENGLKIDIHVITPYEGLSGDOMGOIEKIFEVVYPVDDHHEK
VILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEFDGKKITVTIGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLERVT
INGVTGWRLCERILASSSGGSGGSGMYESFIESLPEFLESLEFSARLKVVDVIGTEVYNDGEQTITA
OGDSADSFEFIIESGEVRKITMKRKGKSEVEENGAVEIARCSRGOYFGELALVTNKPRAASAHAIGT
VECLAMDVCAFERLLGPCMEIMKENIATYEEQLVALYGTNMDIVGSGGSGGSSSMVEFTLEDEFVGD
WROTAGYNLDQVILEQG

SEQ ID NO: 557 (CP 45 L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

ATGgtcctgagcggtgaaaatgggctgaagatcgacatccatgtcatcatcccgtatgaaggtcet
gagcggcgaccaaatgggccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatce
actttaaggtgatcctgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgccgaacatgatcgac
tatttcggacggccgtatgaaggcatcgccgtgttcgacggcaaaaagatcactgtaacagggac
cctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagcgcctgatcaaccceccgacggcteectgetgttee
gagtaaccatcaacggagtgaccggctggcggctgtGCGAACGCATTCTGGCLAGCTCAAGCGGA
GGTTCAGGCGGTTCCGGAATGTATGAAAGCTTTATTGAGTCACTGCCATTCCTTAAATCTTTGGA
GTTTTCTGCACGCCTGAAAGTAGTAGATGTGATAGGCACCAAAGTATACAACGATGGAGAACAAA
TCATTGCTCAGGGAGATTCGGCTGATTCTTTTTTCATTATTGAATCTGGAGAAGTGAAAATTACT
ATGAAAAGAAAGGGTAAATCAGAAGTGCGAAGAGAATGGTGCAGTAGAAATCGCTCGATGCTCGCG
GGGACAGTACTTTGGAGAGCTTGCCCTGGTAACTAACAAACCTCGAGCAGCTTCTGCCCACGCCA
TTGGGACTGTCARATGTTTAGCAATGGATGTGCAAGCATTTGAAAGGCTTCTGGGACCTTGCATG
GAAATTATGARAAMGGAACATCGCTACCTATGAAGAACAGTTAGTTGCCCTGTATGGAACGAACAT
GGATATTGTAGGGTCAGGTGGATCTGGAGGTAGCTCTTCTatggtcttcacactcgaagatttcy
ttggggactggcgacagacagcecggctacaacctggaccaagtecttgaacagggaggtgtgtcce
agtttgtttcagaatctcocggggtgtoccgtaactccgatecaaaggatt

SEQ ID NO: 558 (CP 45 L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFKVVY PYDDHHEFRKYILHYGTLVIDGYVTPNMID
YFGRPYEGIAVFDGEKITVTIGTLWNGNKI IDERLINFPDGSLLFRVT INGVTGWRLCERILASS5G
GSGGSGMYESFIESLPFLKSLEFSARLEVVDVIGTKVYNDGEQI IAQGDSADSFFIIESGEVKIT
MKRKGKSEVEENGAVEIARCSRGOYFGELALVTNKPRAASAHAIGTVKCLAMDVOAFERLLGECM
EIMKRNIATYEEQLVALYGTNMDIVGSGGSGGSSSMVETLEDEVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVS
SLFONLGVSVTPIORI

SEQ ID NO: 559 (CP 100(+1) L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

ATGgacggggttacgccgaacatgatcgactatttcggacggeccgtatgaaggeategecgtgtt
cgacggcaaaaagatcactgtaacagggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagegec
tgatcaaccceccgacggctcecectgetgtticcgagtaaccatcaacggagtgaceggctggeggctyg
tGCGAACGCATTCTGGCLtAGCTCAAGCGGAGGTTCAGGCGETTCCGGAATGTATGAAAGCTTTAT
TGAGTCACTGCCATTCCTTAAATCTTTGGAGTTTTCTGCACGCCTGAAAGTAGTAGATGTGATAG
GCACCARAGTATACAACGATGGAGAACAAATCATTGCTCAGGCGAGATTCGGCTGATTCTTTTTTC
ATTATTGAATCTGGAGAAGTGAAAATTACTATGAARAAGARAGGGTAAATCAGAAGTGGAAGAGAL
TGGTGCAGTAGRAAATCGCTCGATGCTCGCGGGGACAGTACTTTGGAGAGCTTGCCCTGGTAACTA
ACARRACCTCGAGCAGCTTCTGCCCACGCCATTGGGACTGTCARATGTTTAGCAATGGATGTGCAA
GCATTTGAAAGGCTTCTGGGACCTTGCATCGAAATTATGAAAAGGAACATCGCTACCTATCAAGA
ACAGTTAGTTGCCCTGTATGGAACGARCATGGATATTGTAGGGTCAGGTGGATCTGGAGGTAGCT
CTTCTatggtcttcacactegaagatttegttggggactyggcgacagacagecyggctacaacctyg
gaccaagtcocttgaacagggaggtgtgtccagtttgtttcagaatcteggggtgtecgtaactee
gatccaaaggattgtecctgageggtgaaaatgggctgaagatcgacatccatgtcatcatceccgt
atgaaggtctgageggcgaccaaatgggecagatcgaaaaaattttitaaggtggtgtacectgtyg
gatgatcatcactttaaggtgatcctgecactatggecacactggtaatcGAC
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SEQ ID NO: 560 (CP 100(+1) L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MDGVTFNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKITVTGTLWNGNKI IDERLINFPDGSLLERVTINGVTGWRL
CERILASSSGGSGGSGMYESFIESLPFLKSLEFSARLKVVDVIGTKVYNDGEQI IAQGDSADSFEFE
ITESGEVRITMKRKGKSEVEENGAVEIARCSRGOYFGELALVTNKPRAASAHAIGTVECLAMDVQ
AFERLLGPCMEIMKRNIATYEEQLVALYGTNMDIVGSGGSGGSSSMYVFTLEDEFVGDWROTAGYNL
DOVLEQGGVSSLECNLGVSVTIPIQRIVLSGENGLKIDIAVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFKVVY PV
DDHHEFKVILHYGTLVID

SEQ ID NO: 561 (CP 101(+1) L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

ATGgogggttacgccgaacatgatecgactatttcggacggecgtatgaaggcategecgtgttega
cggcaaaaagatcactgtaacagggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagocgectyga
tcaacceegacggecteocctgectgttccgagtaaccatcaacggagtgaceggetggeggetghGr
GAACGCATTCTGGCtAGCTCAAGCGGAGGTTCAGGCGGTTCCGEAATGTATGARAGCTTTATTGA
GTCACTGCCATTCCTTAAATCTTTGGAGTTTTCTGCACGCCTGAAAGTAGTAGATGTGATAGGCA
CCAAAGTATACAACGATGGAGAACAAATCATTGCTCAGGGAGATTCGGCTGATTCTTTTTTCATT
ATTGAATCTGGAGAAGTGAAAATTACTATGAARAGAAAGGGTAAATCAGAAGTGGAAGAGAATGG

TGCAGTAGAAATCGCTCGATGCTCGCGGEGEGACAGTACTTTGGAGAGC TTGCCCTGGTAACTAACA
AACCTCGAGCAGCTTCTGCCCACGCCATTGGGACTGTCAAATGTTTAGCAATGGATGTGCAAGCA
TTTGAARAGGCTTCTGGGACCTTGCATGGAAATTATGAAAAGGRAACATCGCTACCTATGAAGRACA
GTTAGTTGCCCTGTATGGAACGAACATGGATATTGTAGGGTCAGGTGGATCTGGAGGTAGCTCTT
CTatggtcttcacactcgaagatttegttggggactggcgacagacagecggetacaacectggac
caagtccttgaacagggaggtgtgtecagttitgtttcagaatctcggggtgteccgtaacteccgat
ccaaaggattgtoctgagcggtgaaaatgggctgaagatcgacatccatgtcatcateccegtatyg
aaggtctgagcggeogaccaaatgggcecagatecgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggat
gatcatcactttaaggtgatcctgecactatggcacactggtaatcgacGGG

SEQ ID NO: 562 (CP 101(+1) L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKITVIGTLWNGNKI IDERLINPDGSLLERVTINGVTGWRLC
ERILASSSGGSGGSGMYESFIESLPFLKSLEFSARLKVVDVIGTRVYNDGEDITAQGDSADSEET
IESGEVKITMKRKGESEVEENGAVEIARCSRGOYFGELALVTNKPRAASAHATGTVECLAMDVOA
FERLLGPCME IMKENIATYEEQLVALYGTNMDIVG3SGGSGGSSSMVFTLEDEFVGDWROTAGYNLD
OQVLEQGGVSSLFONLGVSVIPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFKVVYPVD
DHHFEVILHYGTLVIDG

SEQ ID NO: 563 (CP 102(+1) L27V (RlIbB) (secuencia de nt)
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ATGgttacgecgaacatgatecgactatttcggacggecgtatgaaggecatecgecgtgttegacgyg
caaaaagatcactgtaacagggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagegcectgatea
acccocgacggctocctgectgttoccgagtaaccatcaacggagtgaccggctggeggctgtGUGARA
CGCATTCTGGCLAGCTCAAGCGGAGGTTCAGGCGGTTCCGGAATGTATGAAAGCTTTATTGAGTC
ACTGCCATTCCTTAAATCTTTGGAGTTTTCTGCACGCCTGAAAGTAGTAGATGTGATAGGCACCA
AAGTATACAACGATGGAGARCAAATCATTGUTCAGGGAGATTCGGCTGATTCTTTTTTCATTATT
GAATCTGGAGAAGTGAAAATTACTATGAARAGARAGGGTAAATCAGAAGTGGAAGAGAATGGTGC
AGTAGAAATCGCTCGATGCTCGCGGGGACAGTACTTTGGAGAGCTTGCCCTGGTAACTAACAALC
CTCGAGCAGCTTCTGCCCACGCCATTGGGACTGTCAAATGTTTAGCAATGGATGTGCAAGCATTT
GAARAGGCTTCTGOGACCTTGCATGGAAATTATGAAAAGGAACATCGUCTACCTATGAAGAACAGTT
AGTTGCCCTGTATGGAACGAACATGGATATTGTAGGCGTCAGGTGGATCTGGAGGTAGCTCTTCTa
tggtcttcacactcgaagatttegttggggactggcgacagacageccggcectacaacctggaccaa
gtceccttgaacagggaggtgtgtecagtttgtttcagaatctoggggtgtecgtaactccgatoca
aaggattgtcctgagcggtgaaaatgggctgaagatcgacatccatgtecatcatccecgtatgaag
gtctgagcggcgaccaaatgggecagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatgat
catcactttaaggtgatcctgcactatggcacactggtaatcgacgggGTT

SEQ ID NO: 564 (CP 102(+1) L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MVTPNMIDYFGRPYEGIAVFDGKKITVIGTLWNGNKIIDERLINPDGSLLERVT INGVTGWRLCE
RILASSSGGSGGSGMYESFIESLPFLKSLEFSARLEVVDVIGTEVYNDGEQTI TAQGDSADSFFIT
ESGEVEITMKREGKSEVEENGAVEIARCSRGOYFGELALVTNEKPRAASAHAIGTVKCLAMDVOAY
ERLLGPCMEIMERNIATYEEQLVALYGTNMDIVGSGGSGGSSSMVETLEDEVGDWROTAGYNLDO
VLEQGGVSSLFONLGVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFEKVVYPVYDD
HHFRVILHYGTLVIDGV

SEQ ID NO: 565 (CP 143(+1) L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

ATGatcaaccccgacggctocctgetgttecogagtaaccatcaacggagtgaceggctggeggcet
gtGCGAACGCATTCTGGCEtAGCTCAAGCGGAGGTTCAGGCGGTTCCGGAATGTATGAAAGCTTTA
TTGAGTCACTGCCATTCCTTAAATCTTTGGAGTTTTC TGCACGCCTGAAAGTAGTAGATGTGATA
GGCACCAAAGTATACAACGATGGAGAACAAATCATTGCTCAGGGAGATTCGGCTGATTCTTTTTT
CATTATTGAATCTGGAGAAGTGAAAATTACTATGAAAAGAAAGGGTAAATCAGAAGTGGAAGAGA
ATGOTGCAGTAGAAATCGCTCGATGUTCGUGGOLACAGTACTTTGGAGAGCTTGCCCTGGTAACT

AACAAACCTCGAGCAGCTTCTGCCCACGCCATTGGGACTGTCARATGTTTAGCAATGGATGTGCA
AGCATTTGAAAGGCTTCTGGGACCT TGCATGGAAATTATGAAAAGGAACATCGCTACCTATGAAG
AACAGTTAGTTGCCCTGTATGGAACGAACATGGATAT TGTAGGGTCAGGTGGATCTGGAGGTAGT
TCTTCTatggtcttcacactecgaagatttogttggggactggegacagacagecocggetacaacct
ggaccaagtccttgaacagggaggtgtgtecagtttgtttcagaatctecggggtgtecgtaacte
cgatccaaaggattgtcecctgageggtgaaaatgggctgaagatcgacatccatgtcatecateecy
tatgaaggtctgagecggcgaccaaatgggeccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgt
ggatgatcatcactttaaggtgatcctgcactatggcacactggtaatcgacggggttacgecga
acatgatcgactatttcggacggecgtatgaaggcategeecgtgttcgacggcaaaaagatecact
gtaacagggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgacgagegectgATC

SEQ ID NO: 566 (CP 143(+1) L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MINPDGSLLFRVTINGVTGWRLCERILASSSGGSGGSGMYESFIESLPFLESLEFSARLKVVDVI
GTEVYNDGEQITAQGDSADSFFIIESGEVKITMKREKGKSEVEENGAVEIARCSRGOQYFGELALVT
NEPRAASAHAIGTVEKCLAMDVOAFERLLGPCMEIMKRNIATYEEQLVALYGTNMDIVGESGG5GGE
SSMVFTLEDFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLFONLGYSVTPICRIVLSGENGLKIDIHVIIP
YEGLSGDOMGQIEKIFKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKIT
VIGTLWNGNKIIDERLI
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SEQ ID NO: 567 (CP 147(+1) L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

ATGggctccecctgctgttecgagtaaccatcaacyggagtgaceggctggegygct gt GCGAACGCAT
TCTGGCLAGCTCAAGCGGAGGTTCAGGCGGTITCCGGAATGTATGAAAGCTTTATTGAGTCACTGC
CATTCCTTAAATCTTTGGAGTTTTCTGCACGCCTGAAAGTAGTAGATCTGATAGGCACCARAGTA
TACAACGATGGAGAACAAATCATTGCTCAGGGAGATTCGGCTGATTCTTTTTTCATTATTGAATC
TGGAGAAGTGAARATTACTATGAAAAGAAAGGGTARATCAGAAGTGGAAGAGAATGCTGCAGTAG
AAATCGCTCGATGCTCGCGGGGACAGTACTTTGGAGAGC TTGCCCTGGTAACTAACAAACCTCGA
GCAGCTTICTGCCCACGUCATTGGGACTGTCAAATGTTTAGCAATGGATGTGCAAGCATTTGARAG
GCTTCTGGGACCTTGCATGGARATTATGARAAGGAACATCGCTACCTATGRAAGAACAGTTAGTTG
CCCTGTATGGAACGARCATGGATATTGTAGGGTCAGGTGGATCTGGAGGTAGCTCTTCTatggte
ttcacactcgaagatttegttggggactggcgacagacagecggctacaacctggaccaagtect
tgaacagggaggtgtgtccagtttgtttcagaatcteggygygtgtoocgtaactecocgateccaaagga
ttgtcctgagecggtgaaaatgggotgaagatcgacatccatgtcatcatececcgtatgaaggtctg
agcggcgaccaaatgggeccagatcgaaaaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatca
ctttaaggtgatcctgcactatggcacactggtaategacggggttacgecgaacatgatcgact
atttcggacggccgtatgaaggcategecgtgttcgacggeaaaaagatcactgtaacagggacce
ctgtggaacggcaacaaaattategacgagegectgatcaacceccgacGGl

SEQ ID NO: 568 (CP 147(+1) L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MGSLLFRVTINGVTGWRLCERILASSSGGSGGSGMYESFIESLPFLKSLEFSARLKVVDVIGTKY
YNDGEQITAQGDSADSFFITIESGEVEKITMRRRKGKSEVEENGAVEIARCSRGOYFGELALVTNEPR
AASAHATGTVKCLAMDVOAFERLLGPCMEIMKRNIATYEEQLVATLY GTNMDIVGSGGSGGSISMY
FTLEDFVGDWROQTAGYNLDQVLEQGGVSSLEFONLGVSVTPIORIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGL
SGDOMGOIERIFKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVFDGKKITVTGT
LWNGNKIIDERLINPEDG

SEQ ID NO: 569 (CP 156(+1) L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

ATGaacggagtgaccgygctggcygotgtGCGAACGCAT TCTGGCtAGCTCAAGCGGAGGTTCAGG
CGGTTCCGGRATGTATGAARGCTTTATTGAGTCACTGCCATTCCTTARATCTTTGGAGTTTTCTG
CACGCCTGARAGTAGTAGATGTGATAGGCACCAAAGTATACAACGATGGACAACARATCATTGCT
CAGGGAGATTCGGCTGATTCTTTTTTCATTATTGAATC TGGAGAAGTGARAAATTACTATGAARAG
AAAGGGTAAATCAGAAGTGGAAGAGAATGGTGCAGTAGAAATCGCTCGATGC TCGCGGGGACAGT

ACTTTGGAGAGCTTGCCCTGGTAACTAACAAACCTCGAGCAGCTTCTGCCCACGCCATTGGGACT
GTCAARATGTTTAGCAATGCGATGTGCAAGCATTTGAAAGGCTTCTGGGACCTTGCATGGAAATTAT
GAARAAGGAACATCGCTACCTATGAAGAACAGTTAGTTGCCCTGTATGGAACGAACATGGATATTG
TAGGGTCAGGTGGATCTGGAGGTAGCTCTTCTatggtcttcacactegaagatttecgttggggac
tggcgacagacagccggctacaacctggaccaagtocttgaacagggaggrgtgtccagtttgtt
tcagaatctcggggtgteoccocgtaacteocgatecaaaggattgtectgageggtgaaaatgggetga
agatcgacatccatgtcatcatcccecgtatgaaggtetgageggegaccaaatgggoccagatcgaa
aaaatttttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgatectgcactatggeac
actggtaatcgacggggttacgccgaacatgatcgactattteggacggccgtatgaaggcatcyg
cegtgttcgacggcaaaaagatcactgtaacagggaccctgtggaacggcaacaaaattatcgac
gagcygcctgatcaaccccgacggctecctgetgttecgagtaaccatcAAC

SEQ ID NO: 570 (CP 156(+1) L27V (RIIbB) (secuencia de aa)
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MNGVTGWRLCERILASSSGGSGGSGMYESFIESLPFLEKSLEFSARLKVYVDVIGTRKVYNDGEQITA
QGDSADSFFIIESGEVKITMERKGKSEVEENGAVE IARCSRGOYFGELALVTNKPRAASAHATGT
VKCLAMDVOAFERLLGPCMEIMKENIATYEEQLVALYGTNMDIVGSGGSGGSSSMVETLEDEVGD
WROTAGYNLDOVLEQGGVSSLEONLGYSVIPIQRIVLSGENGLKIDIHVI IPYEGLSGDOMGOIE
KIFKVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEFDGKEITVTGTLWNGNKIID
ERLINPDGSLLEFRVTIN

SEQ ID NO: 571 (CP 158(+1) L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

ATGgtgaccggetggegygctgtGCGAACGCATTCTGGCLAGCTCAAGCGGAGGTTCAGGCGETTC
CGGAATGTATGAAAGCTTTATTGAGTCACTGCCATTCCTTAAATCTTTGGAGTTTTCTGCACGCC
TGRAAGTAGTAGATGTGATAGGCACCAAAGTATACAACGATGGAGAACARATCATTGCTCAGGGA
GATTCGGCTIGATTCTTTITITCATTATTGAATCTGGAGAAGTGAAARTTACTATGAARAGAARAGGG
TARATCAGAAGTGGAAGAGAATGGTGCAGTAGAAATCGCTCGATGCTCGCGGGCGACAGTACTTTG
GAGAGCTTGCCCTGGTAACTAACAAACCTCGAGCAGCTTCTGCCCACGCCATTGGGACTGTCARR
TGTTTAGCAATGGATGTGCAAGCATTTGAAAGGCTTCTGGGACCTTGCATGGAAATTATGAAALG
GAACATCGCTACCTATGAAGAACAGTTAGTIGCCCTGTATGGAACGAACATGGATATTGTAGGGT
CAGGTGGATCTGGAGGTAGCTCTTICTatggtcttecacactecgaagatttegttggggactggecga
cagacagcocggctacaacctggaccaagtecttgaacagggaggtgtgteccagtttgtttcagaa
toteggggtgtecgtaactecgatccaaaggattgtoctgageggtgaaaatgggctgaagateg
acatccatgtcatcatccocgtatgaaggtctgagcggcgaccaaatgggccagatcgaaaaaatt
tttaaggtggtgtaccctgtggatgatcatcactttaaggtgatectgcactatggcacactggt
aatcgacggggttacgocgaacatgatcgactattteggacggecgtatgaaggecatecgeocgtygt
tcgacggcaaaaagatcactgtaacagggaccectgtggaacggcaacaaaattatcgacgagege
ctgatcaaccccgacggctococtgetgtteccgagtaaccatcaacggaGTa

SEQ ID NO: 572 (CP 158(+1) L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MVTGWRLCERILASSS5GGSGGSGMYESFIESLPFLKSLEFSARLKVVDVIGTKVYNDGEQL IAQG
DSADSFFIIESGEVKITMKRKGKSEVEENGAVEIARCSRGOYFGELALVTNKPRAASAHATIGTVK
CLAMDVOAFERLLGPCMEIMKRNIATYEEQLVALYGTNMDIVGSGGSGGSSSMVETLEDEVGDWR
OTAGYNLDOVLEQGGVSSLFONLGYVSVTPIQRIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKRI
FREVVYPVDDHHFEVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGKKITVTGTLWNGNKI IDER
LINPDGSLLFREVTINGVY

SEQ ID NO: 573 (CP 166(+1) L27V (RIIbB) (secuencia de nt)

ATGCGCATTCTGGCLAGCTCRAAGCGGAGGTTCAGGCGGTTCCGGAATGTATGAARAGCTTTATTGA
GTCACTGCCATTCCTTAAATCTTTGGAGTTTTCTGCACGCCTGAAAGTAGTAGATGTGATAGGCA
CCAAAGTATACAACGATGGAGARCARATCATTGCTCAGGGAGATTCGGCTGATTCTTTTTTCATT
ATTGAATCTGGAGAAGTGAAARATTACTATGAAAAGRAAAGGGTARATCAGAAGTGGAAGAGAATGSG
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TGCAGTAGRAAATCGCTCGATGCTCGCGGGGACAGTACTTTGGAGAGCTTIGCCCTGGTAACTARACA
BACCTCGAGCAGCTTCTGCCCACGCCATTGGGACTGTCARATGTTTAGCAATGGATGCTGCAAGCA
TTTGAAAGGCTTCTGGGACCTTGCATGGAAATTATGCGAARAGGAACATCGCTACCTATGAAGARACA
GTTAGTTGCCCTIGTATGGRAACGAACATGGATATTGTAGGGTCAGGTGGATCTGGAGGTAGCTCTT
CTatggtcttcacactcgaagatttegttggggactggegacagacagecggctacaacctggac
caagtccttgaacagggaggtgtgtccagtttgtttcagaatcteggggtgtcecgtaacteccgat
ccaaaggattgtoctgageoggtgaaaatgggctgaagatcgacatccatgtcatcateccegtatyg
aaggtctgagcggcgaccaaatgggcecagatcgaaaaaattittaaggtggtgtaccoctgtggat
gatcatcactttaaggtgatecctgcactatggcacactggtaategacyggggttacgececgaacat
gatcgactatttcggacggccgtatgaaggeatecgeecgtgttcgacggeaaaaagatcactgtaa
cagggaccctgtggaacggeaacaaaattatcgacgagegectgatcaacccegacggcteccty
ctgttccgagtaaccatcaacggagtgaccggctggeggctgtGUGAACGC

SEQ ID NO: 574 (CP 166(+1) L27V (RIIbB) (secuencia de aa)

MRILASSSGGSGGSGMYESFIESLPFLKSLEFSARLKVVDVIGTRVYNDGEQI TAQGDSADSEFT
IESGEVEITMKRKGKSEVERNGAVETIARCSRGOYFGELALVTNEPRAASAHA IGTVKCLAMDVQA
FERLLGFCMEIMEKRNIATYEEQLVALYGTNMDIVGSGGSGGSSSMVETLEDEVGDWROTAGYNLD
OVLEQGGVSSLEFONLGYSVTPIQORIVLSGENGLKIDIHVIIPYEGLSGDOMGOIEKIFEVVYPVD
DHHEFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVEDGERKITVITGTLWNGNKI IDERLINPDGSL
LFRVTINGVTGWRLCER

SEQ ID NO: 575 (enlazador)
GGGTCAGGTGGATCTGGAGGTAGCTCTTCT

SEQ ID NO: 576 (enlazador)
AGCTCAAGCGGAGGTTCAGGCGGTTCCGGA
SEQ ID NO: 577 (LC3 (secuencia de nt))

ATGCCGTCCGAGAAGACCTTCAAACAGCGCCGGAGCTTCGAACAARAGAGTGGAAGATGTCCGGCT
CATCCGGGAGCAGCACCCCACCAAGATCCCAGTGATTATAGAGCGATACAAGGGTGAGARGCAGC
TGCCCGTCCTGGACAAGACCAGTTCCTTGTACCTGATCACGTGAATATGAGCGAACTCATCAAGA
TAATTAGAAGGCGCCTGCAGCTCAATGCTAACCAAGCCTTCTTCCTCCTGGTGAATGGGCACAGC
ATGGTGAGTGTGTCCACACCCATCTCTGAAGTGTACGAGAGCGAGAGAGATGAAGACGGCTTCCT
GTACATGGTCTATGCCTCCCAGGAGACGTTCGGGACAGCACTGGCTGTGTAA

SEQ ID NO: 578 (LC3 (secuencia de aa))

MPSEKTFKQRRSFEQRVEDVRLIREQHPTKTI PVITERYKGEKQLPVLDKTKFLVPDHVNMSELTK
ITRRRLOLNANQAFFLLVNGHSMVSVSTPISEVYESERDEDGFLYMVYASQETFGTALAV

SEQ ID NO: 579 (Secuencia patrén)
GSAIVK

SEQ ID NO: 580 (secuencia patrén)
NHGK

SEQ ID NO: 581 (secuencia patron)
SILM

SEQ ID NO: 582 (secuencia patron)
AVTK

SEQ ID NO: 583 (secuencia patrén)
LIVMFY
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SEQ ID NO: 584 (secuencia patron)
LIVMFY

SEQ ID NO: 585 (secuencia patron)
LIVM

SEQ ID NO: 586 (secuencia patrén)
LIVMWE

SEQ ID NO: 587 (secuencia patron)
EKTQ

SEQ ID NO: 588 (secuencia patrén)
LIVMAKR

SEQ ID NO: 589 (secuencia patron)
LIVMAKRG

SEQ ID NO: 590 (secuencia patron)
LIVMF

SEQ ID NO: 591 (secuencia patron)
LIVMFSYQ

SEQ ID NO: 592 (proteinas de fusién OglLuc L27V-LC3 (secuencia de nt))

ATGGTGTTTACACTCGAAGATT ICGTAGGGGACTGECGECAGACAGCCGGCTACAACCTGGACCARAGTCCTTGAGCAG
GECGGTGTGTCCAGTTTGTTTCAGAATC TCGGGGTGTCCGTAACTCCGATCCARAGGATTGTCCTGAGCGGTGAARALC
GECCTGAAGATCGACATCCATGTCATCATCCCGTATGAAGGTCTGAGCGGCGATCAGATGGGCCAGATCGAARLAATT
TTTAAGGTGGTGTACCCTGTGGATGATCATCACTT TAAGGTGAT TCTGCACTATGGCACACTGGTAATCGACGGGGTT
ACGCCGAACATGATCGACTATTTCGGACGECCCTATGAAGGCATCGCCGTGTTCGACGGUAARAAGATCACTGTAACT
GGGACCCTGTGGAACGGCAACARRATTATCGACGAGCGCCTGATCAACCCCGACGGCTCCCTGCTGTTCCGCGTAACC
ATCARACGGAGTGACCGGCTGGCGGCTETGCGAGAGAATTTTGGCGGGCTCGAGCGGAGGTGGAGGTTCAGETGGTGGEC
GGGAGCGETGGAATGCCGTCCGAGAAGACCTTCAAACAGCGCCGGAGCTTCGAACARAGAGTGGCAAGATGTCCGGCTC
ATCCGGGAGCAGCACCCCACCRAAGATCCCAGTGATTATAGAGCGATACARAGGETGAGAAGCAGCTGCCCGTCCTGGAL
AAGACCAAGTTCCTTGTACCTGATCACCTGARTATGAGCGAACTCATCAAGATAATTAGAAGGCGCCTGCAGCTCAAT
GCTAACCAAGCCTTCTTCCTCCTIGGTGAATGEGCACAGCATGGTGAGTGTGTCCACACCCATCTCTGAAGTGTACGAG
AGCGAGAGAGATGAAGACGGCTTICCTGTACATGGTCTATGCCTCCCAGGAGACGTTCGGGACAGCACTGGCTGTGTAR

SEQ ID NO: 593 (proteinas de fusiéon OglLuc L27V-LC3 (secuencia de aa)

MYFTLEDFVGDWROTAGYNLDOVLEQGGVSSLFQNLGVSVTEPIQRIVLSGENGLEKIDIHVIIFYEGLSGDOMGOIEKT
FEVVYPVDDHHFKVILHYGTLVIDGVTPNMIDYFGRPYEGIAVFDGKKITVIGTLWNGNKI IDERLINPDGSELLFRVT
INGVTGWRLCERILAGS SGGGGEGGGGSGEMPSERTFRORRSFEQRVEDVRLIREQHPTRIPVIIERYKGERQLEPVLD
KTRFLVPDHVNMSELIKIIRRRLOLNANQAFFLLVNGHSMVEVSTPISEVYESERDEDGFLYMYYASQETFGTALAV
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REIVINDICACIONES

Q wﬁz
\ N
RE
R

1. Un compuesto de férmula (la) o (Ib):

N
N
H
o
RH.H’" H
N N

(la)
5
o
2
p—
/I
N R®
8
R (Ib)
en las que R? se selecciona del grupo que consiste en:
X r.f){
I Z ' />
/Ly SRS
10 ] '
o
alquilo C25 de cadena lineal;
R® se selecciona del grupo que consiste en -H, -OH, -NH>, -OC(O)R o -OCH20C(O)R;
15 R® es

X es -S-, -O- 0 -NR%-;
Z es -CH- 0 -N-;
cada R"" es, de manera independiente, -C(O)R" o -CH20C(O)R";
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R22 es H, CH3 0 CH2CHs;

cada R es, de manera independiente, alquilo C1.7 de cadena lineal o alquilo C+17 ramificado;

R" es alquilo C1.7 de cadena lineal o alquilo C1-7 ramificado;

los enlaces de trazos indican la presencia de un anillo opcional, que puede estar saturado o insaturado.

2. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1,
enelque R?es

X

9

10 y
XesOoS.

3. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que R? es alquilo C2.5 de cadena lineal.

15 4. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que R'! es
CH20C(0O)C(CHgs)s.

5. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que R" es -C(CHs)s, -CH(CHa)2,
-CH2C(CHa)3 0 -CH2CH(CH3)2.
20

6. Un compuesto que tiene una formula seleccionada entre

0
0 o} ] Y 1'
W M !
M N N N N N
| | | ]
HO HO HO

3899 3900 3945
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7. Un compuesto de formula:

O
0O N 1 ﬂ\lrﬂ\'__ﬂ ‘.

o, 0%

8. Un kit que comprende un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-7.

9. El kit de la reivindicacion 8 que comprende ademas luciferasa.

10. El kit de la reivindicacién 9, en el que la luciferasa es una luciferasa de Oplophorus o de Renilla.

11. Un kit de una cualquiera de las reivindicaciones 8-10, que comprende ademas un reactivo tampon.

12. Un método de deteccion de la luminiscencia en una muestra, que comprende:
poner en contacto una muestra con un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-7;
poner en contacto la muestra con una luciferasa que utiliza coelenterazina, si no esta presente en la muestra; y
detectar la luminiscencia.

13. El método de la reivindicacién 12, en el que la muestra contiene células vivas.

14. El método de la reivindicacion 12, en el que la muestra contiene una luciferasa que utiliza coelenterazina.

15. Un método de deteccion de la luminiscencia en un animal transgénico, que comprende:
administrar a un animal transgénico un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-7; y

detectar la luminiscencia;
en donde el animal transgénico expresa una luciferasa que utiliza coelenterazina.
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