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DESCRIPCION
SIpA como herramienta para la tecnologia recombinante de proteinas y enzimas

La presente invencion se refiere a proteinas de fusion que comprenden un chaperdn SIpA y un polipéptido diana, a
métodos para expresar recombinantemente, purificar y plegar nuevamente dichas proteinas de fusion, a los usos de
las mismas en biotecnologia de proteinas y enzimas, y en particular a las aplicaciones de las mismas en el
diagndstico. Ademas, al invencion se refiere a cualquier complejo que comprende SIpA y un polipéptido diana, que
esté destinado a incrementar la solubilidad, la actividad, la estabilidad y/o la reversibilidad de plegamiento del
polipéptido diana o enzima para aplicaciones biotecnoldgicas.

Antecedentes de la invencion:

El plegamiento de las proteinas es un proceso espontaneo que esta controlado por la pequefia diferencia en energia
libre de Gibbs entre el estado nativo y el estado no plegado. En el proceso de plegado, una cadena polipeptidica
principalmente no estructurada adopta lo que se denomina conformacién nativa o estructura tridimensional de la
proteina. La agregacion de moléculas incompletamente plegadas compite con el plegado productivo, constituyendo
un problema importante y afectando a los rendimientos de plegado tanto in vivo como in vitro. En las células vivas, el
plegado esta asistido por proteinas ayudante. Los ayudantes de plegado son polipéptidos que asisten en el plegado
y mantienen la integridad estructural de otras proteinas. Presentan la capacidad de estimular el plegado correcto de
una cadena polipeptidica al interactuar reversiblemente con su diana, evitando de esta manera reacciones
secundarias perjudiciales, tal como procesos de agregacion. Lo anterior lo llevan a cabo tanto in vivo como in vitro, y
existe un numero constantemente creciente de aplicaciones de dichos ayudantes de plegado en los problemas
planteados por la biotecnologia. Generalmente los ayudantes de plegado se subdividen en catalizadores de plegado
y chaperones.

Es conocido que los chaperones se unen reversiblemente a polipéptidos desnaturalizados, parcialmente
desnaturalizados o, en términos simples, las superficies hidrofébicas de los polipéptidos y ayudan de esta manera a
renaturalizar las proteinas o a mantenerlas en solucion. Los chaperones bajan la concentracion de intermediarios de
plegado con tendencia a la agregacion y de proteinas plegadas con tendencia a la agregacion, mediante la union
reversible y el enmascaramiento de las superficies hidrofébicas. De esta manera ejercen una mera funcién de unién.
En contraste, los catalizadores de plegado, tales como las disulfuro 6xidorreductasas y las peptidil-prolil cis/trans
isomerasas, aceleran las etapas limitantes de la velocidad en el plegado de las proteinas y, de esta manera, acortan
la vida de los intermediarios de plegado. De esta manera, los catalizadores de plegado rebajan la concentracion de
intermediarios de plegado con tendencia a la agregacion debido a su funcién catalitica. Una clase importante de
catalizadores de plegado se denomina peptidil-prolil cis/trans isomerasas (PPlasas).

Basandose en la similitud de las secuencias, la topologia de las proteinas y la unidon de moléculas
inmunosupresoras, las prolil isomerasas se dividen en tres familias diferentes: las ciclofilinas, las parvulinas y las
proteinas de uniéon a FK506 (de aqui el acronimo FKBP, por sus siglas en inglés). Las FKBP se unen y resultan
inhibidas por FK506, la rapamicina y derivados macrdlidos relacionados, los cuales han sido utilizados como
farmacos inmunosupresores.

Un ayudante putativo de plegado que pertenece a la familia de FKBP de peptidil-prolil cis/trans isomerasas en E. coli
es SIpA, siendo SIpA el acronimo de "SlyD-like proteina A" [proteina A de tipo SlyD] (Hottenrott et al., JBC
272/25:15697-15701, 1997). Actualmente la informacion sobre SIpA y su funcién fisiolégica en E. coli es escasa.
Aunque se ha informado de que SIpA presenta una actividad de prolil-isomerasa pobre, hasta hoy esta proteina
sigue siendo enigmatica. Hasta hoy no se ha dispuesto de informacién sobre las propiedades fisicoquimicas o
posibles propiedades de chaperén de SIpA, y la funcion de SIpA en el citosol de E. coli ni siquiera ha sido estudiada.

Suzuki et al.(J. Mol. Biol. 328:1149-1160, 2003) describen la estructura tridimensional en solucién de una FKBP
arqueobacteriana con una doble funcion, con actividades de peptidil-prolil cis-trans isomerasa y de tipo chaperén, y
se proporciona una alineacion de la secuencia de aminoacidos de la estructura de dominios para diversas FKBP,
entre ellas SlyD y SIpA de E. coli. No se han estudiado las aplicaciones diagndsticas de dichas moléculas.

Scholz et al.(Biochemistry 45:20-33, 2006) dan a conocer proteinas SlyD de diferentes especies que muestran
actividades elevadas de prolil-isomerasa y de chaperén. Se comenta que SlyD, al utilizarla como pareja de fusion,
facilita el replegado e incrementa la solubilidad de las proteinas con tendencia a la agregacion, tales como el
fragmento de ectodominio de gp41 del VIH-1. No se hace mencion de SIpA. Scholz et al.(Biochemistry 47:4276-
4287, 2008) describen la utilizacion de la renaturalizacion in vitro ayudada por chaperdn de una proteina de cubierta
E1 manipulada, para la deteccion de anticuerpos IgG anti-virus de la rubeola. Con este fin se ha utilizado SlyD de E.
coli como ayudante de plegado. No se describe SIpA.

En muchas aplicaciones diagnésticas se utilizan proteinas producidas recombinantemente a modo de parejas de
union, por ejemplo como antigenos en un inmunoensayo disefiado para la deteccion de un analito inmunoglobulina
especifico. Estos antigenos pueden producirse como proteinas de fusién que contienen una parte que constituye la
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parte diana o polipeptidico antigénico que se pretende que reconozca y se una a una fraccion especifica presente en
la muestra o en la mezcla de ensayo a estudio. La otra parte de la proteina de fusién producida recombinantemente
es una parte polipéptido que se fusiona con la parte antigénica que confiere especificidad, con el fin de facilitar su
clonacién, expresion, sobreproduccion, plegado/replegado y purificacion, y para incrementar su solubilidad, su
estabilidad o su reversibilidad de plegado. La sintesis de proteinas de fusién producidas recombinantemente se
encuentra bien descrita en la técnica anterior. También se encuentra bien establecido que resulta ventajoso utilizar
chaperonas como aquella parte de la proteina de fusién que presenta una funcion como molécula ayudante para la
expresion, plegado, purificacion, solubilizacion e incremento de la estabilidad global del polipéptido diana.

La patente US n° 6.207.420 da a conocer un sistema de proteinas de fusion para la expresion de proteinas, en el
que las secuencias de aminoacidos de la parte polipéptido diana y la parte péptido fusionado se originan a partir de
organismos diferentes. Recientemente ha podido demostrarse que FkpA y SlyD resultan adecuados como médulos
de fusion para la producciéon de proteinas recombinantes. Ambos chaperones incrementan la tasa de expresion de
sus proteinas cliente en un huésped procariético, proporcionan soporte al replegado correcto e incrementan la
solubilidad global de proteinas incluso con tendencia extrema a la agregacion, tales como las proteinas
transmembranales retroviricas (Scholz et al., JMB 345:1229-1241, 2005, y documento n°® WO 03/000877).

Aunque FkpA y SlyD resultan particularmente Utiles para ayudar a proteinas dificiles o con tendencia a la agregacion
a que adopten y mantengan su estructura nativa en reactivos diagnosticos y, mas generalmente, en aplicaciones
biotecnoldgicas, sigue existiendo el reto de la estabilidad térmica. La conformacion nativa de las proteinas se
estabiliza mediante una red cuidadosamente equilibrada de contactos de van-der-Waals, enlaces de hidrégeno,
puentes salinos e interacciones hidrofébicas. Estos contactos estan optimizados para el microambiente de la
proteina respectiva, y los cambios del pH, fuerza iénica o temperatura perturban y desplazan el equilibrio entre las
moléculas plegadas y no plegadas. Un incremento de la temperatura resulta particularmente adecuado para
desnaturalizar las proteinas, lo que con frecuencia resulta en la agregacion de las moléculas total o parcialmente no
plegadas. La agregacion térmicamente inducida de las proteinas con la pérdida concomitante de funcion constituye
un problema importante de cualquier formulacion de proteinas. Es perfectamente concebible que las temperaturas
elevadas o, en términos mas generales, el estrés térmico pueda producirse durante el transporte o almacenamiento
inapropiado de los reactivos o] formulaciones de proteinas.
Un médulo de fusién chaperdn, tal como SlyD, por ejemplo, muestra un inicio de desplegado térmicamente inducido
a una temperatura de aproximadamente 42°C, una temperatura que resulta facilmente excedida, por ejemplo, en el
caso de que el sistema de enfriamiento sea defectuoso en un recipiente utilizado para el transporte, envio o
almacenamiento de una formulacion de proteinas. En el caso de que la proteina diana X sea altamente hidrofébica y
dependa totalmente de la actividad de asistencia de su pareja de fusion, el polipéptido de fusion completo se
agregara tan pronto como el modulo SlyD se despliegue y pierda concomitantemente su funcién solubilizadora. En
otras palabras, la estabilidad de SlyD limita la estabilidad global de un polipéptido de fusion SlyD-X en el caso de
que X sea una proteina cliente con tendencia a la agregacion y muy hidrofébica.

Las proteinas de fusién que comprenden FkpA muestran una estabilidad ligeramente incrementada, probablemente
debido a la termoestabilidad intrinseca mas elevada del médulo portador FkpA dimérico. La temperatura de fusion
de SlyD de E. coli se ha determinado que es de aproximadamente 42°C, mientras que FkpA es bastante estable
hasta aproximadamente 50°C. Sin embargo, por motivos que se indican de manera general en la seccion siguiente,
existe la necesidad urgente de proporcionar variantes de chaperén funcional alternativos con una estabilidad
intrinseca elevada.

En un inmunoensayo heterogéneo de formato sandwich de doble antigeno (DAGS, por sus siglas en inglés), por
ejemplo, se utilizan dos variantes de un antigeno en cada lado del ensayo. Una de estas variantes porta un marcaje
con una afinidad elevada para la fase solida; la otra porta una fraccion de sefializacion con el fin de generar una
sefial de salida. Cada una de estas variantes de antigeno puede fusionarse con una secuencia ayudante, es decir,
un portador o médulo de fusion. Por lo menos un chaperdn (o un dominio de unién a polipéptido funcional, es decir,
un dominio chaperon) se une o se fusiona con el polipéptido diana y facilita el plegado, incrementa la estabilidad y
solubilidad y mantiene el polipéptido diana en una conformacién adecuada de manera que el anticuerpo analito que
debe determinarse pueda reconocer y unirse especificamente al polipéptido diana. Preferentemente, se utilizan
diferentes chaperones como parejas de fusién en cada lado de un ensayo de puente inmunoldgico, con el fin de
romper la simetria inherente del ensayo. Un formato de ensayo que contienen diferentes médulos portadores de
fusion pero polipéptidos diana idénticos o similares en cada lado (es decir, en el lado de captura y en el lado de
deteccion) también puede denominarse formato DAGS asimétrico. Mediante la utilizacion de diferentes modulos de
fusion en cada lado de un ensayo DAGS, puede reducirse sustancialmente el riesgo de reacciones cruzadas
inmunoldgicas debidas a los modulos portadores y, concomitantemente, las sefiales erroneamente elevadas.

Claramente la estabilidad global del ensayo se encuentra limitada por el componente inmunoldégico con la estabilidad
inherente mas baja. Al utilizar FkpA y SlyD como parejas de fusion en un DAGS asimétrico, SlyD es la pareja de
fusion que limita la estabilidad global. De esta manera, existe una necesidad evidente de encontrar otros chaperones
que puedan sustituir totalmente a SlyD funcionalmente y que sean inherentemente mas estables frente al estrés
térmico. Aunque se ha descrito una multitud de homodlogos de SlyD procedentes de organismos termofilicos o
hipertermofilicos, existe un problema en la simple utilizacion de estas proteinas como parejas de fusion: debido a
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que han evolucionado y se han optimizado para temperaturas mucho mas alla de 60°C, presentan una estabilidad
termodinamica extremadamente elevada. En consecuencia, las proteinas estables e hiperestables con frecuencia
tienden a adquirir bastante rigidez a temperatura ambiente, es decir, pierden la flexibilidad, que es un prerrequisito
para la unioén dinamica a las moléculas diana. Esta ampliamente aceptado que la estabilidad de una proteina sélo
puede incrementarse a expensas de tanto su flexibilidad como su funcién, lo que con frecuencia impide la utilizacién
de proteinas altamente estables en aplicaciones a temperatura ambiente. Por lo tanto, un objetivo de la presente
invencion es identificar los ayudantes de plegado termoestables procedentes de organismos mesofilicos. Un objetivo
adicional de la presente invencién es proporcionar polipéptidos adecuados para aplicaciones diagndsticas y
biotecnoldgicas que presenten una estabilidad térmica incrementada y prolonguen la vida util de los reactivos
diagndsticos y las formulaciones de proteinas.

Unas cuantas proteinas de E. coli son estables y solubles a temperaturas muy superiores a 49°C, tal como se ha
informado recientemente en Kwon et al.(BMB Reports 41(2):108-111, 2008). Las proteinas que eran solubles con la
exposicion a temperatura elevada se identificaron mediante electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida. El estudio
se llevé a cabo con extractos sonicados de E. coli tras la incubacién a diversas temperaturas. Entre las 17 proteinas
estables frente al calor que se identificaron, 6 proteinas resultaron ser ayudantes putativos de plegado (GroEL,
GroES, DnaK, FkpA, factor inductor y los EF-T). Debe indicarse que el experimento se llevd a cabo con un lisado
libre de células de E. coliy que la solubilidad de la proteina respectiva se consideré el Unico criterio de estabilidad.

Sin embargo, existe una diferencia sustancial entre la solubilidad y la estabilidad de una proteina. Es bien conocido
de la técnica que la solubilidad de una proteina con frecuencia alcanza un minimo a condiciones de maxima
estabilidad. Por ejemplo, la estabilidad termodinamica de una proteina alcanza un maximo en el caso de que el pH
de la solucion tampén coincida con la pl de la proteina respectiva. Sin embargo, bajo estas mismas condiciones, la
solubilidad de la proteina alcanza un minimo. Otro ejemplo popular es la precipitacion a alta concentracion salina de
las proteinas utilizando sulfato amoénico u otros agentes cosmotrépicos: en este caso también la solubilidad de una
proteina se reduce a medida que se incrementa su estabilidad (el sulfato amoénico es un agente fuertemente
cosmotropico, es decir, estabiliza las estructuras de las proteinas).

El documento n® WO 2007/077008 da a conocer proteinas de fusion quiméricas producidas recombinantemente que
contienen el segmento de unién a polipéptido de un chaperén no humano como, por ejemplo, SlyD de E. coli, y
fusionado N- y C-terminalmente al mismo una peptidil-prolil cis/trans isomerasa de tipo FKBP humana. Se ha dado a
conocer un polipéptido de fusion similar utilizando un segmento chaperén de SIpA.

Inesperadamente, SIpA, en particular SIpA de E. coli, es capaz de conferir estabilidad térmica a otros polipéptidos
diana al utilizarla como pareja de fusién. Tal como informan Hottenrott et al.(supra) SIpA es un enzima con una
actividad de peptidil-prolil cis/trans isomerasa bastante pobre. Inesperadamente, SIpA muestra también
caracteristicas de chaperén pronunciadas y, todavia mas inesperadamente, SIpA presenta una elevada estabilidad
intrinseca y confiere estabilidad térmica a un polipéptido diana fusionado, provocando de esta manera que el
polipéptido diana sea menos susceptible a la agregacion inducida por calor. Mientras que el estrechamente
relacionado SlyD muestra sélo una estabilidad marginal con un punto medio de desplegado térmico en
aproximadamente 42°C, SIpA conserva su plegado natural por lo menos hasta 50°C y muestra un punto medio de
desplegado térmico (definido como la temperatura de fusién) de aproximadamente 56°C. En efecto ello resulta
sorprendente dada la estrecha relacion entre SlyD y SIpA (que representa una proteina de tipo SlyD) y dado el
hecho de que ambas son proteinas monoméricas procedentes de un organismo mesofilico tal como E. coli con una
temperatura de crecimiento maxima de 49°C. Mas inesperadamente, el organismo mesofilico E. coli aloja un
ayudante de plegado putativo tal como SIpA que combina excelentes caracteristicas de termoestabilidad y de
chaperén.

Descripcion resumida de la invencién:

La presente invencion se refiere a una molécula de ADN recombinante codificante de una proteina de fusién que
comprende un chaperon SIpA y un polipéptido diana.

En particular, la invencion se refiere a una molécula de ADN recombinante, codificante de una proteina de fusion,
que comprende por lo menos una secuencia de nucleétidos codificante de un polipéptido diana y cadena arriba o
cadena abajo del mismo por lo menos una secuencia de nucleétidos codificante de un chaperén proteina A de tipo
SlyD (SIpA) de E. coli que comprende el segmento de unién a polipéptido o dominio IF de SIpA, en el que las
proteinas de union FK506 (FKBP) se excluyen como polipéptidos diana, y en el que la estabilidad y solubilidad del
polipéptido diana fusionado se incrementa bajo condiciones criticas, tales como el estrés térmico, provocando de
esta manera que el polipéptido diana resulte menos susceptible a la agregacion inducida por calor.

La invencion se refiere ademas a un vector de expresion correspondiente codificante de dicha proteina de fusion, asi
como células huésped transformadas con dicho vector de expresién. Otro aspecto de la invenciéon es un método
para producir dicha proteina de fusién, asi como una proteina de fusién producida recombinantemente que
comprende un chaperon SIpA y un polipéptido diana tal como se ha definido anteriormente. Un aspecto adicional de
la invencidn es la utilizacion de la proteina de fusion producida recombinantemente como pareja de unién (tal como
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un antigeno, un enzima o un material calibrador recombinante) o como medio para la reduccién de interferencias en
un inmunoensayo. Ademas, la invencidon se refiere a la utilizacion de la proteina de fusion producida
recombinantemente como inmundgeno para la produccidon de anticuerpos contra el polipéptido diana y a la
utilizacion de la proteina de fusién producida recombinantemente en la produccién de una vacuna. Todavia otro
aspecto es un método para la deteccion de un analito en un inmunoensayo que utiliza una proteina de fusion
producida recombinantemente, asi como un kit de reactivos que contiene una proteina de fusiéon producida
recombinantemente que comprende un chaperén SIpA y un polipéptido diana. Un aspecto adicional se refiere a la
utilizacion de SIpA como medio para la reduccion de interferencias y reacciones cruzadas en inmunoensayos.
Todavia otro aspecto de la invencion es la utilizacion de complejos solubles y funcionales que comprenden SIpA 'y
una proteina diana destinada a aplicaciones biotecnolégicas, en el que la proteina diana puede presentar valor
terapéutico o diagndstico.

Breve descripcion de las figuras:

Figura 1: Espectro CD de UV préximo de SIpA de E. coli. El espectro se registré6 en un espectropolarimetro
Jasco-720 en un soporte para celdas termostatizado a 20°C. La concentracién de proteina era de 417 uM en una
cubeta de 1 cm. El tampédn era fosfato potasico 50 mM, pH 7,5, KCI 100 mM, EDTA 1 mM. La anchura de banda
era de 2 nm, la resolucién era de 0,5 nm, la velocidad de escaneo era de 50 nm/min. a una respuesta de 2 s. Los
espectros se registraron 9 veces y se promediaron con el fin de meJorar Ia proporcién de sefial a ruido. La sefal
se convirtié en elipticidad residual media (expresada en deg cm? dmol” ) El espectro apunta a una proteina
plegada de tipo nativo; el maximo de la sefial se encuentra en 262 nm.

Figura 2: espectro CD de UV proximo de SlyD de E. coli. El espectro se registré en un espectropolarimetro
Jasco-720 en un soporte para celdas termostatizado a 20°C. La concentracién de proteina era de 200 uM en una
cubeta de 1 cm. El tampédn era fosfato potasico 50 mM, pH 7,5, KCI 100 mM, EDTA 1 mM. La anchura de banda
era de 2 nm, la resolucién era de 0,5 nm, la velocidad de escaneo era de 50 nm/min. a una respuesta de 1 s. Los
espectros se registraron 9 veces y se promediaron con el fin de meJorar la proporC|on de sefial a ruido. La senal
se convirtio en elipticidad residual media (expresada en deg cm? dmol” ). El espectro de SlyD difiere
significativamente del espectro de SIpA. Apunta a una proteina plegada de tipo nativo; el maximo de la sefal se
encuentra en 275 nm.

Figura 3: transiciones de desplegado inducidas térmicamente de SlyD y SIpA tal como se monitorizan mediante
CD de UV préximo a 275 nm (SlyD) y a 262 nm (SIpA). Las curvas de fusién se normalizaron respecto a la
fraccion de moléculas nativas El desplegado de tanto SlyD como SIpA es totalmente reversible y la sefial de CD
de UV proximo de las moléculas nativas puede restaurarse totalmente tras la transicion térmica una vez la
muestra se ha enfriado hasta la temperatura ambiente. La temperatura de fusién (es decir, la temperatura a la
que el 50% de las moléculas se encuentran plegadas y el 50%, no plegadas) es de 42°C para SlyD y de 56°C
para SIpA. La figura 3 ilustra claramente la superior estabilidad térmica de SIpA.

Figura 4: el espectro CD de UV proximo de la proteina de fusion SlpA-gp41. El espectro se registré en un
espectropolarimetro Jasco-720 en un soporte para celdas termostatizado a 20°C. La concentracién de proteina
era de 18,7 uM en una cubeta de 1 cm. El tampodn era fosfato potasico 50 mM, pH 7,5, KCI 100 mM, EDTA 1
mM. La anchura de banda era de 2,0 nm, la resolucién era de 0,5 nm, la velocidad de escaneo era de 50 nm/min.
a una respuesta de 2 s. Los espectros se registraron 9 veces y se promediaron con el fin de mejorar la
proporcion de sefial a ruido. La sefial se convirtié en elipticidad residual media (expresada en deg cm? dmol’ ) El
espectro apunta a una proteina de plegado similar al nativo. EI minimo de sefial a 293 es indicativo de un
fragmento de ectodominio gp41 de plegado similar al antivo, que es rico en residuos de triptéfano y absorbe luz
mas alla de 280 nm. La firma en aproximadamente 290 nm apunta inequivocamente a un plegado similar al
nativo de la fraccion gp41 dentro del polipéptido de fusion SIpA-gp41.

Figura 5: espectro CD de UV préximo de la proteina de fusion SlyD-gp41. El espectro se registré en un
espectropolarimetro Jasco-720 en un soporte para celdas termostatizado a 20°C. La concentracién de proteina
era de 14,4 uM en una cubeta de 1 cm. El tampodn era fosfato potasico 50 mM, pH 7,5, KCI 100 mM, EDTA 1
mM. La anchura de banda era de 2,0 nm, la resolucién era de 0,5 nm, la velocidad de escaneo era de 50 nm/min.
a una respuesta de 2 s. Los espectros se registraron 9 veces y se promediaron con el fin de mejorar la
proporcion de sefial a ruido. La sefial se convirtié en elipticidad residual media (expresada en deg cm? dmol’ ) El
minimo de sefal a 293 es indicativo de un fragmento de ectodominio gp41 de plegado similar al nativo, que es
rico en residuos de triptéfano y absorbe luz mas alla de 280 nm. La firma en aproximadamente 290 nm apunta
fuertemente a un plegado similar al nativo de la fraccion gp41 dentro del polipéptido de fusion SlyD-gp41.

Figura 6 A/B: se realizé un seguimiento del plegado inducido térmicamente de SlyD-gp41 (A) y SlpA-gp41 (B)
mediante la reduccion de la sefial de dicroismo circular a 270 nm. El desplegado de la pareja de fusiéon chaperén
respectivo se produce concurrentemente con la pérdida de su capacidad de solubilizaciéon y conduce a la
agregacion espontanea de la fraccion extremadamente hidrofébica gp41. El inicio de agregacion se produce a
aproximadamente 40°C para SlyD-gp41 y a aproximadamente 56°C para SIpA-gp41. La elipticidad se expresa en
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miligrados (mdeg); los limites de temperatura criticos mas alld de los cuales se produce la agregacion
(irreversible) se subrayan en linea discontinua.

Figura 7: transicion de desplegado inducida térmicamente de SlyD-gG1 (26-189) monitorizada por el CD de UV
préximo a 280 nm. La elipticidad de la proteina de fusién como funcién de la temperatura se expresa en
miligrados (mdeg). El desplegado de SlyD-gG1 (26-189) es en gran medida reversible y la sefial de CD de UV
proximo del polipéptido de fusion nativo se restaura en gran medida una vez la muestra se ha enfriado hasta la
temperatura ambiente. La temperatura de fusion (es decir, la temperatura a la que el 50% de las moléculas se
encuentran plegadas y el 50%, no plegadas) de SlyD-gG1 (26-189) es de aproximadamente 53°C.

Figura 8: transicion de desplegado inducida térmicamente de SIpA-gG1 (26-189) monitorizada por el CD de UV
lejano a 220 nm. La elipticidad de la proteina de fusidon como funcién de la temperatura se expresa en miligrados
(mdeg). El desplegado de SlyD-gG1 (26-189) es en gran medida reversible y la sefial de CD de UV lejano del
polipéptido de fusién nativo se restaura en gran medida una vez la muestra se ha enfriado hasta la temperatura
ambiente. La temperatura de fusion (es decir, la temperatura a la que el 50% de las moléculas se encuentran
plegadas y el 50%, no plegadas) de SIpA-gG1 (26-189) es de aproximadamente 63°C. Lo anterior ilustra
claramente la estabilidad térmica superior de SIpA-gG1 (26-189) en comparacion con SlyD-gG1 (26-189).

Figura 9: reactividad inmunoldgica de SIpA-gG1 (26-189) y de SlyD-gG1 (26-189) con sueros humanos positivos
para anti-VHS-1 y negativos para anti-VHS-1 en un analizador automatico Elecsys® tal como se indica en el
Ejemplo 4. La Tabla 1 demuestra el rendimiento de ambas variantes de antigeno antes y después de un
tratamiento térmico severo durante la noche a 60°C. El resultado de los experimentos demuestra claramente la
superioridad de SIpA-gG1 (26-189) bajo estrés térmico en comparacion con SlyD-gG1 (26-189) bajo estrés
térmico de dos maneras diferentes. En primer lugar, la recuperacion de la sefal con sueros positivos para anti-
VHS-1 (mitad superior de la Tabla 1) era significativamente superior con el polipéptido de fusion de SIpA
sometido a estrés térmico. En segundo lugar, el incremento de la sefial de fondo con sueros negativos para anti-
VHS-1 (mitad inferior de la Tabla 1) era significativamente inferior con el polipéptido de fusion de SIpA sometido a
estrés térmico. Ambos efectos mejoran la dinamica de la sefial del inmunoensayo y subrayan las ventajas de
SIpA como pareja de fusion que confiere estabilidad y solubilidad para proteinas diana dificiles. De esta manera,
puede garantizarse la sensibilidad del inmunoensayo, mediante la utilizacién de SIpA como pareja de fusién en
lugar del estrechamente relacionado SlyD.

Breve descripcion del listado de secuencias:

SEC ID n°® 1 muestra la secuencia de aminoacidos completa (149 aminoacidos) de SIpA de E. coli, obtenida de la
base de datos SwissProt n° de acceso POAEMO:
MSESVQSNSA VLVHFTLKLD DGTTAESTRN NGKPALFRLG DASLSEGLEQ HLLGLKVGDK

TTFSLEPDAA FGVPSPDLIQ YFSRREFMDA GEPEIGAIML FTAMDGSEMP GVIREINGDS

ITVDFNHPLA GQTVHFDIEV LEIDPALEA
La SEC ID n°® 2 muestra la secuencia de aminoacidos de SIpA de E. coli (aminoacidos serina 2 a acido glutamico
148) tal como se utiliza en la seccion de Ejemplos. La metionina N-terminal se elimina cotraduccionalmente en E.
coli. Para facilitar la clonacién, también se ha eliminado la alanina C-terminal. Ademas, se ha anadido una etiqueta
hexa-histidina C-terminal para facilitar la purificacién y nuevo plegado de la proteina:

SESVQSNSAV LVHFTLKLDD GTTAESTRNN GKPALFRLGD ASLSEGLEQH LLGLKVGDKT

TFSLEPDAAF GVPSPDLIQY FSRREFMDAG EPEIGAIMLF TAMDGSEMPG VIREINGDSI

TVDFNHPLAG QTVHFDIEVL EIDPALEHHH HHH

La SEC ID n° 3 muestra la secuencia de aminoacidos de SlpA-gp41 de E. coli. La parte gp41 contiene los
aminoacidos 536 a 681 de gp41 del VIH 1, la parte SIpA contiene los aminoacidos 1 a 146. La secuencia porta una
etiqueta hexa-histidina C-terminal que ha sido afiadida para facilitar la purificacion y nuevo plegado de la proteina de
fusion.

MSESVQSNSA VLVHFTLKLD DGTTAESTRN NGKPALFRLG DASLSEGLEQ HLLGLKVGDK

TTFSLEPDAA FGVPSPDLIQ YFSRREFMDA GEPEIGAIML FTAMDGSEMP GVIREINGDS
ITVDFNHPLA GQTVHFDIEV LEIDPAGGGS GGGSGGGSGG GSGGGSGGGT LTVQARQLLS
GIVQQONNEL RAIEAQQHLE QLTVWGTKQL QARELAVERY LKDQQLLGIW GCSGKLICTT
AVPWNASWSN KSLEQIWNNM TWMEWDREIN NYTSLIHSLI EESQNQQEKN EQELLELDKW
ASLWNWFNIT NWLWYLEHHH HHH

La SEC ID n° 4 muestra la secuencia de aminoacidos de SIpA-SIpA-gp41 de E. coli. Se han unido dos unidades de
SIpA al ectodominio de gp41 del VIH, que constituye un polipéptido diana con fuerte tendencia a la agregacion. La
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primera unidad SIpA comprende los aminoacidos 1 a 146, la segunda unidad SIpA comprende los aminoacidos 2 a
149 (ambas variantes de SIpA son totalmente equivalentes en términos de funcion y estabilidad). Se ha afiadido una

5

10

15

etiqueta hexa-histidina C-terminal para facilitar la purificacion y nuevo plegado de la proteina de fusion.

MSESVQSNSA
TTFSLEPDAA
ITVDFNHPLA
VHFTLKLDDG
VPSPDLIQYF
TVHFDIEVLE
LRATEAQQHL
NKSLEQIWNN
TNWLWYLEHH

La SEC ID n° 5 muestra la secuencia de aminoacidos de SlyD-gp41 de E. coli. Se ha afiadido una etiqueta hexa-

VLVHFTLKLD
FGVPSPDLIQ
GQTVHFDIEV
TTAESTRNNG
SRREFMDAGE
IDPALEAGGG
EQLTVWGTKQ
MTWMEWDREI
HHHH

DGTTAESTRN
YFSRREFMDA
LEIDPAGGGS
KPALFRLGDA
PEIGAIMLFT
SGGGSGGGSG
LOARELAVER
NNYTSLIHSL

NGKPALFRLG
GEPEIGAIML
GGGSGGGSGG
SLSEGLEQHL
AMDGSEMPGV
GGSGGGSGGG
YLKDQQLLGI
IEESQNQQEK

DASLSEGLEQ
FTAMDGSEMP
GSGGGSGGGS
LGLKVGDKTT
IREINGDSIT
TLTVQARQLL
WGCSGKLICT
NEQELLELDK

histidina C-terminal para facilitar la purificacion y nuevo plegado in vitro de la proteina.

MKVAKDLVVS
AVGANDAYGQ
GNHMLAGQONL
S5GGGSGGGTL
KDQQLLGIWG
ESQNQQEKNE

La SEC ID n° 6 muestra la secuencia de aminoacidos de SlyD-SlyD-gp41 de E. coli. Las dos unidades SlyD se
encuentran fusionados con el polipéptido diana gp41. Se ha afiadido una etiqueta hexa-histidina C-terminal para

LAYQVRTEDG
YDENLVQRVP
KFNVEVVAIR
TVQARQLLSG
CSGKLICTTA
QELLELDKWA

VLVDESPVSA
KDVFMGVDEL
EATEEELAHG
IVQQONNELR
VPWNASWSNK
SLWNWFNITN

PLDYLHGHGS
QVGMRFLAET
HVHGAHDHHH
AIEAQQHLEQ
SLEQIWNNMT
WLWYLEHHHH

facilitar la purificacion y nuevo plegado in vitro de la proteina.

MKVAKDLVVS
AVGANDAYGQ
GNHMLAGONL
SGGGSGGGKV
VGDKFDVAVG
DDHVVVDGNH
GGGSGGGESGG
LAVERYLKDQ
LIHSLIEESQ

LAYQVRTEDG
YDENLVQRVP
KFNVEVVAIR
AKDLVVSLAY
ANDAYGQYDE
MLAGONLKFN
GSGGGTLTVQ
QLLGIWGCSG
NQQEKNEQEL

VLVDESPVSA
KDVFMGVDEL
EATEEELAHG
QVRTEDGVLV
NLVQRVPKDV
VEVVAIREAT
ARQLLSGIVQ
KLICTTAVEW
LELDKWASLW

PLDYLHGHGS
QVGMRFLAET
HVHGAHDHHH
DESPVSAPLD
FMGVDELQVG
EEELAHGHVH
QONNELRAIE
NASWSNKSLE
NWFNITNWLW

LISGLETALE
DOGPVPVEIT
DHDHDGGGSG
LTVWGTKOLQ
WMEWDREINN
HH

LISGLETALE
DQGPVPVEIT
DHDHDGGGSG
YLHGHGSLIS
MRFLAETDQG
GAHDHHHDHD
AQQHLEQLTV
QIWNNMTWME
YHGHDHDHDH

La SEC ID n° 7 muestra la secuencia de aminoacidos del polipéptido de fusién SIpA-gG1

simplex humano VHS-1 tal como se utiliza en el Ejemplo 4.

MSESVQSNSA
TTFSLEPDAA
ITVDFNHPLA
POQLQTTGRPS
GGDGTRDTLP
ATRPTTRLTS

VLVHFTLKLD
FGVPSPDLIQ
GQTVHFDIEV
HEAPNMTQTG
OSPGPAFPLA
KGRPLVPTPQ

DGTTAESTRN
YFSRREFMDA
LEIDPALEGG
TTDSPTAISL
EDVEKDKPNR
HTPLFSFLTA

NGKPALFRLG
GEPEIGAIML
GSGGGSGGGS
TTPDHTPPMP
PVVPSPDPNN
SPALDLEHHH

DASLSEGLEQ
FTAMDGSEMP
GGGSGGGSGG
SIGLEEEEEE
SPARPETSRP
HHH

HLLGLKVGDK
GVIREINGDS
ESVQSNSAVL
FSLEPDAAFG
VDFNHPLAGQ
SGIVQQONNE
TAVPWNASWS
WASLWNWFNI

GHEVGDKFDV
AVEDDHVVVD
GGSGGGSGGG
ARELAVERYL
YTSLIHSLIE

GHEVGDKFDV
AVEDDHVVVD
GGSGGGSGGE
GLETALEGHE
PVPVEITAVE
HDGGGSGGGS
WGTKQLQARE
WDREINNYTS
HHHHH

. Se ha fusionado una
unidad S_IpA al polipéptido diana gG1, que contiene los aminoacidos 26 a 189 del antigeno gG1 del virus herpes

HLLGLKVGDK
GVIREINGDS
GPTNVSSTTQ
EGAGDGEHLE
KTPPTIIGPL

La SEC ID n° 8 muestra la secuencia de aminoacidos del polipéptido de fusién SlyD-gG1. Se ha fusionado una
unidad SlyD al polipéptido diana gG1, que contiene los aminoacidos 26 a 189 del antigeno gG1 del virus herpes
simplex humano VHS-1 tal como se utiliza en el Ejemplo 4.
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MKVAKDLVVS LAYQVRTEDG VLVDESPVSA PLDYLHGHGS LISGLETALE GHEVGDKFDV
AVGANDAYGQ YDENLVQRVP KDVFMGVDEL QVGMRFLAET DQGPVPVEIT AVEDDHVVVD
GNHMLAGQNL KFNVEVVAIR EATEEELAHG HVHGAHDHHH DHDHDGGGSG GGSGGGSGGG
SGGGSGGGPT NVSSTTQPQL QTTGRPSHEA PNMTQTGTTD SPTAISLTTP DHTPPMPSIG

LEEEEEEEGA GDGEHLEGGD GTRDTLPQSP GPAFPLAEDV EKDKPNRPVV PSPDPNNSPA

RPETSRPKTP PTIIGPLATR PTTRLTSKGR PLVPTPQHTP LFSFLTASPA LDLEHHHHHH

La SEC ID n° 9 muestra la secuencia de aminoacidos de SlyD de Pasteurella multocida (longitud completa) segun
SwissProt ID n° Q9CKP2.

MKIAKNVVVS IAYQVRTEDG VLVDEAPVNQ PLEYLQGHNN LVIGLENALE GKAVGDKFEV

RVKPEEAYGE YNENMVQRVP KDVFQGVDEL VVGMRFIADT DIGPLPVVIT EVAENDVVVD
GNHMLAGQEL LFSVEVVATR EATLEEIAHG HIHQEGGCCG GHHHDSDEEG HGCGCGSHEH

HEHEHHAHDG CCGNGGCKH

La SEC ID n° 10 muestra la secuencia de aminoacidos de la variante de SlyD de Pasteurella multocida sin cisteinas
truncada C-terminalmente que se utiliza preferentemente como unidad chaperén en una proteina de fusion para la
utilizacién en un inmunoensayo de tipo sandwich de doble antigeno (PmS SlyD 1-156):

MKIAKNVVVS IAYQVRTEDG VLVDEAPVNQ PLEYLQGHNN LVIGLENALE GKAVGDKFEV

RVKPEEAYGE YNENMVQRVP KDVFQGVDEL VVGMRFIADT DIGPLPVVIT EVAENDVVVD

GNHMLAGQEL LFSVEVVATR EATLEEIAHG HIHQEG
La SEC ID n° 11 muestra la secuencia de aminoacidos de FkpA de E. coli (longitud completa) segun SwissProt ID n°
P45523:

MKSLFKVTLL ATTMAVALHA PITFAAEAAK PATAADSKAA FKNDDQKSAY ALGASLGRYM

ENSLKEQEKL GIKLDKDQLI AGVQDAFADK SKLSDQEIEQ TLQAFEARVK SSAQAKMEKD
AADNEAKGKE YREKFAKEKG VKTSSTGLVY QVVEAGKGEA PKDSDTVVVN YKGTLIDGKE
FDNSYTRGEP LSFRLDGVIP GWTEGLKNIK KGGKIKLVIP PELAYGKAGV PGIPPNSTLV

FDVELLDVKP APKADAKPEA DAKAADSAKK
La SEC ID n° 12 muestra la parte de secuencia de aminoacidos de FkpA de E. coli que se utiliza preferentemente
como unidad chaperén en una proteina de fusion para la utilizacion en un inmunoensayo de tipo sandwich de doble
antigeno. La secuencia no presenta la secuencia de sefial N-terminal (residuos aminoacidos 1 a 25) y corresponde
esencialmente a FkpA madura (FkpA 26-270):

AEAAKPATAA DSKAAFKNDD QKSAYALGAS LGRYMENSLK EQEKLGIKLD KDQLIAGVQD

AFADKSKLSD QEIEQTLQAF EARVKSSAQA KMEKDAADNE AKGKEYREKF AKEKGVKTSS
TGLVYQVVEA GKGEAPKDSD TVVVNYKGTL IDGKEFDNSY TRGEPLSFRL DGVIPGWTEG
LKNIKKGGKI KLVIPPELAY GKAGVPGIPP NSTLVFDVEL LDVKPAPKAD AKPEADAKAA

DSAKK

La SEC ID n°® 13 muestra la secuencia de aminoacidos del antigeno nuclear 1 del virus de Epstein-Barr (antigeno
nuclear 1 del VEB o EBNA-1) entre las posiciones 401 y 641 (VEB-VHH=virus herpes humano 4); cepa B95-8. La
secuencia de aminoacidos completa de EBNA-1 consiste de 641 residuos y se encuentra accesible en SwissProt ID
n® P03211. Los residuos cisteina naturales son dispensables para la antigenicidad de EBNA-1 y han sido
modificados por alanina (subrayada) con el fin de simplificar el procedimiento de produccién e incrementar el
rendimiento de proteina soluble plegada similar a la nativa.

GRRPFFHPVG EADYFEYHQE GGPDGEPDVP PGAIEQGPAD DPGEGPSTGP RGQGDGGRRK

KGGWFGKHRG QGGSNPKFEN IAEGLRALLA RSHVERTTDE GTWVAGVFVY GGSKTSLYNL
RRGTALAIPQ ARLTPLSRLP FGMAPGPGPQ PGPLRESIVA YFMVFLQTHI FAEVLKDAIK

DLVMTKPAPT ANIRVTVASF DDGVDLPPWF PPMVEGAAAE GDDGDDGDEG GDGDEGEEGQ E

La SEC ID n° 14 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina p18 del virus de Epstein-Barr, aminoacidos 1 a
176 (marco de lectura abierta BFRF3, VHH-4/B95-8) segun SwissProt ID n° P14348. El residuo de cisteina natural
en la posicion aminoacida 56 es dispensable para la antigenicidad de p18 del VEB y ha sido modificado por alanina
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(subrayada) con el fin de simplificar el procedimiento de produccion e incrementar el rendimiento de proteina soluble
plegada similar a la nativa.
MARRLPKPTL QGRLEADFPD SPLLPKFQEL NQNNLPNDVF REAQRSYLVF LTSQFAYEEY

VQRTFGVPRR QRAIDKRQRA SVAGAGAHAH LGGSSATPVQ QAQAAASAGT GALASSAPST

AVAQSATPSV SSSISSLRAA TSGATAAASA AAAVDTGSGG GGQPHDTAPR GARKKQ
La SEC ID n° 15 muestra la secuencia de aminoacidos de la parte C-terminal de la proteina p18 del virus de Epstein-
Barr, aminoacidos 105 a 176 (marco de lectura abierta BFRF3, VHH-4/B95-8) seguin SwissProt ID n° P14348.

AASAGTGALA SSAPSTAVAQ SATPSVSSSI SSLRAATSGA TAAASAAAAV DTGSGGGGQP

HDTAPRGARK KOQ
La SEC ID n° 16 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina p23 del virus de Epstein-Barr, aminoacidos 1 a
162 (marco de lectura abierta BLRF2, VHH-4/B95-8) seguin SwissProt ID n°® P03197. El residuo de cisteina natural
en la posicion aminoacida 46 es dispensable para la antigenicidad de p23 del VEB y ha sido modificado por alanina
(subrayada) con el fin de simplificar el procedimiento de produccion e incrementar el rendimiento de proteina soluble
plegada similar a la nativa.

MSAPRKVRLP SVKAVDMSME DMAARLARLE SENKALKQQV LRGGAAASST SVPSAPVPPP

EPLTARQREV MITQATGRLA SQAMKKIEDK VRKSVDGVIT RNEMENILQON LTLRIQVSML

GAKGQPSPGE GTRPRESNDP NATRRARSRS RGREAKKVQI SD
La SEC ID n° 17 muestra la secuencia del péptido conector rico en glicinas L=(GGGS)sGGG tal como se utiliza 'y se
muestra en el Ejemplo 1 para la clonacion de los casetes de expresion que comprenden SIpA y un polipéptido diana.
GGGSGGGSGG GSGGGSGGGS GGG

Descripcion detallada de la invencién:

Un aspecto de la presente invencion es una molécula de ADN recombinante, codificante de una proteina de fusion,
que comprende operablemente ligada, por lo menos una secuencia de nucleétidos codificante de un polipéptido
diana y cadena arriba o cadena abajo de la misma, por lo menos una secuencia de nucleétidos codificante de una
unidad chaperén SipA.

La invencion se refiere a una molécula de ADN recombinante, codificante de una proteina de fusién, que comprende
por lo menos una secuencia de nucledtidos codificante de un polipéptido diana y cadena arriba o cadena abajo del
mismo por lo menos un chaperdn proteina A de tipo SlyD (SIpA) de E. coli que comprende el segmento de union a
polipéptido o dominio IF de SIpA, en el que las proteinas de unién FK506 (FKBP) se excluyen como polipéptidos
diana, y en el que la estabilidad y solubilidad del polipéptido diana fusionado se incrementa bajo condiciones criticas,
tales como el estrés térmico, provocando de esta manera que el polipéptido diana resulte menos susceptible a la
agregacion inducida por calor.

La invencién se refiere ademas a una proteina de fusién producida recombinantemente que comprende por lo
menos una secuencia polipeptidica que corresponde al chaperén proteina A de tipo SlyD (SIpA) de E. coli que
comprende el segmento de unién a polipéptido o el dominio IF de SIpA, y por lo menos una secuencia polipeptidica
correspondiente a un polipéptido diana en el que las proteinas de union FK506 (FKBP) se excluyen como
polipéptidos diana, y en el que la estabilidad y solubilidad del polipéptido diana fusionado se incrementa bajo
condiciones criticas, tales como el estrés térmico, provocando de esta manera que el polipéptido diana resulte
menos susceptible a la agregacion inducida por calor.

La expresion "molécula de ADN recombinante” se refiere a una molécula de ADN que se construye mediante la
combinacién de dos segmentos de secuencia de otra manera separados mediante la manipulacién artificial de
segmentos aislados de polinucledtidos mediante técnicas de ingenieria genética o mediante sintesis quimica. De
acuerdo con lo anterior pueden unirse entre si segmentos polinucleétidos de funciones deseadas para generar una
combinacién deseada de funciones.

Las secuencias polinucleétidas se unen operablemente al situarse en una relacién funcional mutua. Por ejemplo, un
promotor se encuentra operablemente ligado a una secuencia codificante en el caso de que el promotor incremente
la transcripcion o expresion de la secuencia codificante. Generalmente, operablemente ligado se refiere a que las
secuencias ligadas son continuas, en caso necesario para ligar dos regiones codificantes de proteina, tanto
contiguas como en el mismo marco de lectura. Sin embargo, es bien conocido que determinados elementos
genéticos, tales como intensificadores, pueden ligarse operablemente incluso a distancia, es decir, aunque no sean
contiguos.

Las expresiones "cadena arriba" y "cadena abajo" se definen funcionalmente y se refieren a la direccion o polaridad
de una cadena de secuencia de nucleétidos codificante. La direccion de "cadena arriba" se refiere a que el
nucledtido se encuentra situado en direccion 5' de una secuencia polinucleétida dada, es decir, hacia el nucleétido
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inicial. En términos de la secuencia de aminoacidos, la expresion "cadena arriba" se traduce en que un aminoacido
se encuentra situado en direccién N-terminal, es decir, hacia el inicio de la cadena polipeptidica. Preferentemente, la
secuencia de nucleétidos codificante de una unidad chaperén SIpA se encuentra situada cadena arriba de la
secuencia de nucleétidos codificante del polipéptido diana.

La direccion de "cadena abajo" se refiere a que el nucledtido se encuentra situado en direccion 3' del polinucleoétido,
es decir, hacia el final de la secuencia de nucleétidos. En términos de la secuencia de aminoacidos, la expresion
"cadena arriba" se traduce en que un aminoacido se encuentra situado en direcciéon C-terminal, es decir, hacia el
final de la cadena polipeptidica.

Se dice que un polinucledtido "codifica para" o "codifica" un polipéptido en el caso de que, en su estado nativo o al
manipularlo mediante métodos conocidos de la técnica, el polinucleétido pueda transcribirse en un molde de
nucleétidos y/o pueda traducirse para rendir el polipéptido o un fragmento del mismo.

Otro aspecto de la presente invencidon es un vector de expresidon que comprende operablemente ligado a una
molécula de ADN recombinante que comprende por lo menos una secuencia de nucleétidos codificante de un
polipéptido diana y cadena arriba o cadena abajo de la misma, por lo menos una secuencia de nucleétidos
codificante de un chaperén SipA.

Los constructos de ADN preparados para la introduccion en un huésped tipicamente comprenden un sistema de
replicacion reconocido por el huésped, incluyendo el fragmento de ADN deseado codificante del péptido de fusion
diana deseado y preferentemente incluyen ademas secuencias reguladoras del inicio de la transcripcion y la
traduccién operablemente ligadas al segmento codificante del polipéptido. Entre los sistemas de expresion (vectores
de expresion) pueden incluirse, por ejemplo, un origen de replicacion o secuencia de replicacion autonoma (SRA) y
secuencias de control de la expresion, un promotor, un intensificador y sitios necesarios de procesamiento de la
informacioén, tales como sitios de unién ribosémica, sitio de procesamiento del ARN, sitios de poliadenilacion,
secuencias terminadoras de la transcripcion y secuencias estabilizadoras del ARNm.

El promotor apropiado y otras secuencias de vector necesarias se seleccionan de manera que resulten funcionales
en el huésped. Se conocen de la técnica muchos vectores Utiles para la expresion en bacterias, levadudras, células
de mamifero, insecto, vegetales u otras y se encuentran disponibles comercialmente. Ademas, el constructo puede
unirse a un gen amplificable de manera que puedan obtenerse multiples copias del gen.

Los vectores de expresion y clonacion probablemente contienen un marcador seleccionable, un gen codificante de
una proteina necesaria para la supervivencia o crecimiento de una célula huésped transformada con el vector,
aunque dicho gen marcador puede ser portador por ofra secuencia polinucledtida cointroducida en la célula
huésped. Unicamente aquellas células huésped que expresan el gen marcador sobreviviran y/o creceran bajo
condiciones selectivas. Entre los genes de seleccion tipicos se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, los codificantes
de proteinas que (a) confieren resistencia a antibidticos u otras sustancias toxicas, por ejemplo ampicilina,
tetraciclina, etc., (b) deficiencias auxotroficas de complemento, o (c) suministran nutrientes criticos no disponibles a
partir de medios complejos. La eleccion del marcador seleccionable apropiado dependera de la célula huésped y se
conocen de la técnica marcadores apropiados para diferentes huéspedes.

Los vectores que contienen los polinucleétidos de interés pueden introducirse en la célula huésped mediante
cualquier método conocido de la técnica. Estos métodos varian dependiendo del tipo de sistema huésped
respectivo, incluyendo, aunque sin limitacion, la transfeccion utilizando cloruro de calcio, cloruro de rubidio, fosfato
de calcio, DEAE-dextrano, otras sustancias y la infeccion por virus. Pueden prepararse grandes cantidades de los
polinucledtidos y polipéptidos de la presente invencion mediante la expresion de los polinucleétidos de la presente
invencioén en vectores u otros vehiculos de expresion en células huésped compatibles. Los huéspedes procariéticos
mas comunmente utilizados son cepas de Escherichia coli, aunque también pueden utilizarse otros procariotas, tales
como Bacillus subtilis.

La expresion en Escherichia coli representa un modo preferente de llevar a cabo la presente invencion. La expresion
de proteinas de fusidon que comprenden por lo menos una unidad SIpA y por lo menos una unidad de polipéptido X
diana o la coexpresion de SIpA y X para rendir complejos SIpA-X solubles, estén SIpA y X unidos covalentemente o
no, resulta factible en células huésped procariéticas ademas de en eucariodticas.

La construccion de un vector segun la presente invencion utiliza técnicas de ligacién convencionales. Se cortan,
ajustan y religan plasmidos o fragmentos de ADN aislados, en la forma deseada para generar los plasmidos
requeridos. Si se desea, el analisis para confirmar que las secuencias en los plasmidos construidos son las correctas
se lleva a cabo de una manera conocida. Los métodos adecuados para construir vectores de expresion, preparar
transcritos in vitro, introducir ADN en las células huésped y realizar analisis para evaluar la expresion y funcion son
conocidos por el experto en la materia. La presencia, amplificacion y/o expresion génicas pueden medirse en una
muestra directamente, por ejemplo mediante transferencia southern convencional o transferencia northern para
cuantificar la transcripcion del ARNm, la transferencia por puntos (analisis de ADN o ARN) o la hibridacion in situ,
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utilizando una sonda apropiadamente marcada que puede basarse en una secuencia proporcionada en la presente
memoria. El experto en la materia concebira facilmente como pueden modificarse estos métodos, si se desea.

Una realizacién adicional de la invencion es una célula huésped transformada con un vector de expresién que
comprende operablemente ligado a una molécula de ADN recombinante que comprende por lo menos una
secuencia de nucleétidos codificante de un polipéptido diana y cadena arriba o cadena abajo de la misma, por lo
menos una secuencia de nucleétidos codificante de un chaperén SipA.

Otra realizacion de la invencion se refiere a un método de coexpresion de SIpA y un polipéptido diana en un
huésped procariético o eucaridtico, en el que la SIpA sobreproducida interactia con el polipéptido diana y forma un
complejo no covalente soluble, que facilita la preparacion de polipéptido diana plegado similar al nativo y activo. Lo
anterior implica que las secuencias de ADN codificantes de SIpA y el polipéptido diana pueden estar localizadas en
el mismo vector y controladas por promotores idénticos o diferentes. Alternativamente, las moléculas de ADN
codificantes de SIpA y del polipéptido diana puede estar localizadas en diferentes vectores compatibles. Para la
expresion simultanea de SIpA y el polipéptido diana las células huésped se transforman con ambos vectores.
Preferentemente, los genes codificantes de la proteina diana y SIpA estan controlados por promotores diferentes, los
cuales responden a diferentes inductores. De esta manera, la induccion de SIpA y proteina diana pueden llevarse a
cabo simultaneamente o consecutivamente de una manera controlada y definida. Por ejemplo, la expresion de SIpA
puede inducirse en primer lugar para generar un nivel basal de chaperén funcional y posteriormente puede llevarse a
cabo la induccion del gen diana. Aparte de este enfoque secuencial, resulta factible la induccién simultanea de
ayudante de plegado y polipéptido diana y también puede rendir proteina diana soluble y funcional. Los genes
codificantes de SIpA y la proteina diana pueden estar localizados en el mismo vector o en vectores diferentes.

La expresion "proteina de fusién" se refiere a que se combinan funcionalmente en una Unica cadena polipeptidica
dos polipéptidos de otra manera separados. Los elementos individuales de la proteina de fusioén, es decir, la parte
chaperén SIpA y la parte polipéptido diana, también denominada polipéptido X diana, pueden ser directamente
contiguos. Opcionalmente se encuentran separados por un conector peptidico de 1 a 100 residuos aminoacidos,
preferentemente de 5 a 30 residuos aminoacidos, mas preferentemente de aproximadamente 20 residuos
aminoacidos. Tal como apreciara el experto en la materia, dicho polipéptido conector esta disefiado como el mas
apropiado para la aplicacion deseada, especialmente con respecto a la longitud, flexibilidad, carga e hidrofilicidad. La
secuencia polipeptidica conectora puede contener ademas un sitio de corte proteolitico. Opcionalmente, la proteina
de fusion puede contener ademas una secuencia peptidica de sefial para dirigir la proteina al compartimiento
deseado en el que deberia tener lugar el plegado.

Segun la invencién, mas de un polipéptido X diana, por ejemplo dos, tres o cuatro copias del polipéptido diana,
puede ser parte de la proteina de fusion. A titulo de ejemplo, SIpA-X2 se refiere a que una unidad SIpA se encuentra
fusionada con dos unidades polipeptidicas diana del tipo X. Las unidades individuales de polipéptido diana pueden
encontrarse separadas o no por un segmento polipeptidico conector. La proteina de fusion contiene por lo menos
una unidad de chaperén SIpA. Ademas, las combinaciones en tandem, triples o de orden superior pueden constituir
la proteina de fusién, por ejemplo, SIpA-SIpA-X o SIpA-SIpA-SIpA-X. Ademas, las proteinas de fusion en las que el
polipéptido diana se encuentra interpuesto entre por lo menos dos unidades de chaperén, forman parte de la
invencion, por ejemplo SIpA-X-SIpA o SIpA-SIpA-X-SIpA-SIpA.

SIpA es una peptidil-prolil cis/trans isomerasa putativa de la familia de FKBP. La secuencia de aminoacidos de SIpA
de E. coli tal como se ha publicado en SwissProt n°® de acceso POAEMO se muestra en SEC ID n° 1.

Segun la invencion, la expresion "secuencia de nucledtidos codificante de un chaperon SIpA" se refiere a una
secuencia de nucledtidos codificante de un fragmento polipeptidico que comprende el segmento de unién a
polipéptido de SIpA. La expresion "segmento de union a polipéptido" de un chaperon se refiere a la parte
competente para la unidon del chaperén, es decir, la parte que se une y sujeta la cadena polipeptidica cliente o
sustrato y, de esta manera, la secuestra, reduciendo la concentracion de los intermediarios de plegado con
tendencia a la agregacion y facilitando el posterior plegado. El "segmento de union a polipéptido" de SIpA también
puede denominarse dominio IF ("insert in flap domain", dominio de insercidon en solapa). Definido como una unidad
de plegado auténomo, un dominio de proteina es capaz de adoptar un plegado estable similar al nativo en solucion
acuosa bajo las condiciones de replegado apropiadas. Las expresiones "segmento de unién a polipéptido”, "bucle
IF", "dominio IF" o "dominio de chaperon" pueden utilizarse como sinénimos.

"SIpA" o "chaperén SIpA" o "unidad SIpA" segun la invencion comprenden el segmento de unién a polipéptido o
dominio IF de SIpA. Preferentemente, la molécula entera de SIpA de E. coli se utiliza como pareja de fusion.
Alternativamente, el dominio IF de SIpA puede utilizarse como pareja de fusidon. Comprende por lo menos un
fragmento que se inicia N-terminalmente con cualquier aminoacido sistuado entre el aminoacido 59 y el 78 de la
SEC ID n° 2 y finaliza C-terminalmente con cualquier aminoacido situado entre el aminoacido 125y el 139 de la SEC
ID n° 2. Mas preferentemente es una secuencia codificante de un polipéptido que se inicia N-terminalmente con el
aminoacido n°® 72 (valina 72) y finaliza C-terminalmente con el aminoacido n° 132 (treonina 132) de la SEC ID n° 2.
Segun la invencion, SIpA se refiere a la forma no humanizada madura de dicho chaperdn. Lo anterior implica que el
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chaperon SlpA no contiene ni N-terminalmente ni C-terminalmente secuencias flanqueantes de FKBP12 o cualquier
otro FKBP humano.

Segun la invencion, pueden utilizarse homoélogos de chaperén SIpA de otros organismos como ayudantes de
plegado que combinan una prolil isomerasa con una actividad de chaperén. Dichos homodlogos de SIpA pueden
originarse a partir de los organismos siguientes (los nimeros de ID de la base de datos SwissProt se indican entre
paréntesis): Shigella flexneri (Prot.ID. POAEMS3), Shigella sonnei (Prot.ID Q3Z5Y2), Shigella dysenteriae (Prot. ID
Q32K69), Citrobacter Koseri (Prot.ID A8ALT4), Salmonella typhi (Prot.IDQ8XG79), Salmonella typhimurium (Prot.ID
Q7CR92), Salmonella paratyphi A and B (Prot.ID Q5PKI5 and ASMYG?7), Salmonella choleraesuis (Prot.ID Q57TL3),
Klebsiella pneumoniae (Q9RF46), Salmonella arizonae (Prot.ID A9MRA44), Enterobacter sp. (Prot.ID A4WG6ES3),
Enterobacter sakazakii (ATMIM1), Serratia proteamaculans (Prot.ID A8G9L6), Yersinia pestis (Prot.ID Q8CZP4 or
QOWJI9), Yersinia pseudotuberculosis (Prot.ID A7TFMDS5), Yersinia enterolitica (A1JJE3), Erwinia carotovora (Prot.ID
Q6DO0CS5), Photorabdus luminescens (Prot.ID Q7N8X0), Sodalis glossinidius (Prot.ID Q2NVY4), Idiomarina baltica
(Prot.ID A3BWMSH1), Vibrio harveyi (Prot.ID ABATG3 or A7TMTD8), Vibrio vulnificus (Prot.ID Q7MNM6 or Q8DES9),
Vibrio campbellii (Prot.ID A8T7R0), Vibrio shilonii (Prot.ID A6D8Q3), Vibrio splendidus (Prot.ID A3UXQ8), Idiomarina
loihiensis (Prot.ID Q5QZR6), Vibrio alginolyticus (Prot.ID Q1V5T9), Aeromonas salmonicida (Prot.ID A4SIX7),
Photobacterium sp. (Q2C7V1), Vibrio parahaemolyticus (Prot.ID Q87S88 or A6B565), Pseudoalteromonas atlantica
(Prot.ID Q15R06), Vibrio cholerae (Prot.ID A5F8X4, or Q9KU45, or A6Y5H7, or A6XZU4, or AGADB4, or AGA5WS5, or
A3H4C9, or A3GPA9, or ASEGO01, or A2PSS5, or A2P8T9, or A1F6Q8), Aeromonas hydrophila (Prot.ID AOKG41),
Vibrio angustum (Prot.ID Q1ZMQ4), Moritella sp. (Prot.ID A6FG75), Pseudoalteromonas haloplanktis (Prot.ID
Q3IEAOQ), Alteromonadales bacterium (Prot.ID AOY1B2), Psychromonas ingrahamii (Prot.ID A1SZP1), Vibrio fischeri
(Prot.ID Q5E7N2 o A9IPHO), Photobacterium profundum (Prot.ID Q12378 o Q6LUKY), Pseudoalteromonas tunicata
(Prot.ID A4C627), Psychromonas sp. (Prot.ID Q1ZHS3), Reineka sp. (Prot.ID A4BJLO), Vibrio psychroerythus
(Prot.ID Q486T8), Shewanella amazonensis (Prot.ID A1S427), Shewanella sp. (Prot.ID QOHFZ1, or QOHS84, or
AOKZY9), Shewanella pealeana (Prot.ID A8H1H5), Shewanella frigidimarina (Prot.ID Q07Z37), Shewanella
denitrificans (Prot.ID Q12KM6), Shewanella loihica (Prot.ID A3QBX4) y Shewanella putrefaciens (Prot.ID A4Y4AB).

Segun la invencion, la secuencia del chaperén SIpA puede modificarse con sustituciones de aminoacidos,
preferentemente sustituciones, deleciones e inserciones homdlogas con la condicién de que la estructura, funcion y
estabilidad globales del chaperén SIpA se mantengan. El mantenimiento de la funcion de dicha variante de SIpA
puede someterse a ensayo facilmente determinando la temperatura de fusiéon de una proteina de fusion que
comprende un polipéptido diana y la secuencia del chaperdn SIpA bajo investigacion. La temperatura de fusion se
define como la temperatura a la que el 50% de las moléculas se encuentran plegadas y el 50% se encuentran no
plegadas, es decir, la temperatura de fusion determina el punto medio de la transicién de desplegado inducida
térmicamente en un sistema tamponador dado a una concentracién de proteina dada. Dependiendo del contenido en
residuos aromaticos, puede realizarse un seguimiento de la fusion de las proteinas con sondas espectroscopicas
simples, tales como la absorbancia de UV, la fluorescencia o el dicroismo circular. El dicroismo circular, en
particular, resulta muy adecuado para monitorizar los cambios conformacionales en la estructura secundaria (CD de
amidas o CD de UV lejano) o en la estructura terciaria (CD aromatico o CD de UV préximo) de las proteinas.

El desplegado inducido térmicamente de SIpA tal como se evalia mediante CD de UV préximo revela que el proceso
de desplegado es totalmente reversible, es decir, SIpA readopta espontaneamente su conformaciéon nativa tras
enfriar la muestra de 95°C a la temperatura ambiente, es decir, 15°C a 25°C. Esta reversibilidad del plegado y
desplegado es un prerrequisito critico de un ayudante de plegado ideal en las aplicaciones biotecnoldgicas: con
frecuencia, las proteinas de fusién recombinantes se acumulan en forma de cuerpos de inclusién en el citosol de E.
coli en el caso de que se produzcan en fuerte exceso. En este caso, debe prepararse un protocolo de
renaturalizacion robusto y eficiente, partiendo de células bacterianas o cuerpos de inclusion lisados en cloruro de
guanidinio 7,0 M u otros agentes caotrépicos tales como la urea. Resulta autoevidente que el replegado de cualquier
pareja de fusion de chaperdn debe ser suficientemente robusto, eficiente y reversible con el fin de ayudar en el
replegado in vitro de la proteina cliente deseada. Muchas parejas de fusién conocidas de la técnica anterior, tales
como, por ejemplo, NusA, PUM (proteina de unién a maltosa) y GST (glutation S-transferasa) muestran un plegado
de novo muy robusto tras la traducciéon en la célula huésped, pero no pueden replegarse facilmente tras el
desplegado inducido térmica o quimicamente. Por lo tanto, estas parejas de fusion se utilizan con el fin de permitir la
expresion soluble de la proteina diana en el sistema huésped. En el caso de que no consigan conferir solubilidad a
sus proteinas cliente durante el plegado de novo tras la traduccion en la célula huésped, resulta dificil la
recuperacion de las proteinas de fusion agregadas mediante intentos de renaturalizacion in vitro. Segun la presente
invencion, una pareja de fusidn totalmente reversible, tal como SIpA, presenta ventajas evidentes en el aspecto de
que puede conducir también a una produccién de proteina soluble tras el plegado de novo en la célula huésped.
Ademas, SIpA, en virtud de su reversibilidad de plegado, puede utilizarse también para ayudar en el replegado in
vitro de un polipéptido de fusién que ha acumulado en cuerpos de inclusion insolubles tras la sobreproduccion
masiva en la célula huésped. La reversibilidad completa del desplegado en combinacion con una elevada estabilidad
intrinseca y caracteristicas de chaperdn sustanciales son prerrequisitos importantes de una pareja de fusion segun
la presente invencion. Estos criterios son cumplidos perfectamente por SIpA.

Segun la invencion, una o mas, preferentemente dos, secuencias de nucleétidos codificantes de un chaperon SipA
se encuentran situadas cadena arriba de la secuencia de nucleétidos codificante de un polipéptido diana, resultando
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en un chaperén SIpA en tandem que comprende dos unidades de SIpA contiguas. La secuencia o secuencias de
nucledtidos codificantes de un chaperéon SIpA pueden encontrarse separadas por una secuencia de nucleétidos
codificante (en el mismo marco) de un conector peptidico de 1 a 100 aminoacidos. Pueden utilizarse diferentes
secuencias de nucledtidos para codificar las dos unidades de chaperén SIpA. Ademas, deberian utilizarse diferentes
secuencias de nucledtidos para codificar todos los demas elementos altamente repetitivos, tales como segmentos
conectores o espaciadores dentro del polipéptido de fusion. Las secuencias de nucleétidos deben ser degeneradas
con el fin de evitar la pérdida de una secuencia codificante de SIpA debido a sucesos de recombinacién involuntaria
en el huésped E. coli. Mediante la seleccion cuidadosa de diferentes codones para secuencias de aminoacidos
idénticas o repetitivas, puede garantizarse la estabilidad del casete de expresion.

Un "polipéptido diana" segun la invencidon puede ser cualquier polipéptido (es decir, cualquier secuencia de
aminoacidos) de solubilidad o estabilidad limitada, que tienda a agregarse bajo condiciones desfavorables y que
requiera el soporte o la asistencia de un ayudante de plegado, con la condicion de que las proteinas de union FK506
(FKBP), en particular las proteinas de union FK506 humanas, sean excluidas como polipéptidos diana. Lo anterior
significa que las proteinas de fusién FK506 tales como, por ejemplo, la FKBP12 humana, resulten excluidos como
polipéptidos diana. En una realizacion preferente, los polipéptidos que muestran una tendencia a la agregacion y/o
sean susceptibles al estrés térmico, pueden utilizarse como polipéptido diana. Ademas, los polipéptidos con
actividad enzimatica son polipéptidos diana preferentes segun la invencién. En particular, los enzimas que aceptan y
actian sobre sustratos hidrofébicos (y por lo tanto incluyen patrones de superficie hidrofébica ellos mismos) son
polipéptidos diana preferentes segun la invencion. En una realizacion preferente adicional, se utilizan como
polipéptidos diana proteinas bacterianas o viricas o proteinas priones o proteinas asociadas a la artritis reumatoide.

Puede utilizarse como polipéptido diana cualquier producto génico estructural, asociado a membrana, unido a
membrana o secretado de un patégeno de mamifero. Entre los patégenos de mamifero se incluyen virus, bacterias,
parasitos unicelulares o multicelulares que pueden infectar o habitar en un huésped mamifero. Por ejemplo, los
polipéptidos originados en virus tales como el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), vaccinia, poliovirus,
adenovirus, influenza, hepatitis A, hepatitis B, virus Dengue, de la encefalitis japonesa B, varicela zoster,
citomegalovirus, virus de Epstein-Barr, rotavirus, asi como virus que provocan el sarampion, la fiebre amarilla, la
parotiditis, la rabia, herpes, influenza, parainfluenza y similares como polipéptido diana en la proteina de fusion
segun la invencion. Pueden utilizarse como polipéptido diana proteinas bacterianas de, por ejemplo, Vibrio cholerae,
Salmonella typhi, Treponema pallidum, Helicobacter pylori, Bordetella pertussis, Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae, Clostridium tetani, Corynebacterium diphtheriae, Mycobacterium leprae, R. rickettsii,
Shigella, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Coccidioides immitis, Borrelia burgdorferi y similares.

Entre los ejemplos adicionales de polipéptidos diana producidos preferentemente mediante los presentes métodos
se incluyen productos génicos de mamifero, tales como enzimas, citoquinas, factores de crecimiento, hormonas,
vacunas, anticuerpos y similares. Mas particularmente, entre los productos génicos sobreexpresados preferentes de
la presente invencidén se incluyen productos génicos tales como eritropoyetina, insulina, somatotropina, factor
liberador de la hormona del crecimiento, factor de crecimiento derivado de plaquetas, factor de crecimiento
epidérmico, factor a de crecimiento transformante, factor de crecimiento transformante, factor de crecimiento
epidérmico, factor de crecimiento fibroblastico, factor de crecimiento nervioso, factor | de crecimiento similar a la
insulina, factor Il de crecimiento similar a la insulina, factor de coagulacion VIII, superéxido dismutasa, interferén, y-
interferén, interleuquina-1, interleuquina-2, interleuquina-2, interleuquina-3, interleuquina-4, interleuquina-5,
interleuquina-6, factor estimulante de colonia de granulocitos, factor estimulante de colonias multilinaje, factor
estimulante de granulocitos-macroéfagos, factor estimulante de colonias de macréfagos, factor de crecimiento de
células T, linfotoxina y similares. Los productos génicos sobreexpresados preferentes son productos génicos
humanos.

Con fines diagndsticos, en el caso de que, por ejemplo, el analito que debe determinarse sea un anticuerpo, los
polipéptidos diana contienen por lo menos un epitopo que resulta reconocido por los anticuerpos que deben
determinarse. Dichos epitopos también se denominan diagnésticamente epitopos relevantes. Un polipéptido diana
segun la invencion puede comprender ademas secuencias como, por ejemplo, epitopos diagnosticamente
relevantes de varias proteinas diferentes construidas para expresarse en forma de un polipéptido recombinante
individual. Preferentemente, el polipéptido diana presenta una longitud de entre 10 y 500 aminoacidos.

Mas preferentemente, el polipéptido diana es un elemento de un grupo que consiste de proteinas retroviricas, tales
como gp41 y p17 del VIH-1, gp36 y p16 del VIH-2, gp21 del HTLV-I/ll, que consiste de proteinas de cubierta virica
tales como E1 y E2 del virus de la rubeola o que consiste de proteinas amiloidogénicas tales como (-AP42 (péptido
del Alzheimer) o proteina prionica.

También resultan preferentes como polipéptidos diana, la glucoproteina G1 del virus del herpes simplex 1 y la
glucoproteina G2 del virus del herpes simplex 2. Mas exactamente, los fragmentos de glucoproteina respectivos que
no presentan sus secuencias de sefial y sus regiones transmembrana (gG1 26-189, gG2 343-594) son polipéptidos
diana adecuados.

Resultan preferentes adicionalmente como polipéptidos diana las proteinas y fragmentos de proteina siguientes del
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citomegalovirus humano: pp28 (15-179), pp150 (821-1048), pp150 (547-725), pp150 (495-854), p38 (105-308), p38
(105-373), p38 (209-308), p52 (254-293), p52 (295-330), p52 (298-433), gB (67-84), pp65 (372-549) y pp65 (372-
458).

También resultan preferentes las proteinas y fragmentos de proteina siguientes de Treponema pallidum: TpN17 (23-
156), TpN47 (21-434), TpN15 (23-142), TmpA (23-345), TpO453 (27-287). Las secuencias de sefal de la totalidad
de dichos antigenos de Treponema han sido omitidos para garantizar la localizacion citosdlica tras la expresion en el
huésped E. coli.

Resultan preferentes adicionalmente como polipéptidos diana las proteinas y fragmentos de proteina siguientes de
Borrelia: el fragmento de flagelina interno p41i (137-262), VISE (IR6/C6), DbpA (26-175), OspB (17-296) y OspC (19-
214).

Son polipéptidos diana preferentes adicionales, las proteinas del virus de Epstein-Barr (VEB), tales como el antigeno
nuclear 1 del VEB (EBNA-1), tal como se muestra en la SEC ID n°® 13, polipéptidos y fragmentos de p18 tal como se
muestra en la SEC ID n° 14 y n° 15, respectivamente, y polipéptidos derivados de p23, tal como se muestra en la
SEC ID n° 16.

Cualquiera de dichos polipéptidos diana fusionado con un chaperdon SIpA puede utilizarse en un inmunoensayo
como pareja de union para la deteccion de un analito como, por ejemplo, anticuerpos contra el polipéptido diana o
pueden utilizarse como estandar o material de calibracién para inmunoensayos tal como se indica en mayor detalle
posteriormente.

Una realizacién adicional de la invencion es un método para producir una proteina de fusion, comprendiendo dicho
método las etapas de: a) cultivar células huésped que comprenden por lo menos una secuencia de nucledtidos
codificante de un polipéptido diana y cadena arriba de la misma, por lo menos una secuencia de nucleétidos
codificante de un chaperdn SIpA, b) la expresion de dicha proteina de fusion, c) la purificacion de dicha proteina de
fusion, y d) el replegado en una conformacién soluble y similar a la nativa o inmunorreactiva (es decir, antigénica).
Una proteina de fusion producida mediante dicho método también es un aspecto de la invencion.

Las proteinas de fusién segun la invencion muestran una solubilidad elevada. Al sobreexpresarse a una velocidad
baja en el citosol, se acumulan principalmente en la fraccion soluble. Dependiendo de las condiciones de crecimiento
e induccion celulares, especialmente en el caso de que se sobreexpresen fuertemente, los productos génicos SIpA-
X también pueden acumularse en cuerpos de inclusion. Habitualmente, el experto en la materia presente el objetivo
de sobreproducir los polipéptidos diana solubles en el citosol de E. coli. A continuacién, se rompen las células
mediante sonicacion o un tratamiento combinado de lisozima/EDTA vy las putativas proteinas diana plegadas
similares a las nativas se aislan a partir de la fraccién soluble. Lo anterior resulta factible para las proteinas de fusion
SIpA-X y conduce a un material soluble en el caso de que el polipéptido diana X presente una solubilidad intrinseca
suficientemente elevada. En el caso de que el polipéptido X diana sea muy hidrofébico y tienda fuertemente a la
agregacion, puede aplicarse una estrategia alternativa que aprovecha las propiedades de replegado eficientes y
robustas de SIpA en un enfoque de renaturalizacion asistido por matriz. Se lisan las células bajo condiciones de
tampon apropiadas como, por ejemplo, en sustancias caotrépicas, las cuales son fuertemente desnaturalizantes y
solubilizan componentes celulares incluso hidrofébicos y también los cuerpos de incluso, aunque a expensas de la
integridad estructural. En el caso de que las proteinas de fusion se etiqueten N- o C-terminalmente con una fraccion
hexahistidina, pueden unirse especificamente en un estado no plegado a una columna que contiene metal (soportes
de Ni-NTA o Zn** o Cu®). Inmovilizadas en la fase sdlida, las moléculas se repliegan facil y eficientemente bajo
condiciones de tampdn apropiadas. Dicha denominada renaturalizaciéon asistida por matriz, que se ha demostrado
que incrementa el rendimiento de replegado de muchas proteinas dificiles, resulta fuertemente soportada por SIpA
unida covalentemente, que, en virtud de sus propiedades de chaperén, posiblemente reorganiza y enmascara
reversiblemente las areas hidrofébicas en los intermediarios de plegado. Los protocolos apropiados de purificacion y
replegado tal como se muestran en mayor detalle en la seccion de Ejemplos son bien conocidos por el experto en la
materia.

Un aspecto adicional de la invencion se ref iere a cualquier complejo que comprende SIpA y la secuencia
polipeptidica diana, que incluye la adicion de SIpA a cualquier formulacion de proteinas. Un aspecto adicional de la
invencion se refiere a una proteina de fusién producida recombinantemente que comprende por lo menos una
secuencia polipeptidica correspondiente a SIpA y por lo menos una secuencia polipeptidica correspondiente a un
polipéptido diana. Un aspecto adicional de la invencién se refiere a un SIpA producido sintéticamente solo o en
combinacién con un polipéptido diana de origen recombinante o sintético.

Segun la invencion, un chaperon SIpA es capaz de mejorar la estabilidad térmica de los polipéptidos diana dificiles al
utilizarlo como pareja de fusion. SIpA confiere estabilidad térmica a un polipéptido diana fusionado, provocando de
esta manera que el polipéptido diana sea menos susceptible a la agregacion inducida por calor tal como se muestra
en la seccion de Ejemplos. En el caso de que las proteinas diana con fuerte tendencia a la agregacion fusionadas
con SlyD de E. coli se sometan a estrés térmico, las proteinas de fusion resultante muestran un inicio de agregacion
inducida térmicamente a aproximadamente 42°C, lo que concuerda bastante bien con la estabilidad inherente de
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SlyD. En el caso de que las mismas proteinas diana se fusionen con SIpA, preferentemente con SIpA de E. coli, se
mantienen estables y solubles hasta aproximadamente 56°C. Por ejemplo, una proteina de fusion que contiene SlyD
y el fragmento 536-681 de la proteina gp41 del VIH (SEC ID n° 5) empieza a agregarse a una temperatura de 42°C,
mientras que la misma proteina diana fusionada con SIpA de E. coli (SEC ID n° 3) segun la invencion es
térmicamente estable a temperaturas mas alla de 50°C. Puede demostrarse que SIpA como parte de una proteina
de fusion protege a las proteinas dificiles o con tendencia a la agregacion frente a la agregacion tras la
desnaturalizacién inducida por calor.

También puede demostrarse que la fusion de SIpA ejerce un efecto beneficioso incluso sobre proteinas o
fragmentos de proteina que presentan una menor tendencia a la agregacion. En el caso de que el fragmento gG1
(26-189) de la glucoproteina G1 del VHS-1 se fusione con SlyD, la proteina de fusién resultante puede desplegarse
térmicamente de manera mayoritariamente reversible, con una temperatura de fusioén aproximada de 53°C (figura 7).
Sin embargo, en el caso de que el mismo fragmento se fusione con SIpA, la proteina de fusién resultante muestra un
punto medio de desplegado térmicamente inducida a aproximadamente 63°C (figura 8). Evidentemente la estabilidad
del polipéptido de fusién de gG1 se desplaza en 10°C tras la sustitucion de SIpA por SlyD como pareja de fusion.
Este resultado demuestra claramente las superiores caracteristicas de estabilidad de un polipéptido de fusion SIpA-X
en comparacion con su contrapartida SlyD-X.

Con el fin de elucidar si estas caracteristicas de estabilidad superior de los polipéptidos de fusién de SIpA también
se reflejan en un inmunoensayo, se evaluaron muestras retadas térmicamente de SlyD-gG1 y SIpA-gG1 con sueros
humanos positivos y negativos para anti-VHS (Ejemplo 4) para su inmunorreactividad recuperada tras el estrés
térmico. En comparacion con muestras no estresadas, se observo un claro resultado (ver el Ejemplo 4 y la figura 9):
la sefial generada por SlyD-gG1 y SIpA-gG1 tratadas por calor con sueros positivos para anti-VHS se redujo en
todos los casos, pero la pérdida de sefial era mucho mas pronunciada con la variante de fusion de SlyD. A su vez, la
sefial de fondo generada por SlyD-gG1 y SIpA-gG1 tratados por calor con sueros negativos para anti-VHS se
incrementoé en todos los casos (indicativo de procesos de agregacion del antigeno conjugado con rutenio), pero el
incremento de la altura de la sefial nuevamente era mucho mas pronunciado con la variante de fusion con SlyD. Con
respecto al resultado de sefial para sueros tanto positivos como negativos (es decir, con respecto a la dinamica de la
sefial), SIpA por lo tanto es claramente superior a SlyD como pareja de fusion para gG1 (26-189). Evidentemente la
utilizacion de SIpA en lugar de SlyD como pareja de fusion garantiza tanto un nivel de sefial mas bajo con sueros
negativos como una recuperacion de sefial mas alta con sueros positivos. Brevemente, la utilizacion de SIpA como
pareja de fusién garantiza una dinamica de la sefial excelente incluso tras un tratamiento fuerte de un kit de
inmunoensayo que contenga polipéptidos antigénicos para la deteccién de analitos inmunoglobulina. Es
perfectamente concebible que SIpA o mdédulos chaperdn relacionados que se unan covalentemente a sus moléculas
diana mediante enlaces cruzados suficientemente largos y flexibles (mediante métodos quimicos estandares)
ejerzan un efecto solubilizador similar. En dichos casos, en el caso de que no resulte factible un polipéptido de
fusion, el chaperdn y la molécula diana se produciria y replegaria separadamente antes de unirse covalentemente.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a la utilizaciéon de una proteina de fusion producida recombinante o
sintéticamente que comprende un chaperdn SIpA y un polipéptido diana como pareja de unién en un inmunoensayo.
Los inmunoensayos y diversos formatos de ensayo homogéneos y heterogéneos son bien conocidos por el experto
en la materia. Pueden llevarse a cabo en todos los liquidos biolégicos conocidos por el experto en la materia. Son
muestras preferentes liquidos corporales como sangre completa, sueros san guineos, plasma sanguineo, orina o
saliva.

Los polipéptidos de fusion que comprenden SIpA y por lo menos un polipéptido diana segun la invencion también
pueden utilizarse como estandar o material de calibracion. SIpA también es una buena pareja de fusiéon para
proteinas dificiles que resultan necesarias como calibradores en inmunoensayos. Por ejemplo, los presentes
inentores clonaron, expresaron y purificaron una variante troponina | (que comprende los residuos 1 a 209) en fusion
con SIpA. El polipéptido de fusiéon SIpA-troponina | resultante resultd ser soluble e inmunorreactivos y era adecuado
como material calibrador estandar para un inmunoensayo de troponina |. Debido a la pareja de fusion SIpA, la
estabilidad de la fraccion troponina | se incrementé sustancialmente en comparacién con troponina | aislada, que
s6lo es marginalmente estable y se agrega espontaneamente incluso bajo condiciones de tampon favorables. La
utilizacion de SIpA acomplejado con proteinas dificiles para generar materiales calibradores o estandares solubles y
estables es una realizaciéon adicional de la invencion. Un aspecto todavia adicional es la utilizacion de SIpA como
aditivo para mejorar la solubilidad y evitar la agregacion de una proteina diana.

Una realizacion adicional de la invenciéon es un método para la deteccidn de anticuerpos especificos para un analito
en una muestra ailsada, comprendiendo dicho método:
a) formar una mezcla de inmunorreaccion mediante la mezcla de una muestra de liquido corporal con una
proteina de fusiéon que comprende por lo menos una secuencia polipeptidica correspondiente a un chaperon
SIpA y por lo menos una secuencia polipeptidica correspondiente a un polipéptido diana,
b) mantener dicha mezcla de inmunorreaccion durante un periodo de tiempo suficiente para permitir que los
anticuerpos contra dicho analito presente en la muestra de liquido corporal inmunorreaccionen con dicha
proteina de fusién para formar un producto de inmunorreaccion, y
c) detectar la presencia de dicho producto de inmunorreaccion.
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En una realizacion preferente, la deteccion de anticuerpos especificos puede llevarse a cabo mediante el ensayo
denominado de tipo sandwich de doble antigeno (DAGS, también denominado ensayo de puente), un formato
heterogéneo en el que el analito anticuerpo especifico que debe deteerminarse forma un puente entre dos antigenos
idénticos o similares. Este formato puede adaptarse facilmente a analizadores automaticos de alto rendimiento. Mas
especificamente, los anticuerpos que deben determinarse forman un inmunocomplejo o producto de
inmunorreaccién con un primer antigeno que media en la inmovilizacion en una fase solida y con un segundo
antigeno que porta un marcaje (es decir, una fraccion de sefalizacion como un marcaje cromogénico, fluorescente,
quimioluminiscente, electroquimioluminiscente u otros marcajes que son conocidos por el experto en la materia),
permitiendo de esta manera la deteccidn cuantitativa o cualitativa de los anticuerpos unidos especificamente tras la
separacion del liquido y la fase sélida. Por lo tanto, Unicamente en el caso de que los anticuerpos bajo investigacion
se encuentre presentes en la muestra, se forma un puente y puede detectarse una sefial. En dicho formato de
ensayo, las proteinas de fusion segun la invencién pueden utilizarse como parejas de fusién en las que el antigeno
unido a la fase sélida o el antigeno marcado o ambos son proteinas de fusién que comprende un chaperén SIpA de
E. coli'y un polipéptido diana. El polipéptido diana constituye la parte antigénica de la proteina de fusion.

Una realizacion preferente de la invencion es un ensayo denominado de tipo sandwich de doble antigeno asimétrico
para la deteccion de un anticuerpo especifico en el que se utiliza una primera proteina de fusiéon y una segunda
proteina de fusion, en el que cada una comprende un chaperén y un polipéptido diana. Dicho formato se denomina
asimétrico debido a que las unidades de chaperdn de ambas proteinas de fusion son diferentes. Por ejemplo, la
primera proteina de fusion puede comprender por lo menos una unidad de chaperén SIpA y por lo menos una unidad
de polipéptido diana y puede portar una fraccidon que media en la unién especifica a una fase sélida como, por
ejemplo, la biotina, que se une a una fase sdlida recubierta con estreptavidina. La segunda proteina de fusion puede
comprender por lo menos una unidad de chaperén diferente de SIpA y por lo menos un polipéptido diana que es
idéntico o similar al polipéptido diana de la primera proteina de fusiéon. Ademas, la ultima proteina de fusién puede
portar una fraccion de sefializaciéon o un grupo informador para la lectura de sefal.

Preferentemente, la unidad de chaperdn de la segunda proteina de fusion también es un chaperén termoestable con
suficiente flexibilidad intrinseca (es decir, actividad de unién altamente dinamica) a temperatura ambiente. Son
candidatos adecuados para la unidad de chaperéon de la segunda proteina de fusién, por ejemplo, FkpA
(temperatura de fusién de aproximadamente 50°C) y una variante truncada C-terminalmente (sin cisteinas) del
ortélogo de SlyD de Pasteurella multocida (temperatura de fusidon de aproximadamente 49°C). Las secuencias de
aminoacidos de ambos chaperones (secuencias completas y secuencias parciales utilizadas preferentemente como
unidad de chaperén en una proteina de fusioén) se muestran en las SEC ID n® 9 a n°® 12. La unidad de chaperdn de la
primera y segunda proteinas de fusion pueden intercambiarse, es decir, SIpA puede ser parte de la segunda
proteina de fusioén y en este caso el otro chaperdn termoestable, tal como, por ejemplo FkpA o el ortélogo de SlyD
de Pasteurella multocida, puede ser parte de la primera proteina de fusion. La primera y segunda proteinas de fusion
se afiaden, simultanea o consecutivamente, a una muestra bajo investigacion para un anticuerpo analito especifico.
El anticuerpo en caso de hallarse presente en la muestra, se une a las unidades de polipéptido diana de la primera 'y
la segunda proteinas de fusion, puenteando de esta manera las partes del polipéptido diana de dicha primera y
dicha segunda proteinas de fusién, resultando en un producto de inmunorreaccién o inmunocomplejo.
Antes, después o concomitantemente con la formacién de un inmunocomplejo, se afiade una fase sdélida, tal como,
por ejemplo, microperlas o una placa ELISA, de manera que la primera proteina de fusion se une a la fase sdlida.
Como consecuencia, el producto de inmunorreaccion completo (es decir, el inmunocomplejo) que comprende dicha
primera proteina de fusion, el anticuerpo que debe detectarse y dicha segunda proteina de fusion se unen a la fase
sélida. Tras la separacién de la fase solida de la fase liquida, puede detectarse la presencia del producto de
inmunorreaccion. A modo de alternativa, las unidades de chaperdn presentes en la primera proteina de fusién
pueden utilizarse como unidades de chaperén para la segunda proteina de fusion y viceversa. Sin embargo, las
unidades de chaperon preferentemente deberia ser diferentes en ambas proteinas de fusion debido al posible
enlace cruzado no especifico de analito (impredecible) de las proteinas de fusion debido a la presencia de
anticuerpos contra dichos chaperones en la muestra. A modo de alternativa, también resultaria factible un
inmunoensayo DAGS altamente especifico con parejas de fusion de chaperdn idénticas en cada lado del ensayo. En
este escenario, el desarrollador del ensayo debe considerar como altamente probable la presencia de anticuerpos
contra la pareja de fusion utilizada en una fraccion sustancial de sueros humanos. Estos anticuerpos puentearian el
polipéptido de sefializacion con la fase sdlida, incrementar la sefial y, de esta manera, evocar resultados falsamente
positivos. Con el fin de evitar dichas interferencias, la pareja de fusion (es decir, la unidad de chaperén) se afadiria a
la muestra en una forma altamente polarizada y no marcada como sustancia anti-interferencia. La sustancia anti-
interferencia esta disefiada para capturar eficientemente inmunoglobulinas dirigidas contra la pareja de fusion, los
segmentos conectores, el espaciador y las secuencias de etiqueta y todas las demas fraccions que no forman parte
del antigeno genuino. En virtud de su elevada densidad de epitopos, una sustancia anti-interferencia quimicamente
polimerizada (es decir, entrecruzada) es capaz de competir eficientemente con el polipéptido de fusién marcado para
la unién de los anticuerpos anti-chaperon. De esta manera, las interferencias debido a las inmunoglobulinas con
especificidades no deseadas pueden descartarse de una manera conveniente y fiable. Como muestras pueden
utilizarse todos liquido biolégico, tal como los liquidos corporales. Preferentemente se utiliza sangre, suero, plasma,
orina o saliva.
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El grupo de marcaje o de sefalizacion puede seleccionarse de entre cualesquiera grupos indicadores detectables
conocidos, tales como pigmentos, grupos de marcaje luminiscente, tales como grupos quimioluminiscentes, por
ejemplo ésteres de acridinio o dioxetanos, o pigmentos fluorescentes, por ejemplo fluoresceina, coumarina,
rodamina, oxazina, resorufina, cianina y derivados de los mismos. Otros ejemplos de grupos de marcaje son los
complejos metdlicos luminiscentes, tales como los complejos de rutenio o de europio; enzimas, por ejemplo los
utilizados para ELISA o los isétopos radioactivos.

La union del inmunocomplejo o producto de inmunorreaccion a la fase soélida puede llevarse a cabo utilizando una
pareja de un par de unién bioafin como, por ejemplo, biotina y estreptavidina. Preferentemente, se acopla biotina con
la proteina de fusion segun la invencion. Este conjugado de biotina-proteina de fusién se une con elevada afinidad a
una fase sélida recubierta con estreptavidina.

Son ejemplos de analitos todos los patdgenos y anticuerpos contra dichos patégenos mencionados bajo la seccion
de "polipéptido diana". Por ejemplo, segun la invencion preferentemente pueden detectarse especificamente
anticuerpos contra el VIH (virus de la inmunodeficiencia humana), HTLV-1/HTLV-II (virus linfotropico de las células T
humanas | y 1), VHC (virus de la hepatitis C), VHA (virus de la hepatitis A), VCMH (virus citomegalico humano),
VHS-1/-2 (virus del herpes simple 1y 2), VEB (virus de Epstein-Barr), virus de la varicela-zéster, virus del herpes
humano 6, virus del herpes humano 7, virus del herpes humano 8, virus de la rubeola, Treponema pallidum,
Helicobacter pylori, Borrelia (burgdorferi, afzelii, garinij), Trypanosoma cruzi y Toxoplasma gondii.
Todavia otra realizacién de la invencién es un kit de reactivos para la deteccién de anticuerpos contra un analito, que
contiene una proteina de fusidn que comprende por lo menos una secuencia polipeptidica correspondiente a SIpA 'y
por lo menos una secuencia polipeptidica correspondiente a un péptido diana. El experto en la materia conocera
partes adicionales de dicho kit de reacciones y entre ellas se incluyen tampones, conservantes, sustancias de
marcaje e instrucciones de utilizacion.

Entre las realizaciones adicionales de la invencién se incluyen la utilizacion de una proteina de fusion producida
recombinante o sintéticamente segun la invencidn como medio para la reduccion de interferencias en un
inmunoensayo y la utilizacién de la misma para la inmunizaciéon de animales de laboratorio y la produccion de una
vacuna.

Otra realizacién de la invencion se refiere a una composicion que comprende una proteina de fusién producida
recombinante o sintéticamente que comprende por lo menos una secuencia polipeptidica correspondiente a SIpA y
por lo menos una secuencia polipeptidica correspondiente a un péptido diana y un excipiente farmacéuticamente
aceptable.

Segun la invencion, puede utilizarse SIpA como ayudante de plegado para polipéptidos diana mediante la adicion de
SIpA en forma purificada a un polipéptido diana, que incluye la adicion de SIpA a cualquier formulacién de proteinas
como agente estabilizador o solubilizador. Por ejemplo, puede afhadirse SIpA y ayudantes de plegado relacionados
de la familia de FKBP de peptidil-prolil cis/trans isomerasas durante o después del procedimiento de produccién
biotecnoldgica de polipéptidos diana, confiriendo de esta manera solubilidad o estabilidad térmica al polipéptido
diana. Entre dichas aplicaciones biotecnoldgicas se incluyen, por ejemplo, la produccién industrial a gran escala de
enzimas, hormonas peptidicas, tales como, por ejemplo, la insulina o, mas generalmente, proteinas de interés
comercial.

En una realizacion adicional de la invencion, puede utilizarse SIpA como aditivo en inmunoensayos para reducir o
suprimir las reacciones cruzadas inmunoldgicas o interferencias que producen resultados erréneamente positivos,
en particular en un formato de inmunoensayo de tipo sandwich de doble antigeno.

Mas especificamente, en un inmunoensayo pueden utilizarse proteinas de fusion SIpA-X o SIpA-SIpA-X como
antigenos para la deteccion de un analito inmunoglobulina en el que X es el polipéptido diana al que se unen los
anticuerpos especificos de analito. Para reducir interferencias, puede afiadirse SIpA o SIpA-SIpA como sustancia
anti-interferencia para evitar reacciones cruzadas inmunoldgicas mediante la unidad de chaperodn. Preferentemente,
se afiaden SIpA o SIpA-SIpA en una forma quimicamente polimerizada con el fin de incrementar la densidad de
epitopos y para fomentar la unién de las moléculas de IgG e IgM dirigidas a SIpA, los segmentos conectores o la
etiqueta hexahistidina.

SIpA confiere solubilidad y estabilidad a las moléculas diana pero podria, al igual que otra fraccion o grupo diferente
de la molécula diana misma, producir reacciones cruzadas inmunoldgicas que comprometan la especificidad del
inmunoensayo respectivo. Con el fin de superar dicho problema de especificidad, se implementa una variante no
marcada de SIpA o de SIpA-SIpA en los reactivos de inmunoensayo en una forma polimerizada. Dicho polipéptido
SIpA o SIpA-SIpA comprende la totalidad de los elementos que podrian producir reacciones cruzadas, tales como la
unidad SIpA misma, cualesquiera segmentos conectores o espaciadores, la hexahistidina u otros motivos de
etiqueta e incluso las fracciones de marcaje, aunque en una forma inactivada. Debido al entrecruzamiento quimico,
dichos potenciales motivos con tendencia a la interferencia se presentan a los anticuerpos de reaccién cruzada en
una densidad de epitopos elevada, que resulta adecuada para la union a los mismos y para, de esta manera,
neutralizar dichos anticuerpos potencialmente interfirientes. Aparte de este efecto anti-interferencia, el polimero de
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SIpA o SIpA-SIpA puede incluso presentar efectos ventajosos adicionales: como chaperén altamente polimérico
deberia poder adsorberse a areas de superficie hidrofébica de cualquier superficie sélida (tales como perlas, placas
de microtitulacién y paredes de tubo o recipiente) y, de esta manera, reducir la adsorcidon n o especifica de los
componentes inmunolégicos esenciales. Ademas, puede contribuir a la solubilidad de otros componentes
inmunoldgicos en virtud de sus caracteristicas de chaperén, que podrian ser incluso mas pronunciadas en su forma
polimerizada.

Los Ejemplos ilustran la invencién adicionalmente.

Ejemplo 1

Clonacion y purificacion de los polipéptidos de fusién de SIpA vy SlyD

Clonacion de casetes de expresion

Basandose en el plasmido de expresion pET24a de Novagen (Madison, WI, USA), se obtuvo un casete de expresion
codificante de los polipéptidos de fusién SlyD o SIpA. La secuencia del ectodominio de gp41 se obtuvo de la base de
datos SwissProt. Se obtuvo de Medigenomix (Martinsried, Alemania) un gen sintético codificante de gp41
(aminoacidos 536 a 681) con una region conectora rica en glicinas fusionada en el mismo marco con el extremo N-
terminal. Los sitios de restriccion BamHI| y Xhol se encontraban en los extremos 5' y 3' de la regiéon codificante,
respectivamente. De manera similar, se obtuvo de Medigenomix un gen sintético adicional codificante de dos
unidades SIpA (residuos 1 a 146 y 2 a 149 segun la SEC ID n° 1, SwissProt n° de acceso POAEMO) conectadas
mediante una regidon conectora rica en glicinas y que comprendia parte de una region conectora adicional en el
extremo C-terminal. Los sitios de restriccion Ndel y BamHI se encontraban en los extremos 5' y 3' de dicho casete,
respectivamente. Los genes y los sitios de restriccion se disefiaron para permitir la fusién en el mismo marco de
SIpA-SIpA y el fragmento ectodominio de gp41 mediante ligacion simple. Con el fin de evitar los procesos
involuntarios de recombinacion y para incrementar la estabilidad genética del casete de expresion en el huésped E.
coli, se degeneraron las secuencias de nucleétidos codificantes de las unidades SIpA, asi como las secuencias de
nucledtidos codificantes de las regiones conectoras extendidas, es decir, se utilizaron diferentes combinaciones de
codones para codificar secuencias de aminoacidos idénticas.

Se digirio el vector pET24a con Ndel y Xhol y se inserté el casete que comprendia SIpA en tandem fusionado en el
mismo marco con el ectodominio de gp41 del VIH1, fragmento 536-681. De acuerdo con lo anterior se construyeron
casetes de expresion que comprendian SlyD o SlyD en tandem en lugar de SIpA o SIpA en tandem, asi como
casetes de expresion que comprendian polipéptidos diana diferentes de gp41. Todas las variantes de polipéptido de
fusion recombinante contenian una etiqueta hexahistidina C-terminal para facilitar la purificacion y replegado
asistidos por Ni-NTA. Se utilizaron técnicas QuikChange (Stratagene, La Jolla, CA, USA) y de PCR estandares para
generar mutaciones puntuales, variantes por delecion y extension o sitios de restriccion en los casetes de expresion
respectivos.

El dibujo a continuacién muestra un esquema del fragmento de ectodominio 536-681 de gp41 del VIH-1 que porta
dos chaperones SlpA en tandem fusionados en el mismo marco con el extremo N-terminal del mismo.

Nde | BamH | Xhol
] . gp41
Ec SIpA (1-146) L Ec SIpA (2-149) L (536-681

L=conector (GGGS).,GGG

Se secuencio la inserciéon del plasmido resultante y se encontré que codificaba la proteina de fusion deseada. La
secuencia de aminoacidos completa se muestra en SEC ID n° 4. La secuencia de aminoacidos del conector L se
muestra en SEC ID n°® 17.

Purificacién de SIpA, SlyD y proteinas de fusién gue comprenden SIpA, SlyD y FkpA

Se purifico SlyD, SIpA y todos las variantes de proteina de fusién mediante la utilizacién de protocolos practicamente
idénticos. Las células de E. coli BL21 (DE3) que portan el plasmido de expresion pET24a particular se cultivaron a
37°C en medio LB mas canamicina (30 pg/ml) hasta una DOgoo de 1,5, y se indujo la sobreexpresion citosolica
mediante la adicion de isopropil-B-D-tiogalactésido (IPTG) 1 mM. Tres horas después de la induccion, se
recolectaron las células mediante centrifugacion (20 minutos a 5.000 g), se congelaron y se almacenaron a -20°C.
Para la lisis celular, el pellet congelado se resuspendié en tampoén fosfato sédico 50 mM frio (pH 8,0), GdmCI 7,0 M
e imidazol 5 mM y la suspension se agité durante 2 h sobre hielo para completar la lisis celular. Tras centrifugar y
filtrar (membrana de nitrato de celulosa, 0,45 um/0,2 um), el lisado se aplicd por una columna de Ni-NTA equilibrado
con el tampoén de lisis que incluia TCEP 5,0 mM. Se adapté la etapa de lavado posterior a la proteina diana
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respectiva, en un rango de imidazol de 5 a 15 mM en fosfato potasico 50 mM, pH 8,0, GdmCI 7,0 My TCEP 5,0 mM.
Se aplicaron por lo menos 10 a 15 volimenes del tampdn de lavado. A continuacion, se sustituyd la solucion de
GdmCI por tampoén de fosfato sédico 50 mM, pH 7,8, KCI 100 mM, imidazol 10 mM y TCEP 5,0 mM con el fin de
inducir el replegado conformacional de la proteina unida a matriz. Con el fin de evitar la reactivacion de las proteasas
purificadas simultaneamente, se afiadié un coctel inhibidor de proteasas (Complete® libre de EDTA, Roche) al
tampodn de replegado. Se aplicé un total de 15 a 20 volumenes de tampdn de replegado durante un periodo de una
noche. A continuacion, se eliminaron tanto el TCEP como el céctel inhibidor Complete® libre de EDTA, mediante
lavado con 3 a 5 volumenes de columna de tampdn de fosfato sédico 50 mM (pH 7,8), KCl 100 mM e imidazol 10
mM. A continuacion se eluy6 la proteina nativa con imidazol 250 mM en el mismo tampén. Se evaluaron las
fracciones que contenian proteina para pureza utilizando tricina-SDS-PAGE y se agruparon. Finalmente, las
proteinas se sometieron a cromatografia de exclusién por tamafio (Superdex HiLoad, Amersham Pharmacia) y las
fracciones que contenian proteina se agruparon y se concentraron en una celda Amicon (YM10).

Tras el protocolo de purificacion y replegado acoplados, pudieron obtenerse rendimientos de aproximadamente 5 a
20 mg a partir de 1 g de células humedas de E. coli, dependiendo de la proteina diana respectiva.

Ejemplo 2

Mediciones espectroscopicas

La espectroscopia de dicroismo circular (CD) es el método de eleccion para evaluar la estructura tanto secundaria
como terciaria en las proteinas. La elipticidad en la regién aromatica (260 a 320 nm) informa de los contactos
terciarios dentro de una proteina (es decir, la estructura globular de una proteina de plegado normal), mientras que
la elipticidad en la regién amida (190 a 250 nm) refleja los elementos repetitivos periddicos en el esqueleto de la
proteina, es decir, la estructura secundaria.

Se llevaron a cabo mediciones de la concentracién de proteina con un espectrofotémetro de doble haz Uvikon XL.
Se determinaron los coeficientes de extincidon molar (e280) mediante la utilizacion del procedimiento descrito por
Pace, Protein Sci. 4, 2411-2423, 1995.

Se registraron los espectros de CD de UV préximo con un espectropolarimetro Jasco-720 con un soporte para
celdas termostatizado y se convirtieron en la elipticidad residual media. El tampon era fosfato potasico 50 a 150 mM,
pH 7,5, KCI 100 mM, EDTA 1 mM. El camino 6ptico era de 0,5 cm o 1,0 cm; la concentraciéon de proteina era de 20 a
500 uM. La anchura de banda era de 2 nm, la velocidad de escaneo era de 50 nm/min. a una resolucion de 0,5 nmy
la respuesta era de 1 0 2 s. Con el fin de mejorar la proporciéon de sefial a ruido, se midieron los espectros nueve
veces y se promediaron. Se registraron los espectros de CD de UV lejano con un espectropolarimetro Jasco-720
con un soporte para celdas termostatizado y se convirtieron en la elipticidad residual media. El tampén era fosfato
potasico 10 mM, pH 7,5, KCI 25 mM, EDTA 0,5 mM. El camino 6ptico era de 0,2 cm; la concentracion de proteina
era de 2,5 a 20 yM. La anchura de banda era de 2 nm, la velocidad de escaneo era de 50 nm/min. a una resolucién
de 0,5 nm y la respuesta era de 1 0 2 s. Con el fin de mejorar la proporcion de sefial a ruido, se midieron los
espectros nueve veces y se promediaron.

Ejemplo 3

Acoplamiento de fracciones de biotina y rutenio a las proteinas de fusion

Se modificaron los grupos e-amino de la lisina de los polipéptidos de fusién a concentraciones de proteina de entre
10 y 20 mg/ml con marcajes de biotina y rutenio activados por N-hidroxisuccinimida, respectivamente. La proporcion
de marcaje/proteina variaba entre 2:1 y 5:1 (moles:moles), dependiendo de la proteina de fusién respectiva. El
tampon de reaccién era fosfato potasico 150 mM, pH 8,0, KCI 100 mM, EDTA 1 mM. La reaccion se llevo a cabo a
temperatura ambiente durante 15 min. y se detuvo mediante la adicion de L-lisina tamponada hasta una
concentracion final de 10 mM. Para evitar la inactivacion hidroliticas de los marcajes, se prepararon las soluciones
madre respectivas en DMSO seco (calidad seccosolv, Merck, Alemania). Las concentraciones de DMSO de hasta
15% en el tampdn de reaccion resultan bien toleradas por todas las proteinas de fusion estudiadas. Tras la reaccion
de acoplamiento, se eliminé el marcaje libre no reaccionado mediante el paso del conjugado de la proteina en burto
por una columna de filtraciéon en gel (Superdex 200 HiLoad).

Ejemplo 4

Reactividad inmunoldgica de las proteinas de fusion de polipéptido

Se evalud la reactividad (es decir, la antigenicidad) inmunolégica de las diferentes proteinas de fusion en un
analizador automatico Elecsys® 2010 (Roche Diagnostics GmbH). Elecsys® es una marca comercial registrada del
grupo Roche. Las mediciones se llevaron a cabo en el formato de sandwich de doble antigeno.

La deteccion de sefial en Elecsys® 2010 se basa en la electroquimioluminiscencia. El conjugado de biotina (es decir,
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el antigeno de captura) se inmoviliza sobre la superficie de una perla magnética recubierta de estreptavidina,
mientras que el antigeno de deteccion porta un catién rutenio acomplejado (que cambia entre los estados redox 2+ y
3+) como fraccion de sefializacion. En presencia de un analito inmunoglobulina especifico, el complejo de rutenio
cromogeénico se puentea con la fase sdélida y emite luz a 620 nm tras la excitaciéon en un electrodo de platino. La
salida de sefial se expresa en unidades luminicas arbitrarias.

Se utilizaron polipéptidos de fusion que contenian antigeno gG1 del VSH-1 (aminoacidos 26 a 189, ver las SEC ID n°
7 y n° 8) como secuencia antigénica especifica de VHS-1 en el ensayo para tanto el antigeno de captura como el de
deteccion. El antigeno gG1 se fusiond con SIpA o con SlyD. En el inmunoensayo de tipo sandwich de doble
antigeno, se aplica un conjugado de SIpA-gG1 (26-189)-biotina conjuntamente con el conjugado de SIpA-gG1 (26-
189)-complejo de rutenio (invencion) a una concentracion de 100 ng/ml cada uno. Ademas, se aplica un conjugado
de SIpA-gG1 (26-189)-biotina conjuntamente con el conjugado de SlyD-gG1 (26-189)-complejo de rutenio
(comparacion) a una concentracion de 100 ng/ml cada uno.

Los conjugados de biotina y de rutenio de las variantes del polipéptido de fusién de gG1 (26-189) se evaluaron para
su reactividad contra los sueros positivos para anti-VHS-1 a concentraciones de 100 ng/ml cada uno. En todas las
mediciones, se implementaron SlyD-SlyD quimicamente polimerizado no marcado en el tampdn de reacciéon como
sustancia anti-interferencia para evitar reacciones cruzadas inmunolégicas mediante la unidad de fusion de
chaperén. Como controles se utilizaron once sueros humanos negativos para anti-VHS-1.

Para determinar la termotolerancia de las proteinas de fusion, se sometié SlyD-gG1 y SIpA-gG1 a condiciones
térmicas severas, de la manera siguiente: Se incub6 SlyD-gG1 y SIpA-gG1 (proteinas en fosfato potasico 50 mM, pH
7,5, KCI 100 mM, EDTA 1 mM) durante la noche a 60°C. La concentracion de los conjugados de gG1-biotina era de
aproximadamente 1,3 mg/ml cada uno; la concentracion de los conjugados de gG1-rutenio era de aproximadamente
0,6 mg/ml cada uno. A continuacién, se evaluaron las muestras sometidas a estrés térmico para su actividad
inmunoldgica residual en un analizador automatico Elecsys® 2010 bajo las condiciones experimentales indicadas
anteriormente. Como referencia se utilizaron muestras no retadas (almacenadas entre 2°C y 8°C) de SlyD-gG1 y
SIpA-gG1.

En la Tabla 1 se muestra el resultado de los experimentos (figura 9).

La Tabla 1 ilustra la reactividad inmunoldgica de SIpA-gG1 (26-189) y de SlyD-gG1 (26-189) con sueros humanos
positivos para anti-VSH-1 y negativos para anti-VSH-1 en un analizador automatico Elecsys® tal como se indica en
el Ejemplo 4. La Tabla 1 demuestra el rendimiento de ambas variantes de antigeno antes y después de un
tratamiento térmico severo durante la noche a 60°C. El resultado de los experimentos demuestra claramente la
superioridad de SIpA-gG1 (26-189) bajo estrés térmico en comparacion con SlyD-gG1 (26-189) bajo estrés térmico
de dos maneras diferentes. En primer lugar, la recuperacion de la sefial con sueros positivos para anti-VSH-1 (mitad
superior de la Tabla 1) era significativamente superior con el polipéptido de fusion de SIpA sometido a estrés
térmico. En segundo lugar, el incremento de la sefial de fondo no especifica con sueros negativos para anti-VSH-1
(mitad inferior de la Tabla 1) era significativamente inferior con el polipéptido de fusion de SIpA sometido a estrés
térmico. Los presentes inventores observaron un considerable incremento de la seial de fondo tras el tratamiento
térmico de los polipéptidos de fusion de SlyD (ver la columna derecha, incremento de aproximadamente 100% a
900% de la sefial de fondo). Sin embargo, al utilizar polipéptidos de fusiéon de SIpA segun la invencion, el incremento
de la seinal de fondo tras el estrés térmico es practicamente nulo, es decir, es inferior a 20% en todos los casos
excepto uno. En ese caso concreto (muestra de suero Trina 07/06-533) se observé un incremento de la sefial de
fondo de 48%. La misma muestra (Trina 07/06-533) mostr6 un incremento de la sefial de fondo superior a 800% al
utilizar en su lugar el polipéptido de fusién de SlyD. Lo anterior demuestra que incluso con muestras dificiles que
producen inherentemente sefiales de fondo ligeramente elevadas, los polipéptidos de fusion de SIpA pueden reducir
sustancialmente la sefial de fondo. Las sefiales de fondo bajas son altamente deseables en el desarrollo de los
inmunoensayos porque permiten al fabricante fijar un valor de corte bajo. Generalmente, las sefiales de fondo
reducidas resultan necesarias para obtener un rendimiento de ensayo incrementado con respecto a la sensibilidad.
El motivo es que las muestras que rinden una sefial superior al valor de corte se consideran positivas (es decir, las
muestras se supone que contienen el analito a estudio); las muestras que rinden una sefal inferior al valor de corte
se consideran negativas. Por lo tanto, resulta facil de entender por qué se tiene una fuerte necesidad de un valor de
corte bajo: cuanto mas bajo es el valor de corte, mas alta es la probabilidad de que las muestras que contienen
concentraciones de analito bajas (y concomitantemente rindan sefiales bajas) sean correctamente identificadas
como positivas bajas. De esta manera, puede incrementarse la sensibilidad de un inmunoensayo mediante la
reduccion de la sefal de fondo que se origina inherentemente a partir de sus componentes inmunoldégicos. La
utilizacion de SIpA como ayudante de plegado contribuye claramente de esta manera a mejorar y garantizar la
sensibilidad a largo de plazo de un inmunoensayo.

En resumen, los polipéptidos de fusidon que contienen SIpA incrementan tanto la estabilidad como la solubilidad de
los polipéptidos diana fusionados, en particular bajo condiciones criticas (tales como el estrés térmico), que
habitualmente comprometeria el plegado negativo y conduciria a procesos de agregacion. Brevemente, SIpA es un
ayudante de plegado excelente que protege la integridad de sus proteinas cliente incluso bajo condiciones muy
desfavorables, facilita el replegado de las mismas en una conformacion activa y las mantiene en solucién. La fusién
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diana en las formulaciones de proteinas destinadas a fines diagnoésticos y otros fines biotecnoldgicos.
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<223> E: coli SIpA 2-148 con etiqueta de His
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Gly

Asn

250

Asp

Glu

Asp

Trp

Asn

Thr

Arg

Lys

235

Lys

Arg

Ser

Lys

Tvyr
315

Asn

Val

Tyr

220

Leu

Ser

Glu

Gln

Trp

300

Leu

Glu

Trp

205

Leu

Ile

Leu

Ile

Asn

285

Ala

Glu

Leu

190

Gly

Lys

Cys

Glu

Asn

270

Gln

Ser

His

Arg

Thr

Asp

Thr

Gln

255

Asn

Gln

Leu

His

Ala

Lys

Gln

Thr

240

Ile

Tyrx

Glu

Txp

His
320



<400> 4

Lys

Glu

Leu
65

TVYr

Ala

Ile

Leu

Pro

145

Gly

Ser

Ala

Asp

val

225

val

Pro

Gln

50

Glu

Phe

Ile

arg

Ala

130

Ala

Ser

Ala

Glu

Ala

210

Gly

Pro

Ala

35

His

Pro

Ser

Met

Glu

115

Gly

Gly

Gly

Val

Ser

195

Ser

Asp

Ser

Leu

Leu

Asp

Arg

Leu

100

Ile

Gln

Gly

Gly

Leu

180

Thr

Leu

Lys

Pro

Phe

Leu

Ala

Arg

85

Phe

Asn

Thr

Gly

Gly

165

Val

Ser

Thr

Asp
245

Arg

Gly

Ala

70

Glu

Thr

Gly

vVal

Ser

150

Ser

His

Asn

Glu

Thr

230

Leu

ES 2 590 340 T3

Leu

Leu

55

Phe

Phe

Ala

Asp

His

135

Gly

Gly

Phe

Asn

Gly

215

Phe

Ile

Gly

40

Lys

Gly

Met

Met

Ser

120

Phe

Gly

Gly

Thr

Gly

200

Leu

Ser

Gln

Asp

val

Val

Asp

Asp

105

Ile

Asp

Gly

Gly

Leu

185

Lys

Glu

Leu

Tyr

25

Ala

Gly

Pro

Ala

90

Gly

Thr

Ile

Ser

Ser

170

Lys

Pro

Gln

Glu

Phe
250

Ser

Asp

Ser

75

Gly

Ser

Val

Glu

Gly

155

Glu

Leu

Ala

His

Pro

235

Ser

Leu

Lys

Pro

Glu

Glu

Asp

Val

140

Gly

Ser

Asp

Leu

Leu

220

Asp

Arg

Ser

45

Thr

Asp

Pro

Met

Phe

125

Leu

Gly

val

Asp

Phe

205

Leu

Ala

Arg

Glu

Thr

Leu

Glu

Pro

110

Asn

Glu

Ser

Gln

Gly

190

Arg

Gly

Ala

Glu

Gly

Phe

Ile

Ile

95

Gly

His

Ile

Gly

Ser

175

Thr

Leu

Leu

Phe

Phe
255

Leu

Ser

Gln

80

Gly

val

Pro

Asp

Gly

160

Asn

Thr

Gly

Lys

Gly

240

Met



Asp

Asp

Ile

Asp

305

Ser

Ser

Ile

His

Glu
385

Trp

Ala

Trp

Ser

Leu
465

Ala

Gly

Thr

290

Ile

Gly

Gly

val

Leu

370

Leu

Gly

Ser

Met

Leu

450

Leu

Gly

Ser

275

val

Glu

Gly

Gly

Gln

355

Glu

Ala

Cys

Trp

Glu

435

Ile

Glu

Glu

260

Glu

Asp

val

Gly

Gly

340

Gln

Gln

vVal

Ser

Ser

420

Trp

Glu

Leu

Pro

Met

Phe

Leu

Ser

325

Thr

Gln

Leu

Glu

Gly

405

Asn

Asp

Glu

Asp

Glu

Pro

Asn

Glu

310

Gly

Leu

Asn

Thr

Arg

390

Lys

Lys

Arxrg

Ser

Lys
470

ES 2 590 340 T3

Ile

Gly

His

295

Ile

Gly

Thr

Asn

val
375

Tyr

Leu

Ser

Glu

Gln

455

Trp

Gly

val

280

Pro

Asp

Gly

val

Glu

360

Trp

Leu

Ile

Leu

Ile

440

Asn

Ala

Ala

265

Ile

Leu

Pro

Ser

Gln

345

Leu

Gly

Lys

Cys

Glu

425

Asn

Gln

Ser

26

Ile

Arg

Ala

Ala

Gly

330

Ala

Arg

Thr

Asp

Thr

410

Gln

Asn

Gln

Leu

Met

Glu

Gly

Leu

315

Gly

Arg

Ala

Lys

Gln

395

Thr

Ile

Tvr

Glu

Trp
475

Leu

Ile

Gln

300

Glu

Gly

Gln

Ile

Gln

380

Gln

Ala

Trp

Thr

Lys

460

Asn

Phe

Asn

285

Thr

Ala

Ser

Leu

Glu

365

Leu

Leu

val

Asn

Ser

445

Asn

Trp

Thr

270

Gly

Val

Gly

Gly

Leu

350

Ala

Gln

Leu

Pro

Asn

430

Leu

Glu

Phe

Ala

Asp

His

Gly

Gly

335

Ser

Gln

Ala

Gly

Trp

415

Met

Ile

Gln

Asn

Met

Ser

Phe

Gly

320

Gly

Gly

Gln

Arg

Ile

400

Asn

Thr

His

Glu

Ile
480



10

ES 2 590 340 T3

Thr Asn Trp Leu Trp Tyr Leu Glu His His His His His His
490

<210>5
<211> 342
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

485

<223> Polipéptido de fusion SlyD-gp41 (HIV)

<400> 5
Met Lys Val Ala Lys

1

Thr

Asp

Leu

Asn

65

Lys

Leu

Glu

Asn

Glu
145

Glu

Tyr

Glu

50

Asp

Asp

Ala

Asp

Leu

130

Glu

Asp

Leu

35

Gly

Ala

Val

Glu

Asp

115

Lys

Leu

Gly

20

His

His

Tyr

Phe

Thr

100

His

Phe

Ala

5

val

Gly

Glu

Gly

Met

85

Asp

val

Asn

His

Asp

Leu

His

Val

Gln

70

Gly

Gln

Val

val

Gly
150

Leu

Val

Gly

Gly

55

Tyr

vVal

Gly

val

Glu

135

His

val

Asp

Ser

40

Asp

AsSp

Asp

Pro

Asp

120

val

Val

val

Glu

25

Leu

Lys

Glu

Glu

val

105

Gly

val

His

27

Ser

10

Ser

Ile

Phe

Asn

Leu

920

Pro

Asn

Ala

Gly

Leu

Pro

Ser

Asp

Leu

75

Gln

val

His

Ile

Ala
155

Ala

val

Gly

val

60

Val

Val

Glu

Met

Arg

140

His

Tyr

Ser

Leu

45

Ala

Gln

Gly

Ile

Leu

125

Glu

Asp

Gln

Ala

30

Glu

Vval

Arg

Met

Thr

110

Ala

Ala

His

vail

15

Pro

Thr

Gly

val

Arg

95

Ala

Gly

Thr

His

Arg

Leu

Ala

Ala

Pro

80

Phe

val

Gln

Glu

His
160
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Asp

Ser

Gln

Leu

Gly

225

Lys

Cys

Glu

Asn

Gln

305

Ser

His

His

Gly

Ala

Arg

210

Thr

Asp

Thr

Gln

Asn

290

Gln

Leu

His

<210>6

<211> 535
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Asp

Gly

Arg

195

Ala

Lys

Gln

Thr

Ile
275

Tyr

Glu

Trp

His

His

Gly

180

Gln

Ile

Gln

Gln

Ala
260

Trp

Thr

Lys

Asn

His
340

Asp

165

Ser

Leu

Glu

Leu

Leu

245

Val

Asn

Ser

Asn

Trp

325

His

Gly

Gly

Leu

Ala

Gln

230

Leu

Pro

Asn

Leu

Glu

310

Phe

His

ES 2 590 340 T3

Gly
Gly
Ser
Gln
215
Ala
Gly
Trp
Met
Ile
295

Gln

Asn

Gly

Gly

Gly

200

Gln

Arg

Ile

Asn

Thr

280

His

Glu

Ile

<223> Polipéptido de fusion SlyD en tandem-gp41

Ser

Ser

185

Ile

His

Glu

Trp

Ala

265

Trp

Ser

Leu

Thr

28

Gly

170

Gly

vVal

Leu

Leu

Gly

250

Ser

Met

Leu

Leu

Asn
330

Gly

Gly

Gln

Glu

Ala

235

Cys

Trp

Glu

Ile

Glu

315

Trp

Gly

Gly

Gln

Gln

220

Val

Ser

Ser

Trp

Glu

300

Leu

Leu

Ser

Thr

Gln

205

Leu

Glu

Gly

Asn

Asp

285

Glu

Asp

Trp

Gly

Leu

190

Asn

Thr

Lys

Lys

270

Ser

Lys

TyYr

Gly

175

Thr

Asn

val

Tyr

Leu

255

Ser

Glu

Gln

Trp

Leu
335

Gly

Val

Glu

Trp

Leu

240

Ile

Leu

Ile

Asn

Ala

320

Glu



ES 2 590 340 T3

<400> 6
Met Lys Val Ala Lys Asp Leu Val Val Ser Leu Ala Tyr Gln Val Arg
1 5 10 15

Thr Glu Asp Gly Val Leu Val Asp Glu Ser Pro Val Ser Ala Pro Leu
20 25 30

Asp Tyr Leu His Gly His Gly Ser Leu Ile Ser Gly Leu Glu Thr Ala
35 40 45

Leu Glu Gly His Glu Val Gly Asp Lys Phe Asp Val aAla val Gly Ala
50 55 60

Asn Asp Ala Tyr Gly Gln Tyr Asp Glu Asn Leu Val Gln Arg Val Pro
€5 70 75 80

Lys Asp Val Phe Met Gly Val Asp Glu Leu Gln Val Gly Met Arg Phe
85 S0 95

Leu Ala Glu Thr Asp Gln Gly Pro Val Pro Val Glu Ile Thr Ala Vval
100 105 110

Glu Asp Asp His Val Val Val Asp Gly Asn His Met Leu Ala Gly Gln
115 120 125

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

Glu Glu Leu Ala His Gly His Val His Gly Ala His Asp His His His
145 150 155 160

Asp His Asp His Asp Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly
165 170 175

Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Lys val Ala Lys
180 185 190

Asp Leu Val Val Ser Leu Ala Tyr Gln Val Arg Thr Glu Asp Gly Val
195 200 205

Leu Val Asp Glu Ser Pro Val Ser Ala Pro Leu Asp Tyr Leu His Gly
210 215 220

29



His

225

val

Gln

Gly

Gln

Val

305

vVal

Gly

Gly

Gly

Leu

385

Ala

Gln

Leu

Gly

Gly

TYTr

val

Gly

290

val

Glu

His

Gly

Gly

370

Ser

Gln

Ala

Gly

Ser

Asp

Asp

Asp

275

Pro

Asp

val

val

Gly

355

Gly

Gly

Gln

Arg

Ile
435

Leu

Lys

Glu

260

Glu

val

val

His

340

Ser

Ser

Ile

His

Glu
420

Trp

Ile

Phe

245

Asn

Leu

Pro

Asn

Ala

325

Gly

Gly

Gly

val

Leu

405

Leu

Gly

Ser

230

Asp

Leu

Gln

val

His

310

Ile

Ala

Gly

Gly

Gln

390

Glu

Ala

Cys

ES 2 590 340 T3

Gly

val

Val

val

Glu

295

Met

Arg

His

Gly

Gly

375

Gln

Gln

val

Ser

Leu

Ala

Gln

Gly

280

Ile

Leu

Glu

Asp

Ser

360

Thr

Gln

Leu

Glu

Gly
440

Glu

val

Arg

265

Met

Thr

Ala

Ala

His

345

Gly

Leu

Asn

Thr

Arg

425

Lys

30

Thr

Gly

250

val

Arg

Ala

Gly

Thr

330

His

Gly

Thr

Asn

val
410

Tyr

Leu

Ala

235

Ala

Pro

Phe

val

Gln

315

Glu

His

Gly

Val

Glu

395

Trp

Leu

Ile

Leu

Asn

Lys

Leu

Glu

300

Asn

Glu

Asp

Ser

Gln

380

Leu

Gly

Lys

Cys

Glu

Asp

Asp

Ala

285

AsSp

Leu

Glu

His

Gly

365

Ala

Arg

Thr

Asp

Thr
445

Gly

Ala

val

270

Glu

Asp

Lys

Leu

Asp

350

Gly

Arg

Ala

Lys

Gln

430

Thr

His

Tyr

255

Phe

Thr

His

Phe

Ala

335

His

Gly

Gln

Ile

Gln

415

Gln

Ala

Glu

240

Gly

Met

Asp

val

Asn

320

His

AsSp

Ser

Leu

Glu

400

Leu

Leu

val
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Pro

Asn

465

Leu

Glu

Phe

Asp

Trp
450

Met

Ile

Gln

Asn

His
530

<210>7
<211> 343
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

Asn

Thr

His

Glu

Ile

515

His

Ala

Trp

Ser

Leu

500

Thr

His

Ser Trp

Met Glu
470

Leu Ile

485

Leu Glu

Asn Trp

His His

ES 2 590 340 T3

Ser

455

Trp

Glu

Leu

Leu

His
535

<223> Polipéptido de fusion SIlpA-gG1 (VHS)

<400> 7

Met

i

Leu

Lys

Glu

Leu
65

Ser

Lys

Pro

Gln

50

Glu

Glu

Leu

Ala

35

His

Pro

Ser

Asp

20

Leu

Leu

Asp

Vval Gln

5

Asp Gly

Phe Arg

Leu Gly

Ala Ala
70

Ser

Thr

Leu

Leu

55

Phe

Asn

Asp

Glu

Asp

Trp
520

Asn

Thr

Gly
40

Lys

Gly

Lys

Arg

Ser

Lys

505

TyY

Ser

Ala

25

Asp

val

Val

31

Ser

Glu

Gln
490

Trp

His

Ala

10

Glu

Ala

Gly

Pro

Leu

Ile

475

Asn

Ala

Gly

val

Ser

Ser

Asp

Ser
75

Glu

460

Asn

Gln

Ser

His

Leu

Thr

Leu

Lys

60

Pro

Gln

Asn

Gln

Leu

Asp
525

val

Arg

Ser

45

Thr

Asp

Ile

Tyr

Glu

Trp

510

His

His

Asn

30

Glu

Thr

Leu

Trp

Thr

Lys

495

Asn

Asp

Phe

15

Asn

Gly

Phe

Ile

Asn

Ser

480

Asn

Trp

His

Thr

Gly

Leu

Ser

Gln
80



ES 2 590 340 T3

Tyr Phe Ser Arg Arg Glu Phe Met Asp Ala Gly Glu Pro Glu Ile Gly

85 90 95

Ala Ile Met Leu Phe Thr Ala Met Asp Gly Ser Glu Met Pro Gly Val
100 105 110

Ile Arg Glu Ile Asn Gly Asp Ser Ile Thr Val Asp Phe Asn His Pro
115 120 125

Leu Ala Gly Gln Thr Val His Phe Asp Ile Glu Val Leu Glu Ile Asp
130 135 140

Pro Ala Leu Glu Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser
145 150 155 160

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Pro Thr Asn Val Ser
165 170 175

Ser Thr Thr Gln Pro Gln Leu Gln Thr Thr Gly Arg Pro Ser His Glu
180 185 190

Ala Pro Asn Met Thr Gln Thr Gly Thr Thr Asp Ser Pro Thr Ala Ile
195 200 205

Ser Leu Thr Thr Pro Asp His Thr Pro Pro Met Pro Ser Ile Gly Leu
210 215 220

Glu Glu Glu Glu Glu Glu Glu Gly Ala Gly Asp Gly Glu His Leu Glu
225 230 235 240

Gly Gly Asp Gly Thr Arg Asp Thr Leu Pro Gln Ser Pro Gly Pro Ala
245 250 255

Phe Pro Leu Ala Glu Asp Val Glu Lys Asp Lys Pro Asn Arg Pro Val
260 265 270

Val Pro Ser Pro Asp Pro Asn Asn Ser Pro Ala Arg Pro Glu Thr Ser
275 280 285

Arg Pro Lys Thr Pro Pro Thr Ile Ile Gly Pro Leu Ala Thr Arg Pro
290 295 300

32
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Thr Thr Arg Leu Thr

305

ES 2 590 340 T3

Ser Lys Gly Arg Pro

310

His Thr Pro Leu Phe Ser

325

Glu His His His His

<210> 8
<211> 360
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

340

His

Phe Leu Thr Ala

His

<223> Polipéptido de fusion SlyD-gG1 (HSV)

<400> 8
Met Lys Val Ala Lys Asp Leu

1

Thr

Asp

Leu

Asn

65

Lys

Leu

Glu

Asn

Glu

TYr

Glu

50

Asp

AsD

Ala

Asp

Leu
130

Asp Gly
20

Leu His
35

Gly His

Ala Tyr

Val Phe

Glu Thr
100

Asp His
115

Lys Phe

5

val

Gly

Glu

Gly

Met

85

Asp

Val

Asn

Leu

His

val

Gln

70

Gly

Gln

val

Val

val

Gly

Gly

55

TYr

val

Gly

val

Glu
135

val

Asp

Ser

40

Asp

Asp

Asp

Pro

Asp

120

val

val

Glu

25

Leu

Lys

Glu

Glu

val

105

Gly

val

33

330

Ser

10

Ser

Ile

Phe

Asn

Leu

90

Pro

Asn

Ala

Leu Val Pro Thr Pro Gln

315

320

Ser Pro Ala Leu Asp Leu

Leu

Pro

Ser

Asp

Leu

75

Gln

val

His

Ile

Ala

val

Gly

Val

60

val

val

Glu

Met

Arg
140

Tyr

Ser

Leu

45

Ala

Gln

Gly

Ile

Leu

125

Glu

Gln

Ala

30

Glu

Val

Met

Thr

110

Ala

Ala

335

Val

15

Pro

Thr

Gly

vVal

Arg

95

Ala

Gly

Thr

Arg

Leu

Ala

aAla

Pro

80

Phe

val

Gln

Glu



ES 2 590 340 T3

Glu Glu Leu Ala His Gly His Val His Gly Ala His Asp His His His

145 150 155 160

Asp His Asp His Asp Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly
165 170 175

Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Pro Thr Asn Val
180 185 150

Ser Ser Thr Thr Gln Pro Gln Leu Gln Thr Thr Gly Arg Pro Ser His
195 200 205

Glu Ala Pro Asn Met Thr Gln Thr Gly Thr Thr Asp Ser Pro Thr Ala
210 215 220

Ile Ser Leu Thr Thr Pro Asp His Thr Pro Pro Met Pro Ser Ile Gly
225 230 235 240

Leu Glu Glu Glu Glu Glu Glu Glu Gly Ala Gly Asp Gly Glu His Leu
245 250 255

Glu Gly Gly Asp Gly Thr Arg Asp Thr Leu Pro Gln Ser Pro Gly Pro
260 265 270

Ala Phe Pro Leu Ala Glu Asp Val Glu Lys Asp Lys Pro Asn Arg Pro
275 280 285

Val Val Pro Ser Pro Asp Pro Asn Asn Ser Pro Ala Arg Pro Glu Thr
290 295 300

Ser Arg Pro Lys Thr Pro Pro Thr Ile Ile Gly Pro Leu Ala Thr Arg
305 310 315 320

Pro Thr Thr Arg Leu Thr Ser Lys Gly Arg Pro Leu Val Pro Thr Pro
325 330 335

Gln His Thr Pro Leu Phe Ser Phe Leu Thr Ala Ser Pro Ala Leu Asp
340 345 350

Leu Glu His His His His His His
355 360

34
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<210>9

<211>199
<212> PRT
<213> Pasteurella multocida

<400>9

Met

1

Thr

Glu

Leu

Glu

65

Lys

Ile

Ala

Glu

Glu
145

Gly

Ser

Gly

Lys

Glu

Tyr

Glu

50

Glu

Asp

Ala

Glu

Leu

130

Glu

His

His

Asn

Ile

Asp

Leu

35

Gly

Ala

Val

Asp

Asn

115

Leu

Ile

His

His

Gly
195

Ala

Gly

20

Gln

Lys

Tyr

Phe

Thr

100

Asp

Phe

Ala

His

His
180
Gly

Lys

5

val

Gly

Ala

Gly

Gln

85

Asp

val

Ser

His

Asp

165

His

Cys

Asn

Leu

His

val

Glu

70

Gly

Ile

val

val

Gly

150

Ser

Glu

Lys

ES 2 590 340 T3

val

val

Asn

Gly

55

Tyr

vVal

Gly

val

Glu

135

His

Asp

His

His

Val

Asp

Asn

40

Asp

Asn

Asp

Pro

Asp

120

val

Ile

Glu

Glu

val

Glu

25

Leu

Lys

Glu

Glu

Leu

105

Gly

val

His

Glu

His
185

35

Ser

10

Ala

val

Phe

Asn

Leu

90

Pro

Asn

Ala

Gln

Gly

170

His

Ile

Pro

Ile

Glu

Met

75

Val

Vval

His

Thr

Glu

155

His

Ala

Ala

val

Gly

val

60

val

val

val

Met

Arg

140

Gly

Gly

His

Tyr

Asn

Leu

45

Arg

Gln

Gly

Ile

Leu

125

Glu

Gly

Cys

Asp

Gln

Gln

30

Glu

vVal

Arg

Met

Thr

110

Ala

Ala

Cys

Gly

Gly
190

Val

15

Pro

Asn

Lys

val

Arg

95

Glu

Gly

Thr

Cys

Cys

175

Cys

Leu

Ala

Pro

Pro

80

Phe

val

Gln

Leu

Gly

160

Gly

Cys
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<210> 10

<211> 156
<212> PRT
<213> Pasteurella multocida

<400> 10

Met

1

Thr

Glu

Leu

Glu

65

Lys

Ile

Ala

Glu

Glu
145

Lys

Glu

Tyr

Glu

50

Glu

Asp

Ala

Glu

Leu

130

Glu

<210> 11

<211> 270
<212> PRT
<213> Escherichia coli

Ile

Asp

Leu

35
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REIVINDICACIONES

1. Molécula de ADN recombinante, codificante de una proteina de fusién, que comprende por lo menos una
secuencia de nucleétidos codificante de un polipéptido diana y cadena arriba o cadena abajo del mismo por lo
menos una secuencia de nucledtidos codificante de un chaperén proteina A de tipo SlyD (SIpA) de E. coli que
comprende el segmento de unién a polipéptido o dominio IF de SIpA, en el que las proteinas de union FK506 (FKBP)
se excluyen como polipéptidos diana, y en el que la estabilidad y solubilidad del polipéptido diana fusionado se
incrementa bajo condiciones criticas, tales como el estrés térmico, provocando de esta manera que el polipéptido
diana resulte menos susceptible a la agregacion inducida por calor.

2. Vector de expresion que comprende operablemente ligado una molécula de ADN recombinante segun la
reivindicacion 1.

3. Célula huésped transformada con un vector de expresion segun la reivindicacion 2.

4, Método de produccién de una proteina de fusidon, comprendiendo dicho método las etapas de cultivar
células huésped segun la reivindicacion 3:

b) expresion de dicha proteina de fusion,
c) purificacion de dicha proteina de fusién y
d) replegado en una conformacion soluble e inmunorreactiva.

5. Proteina de fusién producida recombinantemente que comprende por lo menos una secuencia polipeptidica
que corresponde al chaperon proteina A de tipo SlyD (SIpA) de E. coli que comprende el segmento de unién a
polipéptido o el dominio IF de SIpA, y por lo menos una secuencia polipeptidica correspondiente a un polipéptido
diana en el que las proteinas de unién FK506 (FKBP) se excluyen como polipéptidos diana, y en el que la estabilidad
y solubilidad del polipéptido diana fusionado se incrementa bajo condiciones criticas, tales como el estrés térmico,
provocando de esta manera que el polipéptido diana resulte menos susceptible a la agregacion inducida por calor.

6. Utilizacion de una proteina de fusion producida recombinantemente segun la reivindicacion 5, como pareja
de unién en un inmunoensayo.

7. Utilizacion de una proteina de fusidon producida recombinantemente segun la reivindicacion 5, como medio
para la reduccion de interferencias en un inmunoensayo.

8. Utilizacion de una proteina de fusion producida recombinantemente segun la reivindicacion 5, como
inmunogeno.
9. Utilizacion de una proteina de fusidon producida recombinantemente segun la reivindicacion 5, en la

produccién de una vacuna.

10. Composicion que comprende una proteina de fusion producida recombinantemente segun la reivindicacion
5, y un recipiente farmacéuticamente aceptable.

11. Método para la detecciébn de anticuerpos especificos para un analito en una muestra aislada,
comprendiendo dicho método:

a) formar una mezcla de inmunorreaccion mediante la mezcla de una muestra de liquido corporal con
una proteina de fusién segun la reivindicacion 5,

b) mantener dicha mezcla de inmunorreaccion durante un periodo de tiempo suficiente para permitir que
los anticuerpos contra dicho analito presente en la muestra de liquido corporal inmunorreaccionen con
dicha proteina de fusion para formar un producto de inmunorreaccion, y

c) detectar la presencia de dicho producto de inmunorreaccion.

12. Utilizacion de una proteina de fusion segun la reivindicacion 5 en un método para la deteccion de
anticuerpos contra un analito en una muestra aislada.

13. Kit de reactivos para la deteccion de anticuerpos contra un analito, que contiene una proteina de fusion
segun la reivindicacion 5.
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