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DESCRIPCION
Una proteina de fusién polipeptidica monocatenaria para uso en el tratamiento del dolor

La presente invencion se refiere al uso de proteinas de fusion no citotdxicas para el tratamiento de tipos especificos
de dolor.

Las toxinas pueden dividirse en general en dos grupos segun el tipo de efecto que tienen en una célula diana. En
mas detalle, el primer grupo de toxinas destruye sus células diana naturales, y por lo tanto se conocen como
moléculas de toxinas citotdxicas. Este grupo de toxinas se ilustra entre otros por toxinas vegetales como ricina y
abrina, y por toxinas bacterianas como toxina diftérica y exotoxina A de Pseudomonas. Las toxinas citotdxicas han
atraido gran interés en el disefio de "balas magicas" (p. €j., inmunoconjugados, que comprenden un componente de
toxina citotdxica y un anticuerpo que se une a un marcador especifico en una célula diana) para el tratamiento de
trastornos y estados celulares como el cancer. Las toxinas citotoxicas normalmente destruyen sus células diana
inhibiendo el proceso celular de la sintesis de proteinas.

El segundo grupo de toxinas, que son conocidas como toxinas no citotoxicas, no destruyen (como confirma su
nombre) sus células diana naturales. Las toxinas no citotoxicas han atraido mucho menos interés comercial que el
que tienen sus contrapartes citotdxicas, y ejercen sus efectos en una célula diana inhibiendo procesos celulares
distintos que la sintesis de proteinas. Las toxinas no citotdxicas son producidas por diversas plantas, y por diversos
microorganismos como Clostridium sp. y Neisseria sp.

Las neurotoxinas clostridiales son proteinas que normalmente tienen una masa molecular del orden de 150 kDa.
Son producidas por varias especies de bacterias, especialmente del género Clostridium, de la forma mas importante
C. tetani y varias cepas de C. botulinum, C. butyricum y C. argentinense. En la actualidad existen ocho clases
diferentes de la neurotoxina clostridial, que son: toxina tetanica y neurotoxina botulinica en sus serotipos A, B, C1, D,
E, F y G, y todas comparten estructuras y modos de accion similares.

Las neurotoxinas clostridiales representan un grupo importante de moléculas de toxinas no citotdxicas, y son
sintetizadas por la bacteria hospedadora como polipéptidos individuales que son modificados post-traslacionalmente
por un episodio de escision proteolitica para formar dos cadenas de polipéptidos unidas conjuntamente por un
enlace de disulfuro. Las dos cadenas se denominan cadena pesada (cadena H), que tiene una masa molecular de
aproximadamente 100 kDa, y cadena ligera (cadena L), que tiene una masa molecular de aproximadamente 50 kDa.

Las cadenas L poseen una funcién de proteasa (actividad de endopeptidasa dependiente de cinc) y muestran una
alta especificidad de sustrato para proteinas asociadas a vesiculas y/o membrana plasmatica implicadas en el
proceso exocitésico. Las cadenas L de diferentes especies o serotipos clostridiales pueden hidrolizar enlaces
peptidicos diferentes pero especificos en una de tres proteinas de sustrato, que son sinaptobrevina, sintaxina o
SNAP-25. Estos sustratos son componentes importantes de la maquinaria neurosecretora.

Neisseria sp., muy especialmente de la especie N. gonorrhoeae, produce proteasas no citotoxicas similares
funcionalmente. Un ejemplo de dicha proteasa es la proteasa de IgA (véase el documento W0O-99/58.571).

En la técnica se ha documentado bien que las moléculas de toxinas pueden ser redireccionadas a una célula que no
es la célula diana natural de la toxina. Cuando se redirecciona de esta forma, la toxina modificada es capaz de
unirse a una célula diana deseada y, después de la translocacion subsiguiente en el citosol, es capaz de ejercer su
efecto en la célula diana. Dicho redireccionamiento se consigue sustituyendo el resto de guiado (RG) natural de la
toxina por un RG diferente. A este respecto, el RG se selecciona de manera que se unirda a una célula diana
deseada, y permitira el paso posterior de la toxina modificada a un endosoma dentro de la célula diana. La toxina
modificada comprende también un dominio de translocacién para permitir la entrada de la proteasa no citotéxica en
el citosol de la célula. El dominio de translocacion puede ser el dominio de translocacion natural de la toxina o puede
ser un dominio de translocacién diferente obtenido de una proteina microbiana con actividad de translocacion.

La sustitucion de RG mencionada anteriormente puede efectuarse mediante técnicas convencionales de
conjugacion quimica, que son bien conocidas para un experto en la técnica. A este respecto, se hace referencia a
Hermanson, G.T. (1996), Bioconjugate techniques, Academic Press, y a Wong, S.S. (1991), Chemistry of protein
conjugation and cross-linking, CRC Press.

Sin embargo, a menudo la conjugacién quimica es imprecisa. Por ejemplo, después de la conjugacion, un RG puede
unirse al resto del conjugado en mas de un punto de fijacion.

La conjugacion quimica es también dificil de controlar. Por ejemplo, un RG puede unirse al resto de la toxina
modificada en un punto de fijacién en el componente de proteasa y/o en el componente de translocacion. Este hecho
es problematico cuando se desea la fijacion a solo uno de dichos componentes (preferiblemente en un tGnico punto)
para la eficacia terapéutica.

Asi, la conjugacion quimica da como resultado una poblacién mixta de moléculas de toxinas modificadas, lo cual no
es deseable.
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Como alternativa a la conjugacion quimica, puede realizarse sustitucion de RG por preparacion recombinante de una
Unica proteina de fusién polipeptidica (véase el documento WO-98/07.864). Esta técnica se basa en el mecanismo
bacteriano in vivo por el que se prepara la neurotoxina clostridial nativa (p. €j., holotoxina), y da como resultado una
proteina de fusion que tiene la siguiente disposicion estructural:

NH: - [componente de proteasa] - [componente de translocacién] - [RG] - COOH

Segun WO-98/07.864, el RG se coloca hacia el extremo C de la proteina de fusién. A continuaciéon se activa la
proteina de fusién por tratamiento con una proteasa, que se escinde en un punto entre el componente de proteasa y
el componente de translocaciéon. Se produce asi una proteina bicatenaria, que comprende el componente de
proteasa como una cadena de polipéptido Unico unida de forma covalente (por medio de un puente de disulfuro) a
otra cadena de polipéptido Gnico que contiene el componente de translocacion mas RG. Mientras la metodologia del
documento W0-98/07.864 sigue (en términos de disposicion estructural de la proteina de fusién) el sistema de
expresion natural de la holotoxina clostridial, los autores de la presente invencion han encontrado que este sistema
puede dar como resultado la produccién de ciertas proteinas de fusién que tienen una capacidad de unién
sustancialmente reducida para la célula diana en cuestion.

Este problema es relevante en particular en el contexto del tratamiento de tipos especificos de dolor.

La presente descripcion aborda uno o mas de los problemas mencionados anteriormente proporcionando el uso de
una molécula terapéutica para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de tipos particulares de dolor,
en donde la molécula terapéutica es una proteina de fusion polipeptidica monocatenaria, que comprende:

a. una proteasa no citotdxica, o un fragmento de la misma, proteasa o fragmento de proteasa que es capaz de dividir
una proteina del aparato de fusién exocitésico en un aferente sensorial nociceptivo;

b. un resto de guiado que es capaz de unirse a un sitio de union en el aferente sensorial nociceptivo, sitio de union
que es capaz de experimentar endocitosis para incorporarse en un endosoma en el aferente sensorial nociceptivo;

c. un sitio de escision de la proteasa en el que la proteina de fusién puede ser dividida por una proteasa, en donde el
sitio de escision de la proteasa esta situado entre la proteasa no citotdxica o fragmento de la misma y el resto de
guiado; y

d. un dominio de translocacion que es capaz de translocar la proteasa o fragmento de proteasa desde el interior de
un endosoma, a través de la membrana endosémica y al citosol del aferente sensorial nociceptivo.

La presente invencion esta definida por las reivindicaciones.

Duggan et al. 2002, Journal of Biological Chemistry, 277(38):34846-34852 describen la inhibicion de la liberacion de
neurotransmisores de ganglios de la raiz dorsal de ratas por un conjugado de un fragmento de endopeptidasa de
toxina A de Clostridium botulinum y lectina de Erythrina cristagalli.

Los autores de la presente invencién han encontrado que el sistema de proteinas de fusion del documento WO-
98/07.864 no es 6ptimo para RG que requieren un dominio en el extremo N para la interacciéon con un sitio de unién
en un aferente sensorial nociceptivo. Este problema es especialmente agudo con RG que requieren un residuo de
aminoacidos en el extremo N especifico o una secuencia especifica de residuos de aminoacidos que incluyen el
residuo de aminoacido en el extremo N para interaccion con un sitio de unién en un aferente sensorial nociceptivo.

A diferencia del documento W0-98/07.864, la presente invencion emplea proteinas de fusién no citotdxicas, en
donde el componente RG de la fusion incluye el dominio de unién relevante en un intradominio o una secuencia de
aminoacidos situada hacia la parte media (p. €j., de la secuencia peptidica lineal) del RG, o preferiblemente situada
hacia el extremo N del RG, o mas preferiblemente en o cerca del extremo N. El dominio en el extremo N es capaz de
unirse a un sitio de unién en un aferente sensorial nociceptivo, y el RG tiene preferiblemente un requisito para una
secuencia especifica y definida de residuos de aminoacidos que estaran libres en su extremo N.

Los compuestos descritos en la presente memoria pueden usarse para tratar a un paciente que sufre uno o mas
tipos de dolor cronico que incluyen dolor neuropatico, dolor inflamatorio, cefalalgia, dolor somatico, dolor visceral y
dolor referido.

"Tratar’, como se usa en la presente memoria, significa tratar médicamente. Incluye, por ejemplo, la administracion
de un compuesto de la invencion para prevenir el dolor o aliviar su intensidad.

El término "dolor”, como se usa en la presente memoria, significa cualquier experiencia sensorial desagradable,
asociada normalmente con un trastorno fisico. El trastorno fisico puede ser o no evidente para un clinico. El dolor es
de dos tipos: crénico y agudo. Un "dolor agudo” es un dolor de corta duracidon que tiene un inicio subito. Un tipo de
dolor agudo es, por ejemplo, el dolor cutaneo que se siente en la piel u otros tejidos superficiales, como el causado
por un corte o por una quemadura. Los nociceptores cutaneos terminan justo debajo de la piel, y debido a su alta
concentracion de terminaciones nerviosas, producen un dolor localizado y bien definido de corta duracién. "Dolor
cronico” es un dolor distinto de un dolor agudo. El dolor crénico incluye dolor neuropatico, dolor inflamatorio,
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cefalalgia, dolor somatico, dolor visceral y dolor referido.
1. Dolor neuropatico

Los compuestos de la invencion pueden usarse para tratar el dolor causado por o asociado a cualquiera de los
siguientes estados dolorosos neuropaticos. "Dolor neuropatico" significa una entrada sensorial anémala, que da
como resultado molestias, desde el sistema nervioso periférico, el sistema nervioso central, o ambos.

A. Sintomas de dolor neuropatico

Los sintomas de dolor neuropatico pueden implicar dolor espontaneo persistente, asi como alodinia (una respuesta
dolorosa a un estimulo que normalmente no es doloroso), hiperalgesia (una respuesta acentuada a un estimulo
doloroso que normalmente solo causa una ligera molestia, como un pinchazo) o hiperpatia (cuando una ligera
molestia se convierte en un dolor intenso prolongado).

B. Causas de dolor neuropatico
El dolor neuropatico puede estar causado por cualquiera de lo siguiente.

1. Una agresion traumatica, como, por ejemplo, una lesion de compresion de los nervios (p. €j., aplastamiento de un
nervio, elongacioén de un nervio, pinzamiento de un nervio o una transeccion incompleta de un nervio); una lesion de
la médula espinal (p. €j., hemiseccioén de la médula espinal); amputacién de una extremidad; una contusién; una
inflamacion (p. ej., una inflamacién de la médula espinal); o una intervencién quirurgica.

2. Un episodio isquémico que incluye, por ejemplo, un ataque fulminante y un ataque cardiaco.
3. Un agente infeccioso

4. Exposicion a un agente téxico, que incluye, por ejemplo, un farmaco, un alcohol, un metal pesado (p. €j., plomo,
arsénico, mercurio), un agente industrial (p. ej., un disolvente, vapores de una cola) u 6xido nitroso.

5. Una enfermedad, que incluye, por ejemplo, un trastorno inflamatorio, un tumor neoplasico, sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA), enfermedad de Lymes, lepra, una enfermedad metabdlica, un trastorno de los
nervios periféricos, como el neuroma, una mononeuropatia o una polineuropatia.

C. Tipos de dolor neuropatico
1. Neuralgia.

Una neuralgia es un dolor que irradia a lo largo del curso de uno o mas nervios especificos normalmente sin ningun
cambio patolégico demostrable en la estructura del nervio. Las causas de la neuralgia son diversas. Irritacion
quimica, inflamacién, traumatismo (que incluye cirugia), compresion por estructuras cercanas (por ejemplo, tumores)
e infecciones pueden provocar neuralgia. En muchos casos, sin embargo, la causa es desconocida o inidentificable.
La neuralgia es mas comun en ancianos, pero puede producirse en cualquier edad. Una neuralgia, incluye, sin
limitacién, neuralgia del trigémino, neuralgia postherpética, neuralgia postherpética, neuralgia glosofaringea, ciatica y
dolor facial atipico.

La neuralgia es un dolor en la distribucion de uno o varios nervios. Algunos ejemplos son neuralgia del trigémino,
dolor facial atipico y neuralgia postherpética (causada por zona o herpes zdster). Los nervios afectados son
responsables de la sensacion del tacto, la temperatura y la presion en la zona facial desde la mandibula a la frente.
El trastorno en general provoca episodios breves de dolor muy agudo, normalmente durante menos de dos minutos
y solo en un lado de la cara. El dolor puede describirse de diversas formas como "punzante”, "lancinante”, "como un
relampagueo”, "quemante” e incluso "pruritico". En la forma atipica de NT, el dolor puede estar presente también
como intenso o simplemente persistente y durar periodos extensos. El dolor asociado con NT se reconoce como uno

de los dolores mas agudos que pueden experimentarse.

Estimulos simples como comer, hablar, lavarse la cara, o cualquier tacto o sensacion ligeros pueden desencadenar
un ataque (incluso la sensacién de una ligera brisa). Los ataques pueden aparecer en racimos o como un ataque
aislado.

Los sintomas incluyen dolor agudo punzante o dolor quemante constante localizado en cualquier lugar, normalmente
en o cerca de la superficie del cuerpo, en la misma posicion para cada episodio; dolor a lo largo del curso de un
nervio especifico; deterioro de la funcién de la parte afectada del cuerpo debido al dolor, o debilidad muscular debido
a un dafio simultaneo del nervio motor; aumento de la sensibilidad de la piel o entumecimiento de la zona cutanea
afectada (sensacion similar a un anestésico local como una inyeccion de novocaina); y cualquier tacto o presion se
interpreta como dolor. EI movimiento también puede ser doloroso.

La neuralgia del trigémino es la forma mas comun de neuralgia. Afecta al principal nervio sensorial de la cara, El
nervio trigémino ("trigémino" significa literalmente "tres origenes", en referencia a la division del nervio en 3 ramas).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2607 789 T3

Este estado implica ataques repentinos y breves de dolor intenso en el lado de la cara, a lo largo de la zona inervada
por el nervio trigémino en ese lado. Los ataques de dolor pueden ser suficientemente intensos para provocar una
mueca facial, que clasicamente se refiere como tic doloroso (tic douloureux). En ocasiones, la causa de neuralgia del
trigémino es un vaso sanguineo o un pequefio tumor que presiona el nervio. Trastornos como la esclerosis multiple
(una enfermedad inflamatoria que afecta al encéfalo y la médula espinal), ciertas formas de artritis y la diabetes (alto
contenido de azucar en sangre) también pueden provocar neuralgia del trigémino, aunque no siempre se identifica la
causa. En este estado, determinados movimientos como masticar, hablar, deglutir o tocar una zona de la cara
pueden desencadenar un espasmo de dolor muy agudo.

Una neuralgia relacionada, aunque bastante infrecuente, afecta al nervio glosofaringeo, que proporciona una
sensacion en la garganta. Los sintomas de esta neuralgia son episodios breves y de tipo shock de dolor localizado
en la garganta.

La neuralgia puede producirse después de infecciones como el herpes zoster, que esta provocado por el virus de la
varicela-zdster, un tipo de herpesvirus. Esta neuralgia produce un dolor quemante constante después de que haya
curado la erupcion del herpes zoster. El dolor empeora con el movimiento o el contacto con la zona afectada. No
todos los casos con diagnostico de herpes zdster derivan en la experiencia de neuralgia postherpética, que puede
ser mas dolorosa que el herpes zoéster. El dolor y la sensibilidad pueden persistir durante meses o incluso afios. El
dolor aparece normalmente en forma de una sensibilidad intolerable ante cualquier tacto pero especialmente el tacto
ligero. La neuralgia postherpética no se limita a la cara; puede aparecer en cualquier lugar del cuerpo aunque
normalmente tiene lugar en el lugar de la erupcion del herpes zdster.

La depresion no es infrecuente debido al dolor y al aislamiento social durante la enfermedad.

La neuralgia postherpética puede ser debilitante mucho después de que hayan desaparecido los signos de la
infeccion original del herpes. Otras enfermedades infecciosas que pueden causar neuralgia son sifilis y enfermedad
de Lyme.

La diabetes es otra causa comin de neuralgia. Este problema médico tan frecuente afecta a casi 1 de cada 20
estadounidenses durante la edad adulta. La diabetes dafia las pequefias arterias que aportan circulacién a los
nervios, lo que da como resultado un mal funcionamiento de las fibras nerviosas y en ocasiones la pérdida del
nervio. La diabetes puede producir casi cualquier neuralgia, lo que incluye neuralgia del trigémino, sindrome del
tunel carpiano (dolor y entumecimiento de la mano y la mufieca) y meralgia parestésica (entumecimiento y dolor en
el muslo debido a una lesién en el nervio cutaneo femoral lateral). El control estricto del azicar en sangre puede
prevenir dafios diabéticos en los nervios y acelerar la recuperacion en pacientes que desarrollan neuralgia.

Otros estados médicos que pueden asociarse con neuralgias son insuficiencia renal cronica y porfiria, una
enfermedad hereditaria en la que el organismo no puede deshacerse de ciertas sustancias producidas después de la
descomposicion normal de la sangre en el organismo. Algunos farmacos también pueden provocar este problema.

2. Desaferenciacion.

La desaferenciacion indica una pérdida de la entrada sensorial de una parte del cuerpo, y puede estar causada por
la interrupcién de fibras sensitivas periféricas o nervios del sistema nervioso central. Un sindrome de dolor por
desaferenciacion incluye, sin limitacion, una lesiéon en el encéfalo o la médula espinal, un dolor después de un
ataque fulminante, un dolor fantasma, una paraplejia, lesiones por avulsion del plexo braquial, radiculopatias
lumbares.

3. Sindromes de dolor regional complejo (SDRC)

El SDRC es un sindrome de dolor cronico que procede de un dolor mantenido por via simpatica, y se presenta en
dos formas. EI SDRC 1 se usa actualmente como sustituto de la expresion "sindrome de distrofia simpatica refleja".
Es un trastorno crénico de los nervios que aparece con la mayor frecuencia en los brazos o las piernas después de
una lesién menor o mayor. El SDRC 1 se asocia con dolor intenso; cambios en las ufias, el hueso y la piel; y un
aumento de la sensibilidad al tacto en la extremidad afectada. E| SDRC 2 se usa como sustituto del término
causalgia, y procede de una lesion identificada en el nervio. Un SDRC, incluye, sin limitacion, un SDRC Tipo |
(distrofia simpatica refleja) y un SDRC Tipo Il (causalgia).

4. Neuropatia.

Una neuropatia es un cambio funcional o patolégico en un nervio y se caracteriza clinicamente por anomalias
sensitivas o motoras de las neuronas.

La neuropatia central es un cambio funcional o patolégico en el sistema nervioso central.

La neuropatia periférica es un cambio funcional o patolégico en uno o mas nervios periféricos. Los nervios
periféricos retransmiten informacién del sistema nervioso central (encéfalo y médula espinal) a los musculos y otros
organos y desde la piel, las articulaciones y otros 6rganos de nuevo al encéfalo. La neuropatia periférica aparece
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cuando estos nervios no consiguen transportar informacion a y desde el encéfalo y la médula espinal, lo que da
como resultado dolor, pérdida de sensacién o incapacidad de controlar los musculos. En algunos casos, la
incapacidad de los nervios que controlan los vasos sanguineos, el intestino y otros 6érganos da como resultado una
presién arterial anémala, problemas de digestion y pérdida de otros procesos corporales basicos. Los factores de
riesgo de neuropatia incluyen diabetes, consumo de alcohol abundante y exposicion a ciertos productos quimicos y
farmacos. Algunas personas tienen una predisposicion hereditaria a la neuropatia. La presiéon prolongada en un
nervio es otro riesgo de desarrollo de una lesion nerviosa. La lesion por presion puede estar causada por inmovilidad
prolongada (por ejemplo, por una intervencién quirdrgica larga o una enfermedad prolongada) o por la compresion
de un nervio por escayolas, férulas, corsés, muletas u otros dispositivos. La polineuropatia implica un proceso
extenso que afecta normalmente a los dos lados del cuerpo por igual. Los sintomas dependen del tipo de nervio
afectado. Los tres tipos principales de nervios son sensitivos, motores y autbnomos. La neuropatia puede afectar a
cualquiera de ellos 0 a una combinacioén de los tres tipos de nervios. Los sintomas dependen también de si el estado
afecta a todo el cuerpo o solo a un nervio (por ejemplo, por una lesion). La causa de la polineuropatia inflamatoria
cronica es una respuesta inmunitaria anémala. Los antigenos, los procesos inmunitarios y los factores
desencadenantes especificos son variables y en muchos casos se desconocen. Pueden producirse en asociacion
con otros estados como VIH, enfermedad inflamatoria intestinal, lupus eritematoso, hepatitis activa cronica y
anomalias de las células sanguineas.

La neuropatia periférica puede afectar a una funciéon o implicar un cambio patolégico en un Unico nervio o grupo de
nervios (mononeuropatia) o afectar a una funcién o implicar un cambio patolégico que afecta a multiples nervios
(polineuropatia).

Neuropatias periféricas

Trastornos hereditarios

Enfermedad de Charcot-Marie-Tooth
Ataxia de Friedreich

Trastornos sistémicos o metabdlicos
Diabetes (neuropatia diabética)
Deficiencias en la dieta (especialmente vitamina B-12)
Consumo excesivo de alcohol (neuropatia alcohdlica)
Uremia (por insuficiencia renal)

Cancer

Estados infecciosos o inflamatorios
SIDA

Hepatitis

fiebre por garrapatas de Colorado
difteria

sindrome de Guillain-Barre

infeccion por VIH sin desarrollo de SIDA
lepra

Lyme

panarteritis nudosa

artritis reumatoide

sarcoidosis

sindrome de Sjogren

sifilis

lupus eritematoso sistémico
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amiloide

Exposicion a compuestos toxicos

inhalacion de pegamento u otros compuestos toxicos

oxido nitroso

agentes industriales, especialmente disolventes

metales pesados (plomo, arsénico, mercurio, etc.)

Neuropatia secundaria a farmacos como nefropatia analgésica
Causas diversas

isquemia (disminucién de oxigeno/disminucion del flujo sanguineo)
exposicion prolongada a bajas temperaturas

a. Polineuropatia

La polineuropatia es una neuropatia periférica que implica la pérdida de movimiento o sensacién en una zona
provocada por dafio o destruccidon en multiples nervios periféricos. El dolor polineuropatico, incluye, sin limitacion,
sindrome post-polio, sindrome posmastectomia, neuropatia diabética, neuropatia alcohdlica, amiloide, toxinas,
SIDA, hipotiroidismo, uremia, deficiencias de vitaminas, dolor inducido por la quimioterapia, tratamiento con 2’,3'-
didesoxicitidina (ddC), sindrome de Guillain-Barré o enfermedad de Fabry.

b. Mononeuropatia

La mononeuropatia es una neuropatia periférica que implica pérdida de movimiento o sensacién en una zona
provocada por dafio o destruccidn en un unico nervio o un grupo de nervios periféricos. La mononeuropatia es
causada con la maxima frecuencia por un dafio en una zona local derivado de una lesién o traumatismo, aunque en
ocasiones los trastornos sistémicos pueden provocar un dafio en un nervio aislado (por ejemplo, con mononeuritis
multiples). Las causas habituales son traumatismo directo, presion prolongada en el nervio y compresion del nervio
por tumefaccion o lesion cerca de estructuras corporales. El dafio incluye destruccion de la vaina (cubierta) de
mielina del nervio o de parte de la célula nerviosa (el axdn). Este dafio ralentiza o impide la conduccion de impulsos
a través del nervio. La mononeuropatia puede afectar a cualquier parte del cuerpo. El dolor mononeuropatico
incluye, sin limitacion, disfuncion del nervio ciatico, disfuncién del nervio peroneo comun, disfuncién del nervio radial,
disfuncién del nervio cubital, mononeuropatia del VI craneal, mononeuropatia del VII craneal, mononeuropatia del Ill
craneal (tipo compresién), mononeuropatia del Il craneal (tipo diabético), disfuncién de un nervio axilar, sindrome
del tanel carpiano, disfuncién del nervio femoral, disfuncién del nervio tibial, paralisis de Bell, sindrome del opérculo
toracico, sindrome del tunel carpiano y paralisis del sexto nervio (abducente),

c. Neuropatias periféricas generalizadas

Las neuropatias periféricas generalizadas son simétricas y se debe normalmente a diversas enfermedades
sistémicas y procesos morbidos que afectan al sistema nervioso periférico en su conjunto. Se subdividen en varias
categorias:

i. Las axonopatias distales con consecuencia de alguna desorganizacion toxica o metabdlica de las neuronas.
Pueden estar causadas por enfermedades metabdlicas como diabetes, insuficiencia renal, sindromes de deficiencia
como malnutricion y alcoholismo, o los efectos de toxinas o farmacos. La axonopatia distal (también conocida como
neuropatia por degeneracion distal) es un tipo de neuropatia periférica que se deriva de alguna desorganizacion
toxica o metabodlica de las neuronas del sistema nervioso periférico (SNP). Es la respuesta mas comun de los
nervios a alteraciones toxicas o metabdlicas, y de este modo puede estar causada por enfermedades metabdlicas
como diabetes, insuficiencia renal, sindromes de deficiencia como malnutricion y alcoholismo, o los efectos de
toxinas o farmacos. La causa mas comun de axonopatia distal es la diabetes y la axonopatia distal mas comun es la
neuropatia diabética.

ii. Las mielinopatias se deben a un ataque primario en la mielina que provoca una insuficiencia aguda de conduccién
de los impulsos. La causa mas comun es polineuropatia desmielinizante inflamatoria aguda (PDIA; también conocida
como sindrome de Guillain-Barré), aunque otras causas incluyen sindrome desmielinizante inflamatorio crénico
(SDIC), trastornos metabdlicos genéticos (p. €j., leucodistrofia) o toxinas. La mielinopatia se debe a destruccion
primaria de mielina o las células de Schwann mielinizantes, que sale del axén intacta, pero provoca una insuficiencia
aguda de la conduccion de los impulsos. Esta desmielinizacion ralentiza o bloquea completamente la conduccion de
impulsos eléctricos a través del nervio. La causa mas comun es la polineuropatia desmielinizante inflamatoria aguda
(PDIA, mas conocida como sindrome de Guillain-Barré), aunque otras causas incluyen polineuropatia
desmielinizante inflamatoria cronica (SDIC), trastornos metabdlicos genéticos (p. €j., leucodistrofia o enfermedad de
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Charcot-Marie-Tooth) o toxinas.

iii. Las neuronopatias son el resultado de la destruccion de las neuronas del sistema nervioso periférico (SNP).
Pueden estar causadas por enfermedades de la neurona motora, neuronopatias sensitivas (p. €j., herpes zdster),
toxinas o disfunciéon auténoma. Las neurotoxinas pueden causar neuronopatias, como el agente quimioterapéutico
vincristina. La neuronopatia es una disfuncién debida a dafios en las neuronas del sistema nervioso periférico (SNP),
que dan como resultado una neuropatia periférica. Puede estar causada por enfermedades de la neurona motora,
neuronopatias sensitivas (p. ej., herpes zoéster), sustancias téxicas o disfuncion auténoma. Una persona con
neuronopatia puede presentarse de diferentes formas, dependiendo de la causa, el modo en que afecta a las células
nerviosas y el tipo de célula nerviosa que resulta mas afectado.

iv. Neuropatias por pinzamiento focal (p. €j., sindrome del tunel carpiano).
1l. Dolor inflamatorio

Los compuestos de la invencidon pueden usarse para tratar el dolor causado por o asociado de otro modo con
cualquiera de los siguientes estados inflamatorios

A. Trastorno artritico

Los trastornos artriticos incluyen, por ejemplo, artritis reumatoide; artritis reumatoide juvenil; lupus eritematoso
sistémico (LES); artritis gotosa; esclerodermia; artrosis; artritis psoriasica; espondilitis anquilosante; sindrome de
Reiter (artritis reactiva); enfermedad de Still adulta; artritis por una infeccion virica; artritis por una infeccion
bacteriana, como, por ejemplo, artritis gonocdcica y artritis bacteriana no gonocécica (artritis séptica); enfermedad de
Lyme terciaria; artritis tuberculosa; y artritis por una infeccién fungica, como, por ejemplo, blastomicosis.

B. Enfermedades autoinmunitarias

Enfermedades autoinmunitarias incluyen, por ejemplo, sindrome de Guillain-Barré, tiroiditis de Hashimoto, anemia
perniciosa, enfermedad de Addison, diabetes tipo I, lupus eritematoso sistémico, dermatomiositis, sindrome de
Sjogren, lupus eritematoso, esclerosis multiple, miastenia grave, sindrome de Reiter y enfermedad de Graves.

C. Trastorno de los tejidos conjuntivos
Los trastornos de los tejidos conjuntivos incluyen, por ejemplo, espondiloartritis, dermatomiositis y fibromialgia.
D. Lesion

Una inflamacién causada por lesion que incluye, por ejemplo, aplastamiento, puncion, elongacién de un tejido o una
articulacion, puede ocasionar dolor crénico inflamatorio.

E. Infeccion

Una inflamacioén causada por infeccion que incluye, por ejemplo, tuberculosis o queratitis intersticial puede ocasionar
dolor crénico inflamatorio.

F. Neuritis

La neuritis es un proceso inflamatorio que afecta a un nervio o un grupo de nervios. Los sintomas dependen de los
nervios afectados, pero pueden incluir dolor, parestesias, paresia o hiperestesia (entumecimiento).

Los ejemplos incluyen:
a. Neuritis braquial

b. Neuropatia retrobulbar, un proceso inflamatorio que afecta a la parte del nervio éptico situada inmediatamente
detras del globo ocular.

c. Neuropatia 6ptica, un proceso inflamatorio que afecta al nervio 6ptico causante de una reducciéon subita de la
vision en el ojo afectado. La causa de la neuritis 6ptica es desconocida. La inflamacién subita del nervio 6ptico (el
nervio que conecta el ojo y el encéfalo) conduce a tumefaccion y destruccion de la vaina de mielina. La inflamacion
puede ser, en ocasiones, consecuencia de una infecciéon virica o puede estar causada por enfermedades
autoinmunitarias como esclerosis multiple. Los factores de riesgo estan relacionados con las posibles causas.

d. Neuritis vestibular, una infeccion virica que provoca un proceso inflamatorio que afecta al nervio vestibular.
G. Inflamacion articular

La inflamacion de la articulacion, como la causada por bursitis o tendinitis, por ejemplo, puede ocasionar dolor
cronico inflamatorio.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2607 789 T3

Ill. Cefalalgia

Los compuestos de la invencidon pueden usarse para tratar el dolor causado por o asociado de otro modo con
cualquiera de los siguientes estados de cefalea. Una cefalea (conocida médicamente como cefalalgia) es un estado
de dolor leve o intenso en la cabeza; en ocasiones un dolor de cuello o de la parte superior de la espalda puede
interpretarse también como una cefalea. Puede indicar una enfermedad subyacente local o sistémica o ser un
trastorno de por si.

A. Cefalea muscular/miogénica

Las cefaleas musculares/miogénicas parecen implicar una tirantez o tension de los musculos de la cara y el cuello;
pueden irradiar hacia la frente. La cefalea tensional es la forma mas comun de cefalea miogénica.

Una cefalea tensional es un estado que implica dolor o molestias en la cabeza, el cuero cabelludo o el cuello,
asociadas normalmente con tirantez muscular en estas zonas. Las cefaleas tensionales se derivan de la contraccion
de los musculos del cuello y el cuero cabelludo. Una causa de esta contraccion muscular es una respuesta al estrés,
depresion o ansiedad. Cualquier actividad que provoque que la cabeza deba mantenerse en una posiciéon dada
durante un tiempo prolongado sin moverla puede ocasionar una cefalea. Dichas actividades incluyen el
mecanografiado o el uso de ordenadores, trabajo fino con las manos y uso de un microscopio. Dormir en una
habitacién fria o dormir con el cuello en una posicién anormal también puede desencadenar este tipo de cefalea.
Una cefalea de tipo tensional incluye, sin limitacion, una cefalea tensional episéddica y una cefalea tensional cronica.

B. Cefalea vascular

El tipo mas comun de cefalea vascular es la migrafia. Otras clases de cefaleas vasculares incluyen cefaleas en
racimos, que causan episodios repetidos de dolor intenso, y cefaleas resultantes de una alta presién arterial

1. Migrafia

Una migrafia es un trastorno heterogéneo que en general implica cefaleas recurrentes. Las migrafias difieren de
otras cefaleas porque se producen con otros sintomas, como, por ejemplo, nauseas, vomitos o sensibilidad a la luz.
En la mayoria de las personas, se siente un dolor palpitante solo en un lado de la cabeza. Las caracteristicas
clinicas como sintomas de tipo de aura, presencia de prodromos o sintomas asociados como vértigo, pueden
observarse en subgrupos de pacientes con diferentes mecanismos fisiopatologicos y genéticos subyacentes. Una
cefalea migrafiosa incluye, sin limitacion, migrafia sin aura (migrafia comun), migrafia con aura (migrafa clasica),
migrafia menstrual, migrafia equivalente (cefalea acefdlica), migrafia complicada, migrafia anémala y migrafa
tensional mixta.

2. Cefalea en racimos

Las cefaleas en racimos afectan a un lado de la cabeza (unilateral) y pueden asociarse con lagrimeo ocular y
congestion nasal. Se producen en racimos que se suceden de forma repetida todos los dias a la misma hora durante
varias semanas y después remiten.

D. Cefalea por alta presion arterial
E. Cefalea de traccion e inflamatoria

Las cefaleas de traccién e inflamatorias son normalmente sintomas de otros trastornos, que comprenden desde un
ataque fulminante a una infeccién sinusal.

F. Cefalea hormonal
G. Cefalea de rebote

Las cefaleas de rebote, también conocidas como cefaleas por uso excesivo de medicacion, tienen lugar cuando se
toma medicacion con demasiada frecuencia para aliviar la cefalea. Las cefaleas de rebote se producen
frecuentemente a diario y pueden ser muy dolorosas.

H. Cefalea por sinusitis crénica

La sinusitis es una inflamacién, bacteriana, fungica, virica, alérgica o autoinmunitaria de los senos paranasales. La
sinusitis cronica es una de las complicaciones mas habituales del resfriado comun. Los sintomas incluyen:
congestion nasal; dolor facial; cefalea; fiebre; malestar general; secrecion espesa verde o amarilla; sensacion de
‘plenitud’ facial que empeora al encorvarse. En un nimero reducido de casos, la sinusitis maxilar cronica también
puede provocarse por la diseminacion de bacterias desde una infeccion dental. La sinusitis eosindfila hiperplasica
crénica es una forma no infecciosa de sinusitis crénica.
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|. Cefalea organica
J. Cefaleas ictales
Las cefaleas ictales son cefaleas asociadas con actividad convulsiva.
IV. Dolor somaético

Los compuestos de la invencidon pueden usarse para tratar el dolor causado por o asociado de otro modo con
cualquiera de los siguientes estados dolorosos somaticos. El dolor somatico se origina en ligamentos, tendones,
huesos, vasos sanguineos e incluso los propios nervios. Es detectado por nociceptores somaticos. La escasez de
receptores del dolor en estas zonas produce un dolor sordo y mal localizado de mayor duracién que el dolor
cutaneo; cuyos ejemplos incluyen esguinces y fracturas 6seas. Entre los ejemplos adicionales se incluyen los
siguientes.

A. Tensiéon muscular excesiva
Una tension muscular excesiva puede estar causada, por ejemplo, por un esguince o una distension.
B. Trastornos por movimientos repetitivos

Los trastornos por movimientos repetitivos pueden proceder de un uso excesivo de manos, mufiecas, codos,
hombros, cuello, espalda, caderas, rodillas, pies, piernas o tobillos.

C. Trastornos musculares

Los trastornos musculares que provocan dolor somatico incluyen, por ejemplo, polimiositis, dermatomiositis, lupus,
fibromialgia, polimialgia reumatica y rabdomidlisis.

D. Mialgia

La mialgia es un dolor muscular y es un sintoma de muchas enfermedades y trastornos. La causa mas comun de
mialgia es el uso excesivo o sobreestiramiento de un musculo o grupo de musculos. La mialgia sin antecedentes de
traumatismo se debe a menudo a infecciones viricas. Las mialgias de larga duracion pueden ser indicativas de una
miopatia metabdlica, algunas deficiencias nutricionales o sindrome de fatiga crénica.

E. Infeccion

La infeccion puede ocasionar dolor somatico. Los ejemplos de dicha infeccion incluyen, por ejemplo, un absceso en
el musculo, triquinosis, gripe, enfermedad de Lyme, malaria, fiebre de las Montafias Rocosas, gripe aviar, resfriado
comun, neumonia adquirida en la comunidad, meningitis, viruela de los monos, sindrome respiratorio agudo grave,
sindrome del choque téxico, triquinosis, fiebre tifoidea e infeccion del aparato respiratorio superior.

F. Farmacos

Los farmacos pueden ocasionar dolor somatico. Dichos farmacos incluyen, por ejemplo, cocaina, una estatina para
reducir el colesterol (como atorvastatina, simvastatina y lovastatina), y un inhibidor ACE para reducir la presion
arterial (como enalapril y captopril)

V. Dolor visceral

Los compuestos de la invencidon pueden usarse para tratar el dolor causado por o asociado de otro modo con
cualquiera de los siguientes estados dolorosos viscerales. El dolor visceral se origina en las visceras u érganos del
cuerpo. Los nociceptores viscerales estan situados en los 6rganos y las cavidades internas del cuerpo. La todavia
mayor escasez de nociceptores en estas zonas produce un dolor que es normalmente mas persistente y de mayor
duracién que el dolor somatico. El dolor visceral es extremadamente dificil de localizar, y varias lesiones en el tejido
visceral muestran un dolor "referido”, en donde la sensacion se localiza en una zona que no tiene ninguna relacién
con el punto de la lesién. Entre los ejemplos de dolor visceral se incluyen los siguientes.

A. Dolor visceral funcional

El dolor visceral funcional incluye, por ejemplo, sindrome del intestino irritable y dolor abdominal funcional crénico
(DAFC), estrefiimiento funcional y dispepsia funcional, dolor toracico no cardiaco (DTNC) y dolor abdominal crénico.

B. Inflamacién gastrointestinal cronica

La inflamacion gastrointestinal crénica incluye, por ejemplo, gastritis, enfermedad inflamatoria intestinal, como, por
ejemplo, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, colitis microscopica, diverticulitis y gastroenteritis; cistitis intersticial;
isquemia intestinal; colecistitis; apendicitis; reflujo gastroesofagico; Ulcera, nefrolitiasis, infeccion de las vias
urinarias, pancreatitis y hernia.
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C. Dolor autoinmunitario
Dolor autoinmunitario incluye, por ejemplo, una sarcoidosis y una vasculitis.
D. Dolor visceral organico

El dolor visceral organico incluye, por ejemplo, dolor derivado de una lesion traumatica, inflamatoria o degenerativa
del aparato digestivo o producida por un tumor que incide en la innervacion sensitiva.

E. Dolor visceral inducido por tratamientos

El dolor visceral inducido por tratamientos incluye, por ejemplo, un dolor relacionado con quimioterapia o dolor
relacionado con radioterapia.

VI. Dolor referido

Los compuestos de la invencidon pueden usarse para tratar el dolor causado por o asociado de otro modo con
cualquiera de los siguientes estados dolorosos referidos.

El dolor referido se produce por un dolor localizado en una zona separada del lugar de estimulacion del dolor. A
menudo, el dolor referido aparece cuando se comprime o se dafia un nervio en o cerca de su origen. En esta
circunstancia, la sensacion de dolor se percibira en general en el territorio que inerva el nervio, aun cuando el dafio
tenga su origen en otro lugar. Un ejemplo comun se produce en una hernia de disco intervertebral, en donde la raiz
nerviosa que nace en la médula espinal es comprimida por el material del disco adyacente. Aunque el dolor pueda
proceder del disco dafiado en si, el dolor se sentira también en la region inervada por el nervio comprimido (por
ejemplo, el muslo, la rodilla o el pie). Al aliviar la presion en la raiz nerviosa puede mejorarse el dolor referido,
siempre que no se haya producido un dafio permanente en el nervio. La isquemia miocardica (la pérdida de flujo
sanguineo en una parte del tejido del musculo cardiaco) es posiblemente el ejemplo mas conocido de dolor referido;
la sensacion puede producirse en la parte superior del térax como una sensacién de constriccién, o en forma de
dolor en el hombro, el brazo o incluso la mano del lado izquierdo.

El componente de proteasa no citotoxica de la presente invencion es una proteasa no citotoxica o un fragmento de la
misma, en donde la proteasa o fragmento de proteasa es capaz de dividir enlaces peptidicos diferentes pero
especificos en una de tres proteinas de sustrato, es decir, sinaptobrevina, sintaxina o SNAP-25, del aparato de
fusidon exocitésico en un aferente sensorial nociceptivo. Estos sustratos son componentes importantes de la
magquinaria neurosecretora. El componente de proteasa no citotdéxica de la presente invenciéon es una proteasa de
IgA de Neisseria o un fragmento de la misma o una cadena L de neurotoxina clostridial o un fragmento de la misma.
Un componente de proteasa no citotoxica preferido especialmente es la cadena L de la neurotoxina botulinica
(BoNT) o un fragmento de la misma.

El componente de translocacion de la presente invencion permite la translocacion de la proteasa no citotoxica (o un
fragmento de la misma) en la célula diana de manera que la expresion funcional de la actividad de proteasa tenga
lugar en el citosol de la célula diana. EI componente de translocacion es capaz preferiblemente de formar poros
permeables a iones en membranas lipidicas en estados de bajo pH. Se ha descubierto que es preferible usar solo
aquellas partes de la molécula de proteina capaces de formacién de poros en la membrana endosémica. El
componente de translocacion puede obtenerse de una fuente de proteinas microbianas, en particular de una fuente
de proteinas bacterianas o viricas. Asi, en una realizaciéon, el componente de translocacién es un dominio de
translocaciéon de una enzima, como una toxina bacteriana o una proteina virica. El componente de translocacion de
la presente invencion es preferiblemente una cadena H de neurotoxina clostridial o un fragmento de la misma. Lo
mas preferiblemente es el dominio Hy (0 un componente funcional del mismo), en donde Hy significa una porciéon o
fragmento de la cadena H de una neurotoxina clostridial equivalente aproximadamente a la mitad del extremo amino
de la cadena H, o el dominio correspondiente a ese fragmento en la cadena H intacta.

El componente RG de la presente invencién es responsable de la unién de la proteina de fusién de la presente
invencion a un sitio de union en una célula diana. Asi, el componente RG es simplemente un ligando a través del
cual una proteina de fusion de la presente invencion se une a una célula diana seleccionada.

En el contexto de la presente invencion, la célula diana es un aferente sensorial nociceptivo, preferiblemente un
aferente nociceptivo primario (p. €j., una fibra A tal como una fibra A8 o una fibra C). Asi, las proteinas de fusion de
la presente invencidon son capaces de inhibir la liberacion de neurotransmisores o neuromoduladores [p. €j.
glutamato, sustancia P, péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) y/o un neuropéptido Y] de
poblaciones discretas de neuronas de aferentes sensoriales nociceptivos. En uso, las proteinas de fusién reducen o
impiden la transmision de sefales aferentes sensitivas (p. €j., neurotransmisores o neuromoduladores) de las fibras
periféricas a las fibras del dolor centrales, y por lo tanto tienen aplicacion como moléculas terapéuticas para el
tratamiento del dolor, en particular el dolor crénico.

Resulta rutinario confirmar que un RG se une a un aferente sensorial nociceptivo. Por ejemplo, puede emplearse un
sencillo experimento de desplazamiento radiactivo en el que el tejido o las células representativos del aferente
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sensorial nociceptivo (por ejemplo, GRD) se exponen a un ligando marcado (p. €j., con tritio) en presencia de un
exceso de ligando no marcado. En dicho experimento, pueden evaluarse las proporciones relativas de unién
inespecifica y especifica, lo que permite asi la confirmacion de que el ligando se une a la célula diana del aferente
sensorial nociceptivo. Opcionalmente, el ensayo puede incluir uno o mas antagonistas de union, y el ensayo puede
comprender ademas la observacion de una pérdida de union a ligando. Pueden encontrarse ejemplos de este tipo
de experimento en Hulme, E.C. (1990), Receptor-binding studies, a brief outline, pag. 303-311, en Receptor
biochemistry, A Practical Approach, Ed. E.C. Hulme, Oxford University Press.

Las proteinas de fusion de la presente invencion muestran en general una afinidad de unién reducida (en la region
de hasta 100 veces) para células diana de aferentes sensoriales nociceptivos cuando se compara con los RG ‘libres’
correspondientes. Sin embargo, a pesar de esta observacion, las proteinas de fusion de la presente invencion
muestran sorprendentemente buena eficacia. Esto puede atribuirse a dos caracteristicas principales. En primer
lugar, el componente de proteasa no citotdxica es catalitico y, asi, el efecto terapéutico de pocas de estas moléculas
se amplifica rapidamente. En segundo lugar, los receptores presentes en los aferentes sensoriales nociceptivos solo
necesitan actuar como una pasarela de entrada del agente terapéutico, y no deben estimularse necesariamente
hasta un nivel requerido para alcanzar una respuesta farmacolégica mediada por el ligando-receptor. Por
consiguiente, las proteinas de fusion de la presente invenciéon pueden administrarse en una dosis que es mucho
menor que la que se emplearia para otros tipos de moléculas analgésicas como AINE, morfina y gabapentina. Las
Ultimas moléculas se administran normalmente en cantidades altas de microgramos a miligramos (incluso hasta
centenares de miligramos), mientras que las proteinas de fusidon de la presente invencion pueden administrarse a
dosis muy inferiores, normalmente al menos 10 veces menores, y mas normalmente 100 veces menores.

El RG comprende preferiblemente un maximo de 50 residuos de aminoacidos, mas preferiblemente un maximo de
40 residuos de aminoacidos, preferiblemente en particular un maximo de 30 residuos de aminoacidos, y lo mas
preferiblemente un maximo de 20 residuos de aminoacidos.

Los opioides representan un grupo preferido de RG de la presente invencion. Dentro de esta familia de péptidos se
incluyen las encefalinas (met y leu), las endomorfinas 1y 2, la B-endorfina y la dinorfina. Los péptidos opioides se
usan frecuentemente en la clinica para modificar la actividad para los nociceptores, y otras células implicadas en la
respuesta al dolor. Como se ilustra en la Escalera Analgésica de tres escalones de la Organizacion Mundial de la
Salud, los opioides tienen puntos de entrada en el tratamiento farmacoldgico de cancer cronico y dolor no canceroso
en las tres fases, lo que subraya su importancia para el tratamiento del dolor. La referencia a los opioides
comprende los fragmentos, variantes y derivados de los mismos, que conservan la capacidad de unirse a los
aferentes sensoriales nociceptivos.

El RG de la invencion puede ser también una molécula que actia como un "agonista" en uno o mas de los
receptores presentes en un aferente sensorial nociceptivo, mas en particular en un aferente nociceptivo primario.
Convencionalmente, un agonista se ha considerado cualquier molécula que puede aumentar o disminuir las
actividades dentro de una célula, es decir, cualquier molécula que simplemente provoca una alteracion de la
actividad celular. Por ejemplo, el significado convencional de un agonista incluiria una sustancia quimica capaz de
combinarse con un receptor en una célula e iniciar una reaccion o actividad, o un farmaco que induce una respuesta
activa por activacion de receptores, ya sea la respuesta un aumento o una disminucion en la actividad celular.

Sin embargo, para los fines de la presente invencidén, un agonista se define mas especificamente como una
molécula que es capaz de estimular el proceso de fusién exocitdsico en una célula diana, en donde el proceso es
susceptible de inhibicidon por una proteasa (o un fragmento de la misma) capaz de dividir una proteina del aparato de
fusién exocitésico en dicha célula diana.

Por consiguiente, la definicion especial de agonista de la presente invencion excluiria muchas moléculas que
convencionalmente se considerarian agonistas. Por ejemplo, el factor de crecimiento nervioso (NGF) es un agonista
en lo que respecta a su capacidad de promover la diferenciacion neuronal por medio de la unién a un receptor TrkA.
Sin embargo, NGF no es un agonista cuando se evalla segun los criterios anteriores dado que no es un inductor
principal de fusién exocitésica. Ademas, el proceso que estimula NGF (p. ej., diferenciacion celular) no es
susceptible de inhibicién por la actividad de proteasa de una molécula de toxina no citotoxica.

Las propiedades de agonista de un RG que se une a un receptor en un aferente nociceptivo pueden confirmarse
usando los métodos descritos en el Ejemplo 10.

En una realizacién preferida de la invencion, la diana para el RG es el receptor ORL1. Este receptor es un miembro
de la clase de receptores acoplados a la proteina G, y tiene una estructura de siete dominios transmembrana. Las
propiedades del receptor ORL se exponen en detalle en Mogil & Pasternak (2001), Pharmacological Reviews, Vol.
53, No. 3, paginas 381-415.

En una realizacién, el RG es una molécula que se une (preferiblemente que se une especificamente) al receptor
ORL,. Mas preferiblemente, el RG es un "agonista" del receptor ORL+. El término "agonista" en este contexto se
define como antes.

Las propiedades de agonista de un RG que se une a un receptor ORL; pueden confirmarse usando los métodos
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descritos en el Ejemplo 10. Estos métodos se basan en experimentos anteriores [véase Inoue et al. 1998 [Proc. Natl.
Acad. Sci., 95, 10949-10953]), que confirman que el agonista natural del receptor ORL+, nociceptina, provoca la
induccion de liberacion de la sustancia P de las neuronas aferentes primarias nociceptivas. Esta afirmacion se
sustenta en el hecho de que:

- las respuestas inducidas por la nociceptina son suprimidas por los antagonistas del receptor NK1 especifico (el
receptor de la sustancia P); y

- el tratamiento previo de las células con capsaicina (que agota la sustancia P en las neuronas aferentes primarias
de pequefio diametro) atenua las respuestas inducidas por la nociceptina.

De forma similar, Inoue et al. confirman que una inyeccion intraplantar de neurotoxina botulinica tipo A suprime las
respuestas inducidas por la nociceptina. Dado que se sabe que BoNT inhibe la liberacién de sustancia P de las
neuronas aferentes primarias (Welch et al., 2000, Toxicon, 38, 245-258), esto confirma el vinculo entre la interaccion
nociceptina-ORL y la liberacion posterior de sustancia P.

Asi, puede decirse que un RG tiene actividad de agonista en el receptor ORL+ si el RG provoca una induccion en la
liberacion de sustancia P desde una neurona aferente sensorial nociceptiva (véase el Ejemplo 10).

En una realizacion preferida especialmente de la invencioén, el RG es nociceptina, el ligando natural para el receptor
ORL;+. La nociceptina se dirige al receptor ORL con alta afinidad. Los ejemplos de otros RG preferidos incluyen:

Cadigo Secuencia Ref. SEQ ID No.

Nociceptina 1-17 FGGFTGARKSARKLANQ [1] 37,38

Nociceptina 1-11 FGGFTGARKSA [1] 39,40

Nociceptina [Y10]1-11 FGGFTGARKYA [1] 41,42

Nociceptina [Y11]1-11 FGGFTGARKSY [1] 43,44

Nociceptina [Y14]1-17 FGGFTGARKSARKYANQ [1] 45,46

Nociceptina 1-13 FGGFTGARKSARK [2] 47,48

Nociceptina [R14K15] 1-17 | FGGFTGARKSARKRKNQ [3,4] | 49,50

(también conocida en la presente

memoria descriptiva como

"variante" de nociceptina)

Agonista peptidico Agonistas peptidicos segun estrategia de bibliotecas | [5] -
combinatorias

[1] Mogil & Pasternak, 2001, Pharmacol. Rev., 53, 381-415

[2] Maile et al., 2003, Neurosci. Lett., 350, 190-192

[3] Rizzi et al., 2002, J. Pharmacol. Exp. Therap., 300, 57-63

[4] Okada et al., 2000, Biochem. Biophys. Res. Commun., 278, 493-498
[5] Dooley et al., 1997, J Pharmacol Exp Ther. 283(2), 735-41.

La "variante" de RG identificada antes muestra una afinidad de unién especialmente buena (cuando se compara con
la nociceptina natural) para aferentes sensoriales nociceptivos. Esto resulta sorprendente ya que las modificaciones
de aminoacidos se producen en una posicion alejada del extremo N del RG. Por otra parte, las modificaciones estan
casi en el extremo C del RG, que a su vez se fija a una secuencia polipeptidica grande (p. €j., el dominio de
translocacién). En términos generales, una proteina de fusién que contiene un RG mostrara una reduccion de
aproximadamente 100 veces en la capacidad de unién con respecto al RG en si. La "variante" de RG antes
mencionada muestra de por si un aumento de aproximadamente 3 a 10 veces en la capacidad de unién para un
aferente sensorial nociceptivo (p. €j., a través del receptor ORL+) con respecto a la nociceptina natural. Asi, podria
esperarse que una fusién que contiene una "variante" de RG mostrara una reduccién de aproximadamente 10 veces
en la capacidad de unién para un aferente sensorial nociceptivo (p. €j., a través del receptor ORL+) con respecto a la
nociceptina ‘libre’. Sin embargo, los autores de la presente invencion han demostrado que dichas proteinas de fusion
que contienen la "variante" de RG muestran una capacidad de unién que (de forma muy sorprendente) refleja
estrechamente la de la nociceptina ‘libre’; véase la Figura 14.
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En el contexto de la presente invencion, el término opioide o un agonista del receptor ORL1 (como nociceptina, o
cualquiera de los péptidos enumerados en la tabla anterior) comprende moléculas que tienen al menos el 70%,
preferiblemente al menos el 80%, mas preferiblemente al menos el 90%, y lo mas preferiblemente al menos el 95%
de homologia con dicho opioide o agonista. Los homologos del agonista conservan las propiedades del agonista de
nociceptina en el receptor ORL+, que pueden probarse mediante los métodos proporcionados en el Ejemplo 10. De
forma similar, un homdlogo de opioide conserva sustancialmente la funcion de union del opioide con el que muestra
una alta homologia.

La invencién comprende también fragmentos, variantes y derivados de uno cualquiera de los RG descritos
anteriormente. Estos fragmentos, variantes y derivados conservan sustancialmente las propiedades que se
adscriben a dichos RG.

Ademas de las clases de RG opioides y no opioides mencionadas anteriormente, existe una diversidad de otros
polipéptidos adecuados para el guiado de las proteinas de fusion de la presente invencion a aferentes sensoriales
nociceptivos (p. €j., a nociceptores). A este respecto, se hace referencia en particular a la galanina y los derivados
de galanina. Los receptores de galanina se encuentran de forma presinaptica y postsinaptica en los GRD (Liu &
Hokfelt, (2002), Trends Pharm. Sci., 23(10), 468-74), y su expresion se potencia durante los estados de dolor
neuropatico. Los receptores activados por proteinasa (PAR) forman también un grupo preferido de RG de la
presente invencion, mas en particular PAR-2. Se sabe que los agonistas de PAR-2 inducen/provocan inflamacion
aguda, en parte a través de un mecanismo neurogénico. PAR2 se expresa mediante neuronas aferentes raquideas
primarias, y los agonistas de PAR2 estimulan la liberacién de sustancia P (SP) y péptido relacionado con el gen de
la calcitonina (CGRP) en los tejidos periféricos

Un conjunto preferido especialmente de RG de la presente invencion incluye:

Ligando Referencia
Nociceptina Guerrini, et al., (1997) J. Med. Chem., 40, pag. 1789-1793
B-endorfina Blanc, et al., (1983) J. Biol. Chem., 258(13), pag. 8277-8284

Endomorfina-1; Endomorfina-2 Zadina, et al., (1997). Nature, 386, pag. 499-502

Dinorfina Fijelds & Basbaum (2002) Capitulo 11, En The Textbook of Pain, Wall & Melzack
eds.

Met-encefalina Fijelds & Basbaum (2002) Capitulo 11, En The Textbook of Pain, Wall & Melzack
eds.

Leu-encefalina Fijelds & Basbaum (2002) Capitulo 11, En The Textbook of Pain, Wall & Melzack
eds.

Galanina Xu et al., (2000) Neuropeptides, 34 (3&4), 137-147

Péptido PAR-2 Vergnolle et al., (2001) Nat. Med., 7(7), 821-826

El sitio de escision de la proteasa de la presente invencion permite la escision (preferiblemente escision controlada)
de la proteina de fusién en una posicion entre el componente de proteasa no citotoxica y el componente de RG. Esta
reaccion de escision es la que convierte la proteina de fusién desde un polipéptido monocatenario en un polipéptido
bicatenario con enlaces de disulfuro.

Segun una realizacion preferida de la presente invencion, el RG se une por medio de un dominio o secuencia de
aminoacidos que esta situado lejos del extremo C del RG. Por ejemplo, el dominio de union relevante puede incluir
un intradominio o una secuencia de aminoacidos situada hacia la parte central (p. €j., de la secuencia peptidica
lineal) del RG. Preferiblemente, el dominio de unidn relevante esta situado hacia el extremo N del RG, mas
preferiblemente en o cerca del extremo N.

En una realizacion, la fusion de polipéptido monocatenario puede incluir mas de un sitio de escision proteolitica. Sin
embargo, cuando existen dos o mas de estos sitios, son diferentes, con lo que impiden sustancialmente la aparicion
de multiples episodios de escisién en presencia de una proteasa individual. En otra realizacién, se prefiere que la
fusién del polipéptido monocatenario tenga un Unico sitio de escision de la proteasa.

La o las secuencias de escision de la proteasa pueden introducirse (y/o eliminarse cualquier secuencia de escision
inherente) en el nivel de ADN por medios convencionales, por ejemplo por mutagenia dirigida al sitio. El rastreo para
confirmar la presencia de secuencias de escision puede realizarse manualmente o con la ayuda de un programa
informatico (p. €j., el programa MapDraw de DNASTAR, Inc.).
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Si bien puede emplearse cualquier sitio de escision de la proteasa, se prefieren los siguientes:
Enterocinasa (DDDDK))
Factor Xa (IEGR|/IDGRY)
TEV (virus del grabado del tabaco) (ENLYFQ|G)
Trombina (LVPR|GS)
PreScission (LEVLFQ|GP).

La expresion sitio de escisiéon de la proteasa comprende también una inteina, que es una secuencia de autoescision.
La reaccion de autoempalme puede controlarse, por ejemplo, modificando la concentracion de agente reductor
presente.

En uso, el sitio de escision de la proteasa se escinde y la region en el extremo N (preferiblemente el extremo N) del
RG queda expuesta. El polipéptido resultante tiene un RG con un dominio en el extremo N o un intradominio que
esta libre sustancialmente del resto de la proteina de fusion. Esta disposicion asegura que el componente en el
extremo N (o intradominio) del RG puede interaccionar directamente con un sitio de unién en una célula diana.

En una realizacion preferida, el RG y el sitio de escision de la proteasa estan separados en la proteina de fusién por
cero residuos de aminoacidos. Asi, después de la escision del sitio de escisidon de la proteasa, se proporciona una
fusiéon con un RG que tiene un dominio en el extremo N que esta libre sustancialmente del resto de la fusion. Esta
disposicion asegura que el componente en el extremo N del resto de guiado puede interaccionar directamente con
un sitio de unién en una célula diana.

Una ventaja asociada con la etapa de activacion mencionada anteriormente es que el RG solo se hace susceptible
de degradacién en el extremo N una vez que se ha producido la escision proteolitica de la proteina de fusion.
Ademas, la seleccion de un sitio de escision de la proteasa especifico permite la activacion selectiva de la fusion de
polipéptidos en una conformacion bicatenaria.

La construccion de la fusion polipeptidica monocatenaria de la presente invencion sitia el sitio de escision de la
proteasa entre el RG y el componente de la proteasa no citotdxica.

En la fusion monocatenaria, el RG esta situado entre el sitio de escision de la proteasa y el componente de
translocacién. Se asegura asi que el RG esté fijado al dominio de translocaciéon (p. ej., como sucede con la
holotoxina clostridial nativa), aunque en el caso de la presente invencion el orden de los dos componentes se
invierte con respecto a la holotoxina nativa. Una ventaja adicional con esta disposicion es que el RG esta situado en
una region de bucle expuesta de la proteina de fusion, que tiene efectos estructurales minimos en la conformacion
de la proteina de fusion. A este respecto, dicho bucle se refiere de forma diversa como grupo enlazador, bucle de
activacion, grupo enlazador inter-dominio, o simplemente bucle expuesto en superficie (Schiavo et al. 2000, Phys.
Rev., 80, 717-766; Turton et al., 2002, Trends Biochem. Sci., 27, 552-558).

En una realizacion, en el polipéptido monocatenario, el componente de proteasa no citotdxica y el componente de
translocacion estan enlazados conjuntamente por un enlace de disulfuro. Asi, después de la escision del sitio de
escision de la proteasa, el polipéptido asume una conformacion bicatenaria, en donde la proteasa y los componentes
de translocacion se mantienen enlazados conjuntamente por el enlace de disulfuro. Para este fin, se prefiere que la
proteasa y los componentes de translocacion estén separados entre si en la proteina de fusién monocatenaria por
un maximo de 100 residuos de aminoacidos, mas preferiblemente un maximo de 80 residuos de aminoacidos,
preferiblemente en particular por un maximo de 60 residuos de aminoacidos, y lo mas preferiblemente por un
maximo de 50 residuos de aminoacidos.

En una realizacion, el componente de proteasa no citotéxica forma un enlace de disulfuro con el componente de
translocacion de la proteina de fusion. Por ejemplo, el residuo de aminoacidos del componente de proteasa que
forma el enlace de disulfuro esta situado en los ultimos 20, preferiblemente en los ultimos 10 residuos de
aminoacidos en el extremo C del componente de proteasa. De forma similar, el residuo de aminoacidos en el
componente de translocacion que forma la segunda parte del enlace de disulfuro puede estar situado en los
primeros 20, preferiblemente en los primeros 10 residuos de aminoacidos en el extremo N del componente de
translocacion.

Alternativamente, en el polipéptido monocatenario, el componente de proteasa no citotoxica y el RG pueden estar
enlazados conjuntamente por un enlace de disulfuro. A este respecto, el residuo de aminoacidos del RG que forma
el enlace de disulfuro esta situado preferiblemente lejos del extremo N del RG, mas preferiblemente hacia el extremo
C del RG.

En una realizacion, el componente de proteasa no citotéxica forma un enlace de disulfuro con el componente RG de

la proteina de fusién. A este respecto, el residuo de aminoacidos del componente de proteasa que forma el enlace
de disulfuro esta situado preferiblemente en los ultimos 20, mas preferiblemente en los ultimos 10 residuos de
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aminoacidos del extremo C del componente de proteasa. De forma similar, el residuo de aminoacidos en el
componente RG que forma la segunda parte del enlace de disulfuro esta situado preferiblemente en los ultimos 20,
mas preferiblemente en los ultimos 10 residuos de aminoacidos en el extremo C del RG.

Las disposiciones de enlaces de disulfuro anteriores tienen la ventaja de que la proteasa y los componentes de
translocacién estan dispuestos de manera similar a la de la neurotoxina clostridial nativa. A modo de comparacion,
en referencia a la secuencia de aminoacidos primaria para neurotoxina clostridial nativa, los residuos de
aminoacidos de cisteina respectivos estan separados por entre 8 y 27 residuos de aminoacidos, tomado de Popoff,
MR & Marvaud, J-C, 1999, Structural & genomic features clostridial neurotoxins, Capitulo 9, en The Comprehensive
Sourcebook of Bacterial Protein Toxins. Ed. Alouf & Freer:

Serotipo’ Secuencia Longitud ‘nativa’ entre C-C
BoNT/A1 CVRGIITSKTKS---LDKGYNKALNDLC 23

BoNT/A2 CVRGIIPFKTKS—LDEGYNKALNDLC 23

BoNT/B CKSVKAPC ----- IC 8

BoNT/C CHKAIDGRS --------- LYNKTLDC 15

BoNT/D CLRLTK NSRDDSTC 12

BoNT/E CKN-IVSVK --------- GIRT---SIC 13

BoNT/F CKS-VIPRK--------- GTKAPP-RLC 15

BoNT/G CKPVMYKNT -------- GKSE----QC 13

TeNT CKKIIPPTNIRENLYNRTASLTDLGGELC 27

" Informacién solo de cepas proteoliticas

La proteina de fusiéon puede comprender una o mas marcas de purificacién, que estan situadas en el extremo N en
el componente de proteasa y/o en el extremo C en el componente de translocacion.

Si bien puede emplearse cualquier marca de purificacion, se prefieren las siguientes:

Marca His (p. €j., 6 x histidina), preferiblemente como una marca en el extremo C y/o en el extremo N
Marca MBP (proteina de unién a maltosa), preferiblemente como una marca en el extremo N

Marca GST (glutation-S-transferasa), preferiblemente como una marca en el extremo N

Marca His-MBP, preferiblemente como una marca en el extremo N

Marca GST-MBP, preferiblemente como una marca en el extremo N

Marca tiorredoxina, preferiblemente como una marca en el extremo N

Marca CBD (dominio de unién de quitina), preferiblemente como una marca en el extremo N.

Segun una realizaciéon adicional de la presente invencion, en la proteina de fusion puede incluirse una o mas
moléculas separadoras de péptidos. Por ejemplo, puede emplearse un separador de péptidos entre una marca de
purificacion y el resto de la molécula de la proteina de molécula (p. €j., entre una marca de purificacion en el extremo
N y un componente de proteasa de la presente invencion; y/o entre una marca de purificacion en el extremo C y un
componente de translocacion de la presente invencion). También puede emplearse un separador de péptidos entre
el RG y los componentes de translocacion de la presente invencion.

Puede emplearse una variedad de diferentes moléculas separadoras en cualquiera de las proteinas de fusion de la
presente invencion. Los ejemplos de dichas moléculas separadoras incluyen los ilustrados en las Figuras 28 y 29.
En la presente memoria se hace mencién en concreto a GS15, GS20, GS25 y Hx27; véanse Figuras 28 y 29.

Los autores de la presente invencion han descubierto inesperadamente que las proteinas de fusion (p. ej., CPNv/A)
de la presente invencion pueden mostrar una actividad de uniéon mejorada para aferentes sensoriales nociceptivos
cuando el tamafio del separador se selecciona de manera que (en uso) el extremo C del RG y el extremo N del
componente de translocacion estan separados entre si por 40-105 angstroms, preferiblemente por 50-100
angstroms, y mas preferiblemente por 50-90 angstroms. En otra realizacion, los separadores preferidos tienen una
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secuencia de aminoacidos de 11-29 residuos de aminoacidos, preferiblemente 15-27 residuos de aminoacidos, y
mas preferiblemente 20-27 residuos de aminoacidos. Los separadores adecuados pueden identificarse y obtenerse
de forma rutinaria segun Crasto, C.J. y Feng, J.A. (2000) Mayo, 13(5), pag. 309-312; véase también
http://www.fccc./edu/research/labs/feng/limker.html.

De acuerdo con un segundo aspecto de la presente descripcion, se proporciona una secuencia de ADN que codifica
el polipéptido monocatenario antes mencionado. En un aspecto preferido de la presente descripcion, la secuencia de
ADN se prepara como parte de un vector de ADN, en donde el vector comprende un promotor y un terminador.

En una descripcion preferida, el vector tiene un promotor seleccionado de:

Promotor Agente de induccioén Estado de induccion tipico
Tac (hibrido) IPTG 0,2 mM (0,05-2,0 mM)
AraBAD L-arabinosa 0,2% (0,002-0,4%)
Operador T7-lac IPTG 0,2 mM (0,05-2,0 mM)

La construccion de ADN de la presente descripcion se disefia preferiblemente in silico, y después se sintetiza
mediante técnicas convencionales de sintesis de ADN.

La informacién de la secuencia de ADN mencionada antes se modifica opcionalmente para preferencia coddnica
segun el ultimo sistema de expresion de células huésped (p. €j., E. coli) que se vaya a emplear.

La estructura principal de ADN se rastrea preferiblemente en busca de alguna secuencia de acidos nucleicos
inherente, que cuando se transcriba y se traduzca produzca una secuencia de aminoacidos correspondiente al sitio
de escision de la proteasa codificado por la segunda secuencia de codificacion peptidica. Este rastreo puede
realizarse manualmente o con la ayuda de programa informatico (p. €j., el programa MapDraw de DNASTAR, Inc.).

Segun una descripcion adicional de la presente memoria descriptiva, se proporciona un método de preparacion de
un agente no citotdxico, que comprende:

a. la puesta en contacto de una proteina de fusién polipeptidica monocatenaria de la descripcidon con una proteasa
capaz de dividir el sitio de escision de la proteasa;

b. la escision del sitio de escision de la proteasa y la formacion asi de una proteina de fusion bicatenaria.

Este aspecto proporciona un polipéptido bicatenario, que en general emula la estructura de la holotoxina clostridial.
En mas detalle, el polipéptido bicatenario resultante tiene normalmente una estructura en donde:

a. la primera cadena comprende la proteasa no citotdxica o un fragmento de la misma, donde la proteasa o
fragmento de proteasa es capaz de dividir una proteina del aparato de fusién exocitésico de un aferente sensorial
nociceptivo;

b. la segunda cadena comprende el RG y el dominio de translocacion que es capaz de translocar la proteasa o
fragmento de proteasa desde el interior de un endosoma a través de la membrana endosdmica y al citosol del
aferente sensorial nociceptivo; y

las cadenas primera y segunda estan ligadas entre si por enlaces disulfuro.
En uso, el polipéptido monocatenario o bicatenario de la invencion trata, previene o mejora el dolor.

En uso, se administra una cantidad terapéuticamente eficaz de un polipéptido monocatenario o bicatenario de la
invencion a un paciente.

La presente descripcion contempla un amplio intervalo de estados dolorosos, en particular estados dolorosos
cronicos. Los estados preferidos incluyen dolor canceroso y no canceroso, dolor inflamatorio y dolor neuropatico.
Las fusiones opioides de la presente solicitud estan adaptadas especialmente a abordar el dolor inflamatorio,
aunque pueden ser menos adecuadas para abordar el dolor neuropatico. Las fusiones de galanina son mas
adecuadas para abordar el dolor neuropatico.

En uso, los polipéptidos de la presente invencion se emplean normalmente en forma de una composicion
farmacéutica en asociacion con un soporte, diluyente y/o excipiente farmacéutico, aunque la forma exacta de la
composicion puede adaptarse al modo de administracion. La administracion es preferiblemente a un mamifero, mas
preferiblemente a un ser humano.

Los polipéptidos pueden emplearse, por ejemplo, en forma de una solucion estéril para administracion intraarticular o
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administracion intracraneal. Se prefiere la inyeccion raquidea (p. ej., epidural o intratecal).

Los intervalos de dosificacién para la administracion de los polipéptidos de la presente invencién son los que
producen el efecto terapéutico deseado. Se observara que el intervalo de dosificacion requerido depende de la
naturaleza exacta de los componentes, la via de administracién, la naturaleza de la formulacién, la edad del
paciente, la naturaleza, extension o gravedad del estado del paciente, las contraindicaciones, si existen, y el criterio
del médico a cargo.

Las dosis diarias adecuadas estan en el intervalo de 0,0001-1 mg/kg, preferiblemente 0,0001-0,5 mg/kg, mas
preferiblemente 0,002-0,5 mg/kg, y preferiblemente en particular 0,004-0,5 mg/kg. La dosis unitaria puede variar de
menos de 1 microgramo a 30 mg, aunque normalmente estara en la regién de 0,01 a 1 mg por dosis, que puede
administrarse diariamente o preferiblemente con menos frecuencia, por ejemplo cada semana o cada seis meses.

Un régimen de dosificacion preferido especialmente se basa en 2,5 ng de proteina de fusion (p. €j., CPNv/A) como
dosis 1X. A este respecto, las dosis preferidas estan en el intervalo 1X-100X (p. €j., 2,5-250 ng). Este intervalo de
dosificacion es significativamente menor (p. €j., al menos 10 veces, normalmente 100 veces menor) que el que se
emplearia con otros tipos de moléculas analgésicas como AINE, morfina y gabapentina. Por otra parte, la diferencia
mencionada anteriormente se magnifica considerablemente cuando se realiza la misma comparacion sobre una
base molar; esto se debe a que las proteinas de fusién de la presente invencion tienen un Pm considerablemente
mayor que la terapéutica convencional de moléculas ‘pequefas’.

Sin embargo, deben esperarse amplias variaciones en la dosis requerida dependiendo de la naturaleza exacta de
los componentes, y de las distintas eficacias de las diversas vias de administracion.

Las variaciones en estos niveles de dosis pueden ajustarse usando rutinas empiricas estandarizadas para su
optimizacion, tal como se entiende en la técnica.

Las composiciones adecuadas para inyeccion pueden estar en forma de soluciones, suspensiones o emulsiones, o
polvos en seco que se disuelven o se suspenden en un vehiculo adecuado antes de su uso.

La forma de dosis unitaria liquida se prepara normalmente usando un vehiculo estéril sin pirdgenos. Los ingredientes
activos, que dependen del vehiculo y la concentracion usados, pueden disolverse o suspenderse en el vehiculo.

En la preparacion de soluciones administrables, los polipéptidos pueden disolverse en un vehiculo, haciéndose la
solucion isoténica en caso necesario por adicion de cloruro de sodio y esterilizada por filtracion a través de un filtro
estéril usando técnicas asépticas antes del llenado en viales o ampollas estériles adecuados y sellado.
Alternativamente, si la estabilidad de la solucion es adecuada, la solucién en sus recipientes sellados puede
esterilizarse mediante autoclave.

Ventajosamente pueden disolverse en el vehiculo aditivos como agentes de tampodn, solubilizantes, de
estabilizaciéon, conservantes o bactericidas, de suspensién o emulsionantes.

Los polvos secos que se disuelven o se suspenden en un vehiculo adecuado antes de uso pueden prepararse por
llenado de sustancia farmacoldgica preesterilizada y otros ingredientes en un recipiente estéril usando técnica
aséptica en una zona estéril.

Alternativamente los polipéptidos y otros ingredientes pueden disolverse en un vehiculo acuoso, la solucion se
esteriliza por filtracion y se distribuye en recipientes adecuados usando técnica aséptica en una zona estéril. A
continuacion se liofiliza el producto y se sellan los recipientes de forma aséptica.

Las suspensiones parenterales, adecuadas para inyeccion intramuscular, subcutanea o intradérmica, se preparan
sustancialmente de la misma manera, con la salvedad de que los componentes estériles se suspenden en el
vehiculo estéril, en lugar de disolverse y la esterilizacion no puede realizarse por filtracion. Los componentes pueden
aislarse en estado estéril o alternativamente pueden esterilizarse después de aislamiento, por ejemplo. por
irradiacion gamma.

Ventajosamente, se incluye un agente de suspension, por ejemplo polivinilpirrolidona, en la o las composiciones
para facilitar una distribucién uniforme de los componentes.

Seccién de definiciones

Resto de guiado (RG) significa cualquier estructura quimica asociada con un agente que interacciona
funcionalmente con un sitio de unién para provocar la asociacion fisica entre el agente y la superficie de una célula
diana. En el contexto de la presente invencion, la célula diana es un aferente sensorial nociceptivo. El término RG
comprende cualquier molécula (p. €j., una molécula de ocurrencia natural, o una variante modificada
quimicalfisicamente de la misma) que es capaz de unirse a un sitio de unién en la célula diana, donde ese sitio de
union es capaz de internalizacion (p. e€j., formacién de endosoma), también referida como endocitosis mediada por
receptores. El RG puede poseer una funcién de translocacion de la membrana endosomica, en cuyo caso no es
necesario que el RG y los dominios de componentes de translocacion estén presentes en un agente de la presente
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invencion.

El RG de la presente invencion se une (preferiblemente se une especificamente) a un aferente sensorial nociceptivo
(p- €j., un aferente nociceptivo primario). A este respecto, se une especificamente significa que el RG se une a un
aferente sensorial nociceptivo (p. €j., un aferente nociceptivo primario) con mayor afinidad de la que se une a otras
neuronas como aferentes no nociceptivos, y/o a neuronas motoras (p. €j., la diana natural para la neurotoxina
clostridial holotoxina). La expresion "que se une especificamente" también puede significar que un RG dado se une a
un _receptor dado, por ejemplo el receptor ORL4, con una afinidad de union (Ka) de 10° M 0 mas, preferiblemente
10" M o mas, mas preferiblemente 108 M o mas, y lo mas preferiblemente, 10°M™" 0 mas.

Para los fines de la presente invencion, un agonista se define como una molécula que es capaz de estimular el
proceso de fusion exocitésico en una célula diana, donde ese proceso es susceptible de inhibicién por una proteasa
(o un fragmento de la misma) capaz de dividir una proteina del aparato de fusion exocitésico en dicha célula diana.

Por consiguiente, la definicion concreta de agonista de la presente invencién excluiria muchas moléculas que
convencionalmente se considerarian agonistas.

Por ejemplo, el factor de crecimiento nervioso (NGF) es un agonista en lo que respecta de su capacidad para
promover la diferenciacion neuronal por medio de la unién a un receptor TrkA. Sin embargo, NGF no es un agonista
cuando se evalla segun los criterios anteriores dado que no es un inductor principal de la fusién exocitdsica.
Ademas, el proceso que estimula NGF (p. €j., diferenciacion celular) no es susceptible de inhibicion por la actividad
de proteasa de una molécula de toxina no citotéxica.

El término "fragmento”, cuando se usa en relacion con una proteina, significa un péptido que tiene al menos treinta 'y
cinco, preferiblemente al menos veinticinco, mas preferiblemente al menos veinte, y lo mas preferiblemente al menos
diez residuos de aminoacidos de la proteina en cuestion.

El término "variante", cuando se usa en relacion con una proteina, significa un péptido o fragmento peptidico de la
proteina que contiene uno o mas analogos de un aminoacido (p. e€j., un aminoacido no natural) o un enlace
sustituido.

El término "derivado"”, cuando se usa en relacioén con una proteina, significa una proteina que comprende la proteina
en cuestion y una secuencia peptidica adicional. La secuencia peptidica adicional preferiblemente no debe interferir
con el plegamiento basico y asi con la estructura conformacional de la proteina original. Dos o mas péptidos (o
fragmentos, o variantes) pueden unirse entre si para formar un derivado. Alternativamente, un péptido (o fragmento,
o variante) puede unirse con una molécula no relacionada (p. €j., un segundo péptido no relacionado). Los derivados
pueden sintetizarse quimicamente, pero normalmente se prepararan por métodos de acidos nucleicos
recombinantes. Pueden incluirse componentes adicionales como componentes de lipidos, y/o polisacaridos, y/o
policétidos.

A lo largo de la presente memoria descriptiva, la referencia al "receptor ORL+" comprende todos los miembros de la
familia de receptores ORL+. Los miembros de la familia de receptores ORL+ tienen normalmente una estructura de
siete dominios transmembrana y se acoplan con proteinas G de las familias Gi y Go. En el Ejemplo 12 se ofrece un
método para determinar la actividad de estimulacion de la proteina G de los ligandos del receptor ORL+. En el
Ejemplo 11 se ofrece un método para medir la reduccion en los niveles celulares de cAMP después de la activacion
de ORL+. Una caracteristica adicional de los miembros de la familia de receptores ORL1 es que normalmente son
capaces de unirse a la nociceptina (el ligando natural de ORL1). A modo de ejemplo, todas las variantes alternativas
de empalme del receptor ORL+, son miembros de la familia de los receptores ORL.

El término no citotoxico significa que la molécula de proteasa en cuestion no destruira la célula diana a la que ha
sido redireccionada.

La proteasa de la presente descripcidon comprende todas las proteasas no citotdxicas de ocurrencia natural que son
capaces de dividir una o mas proteinas del aparato de fusién exocitdsico en células eucaridticas.

La proteasa de la presente descripcion es preferiblemente una proteasa bacteriana (o un fragmento de la misma).
Mas preferiblemente la proteasa bacteriana se selecciona de los géneros Clostridium o Neisseria (p. €j., una cadena
L clostridial o una proteasa de IgA de Neisseria preferiblemente de N. gonorrhoea).

La presente invencion también comprende proteasas no citotéxicas modificadas, que incluyen secuencias de
aminoacidos que no existen en la naturaleza y/o residuos de aminoacidos sintéticos, siempre que las proteasas
modificadas sigan mostrando la actividad de proteasa antes mencionada.

La proteasa de la presente invencion muestra preferiblemente una actividad de serina o metaloproteasa (p. €j.,
actividad de endopeptidasa). La proteasa es preferiblemente especifica para una proteina SNARE (p. ej., SNAP-25,
sinaptobrevina/VAMP o sintaxina).

Se hace mencidn en particular a los dominios de proteasa de neurotoxinas, por ejemplo los dominios de proteasa de
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neurotoxinas bacterianas. Asi, la presente invencién comprende el uso de dominios de neurotoxinas, que estan
presentes en la naturaleza, asi como versiones preparadas de forma recombinante de dichas neurotoxinas de
ocurrencia natural.

Las neurotoxinas de ejemplo son producidas por clostridia, y el término neurotoxina clostridial comprende
neurotoxinas producidas por C. tefani (TeNT) y por C. botulinum (BoNT) serotipos A-G, asi como las neurotoxinas de
tipo BoNT estrechamente relacionadas producidas por C. baratii y C. butyricum. Las abreviaturas mencionadas
anteriormente se usan a lo largo de la presente memoria descriptiva. Por ejemplo, la nomenclatura BoNT/A denota la
fuente de neurotoxina como BoNT (serotipo A). Se aplica la nomenclatura correspondiente a otros serotipos de
BONT.

El término fragmento de cadena L significa un componente de la cadena L de una neurotoxina, fragmento que
muestra una actividad de metaloproteasa y es capaz de escindir proteoliticamente una proteina asociada con
vesiculas y/o membranas plasmaticas implicada en la exocitosis celular.

Un dominio de translocacion es una molécula que permite la translocacion de una proteasa (o un fragmento de la
misma) en una célula diana de manera que tiene lugar una expresién funcional de actividad de proteasa en el citosol
de la célula diana. El hecho de si alguna molécula (p. €j., una proteina o péptido) posee la funcidn de translocacion
requerida de la presente invencion puede confirmarse por cualquiera de una serie de ensayos convencionales.

Por ejemplo, Shone C. (1987) describe un ensayo in vitro que emplea liposomas, que se someten a provocacion con
una molécula de ensayo. La presencia de la funcion de translocacion requerida se confirma por la liberacion desde
los liposomas de K* y/o NAD marcada, que puede ser facilmente objeto de seguimiento [véase Shone C. (1987) Eur.
J. Biochem; vol. 167(1): pag. 175-180].

Se proporciona un ejemplo adicional en Blaustein R. (1987), que describe un sencillo ensayo in vitro que emplea
membranas de bicapa de fosfolipidos plana. Las membranas se someten a provocacién con una molécula de
ensayo Yy la funcién de translocacion requerida se confirma por un aumento en la conductancia a través de dichas
membranas [véase Blaustein (1987) FEBS Letts; vol. 226, no. 1: pag. 115-120].

La metodologia adicional para permitir la evaluacion de la fusion de membrana y asi la identificacion de dominios de
translocacién adecuados para su uso en la presente invencion se proporciona en Methods in Enzymology Vol 220 y
221, Membrane Fusion Techniques, Partes A y B, Academic Press 1993.

El dominio de translocacién es capaz preferiblemente de formacién de poros permeables a iones en membranas
lipidicas en estados de bajo pH. Preferiblemente se ha determinado el uso de solo aquellas porciones de la molécula
de proteina capaces de formacion de poros en la membrana endosémica.

El dominio de translocacién puede obtenerse de una fuente de proteinas microbianas, en particular de una fuente de
proteinas bacterianas o viricas. Por ello, en una realizacién, el dominio de translocacién es un dominio de
translocacién de una enzima, como una toxina bacteriana o una proteina virica.

Esta bien documentado que algunos dominios de toxina bacteriana moléculas son capaces de formar dichos poros.
Se sabe también que algunos dominios de translocacion de proteinas de fusién de membrana expresadas de forma
virica son capaces de formar dichos poros. Tales dominios pueden emplearse en la presente invencion.

El dominio de translocacion puede ser de origen clostridial, es decir, el dominio Hy (0 un componente funcional del
mismo). Hy significa una porcién o fragmento de la cadena H de una neurotoxina clostridial aproximadamente
equivalente a la mitad en el extremo amino de la cadena H, o el dominio correspondiente a ese fragmento en la
cadena H intacta. Se prefiere que la cadena H carezca sustancialmente de la funcién de unién natural del
componente Hc de la cadena H. A este respecto, la funciéon Hc puede eliminarse por deleciéon de la secuencia de
aminoacidos Hc (en el nivel de sintesis de ADN o después de la sintesis por tratamiento con nucleasas o proteasas).
Alternativamente, la funcion Hc puede inactivarse mediante tratamiento quimico o biolégico. Asi, la cadena H es
preferiblemente incapaz de unirse al sitio de unién en una célula diana a la que se une una neurotoxina clostridial
nativa (p. €j., holotoxina).

En una realizacion, el dominio de translocacion es un dominio Hy (o un fragmento del mismo) de una neurotoxina
clostridial. Entre los ejemplos de dominios de translocacion clostridiales se incluyen:

Neurotoxina botulinica tipo A - residuos de aminoacidos (449-871)
Neurotoxina botulinica tipo B - residuos de aminoacidos (44 1-858)
Neurotoxina botulinica tipo C - residuos de aminoacidos (442-866)
Neurotoxina botulinica tipo D - residuos de aminoacidos (446-862)

Neurotoxina botulinica tipo E - residuos de aminoacidos (423-845)
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Neurotoxina botulinica tipo F - residuos de aminoacidos (440-864)
Neurotoxina botulinica tipo G - residuos de aminoacidos (442-863)
Neurotoxina del tétanos - residuos de aminoacidos (458-879)

Para detalles adicionales acerca de la base genética de produccion de toxinas en Clostridium botulinum y C. tetani,
se remite a Henderson et al. (1997) en The Clostridia: Molecular Biology and Pathogenesis, Academic press.

El término Hy comprende porciones de neurotoxina Hy de ocurrencia natural, y porciones de Hy modificadas que
tienen secuencias de aminoacidos que no estan presentes en la naturaleza y/o residuos de aminoacidos sintéticos,
siempre que las porciones de Hy modificadas sigan demostrando la funcion de translocacion antes mencionada.

Alternativamente, el dominio de translocacion puede tener un origen no clostridial (véase Tabla 4). Los ejemplos de
origenes de dominios de translocacion no clostridiales incluyen, pero no se limitan a, el dominio de translocacion de
toxina diftérica [O’Keefe et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1992) 89, 6202-6206; Silverman et al., J. Biol. Chem.
(1993) 269, 22524-22532; y London, E. (1992) Biochem. Biophys. Acta., 1112, pag. 25-51], el dominio de
translocacion de exotoxina de Pseudomonas tipo A [Prior et al. Biochemistry (1992) 31, 3555-3559], los dominios de
translocacién de toxina del antrax [Blanke et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1996) 93, 8437-8442], una variedad de
péptidos fusdgenos o hidréfobos de funcién de translocacion [Plank et al. J. Biol. Chem. (1994) 269, 12918-12924; y
Wagner et al. (1992) PNAS, 89, pag. 7934-7938] y péptidos anfifilos [Murata et al. (1992) Biochem., 31, pag. 1986-
1992]. El dominio de translocacion puede reflejar el dominio de translocacion presente en una proteina de ocurrencia
natural, o puede incluir variaciones de aminoacidos siempre que las variaciones no destruyan la capacidad de
translocacion del dominio de translocacion.

Los ejemplos particulares de dominios de translocacion viricos adecuados para su uso en la presente invencion
incluyen ciertos dominios de translocacion de proteinas de fusion de membrana expresadas de forma virica. Por
ejemplo, Wagner et al. (1992) y Murata et al. (1992) describen la funcidon de translocacion (p. ej., fusion de
membrana y vesiculacién) de una serie de péptidos fusdgenos y anfifilos derivados de la region en el extremo N de
la hemaglutinina del virus de la gripe. Otras proteinas de fusion de membrana expresadas de forma virica que,
segun se sabe, tienen la actividad de translocacion deseada son un dominio de translocacion de un péptido
fuségeno del virus del bosque de Semliki (VBS), un dominio de translocacion de glucoproteina G del virus de
estomatitis vesicular (VEV), un dominio de translocacion de proteina F del virus SER y un dominio de translocacion
de la glucoproteina de la envoltura de espumavirus. Las proteinas Aspike codificadas de forma virica tienen una
aplicacion especial en el contexto de la presente invencion, por ejemplo, la proteina E1 de VBS y la proteina G de la
proteina G de VEV.

El uso de los dominios de translocacion enumerados en la Tabla (mostrada a continuacion) incluye el uso de
variantes de secuencia de los mismos. Una variante puede comprender una o mas sustituciones de acidos nucleicos
y/o deleciones o inserciones de acidos nucleicos conservadores, con la salvedad de que la variante posea la funcion
de translocacion requerida. Una variante puede comprender también una o mas sustituciones de aminoacidos y/o
deleciones o inserciones de aminoacidos, siempre que la variante posea la funcién de translocacién requerida.

Fuente de dominios de | Residuos de aminoacidos Referencias
translocacion

Toxina diftérica 194-380 Silverman et al., 1994, J. Biol.
Chem. 269, 22524-22532 London
E., 1992, Biochem. Biophys. Acta.,

1113, 25-51
Exotoxina de dominio Il de | 405-613 Prior et al.,, 1992, Biochemistry 31,
pseudomonas 3555-3559

Kihara & Pastan, 1994, Bioconj
Chem. 5, 532-538

Hemaglutinina del virus de la gripe GLFGAIAGFIENGWE GMIDGWYG, | Plank et al., 1994, J. Biol. Chem.

y variantes de la misma 269, 12918-12924
Wagner et al.,, 1992, PNAS, 89,
7934-7938
Murata et al., 1992, Biochemistry 31,
1986-1992
Proteina fusdgena del virus del | Dominio de translocacion Kielian et al., 1996, J Cell Biol.
bosque de Semliki 134(4), 863-872
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Glucoproteina G del virus de | 118-139 Yao et al.,, 2003, Virology 310(2),

estomatitis vesicular 319-332

Proteina F del virus SER Dominio de translocacion Seth et al.,, 2003, J Virol 77(11)
6520-6527

Glucoproteina de envoltura de | Dominio de translocacion Picard-Maureau et al., 2003, J Virol.

espumavirus 77(8), 4722-4730

Figuras

Figura 1 Purificacion de una proteina de fusién de LC/A-nociceptina-Hn/A
Figura 2 Purificacion de una proteina de fusion de nociceptina-LC/A-Hn/A
Figura 3 Purificacion de una proteina de fusion de LC/C-nociceptina-Hn/C
Figura 4 Purificacion de una proteina de fusién de LC/A-met encefalina-Hn/A

Figura 5 Comparacion de la eficacia de union de una proteina de fusion de LC/A-nociceptina-Hn/A y una proteina de
fusion de nociceptina-LC/A-Hw/A

Figura 6 Actividad catalitica in vitro de una proteina de fusiéon de LC/A-nociceptina-Hn/A
Figura 7 Purificacion de una proteina de fusion de LC/A-variante de nociceptina-Hw/A

Figura 8 Comparacion de la eficacia de union de una proteina de fusion de LC/A-nociceptina-Hn/A y una proteina de
fusion de LC/A-variante de nociceptina-Hn/A

Figura 9 Familia de proteinas de fusién de LC/A-nociceptina-Hn/A expresadas/purificadas con producto o productos
de longitud de separacion variable

Figura 10 Inhibicion de liberacion de SP y escision de SNAP-25 por CPN-A

Figura 11 Inhibicion de liberacién de SP y escision de SNAP-25 durante periodos de tiempo extensos después de
exposicion de GRD a CPN-A

Figura 12 Escision de SNAP-25 por CPNv-A

Figura 13 Escision de SNAP-25 durante periodos de tiempo extensos después de exposicion de GRD a CPNv-A
Figura 14 Desplazamiento mediado por fusion de CPNv-A de union a [3H]-nociceptina

Figura 15 Producto CPNv(Ek)-A expresado/purificado

Figura 16 Escision de SNAP-25 por CPNv(Ek)-A

Figura 17 Producto CPNv-C expresado/purificado

Figura 18 Escision de sintaxina por CPNv-C

Figura 19 Eficacia de CPN-A en el modelo de alodinia mecanica inducida por capsaicina aguda

Figura 20 Eficacia de CPN-A en el modelo de neuropatia diabética periférica (dolor neuropatico) inducida por
estreptozotocina (STZ)

Figura 21 Eficacia de CPNv-A en el modelo de alodinia mecanica inducida por capsaicina aguda
Figura 22 Producto LC/A-CPLE-HN/A expresado/purificado

Figura 23 Producto LC/A-CPBE-HN/A expresado/purificado

Figura 24 Producto CPOP-A expresado/purificado

Figura 25 Producto CPOPv-A expresado/purificado

Figura 26 Escision de SNAP-25 in vitro en un modelo celular de GRD

Figura 27 CPNv-A-FXa-HT expresado/purificado (marca His eliminable)
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Figura 28 Eficacia in vitro de proteinas de fusion de LC/A-nociceptina-Hn/A con longitud de separador variable,
evaluado por ensayo de competicion de ligandos

Figura 29 Eficacia in vitro de proteinas de fusion de LC/A-nociceptina-Hn/A con longitud de separador variable,
evaluado por escision in vitro de SNAP-25

A continuacion se describen las Figuras en mas detalle.
Figura 1 - Purificacion de una proteina de fusion de LC/A-nociceptina-Hn/A

Usando la metodologia indicada en el Ejemplo 9, se purificé una proteina de fusién de LC/A-nociceptina-Hn/A de
células BL21 de E. coli. Brevemente, los productos solubles obtenidos después de desorganizacion celular se
aplicaron a una columna de captura de afinidad con carga de niquel. Se eluyeron las proteinas ligadas con imidazol
100 mM, se trataron con Factor Xa para activar la proteina de fusion y eliminar la marca de proteina de union a
maltosa (MBP), a continuacion se volvieron a aplicar a una segunda captura de afinidad con carga de niquel. Se
evaluaron las muestras del procedimiento de purificacion SDS-PAGE (Panel A) y transferencia Western (Panel B).
Los antisueros de antinociceptina (obtenidos de Abcam) se usaron como anticuerpo primario para transferencia
Western. El material final purificado en ausencia y presencia de agente reductor se identifica en las pistas marcadas
como [-] y [+] respectivamente.

Figura 2 - Purificacion de una proteina de fusion de nociceptina-LC/A-Hn/A

Usando la metodologia indicada en el Ejemplo 9, se purificé una proteina de fusién de nociceptina-LC/A-Hn/A de
células BL21 de E. coli. Brevemente, los productos solubles obtenidos después de desorganizacion celular se
aplicaron a una columna de captura de afinidad con carga de niquel. Se eluyeron las proteinas ligadas con imidazol
100 mM, se trataron con Factor Xa para activar la proteina de fusion y eliminar la marca de proteina de union a
maltosa (MBP), a continuacion se volvieron a aplicar a una segunda captura de afinidad con carga de niquel. Se
evaluaron las muestras del procedimiento de purificacion SDS-PAGE (Panel A) y transferencia Western (Panel B).
Los antisueros de antinociceptina (obtenidos de Abcam) se usaron como anticuerpo primario para transferencia
Western. El material final purificado en ausencia y presencia de agente reductor se identifica en las pistas marcadas
como [-] y [+] respectivamente.

Figura 3 - Purificacion de una proteina de fusion de LC/C-nociceptina-Hn/C

Usando la metodologia indicada en el Ejemplo 9, se purificd una proteina de fusion de LC/C-nociceptina-Hn/C de
células BL21 de E. coli. Brevemente, los productos solubles obtenidos después de desorganizacion celular se
aplicaron a una columna de captura de afinidad con carga de niquel. Se eluyeron las proteinas ligadas con imidazol
100 mM, se trataron con Factor Xa para activar la proteina de fusion y eliminar la marca de proteina de union a
maltosa (MBP), a continuacion se volvieron a aplicar a una segunda captura de afinidad con carga de niquel. Se
evaluaron las muestras del procedimiento de purificacion SDS-PAGE (Panel A) y transferencia Western (Panel B).
Los antisueros de antinociceptina (obtenidos de Abcam) se usaron como anticuerpo primario para transferencia
Western. El material final purificado en ausencia y presencia de agente reductor se identifica en las pistas marcadas
como [-] y [+] respectivamente.

Figura 4 - Purificacion de una proteina de fusion de LC/A-met encefalina-Hn/A

Usando la metodologia indicada en el Ejemplo 9, se purificd una proteina de fusiéon de LC/A-met encefalina-Hy/A de
células BL21 de E. coli. Brevemente, los productos solubles obtenidos después de desorganizacion celular se
aplicaron a una columna de captura de afinidad con carga de niquel. Se eluyeron las proteinas ligadas con imidazol
100 mM, se trataron con Factor Xa para activar la proteina de fusion y eliminar la marca de proteina de union a
maltosa (MBP), a continuacion se volvieron a aplicar a una segunda captura de afinidad con carga de niquel. Se
evaluaron las muestras del procedimiento de purificacion SDS-PAGE. El material final purificado en ausencia y
presencia de agente reductor se identifica en las pistas marcadas como [-] y [+] respectivamente.

Figura 5 - Comparacion de la eficacia de union de una proteina de fusion de LC/A-nociceptina-Hn/A y una proteina
de fusién de nociceptina-LC/A-HWA

Se evalud la capacidad de las fusiones de nociceptina de unirse al receptor ORL4 usando un sencillo ensayo basado
en la competencia. Los cultivos primarios de ganglios de las raices dorsales (GRD) se expusieron a concentraciones
variables de material de ensayo en presencia de [3H]-nociceptina 1 nM. Se evalud la reduccién en la unién
especifica del ligando radiomarcado por recuento por centello, y se representd graficamente en comparacion con la
eficacia de ligando no marcado (nociceptina Tocris). Esta claro que la fusion de LC/A-nociceptina-Hn/A es muy
superior a la fusién de nociceptina-LC/A-Hn/A en la interaccién con el receptor ORL+.

Figura 6 - Actividad catalitica in vitro de una proteina de fusién de LC/A-nociceptina-Hn/A

Se determind la actividad de la endopeptidasa in vitro de la proteina de fusiéon de LC/A-nociceptina-Hn/A purificada
esencialmente como se describe en Chaddock et al. 2002, Prot. Express Purif. 25, 219-228. Brevemente, se expuso
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el péptido SNAP-25 inmovilizado en una placa ELISA a concentraciones variables de proteina de fusién durante 1
hora a 37°C. Después de una serie de lavados, se cuantificé la cantidad de péptido SNAP-25 escindido por
reactividad con un antisuero especifico.

Figura 7 - Purificacion de una proteina de fusion de LC/A-variante de nociceptina-Hn/A

Usando la metodologia indicada en el Ejemplo 9, se purifico una proteina de fusién de LC/A-variante de nociceptina-
Hn/A de células BL21 de E. coli. Brevemente, los productos solubles obtenidos después de desorganizacion celular
se aplicaron a una columna de captura de afinidad con carga de niquel. Se eluyeron las proteinas ligadas con
imidazol 100 mM, se trataron con Factor Xa para activar la proteina de fusion y eliminar la marca de proteina de
union a maltosa (MBP), a continuacion se volvieron a aplicar a una segunda captura de afinidad con carga de niquel.
Se evaluaron las muestras del procedimiento de purificacion SDS-PAGE. El material final purificado en ausencia y
presencia de agente reductor se identifica en las pistas marcadas como [-] y [+] respectivamente.

Figura 8 - Comparacion de la eficacia de union de una proteina de fusion de LC/A-nociceptina-Hn/A y una proteina
de fusion de LC/A-variante de nociceptina-Hn/A

Se evalud la capacidad de las fusiones de nociceptina de unirse al receptor ORL4 usando un sencillo ensayo basado
en la competencia. Los cultivos primarios de ganglios de las raices dorsales (GRD) se expusieron a concentraciones
variables de material de ensayo en presencia de [3H]-nociceptina 1 nM. Se evalud la reduccién en la unién
especifica del ligando radiomarcado por recuento por centello, y se represento graficamente en comparacion con la
eficacia de ligando no marcado (nociceptina Tocris). Esta claro que la fusién de LC/A-variante de nociceptina-Hn/A
(CPNv-LHA) es superior a la fusion de LC/A-variante de nociceptina-Hn/A (CPN-LHA) en la interaccion con el
receptor ORL.

Figura 9 - Familia de proteinas de fusién de LC/A-nociceptina-HN/A expresadas/purificadas con producto o
productos de longitud de separacion variable

Usando la metodologia indicada en el Ejemplo 9, se purifican variantes de la fusiéon de LC/A-CPN-HWA que
consisten en GS10, GS30 y HX27 de pasta celular de E. coli. Las muestras de la purificacién de LC/A-CPN(GS10)-
Hnv/A, LC/A CPN(GS15)-Hn/A, LC/A-CPN(GS25)-Hn/A, LC/A-CPN(GS30)-Hn/A  y  LC/A-CPN(HX27)-Hn/A - se
evaluaron por SDS-PAGE antes de tincidén con azul de Coomassie. El perfil de electroforesis indica purificacién de
una especie bicatenaria unida por enlaces de disulfuro de la masa molecular esperada de CPBE-A. Panel superior:
M = marcadores de masa molecular de referencia; S = fraccion soluble de proteinas de E. coli total; FT = proteinas
que no se unen a la columna de Sefarosa cargada con Ni*"; FUSION = proteina de fusion eluida por la adicién de
imidazol. Panel inferior: Pista 1 = marcadores de masa molecular de referencia; Pista 2 = fraccién soluble de
proteinas de E. coli total; Pista 3 = material purificado después de captura inicial en Sefarosa cargada con Ni%*; Pista
4 = material tratado con Factor Xa antes de la captura final en Sefarosa cargada con Ni2+; Pista 5 = material final
purificado después de activacion con Factor Xa (5 pl); Pista 6 = material final purificado después de activacion con
Factor Xa (10 pl); Pista 7 = material final purificado después de activacion con Factor Xa (20 pl); Pista 8 = material
final purificado después de activacion con Factor Xa + DTT (5 pl); Pista 9 = material final purificado después de
activacion con Factor Xa + DTT (10 wl); Pista 10 = material final purificado después de activacion con Factor Xa +
DTT (20 pl).

Figura 10 - Inhibicién de liberacion de SP y escisiéon de SNAP-25 por CPN-A

Brevemente, se expusieron cultivos primarios de ganglios de las raices dorsales (GRD) a concentraciones variables
de CPN-A durante 24 horas. Las proteinas celulares se separaron por SDS-PAGE, se sometieron a transferencia
Western y se sondearon con anti-SNAP-25 para facilitar una evaluacion de la escision de SNAP-25. El porcentaje de
SNAP-25 escindido se calculd por analisis densitométrico y se representd graficamente con respecto a la
concentracion de fusion (linea discontinua). EI material se recuperd también para un andlisis de contenido de
sustancia P usando un kit EIA especifico. La inhibiciéon de liberacién de sustancia P se ilustra por la linea continua.
La concentracion de fusion requerida para alcanzar el 50% de escision maxima de SNAP-25 se estima en 6,30 +
2,48 nM.

Figura 11 - Inhibicion de liberacion de SP y escisién de SNAP-25 durante periodos de tiempo extensos después de
exposicion de GRD a CPN-A

Se expusieron cultivos primarios de ganglios de las raices dorsales (GRD) a concentraciones variables de CPN-A
durante 24 horas. Se us6 neurotoxina botulinica (BoNT/A) como control. Después de esta exposicion inicial, se
eliminé el material extracelular por lavado, y se incubaron las células a 37°C durante periodos de tiempo variables.
En instantes de tiempo especificos, las proteinas celulares se separaron por SDS-PAGE, se sometieron a
transferencia Western y se sondearon con anti-SNAP-25 para facilitar una evaluacion de la escision de SNAP-25. El
porcentaje de SNAP-25 escindido se calculd por analisis densitométrico y se ilustra por las lineas discontinuas. El
material se recuperé también para un analisis de contenido de sustancia P usando un kit EIA especifico. La
inhibicion de liberacién de sustancia P se ilustra por las lineas continuas.
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Figura 12 - Escision de SNAP-25 por CPNv-A

Se expusieron cultivos primarios de ganglios de las raices dorsales (GRD) a concentraciones variables de CPNv-A
durante 24 horas. Las proteinas celulares se separaron por SDS-PAGE, se sometieron a transferencia Western y se
sondearon con anti-SNAP-25 para facilitar una evaluacion de la escision de SNAP-25. El porcentaje de SNAP-25
escindido se calculé por analisis densitométrico. La concentracion de fusion requerida para alcanzar el 50% de
escision maxima de SNAP-25 se estima en 1,38 + 0,36 nM.

Figura 13 - Escision de SNAP-25 durante periodos de tiempo extensos después de exposicion de GRD a CPNv-A

Se expusieron cultivos primarios de ganglios de las raices dorsales (GRD) a concentraciones variables de CPNv-A
durante 24 horas. Se usé CPN-A como control. Después de esta exposicion inicial, se eliminé el material extracelular
por lavado, y se incubaron las células a 37°C durante periodos de tiempo variables. En instantes de tiempo
especificos, las proteinas celulares se separaron por SDS-PAGE, se sometieron a transferencia Western y se
sondearon con anti-SNAP-25 para facilitar una evaluacion de la escision de SNAP-25. El porcentaje de SNAP-25
escindido se calculé por analisis densitométrico.

Figura 14 - Desplazamiento mediado por fusion de CPNv-A de union a [3H]-nociceptina

La capacidad de las fusiones de nociceptina de unirse al receptor ORL+ se evalué usando un sencillo ensayo basado
en la competencia. Los cultivos primarios de ganglios de las raices dorsales (GRD) se expusieron a concentraciones
variables de material de ensayo en presencia de [3H]-nociceptina 1 nM. Se evalud la reduccién en la unién
especifica del ligando radiomarcado por recuento por centello, y se representoé graficamente en comparacion con la
eficacia de ligando no marcado (nociceptina Tocris). Esta claro que la fusién de LC/A-nociceptina variante-Hn/A
(marcada como CPNv-LHnA) es superior a la fusion de LC/A-nociceptina-Hn/A (marcada como CPNLHNA) en la
interaccion con el receptor ORL.

Figura 15 - Producto CPNv(Ek)-A expresado/purificado

Las proteinas se sometieron a SDS-PAGE antes de tincion con azul de Coomassie. El perfil de electroforesis indica
purificacion de una especie bicatenaria unida por enlaces de disulfuro de la masa molecular esperada de CPNv(Ek)-
A. Pista 1 = marcadores de masa molecular de referencia; Pista 2 = fraccién soluble de proteinas de E. coli total;
Pista 3 = material purificado después de captura inicial en Sefarosa cargada con Ni?*; Pista 4 = material final
purificado después de activacion con enterocinasa (5 pl); Pista 5 = material final purificado después de activacion
con enterocinasa (10 wl); Pista 6 = material final purificado después de activacion con enterocinasa (20 pl); Pista 7 =
material final purificado después de activacion con enterocinasa + DTT (5 pl); Pista 8 = material final purificado
después de activacion con enterocinasa + DTT (10 pl); Pista 9 = material final purificado después de activacion con
enterocinasa + DTT (20 pl).

Figura 16 - Escision de SNAP-25 por CPNv(Ek)-A

Se expusieron cultivos primarios de ganglios de las raices dorsales (GRD) a concentraciones variables de
CPNv(Ek)-A durante 24 horas. Las proteinas celulares se separaron por SDS-PAGE, se sometieron a transferencia
Western y se sondearon con anti-SNAP-25 para facilitar una evaluacion de la escision de SNAP-25. El porcentaje de
SNAP-25 escindido se calculd por analisis densitométrico. Se usé CPNv-A preparado como en el Ejemplo 9 con
fines de comparacion. Se ilustra el porcentaje escision de SNAP-25 por CPNv(Ek)-A (marcado como En activado) y
CPNv-A (marcado como Xa activado).

Figura 17 - Producto CPNv-C expresado/purificado

Las proteinas se sometieron a SDS-PAGE antes de tincion con azul de Coomassie. El perfil de electroforesis indica
purificacién de una especie bicatenaria unida por enlaces de disulfuro de la masa molecular esperada de CPNv-C.
Pista 1 = marcadores de masa molecular de referencia; Pista 2 = fraccion soluble de proteinas de E. coli total; Pista
3 = material purificado después de captura inicial en Sefarosa cargada con Ni*"; Pista 4 = material tratado con Factor
Xa antes de la captura final en Sefarosa cargada con Ni%*; Pista 5 = material purificado después de segunda captura
en Sefarosa cargada con Ni2+; Pista 6 = material final purificado; Pista 7 = material final purificado + DTT; Pista 8 =
marcadores de masa molecular de referencia.

Figura 18 - Escision de sintaxina por CPNv-C

Se expusieron cultivos primarios de ganglios de las raices dorsales (GRD) a concentraciones variables de CPNv-C
durante 24 horas. Las proteinas celulares se separaron por SDS-PAGE, se sometieron a transferencia Western y se
sondearon con anti-sintaxina para facilitar una evaluacién de escision de sintaxina. El porcentaje de sintaxina
escindida se calculé por analisis densitométrico. La concentracion de fusion requerida para alcanzar el 50% de
escision de sintaxina maxima se estima en 3,13 + 1,96 nM.
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Figura 19 - Eficacia de CPN-A en el modelo de alodinia mecanica inducida por capsaicina aguda

Se evalud la capacidad de una fusion de LC/A-nociceptina-Hy/A (CPN/A) para inhibir la alodinia mecanica inducida
por capsaicina después de inyeccion intraplantar subcutanea en la pata trasera de una rata. Se evalud en los
animales la frecuencia de retirada de la pata (%FRP) en respuesta a una serie de estimulos de filamento de Von
Frey de 10 g (10 estimulos x 3 ensayos) antes de la inclusién en el estudio (Pretratamiento); después de tratamiento
intraplantar subcutaneo con CPN/A pero antes de capsaicina (Pre-CAP); y posteriormente a la inyeccion de
provocacion de capsaicina de CPN/A (media de respuestas a 15" y 30’; CAP). La provocacién con capsaicina se
consiguié por inyeccién de 10 pL de una solucion al 0,3%. Se prepararon diluciones de la muestra en BSA/suero
salino al 0,5%.

Figura 20 - Eficacia de CPN-A en el modelo de neuropatia diabética periférica (dolor neuropatico) inducida por
estreptozotocina (STZ)

Se tratan ratas Sprague-Dawley macho (250-300 g) con 65 mg/kg de STZ en tampon de citrato (1.V.) y se miden la
glucosa y los lipidos en sangre semanalmente para definir el buen funcionamiento del modelo. Se mide el umbral de
retirada de la pata (URP) en respuesta a una serie de estimulos de filamento de Von Frey durante un periodo de
tiempo. Se dice que se establece la alodinia cuando el URP en dos fechas de ensayo consecutivas (separadas por 1
semana) mide menos de 6 g en la escala. En este punto, se aleatoriza a las ratas en un grupo de suero salino
(control de eficacia negativo), un grupo de gabapentina (control de eficacia positivo) o un grupo de ensayo (CPN/A).
Se inyectan materiales de ensayo (20-25 pl) por via subcutanea como una Unica inyeccion (excepto gabapentina) y
se mide el URP 1 dia después del tratamiento y posteriormente de forma peridédica durante un periodo de 2
semanas. La gabapentina (30 mg/kg i.p. @ 3 ml/kg de volumen de inyeccién) se inyecta diariamente, 2 horas antes
del inicio del ensayo de URP.

Figura 21 - Eficacia de CPNv-A en el modelo de alodinia mecanica inducida por capsaicina aguda

Se evalud la capacidad de una fusion de LC/A-variante de nociceptina-Hn/A (CPNv/A) para inhibir la alodinia
mecanica inducida por capsaicina después de inyeccion intraplantar subcutanea en la pata trasera de una rata. Se
evalud en los animales la frecuencia de retirada de la pata (%FRP) en respuesta a una serie de estimulos de
filamento de Von Frey de 10 g (10 estimulos x 3 ensayos) antes de la inclusidon en el estudio (Pretratamiento),
después de tratamiento intraplantar subcutaneo con CPNv/A pero antes de capsaicina (Pre-CAP) y posteriormente a
la inyeccion de provocacion de capsaicina de CPNv/A (media de respuestas a 15’ y 30’; CAP). La provocacion con
capsaicina se consiguié por inyeccion de 10 pL de una solucién al 0,3%. Se prepararon diluciones de la muestra en
BSA/suero salino al 0,5%. Estos datos se expresan como un diferencial de frecuencia de retirada de la pata
normalizado, en el que la diferencia entre la respuesta maxima (post-capsaicina) y la respuesta de base (pre-
capsaicina) se expresa en forma de porcentaje. Con este analisis, puede verse que CPNv/A es mas potente que
CPN/A dado que se requiere una dosis menor de CPNvV/A para alcanzar un efecto analgésico similar al observado
con CPN/A.

Figura 22 - Producto LC/A-CPLE-HN/A expresado/purificado

Las proteinas se sometieron a SDS-PAGE antes de tincion con azul de Coomassie. El perfil de electroforesis indica
purificacién de una especie bicatenaria unida por enlaces de disulfuro de la masa molecular esperada de CPLE-A.
Pista 1 = marcadores de masa molecular de referencia; Pista 2 = fraccidn soluble de proteinas de E. coli total; Pista
3 = material purificado después de captura inicial en Sefarosa cargada con Ni®*; Pista 4 = material tratado con Factor
Xa antes de la captura final en Sefarosa cargada con Ni%*; Pista 5 = material purificado después de segunda captura
en Sefarosa cargada con Ni2+; Pista 6 = material final purificado; Pista 7 = material final purificado + DTT.

Figura 23 - Producto LC/A-CPBE-H\/A expresado/purificado

Las proteinas se sometieron a SDS-PAGE antes de tincion con azul de Coomassie. El perfil de electroforesis indica
purificacién de una especie bicatenaria unida por enlaces de disulfuro de la masa molecular esperada de CPBE-A.
Pista 1 = fraccion soluble de proteinas de E. coli total; Pista 2 = material purificado después de captura inicial en
Sefarosa cargada con Ni**; Pista 3 = material tratado con Factor Xa antes de la captura final en Sefarosa cargada
con Ni**; Pista 4 = material final purificado después de activacién con Factor Xa (5 pl); Pista 5 = material final
purificado después de activacion con Factor Xa (10 pl); Pista 6 = material final purificado después de activacion con
Factor Xa (20 wl); Pista 7 = material final purificado después de activacion con Factor Xa + DTT (5 pl); Pista 8 =
material final purificado después de activacion con Factor Xa + DTT (10 pl); Pista 9 = material final purificado
después de activacion con Factor Xa + DTT (20 pl); Pista 10 = marcadores de masa molecular de referencia.

Figura 24 - Producto CPOP-A expresado/purificado

Las proteinas se sometieron a SDS-PAGE antes de tincion con azul de Coomassie. El perfil de electroforesis indica
purificacién de una especie bicatenaria unida por enlaces de disulfuro de la masa molecular esperada de CPOP-A.
Pista 1 = marcadores de masa molecular de referencia; Pista 2 = material purificado después de captura inicial en
Sefarosa cargada con Ni?*; Pista 3 = material tratado con Factor Xa antes de la captura final en Sefarosa cargada
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con Ni%*; Pista 4 = material purificado después de segunda captura en Sefarosa cargada con Ni*": Pista 5 = material
final purificado después de activacion con Factor Xa (5 pl); Pista 6 = material final purificado después de activacion
con Factor Xa (10 pl); Pista 7 = material final purificado después de activacion con Factor Xa (20 pl); Pista 8 =
material final purificado después de activacion con Factor Xa + DTT (5 pl); Pista 9 = material final purificado después
de activacion con Factor Xa + DTT (10 pl); Pista 10 = material final purificado después de activacion con Factor Xa +
DTT (20 pl).

Figura 25 - Producto CPOPv-A expresado/purificado

Las proteinas se sometieron a SDS-PAGE antes de tincion con azul de Coomassie. El perfil de electroforesis indica
purificacién de una especie bicatenaria unida por enlaces de disulfuro de la masa molecular esperada de CPOPV-A.
Pista 1 = marcadores de masa molecular de referencia; Pista 2 = fraccion soluble de proteinas de E. coli total; Pista
3 = material purificado después de captura inicial en Sefarosa cargada con Ni*"; Pista 4 = material tratado con Factor
Xa antes de la captura final en Sefarosa cargada con Ni?*; Pista 5 = material final purificado después de activacion
con Factor Xa (5 ul); Pista 6 = material final purificado después de activacion con Factor Xa (10 pl); Pista 7 = material
final purificado después de activacion con Factor Xa (20 pl); Pista 8 = material final purificado después de activacion
con Factor Xa + DTT (5 pl); Pista 9 = material final purificado después de activacion con Factor Xa + DTT (10 pl);
Pista 10 = material final purificado después de activacion con Factor Xa + DTT (20 pl).

Figura 26 - Escision in vitro de SNAP-25 en un modelo celular de GRD

Se expusieron cultivos primarios de ganglios de las raices dorsales (GRD) a concentraciones variables de CPOPv-A
durante 24 horas. Las proteinas celulares se separaron por SDS-PAGE, se sometieron a transferencia Western y se
sondearon con anti-SNAP-25 para facilitar una evaluacion de la escision de SNAP-25. El porcentaje de SNAP-25
escindido se calculé por analisis densitométrico.

Figura 27 - CPNv-A-FXa-HT expresado/purificado (marca His eliminable)

Las proteinas se sometieron a SDS-PAGE antes de tincion con azul de Coomassie. El perfil de electroforesis indica
purificacién de una especie bicatenaria unida por enlaces de disulfuro de la masa molecular esperada de CPNv-A-
FXa-HT. Pista 1 = marcadores de masa molecular de referencia; Pista 2 = fraccién soluble de proteinas de E. coli
total; Pista 3 = material tratado con Factor Xa antes de la captura final en Sefarosa cargada con Ni2+; Pista 4 =
material final purificado después de activaciéon con Factor Xa; Pista 5 = material final purificado después de
activacion con Factor Xa + DTT.

Figura 28 - Eficacia in vitro de proteinas de fusion de LC/A-nociceptina-Hn/A con longitud de separador variable,
evaluada por ensayo de competicion de ligandos

Se evalud la capacidad de las fusiones de LC/A-nociceptina-Hn/A de longitud de separador variable de unirse al
receptor ORL+ usando un sencillo ensayo basado en la competencia. Los cultivos primarios de ganglios de las raices
dorsales (GRD) se expusieron a concentraciones variables de material de ensayo en presencia de [3H]-nociceptina
1 nM. Se evalud la reduccidon en la union especifica del ligando radiomarcado por recuento por centello, y se
representd graficamente en comparacion con la eficacia de ligando no marcado (nociceptina Tocris). El panel
superior ilustra las caracteristicas de desplazamiento de los separadores GS0, GS20, GS30 y Hx27, mientras que el
panel inferior ilustra el desplazamiento alcanzado por las proteinas de fusion separadas GS10, GS15 y GS25. Se
concluye que los separadores GSO y GS30 son ineficaces, y el GS10 es poco eficaz, en el desplazamiento de
nociceptina del receptor ORL1.

Figura 29 - Eficacia in vitro de proteinas de fusion de LC/A-nociceptina-Hn/A con longitud de separador variable,
evaluada por escision in vitro de SNAP-25

Se expusieron cultivos primarios de ganglios de las raices dorsales (GRD) a concentraciones variables de CPN-A
(de longitud de separador variable) durante 24 horas. Las proteinas celulares se separaron por SDS-PAGE, se
sometieron a transferencia Western y se sondearon con anti-SNAP-25 para facilitar una evaluacion de la escisién de
SNAP-25. El porcentaje de SNAP-25 escindido se calculé por analisis densitométrico. Las caracteristicas de union
poco eficaces de la proteina de fusion separada GS10 (véase Figura 28) se reflejan en las mayores concentraciones
de fusion requeridas para alcanzar la escision de SNAP-25 intracelular. Las proteinas de fusion separadas GSO y
GS30 fueron completamente ineficaces (datos no mostrados). Las proteinas de fusion separadas GS15, 20 y 25
fueron eficaces de forma similar.

SEQ ID NO

SEQ ID1 Secuencia de ADN de LC/A
SEQ ID2 Secuencia de ADN de Hn/A
SEQ ID3 Secuencia de ADN de LC/B
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SEQ ID4 Secuencia de ADN de Hn/B

SEQ ID5 Secuencia de ADN de LC/C

SEQ ID6 Secuencia de ADN de Hn/C

SEQ ID7 Secuencia de ADN del grupo enlazador CPN-A
SEQ ID8 Secuencia de ADN del grupo enlazador A

SEQ ID9 Secuencia de ADN de la insercion de nociceptina de presentacion en el extremo N

SEQ ID10 Secuencia de ADN del grupo enlazador CPN-C

SEQ ID11 Secuencia de ADN del grupo enlazador CPBE-A
SEQ ID12 Secuencia de ADN del grupo enlazador CPNvar-A
SEQ ID13 Secuencia de ADN de fusion de LC/A-CPN-HWA
SEQ ID14 Secuencia de proteinas de fusion de LC/A-CPN-Hy/A
SEQ ID15 Secuencia de ADN de fusion de N-LC/A-Hn/A

SEQ ID16 Secuencia de proteinas de fusion de N-LC/A-HWA
SEQ ID17 Secuencia de ADN de fusion de LC/C-CPN-Hw/C
SEQ ID18 Secuencia de proteinas de fusion de LC/C-CPN-HN/C

SEQ ID19 Secuencia de ADN de fusion de LC/C-CPN-Hw/C (grupo enlazador A)
SEQ ID20 Secuencia de proteinas de fusion de LC/C-CPN-HN\/C (grupo enlazador A)

SEQ ID21 Secuencia de ADN de fusion de LC/A-CPME-HWA

SEQ ID22 Secuencia de proteinas de fusién de LC/A-CPME-HN/A

SEQ ID23 Secuencia de ADN de fusion de LC/A-CPBE-HWA

SEQ ID24 Secuencia de proteinas de fusion de LC/A-CPBE-HN/A

SEQ 1D25 Secuencia de ADN de fusion de LC/A-CPNv-Hn/A

SEQ ID26 Secuencia de proteinas de fusion de LC/A-CPNv-Hy/A

SEQ ID27 Secuencia de ADN de fusion de LC/A-CPN[1-11]-Hn/A

SEQ ID28 Secuencia de proteinas de fusion de LC/A-CPN[1-11]-Hn/A
SEQ ID29 Secuencia de ADN de fusion de LC/A-CPN[[Y10]1-11]-Hn/A
SEQ ID30 Secuencia de proteinas de fusion de LC/A-CPN[[Y10]1-11]-Hn/A
SEQ ID31 Secuencia de ADN de fusion de LC/A-CPN[[Y11]1-11]-Hn/A
SEQ ID32 Secuencia de proteinas de fusion de LC/A-CPN[[Y11]1-11]-Hn/A
SEQ ID33 Secuencia de ADN de fusion de LC/A-CPN[[Y14]1-17]-Hn/A
SEQ ID34 Secuencia de proteinas de fusion de LC/A-CPN[[Y14]1-17]-Hn/A
SEQ ID35 Secuencia de ADN de fusion de LC/A-CPN[1-13]-Hn/A

SEQ ID36 Secuencia de proteinas de fusion de LC/A- CPN[1-13]-Hn/A
SEQ ID37 Secuencia de ADN de CPN[1-17]

SEQ ID38 Secuencia de proteinas de CPN[1-17]

SEQ ID39 Secuencia de ADN de CPN[1-11]

SEQ ID40 Secuencia de proteinas de CPN[1-11]
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SEQ ID41 Secuencia de ADN de CPN[[Y10]1-11]

SEQ ID42 Secuencia de proteinas de CPN[[Y10]1-11]

SEQ ID43 Secuencia de ADN de CPN[[Y11]1-11]

SEQ ID44 Secuencia de proteinas de CPN[[Y11]1-11]

SEQ ID45 Secuencia de ADN de CPN[[Y14]1-17]

SEQ ID46 Secuencia de proteinas de CPN[[Y14]1-17]

SEQ ID47 Secuencia de ADN de CPN[1-13]

SEQ ID48 Secuencia de proteinas de CPN[1-13]

SEQ ID49 Secuencia de ADN de CPNv (también conocida como N[[R14K15]1-17])
SEQ ID50 Secuencia de proteinas de CPNv (también conocida como N[[R14K15]1-17])
SEQ ID51 Secuencia de ADN de fusién de nociceptina-separador-LC/A-Hn/A
SEQ ID52 Secuencia de proteinas de fusion de nociceptina-separador-LC/A-Hn/A
SEQ ID53 Secuencia de ADN de grupo enlazador CPN-A GS10

SEQ ID54 Secuencia de ADN de grupo enlazador CPN-A GS15

SEQ ID55 Secuencia de ADN de grupo enlazador CPN-A GS25

SEQ ID56 Secuencia de ADN de grupo enlazador CPN-A GS30

SEQ ID57 Secuencia de ADN de grupo enlazador CPN-A HX27

SEQ ID58 Secuencia de ADN de fusion de LC/A-CPN(GS15)-Hw/A

SEQ ID59 Secuencia de proteinas de fusion de LC/A-CPN(GS15)-HvA

SEQ ID60 Secuencia de ADN de fusion de LC/A-CPN(GS25)-Hw/A

SEQ ID61 Secuencia de proteinas de fusion de LC/A-CPN(GS25)-HvA

SEQ ID62 Secuencia de ADN del grupo enlazador activable de CPNvar-A Enterocinasa
SEQ ID63 Secuencia de ADN de fusién de LC/A-CPNv(Ek)-Hn/A

SEQ ID64 Secuencia de proteinas de fusién de LC/A-CPNv(Ek)-Hnv/A

SEQ ID65 Secuencia de ADN del grupo enlazador CPNvar-A

SEQ ID66 Secuencia de ADN de fusion de LC/C-CPNv-H\/C (acc. A)

SEQ ID67 Secuencia de proteinas de fusion de LC/C-CPNv-HnN/C (acc. A)

SEQ ID68 Secuencia de ADN de fusion de LC/A-CPLE-HN/A

SEQ ID69 Secuencia de proteinas de fusion de LC/A-CPLE-HN/A

SEQ ID70 Secuencia de ADN de fusién de LC/A-CPOP-HWA

SEQ ID71 Secuencia de proteinas de fusion de LC/A-CPOP-HN/A

SEQ ID72 Secuencia de ADN de fusion de LC/A-CPOPv-HN/A

SEQ ID73 Secuencia de proteinas de fusién de LC/A-CPOPv-HW/A

SEQ ID74 Secuencia de ADN de la proteasa de IgA

SEQ ID75 Secuencia de ADN de fusién de IgA-CPNv-HW/A

SEQ ID76 Secuencia de proteinas de fusion de IgA-CPNv-Hw/A

SEQ ID77 Secuencia de ADN de FXa-HT
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SEQ ID78 Secuencia de ADN de CPNv-A-FXa-HT

SEQ ID79 Secuencia de proteinas de fusiéon de CPNv-A-FXa-HT

SEQ ID80 Secuencia de ADN del dominio de translocacion DR

SEQ ID81 Secuencia de ADN de CPLE-DT-A

SEQ ID82 Secuencia de proteinas de fusiéon de CPLE-DT-A

SEQ ID83 Secuencia de ADN de TeNT LC

SEQ ID84 Secuencia de ADN de CPNv-TENT LC

SEQ ID85 Secuencia de proteinas de fusion de CPNV-TeNT LC

SEQ ID86 Secuencia de ADN de grupo enlazador CPNvar-C

SEQ ID87 Secuencia de ADN de fusién de LC/C-CPNv-H\/C (acc. C)
SEQ ID88 Secuencia de proteinas de fusion de LC/C-CPNv-Hn\/C (acc. C)
Ejemplos

Ejemplo 1 - Preparacion de clones de la estructura principal de LC/A y Hn/A

El siguiente procedimiento crea los fragmentos LC y Hy para su uso como estructura principal de componentes para
expresion de fusion multidominio. Este ejemplo se basa en la preparacion de un clon basado en serotipo A (SEQ 1D1
y SEQ ID2), aunque los procedimientos y métodos son igualmente aplicables a los otros serotipos ilustrados por el
listado de secuencias para el serotipo B (SEQ ID3 y SEQ ID4) y el serotipo C (SEQ ID5 y SEQ ID6)].

Preparacion de vectores de clonacion y de expresion

pCR 4 (Invitrogen) es el vector de clonacién estandar escogido, seleccionado debido a la ausencia de secuencias de
restriccion en el vector y los sitios de cebadores de secuenciacion adyacentes para una facil confirmacién de la
construccion. El vector de expresion se basa en el vector de expresion de pMAL (NEB), que tiene las secuencias de
restriccion deseadas en el sitio de clonacion multiple en la orientacién correcta para la insercion de la construccion
(BamHlI-Sall-Pstl-Hindlll). Se ha eliminado un fragmento del vector de expresion para crear un plasmido no
movilizable y se ha introducido una variedad de diferentes marcas de fusién para aumentar las opciones de
purificacion.

Preparacion de la insercion de proteasa (p. €j., LC/A)
La LC/A (SEQ ID1) se crea mediante una de dos formas:

La secuencia de ADN se disefia por traduccién inversa de secuencias de aminoacidos de LC/A [obtenidos de
fuentes de bases de datos de disposicion libre como GenBank (n° de entrada P10845) o Swissprot (lugar de entrada
BXA1_CLOBO) usando una de entre una variedad de herramientas de programa de traduccion inversa (por ejemplo,
traduccion inversa de E. coli EditSeq best (DNASTAR Inc.) o herramienta Backtranslation v2.0 (Entelechon)]. Las
secuencias de reconocimiento BamHI/Sall se incorporan en los extremos 5 y 3’ respectivamente de la secuencia,
que mantiene el marco de lectura correcto. La secuencia de ADN es rastreada (usando un programa como
MapDraw, DNASTAR Inc.) para secuencias de escision de enzimas de restriccion incorporadas durante la traduccion
inversa. Cualquier secuencia de escisidon que se encuentre en comun con las requeridas por el sistema de clonacién
se elimina manualmente de la secuencia de codificacion propuesta que asegura que el uso de codones de E. coli
comun se mantiene. El uso de codones de E. coli se evalla por referencia a programas de software como Graphical
Codon Usage Analyser (Geneart), y el contenido de %GC y la proporcion del uso de codones se evallan por
referencia a tablas de uso de codones publicadas (por ejemplo, GenBank Release 143, 13 de septiembre de 2004).
Esta secuencia de ADN optimizada que contiene el marco de lectura abierta (ORF) de LC/A es sintetizada entonces
comercialmente (por ejemplo, por Entelechon, Geneart o Sigma-Genosys) y se proporciona en el vector pCR 4.

El método alternativo consiste en usar amplificacion de PCR a partir de una secuencia de ADN existente con las
secuencias de enzimas de restriccion BamHI y Sall incorporadas en los cebadores de PCR 5’ y 3’ respectivamente.
Los cebadores de oligonucledtidos complementarios son sintetizados quimicamente por un proveedor (por ejemplo,
MWG o Sigma-Genosys), de manera que cada par tiene la capacidad de hibridarse con las cadenas opuestas
(extremos 3’ que apuntan cada uno "hacia" el otro) flanqueando la extension de ADN diana de Clostridium, un
oligonucledtido para cada una de las dos cadenas de ADN. Para generar un producto de PCR se mezcla el par de
cebadores de oligonucledtidos cortos especificos para la secuencia de ADN de Clostridium con el molde de ADN de
Clostridium y otros componentes de reaccion y se colocé en una maquina (la ‘'maquina de PCR’) que puede cambiar
la temperatura de incubacion del tubo de reaccion automaticamente, con un ciclo entre aproximadamente 94°C (para
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desnaturalizacion), 55°C (para reasociacion de oligonucleodtidos), y 72°C (para sintesis). Otros reactivos requeridos
para la amplificacion de un producto de PCR incluyen una ADN polimerasa (como Taq o Pfu polimerasa),
construyendo cada uno de los cuatro bloques dNTP de nucleétido de ADN en cantidades equimolares (50-200 uM) y
un tampon apropiado para la enzima optimizada para concentracion de Mg2+ (0,5-5 mM).

El producto de amplificaciéon se clona en pCR 4 usando clonacién TOPO TA para productos de PCR Taq o clonacion
Zero Blunt TOPO para productos de PCR Pfu (los dos kits disponibles comercialmente en Invitrogen). El clon
resultante es comprobado por secuenciacion. A continuacién se elimina cualquier secuencia de restriccion adicional
que no es compatible con el sistema de clonacidon usando mutagénesis dirigida al sitio [por ejemplo, usando
Quickchange (Stratagene Inc.)].

Preparacion de la insercién de translocacion (p. e€j., Hn)
El HW/A (SEQ ID2) se crea mediante una de dos formas posibles:

La secuencia de ADN se disefia por traduccioén inversa de las secuencias de aminoacidos de Hn/A [obtenidas de
fuentes de bases de datos de disposicion libre como GenBank (n° de entrada P10845) o Swissprot (lugar de entrada
BXA1_CLOBO)] usando una de entre una variedad de herramientas de programa de traduccion inversa [por ejemplo
traduccion inversa de E. coli EditSeq best (DNASTAR Inc.), o herramienta Backtranslation v2.0 (Entelechon)]. Una
secuencia de restriccion de Pstl afiadida al extremo N y Xbal-codén de detencion-Hindlll al extremo C asegura que
el marco de lectura correcto se mantiene. La secuencia de ADN se rastrea (usando un programa como MapDraw,
DNASTAR Inc.) para secuencias de escision de enzimas de restriccion incorporadas durante la traduccion inversa.
Cualquier secuencia que se encuentre comun a las requeridas por el sistema de clonacién es eliminada
manualmente de la secuencia de codificacion propuesta que asegura que el uso de codones de E. coli comun se
mantiene. El uso de codones de E. coli se evalia por referencia a programas de software como Graphical Codon
Usage Analyser (Geneart), y el contenido de %GC y la proporcién del uso de codones se evalua por referencia a
tablas de uso de codones publicadas (por ejemplo, GenBank Release 143, 13 de septiembre de 2004). Esta
secuencia de ADN optimizada es sintetizada entonces comercialmente (por ejemplo, por Entelechon, Geneart o
Sigma-Genosys) y se proporciona en el vector pCR 4.

El método alternativo consiste en usar amplificacion de PCR de una secuencia de ADN existente con las secuencias
de enzimas de restriccion Pstl y Xbal-codén de detencién-Hindlll incorporadas en los cebadores de PCR 5’ y 3’
respectivamente. La amplificacién de PCR se realiza como se describe antes. El producto de PCR se inserta en el
vector pCR 4 y se verifica por secuenciacion. A continuacion se elimina cualquier secuencia de restriccion adicional
que no es compatible con el sistema de clonacion usando mutagénesis dirigida al sitio [por ejemplo usando
Quickchange (Stratagene Inc.)].

Ejemplo 2 - Preparacion de una proteina de fusion de LC/A-nociceptina-Hn/A (la nociceptina esta en el extremo N de
la cadena Hy)

Preparacion de la insercién grupo enlazador-nociceptina-separador

El grupo enlazador de LC-Hy puede disefharse desde el principio, usando la informacion de secuencias existente
para el grupo enlazador como molde. Por ejemplo, el grupo enlazador del serotipo A (en este caso definido como
region polipeptidica interdominio que existe entre las cisteinas del puente de disulfuro entre LC y Hy) tiene una
longitud de 23 aminoacidos y tiene la secuencia VRGIITSKTKSLDKGYNKALNDL. Dentro de esta secuencia, se
entiende que la activacion proteolitica en la naturaleza conduce a un dominio Hy que tiene un extremo N de la
secuencia ALNDL. Esta informacién de secuencia esta disponible libremente en fuentes de bases de datos
disponibles como GenBank (n° de entrada P10845) o Swissprot (lugar de entrada BXA1_CLOBO). En este grupo
enlazador se incorpora un sitio de Factor Xa, nociceptina y separador; y usando una de entre una variedad de
herramientas de programa de traduccion inversa [por ejemplo traduccioén inversa de E. coli EditSeq best (DNASTAR
Inc.), o herramienta Backtranslation v2.0 (Entelechon)], se determina la secuencia de ADN que codifica la region
grupo enlazador-ligando-separador. A continuacion se incorporan los sitios de restriccion en la secuencia de ADN y
puede disponerse como BamHI-Sall-grupo enlazador-sitio de proteasa-nociceptina-Nhel-separador-Spel-Pstl-Xbal-
cododn de detencion-Hindlll (SEQ ID7). Es importante asegurar que el marco de lectura correcto se mantiene para el
separador, la nociceptina y las secuencias de restriccion y que la secuencia Xbal no esta precedida por las bases,
TC, lo que daria como resultado la metilacion DAM. La secuencia de ADN se rastrea en busca de incorporacion de
secuencias de restriccion, y cualquier secuencia adicional se elimina manualmente de la secuencia restante que
asegura que el uso de codones de E. coli comun se mantiene. El uso de codones de E. coli se evalta por referencia
a programas de software como Graphical Codon Usage Analyser (Geneart), y el contenido de %GC y la proporcién
del uso de codones se evallan por referencia a tablas de uso de codones publicadas (por ejemplo, GenBank
Release 143, 13 de septiembre de 2004). Esta secuencia de ADN optimizada es sintetizada entonces
comercialmente (por ejemplo, por Entelechon, Geneart o Sigma-Genosys) y se proporciona en el vector pCR 4.

Preparacion de fusion de LC/A-nociceptina-Hn/A

Con el fin de crear la construccion LC-grupo enlazador-nociceptina-separador-Hy (SEQ ID13), el vector pCR 4 que
codifica el grupo enlazador (SEQ ID7) se escinde con enzimas de restriccion BamHI| + Sall. Este vector escindido
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sirve a continuacion como el vector receptor para insercion y ligacion de ADN LC/A (SEQ ID1) escindido con BamHI
+ Sall. A continuacion se escinde el ADN del plasmido resultante con enzimas de restriccion Pstl + Xbal y sirve como
el vector receptor para la insercion y ligacion del ADN de Hw/A (SEQ 1D2) escindido con Pstl + Xbal. La construccion
final contiene el ORF de LC-grupo enlazador-nociceptina-separador-Hy (SEQ ID13) para transferencia en vectores
de expresion para que la expresion dé como resultado una proteina de fusién de la secuencia ilustrada en SEQ
ID14.

Ejemplo 3 - Preparacion de una proteina de fusion de nociceptina-LC/A-Hn/A (la nociceptina esta en el extremo N de
LC-cadena)

La estructura principal de LC/A-Hn/A se construye como se describe en el Ejemplo 2 usando el grupo enlazador de
serotipo A sintetizado con la adicién de un sitio del Factor Xa para la activacion, dispuesto como BamHI-Sall-grupo
enlazador-sitio de proteasa-grupo enlazador-Pstl-Xbal-codon de detencion-Hindlll (SEQ ID8). La estructura principal
de LC/A-HN/A y la insercion de nociceptina de presentacion en el extremo N sintetizada (SEQ ID9) se escinden con
enzimas de restriccion BamHI + Hindlll, se purifican con gel y se ligan entre si para crear una nociceptina-separador-
LC-grupo enlazador-Hn. A continuacién se corta el ORF (SEQ 1D15) usando enzimas de restriccion Aval + Xbal para
su transferencia en vectores de expresion para que la expresion dé como resultado una proteina de fusién de la
secuencia ilustrada en SEQ ID16.

Ejemplo 4 - Preparacion de una proteina de fusion de LC/C-nociceptina-Hn/C

Siguiendo los métodos usados en los Ejemplos 1y 2, LC/C (SEQ ID5)y Hn/C (SEQ ID6) se crean y se insertan en el
grupo enlazador del serotipo C dispuesto como BamHI-Sall-grupo enlazador-sitio de proteasa-nociceptina-Nhel-
separador-Spel-Pstl-Xbal-codén de detenciéon-Hindlll (SEQ ID10). La construccion final contiene el ORF de LC-
grupo enlazador-nociceptina-separador-HN (SEQ 1D17) para la expresidon como una proteina de la secuencia
ilustrada en SEQ ID18.

Ejemplo 5 - Preparacion de una proteina de fusién de LC/C-nociceptina-Hn/C con una secuencia de activacion de
serotipo A

Siguiendo los métodos usados en los Ejemplos 1y 2, LC/C (SEQ ID5)y Hn/C (SEQ ID6) se crean y se insertan en el
grupo enlazador de serotipo A dispuesto como BamHI-Sall-grupo enlazador-sitio de proteasa-nociceptina-Nhel-
separador-Spel-Pstl-Xbal-codén de detencion-Hindlll (SEQ ID7). La construccion final contiene el ORF de LC-grupo
enlazador-nociceptina-separador-HN (SEQ ID19) para la expresién como una proteina de la secuencia ilustrada en
SEQ 1D20.

Ejemplo 6 - Preparacion de una proteina de fusion de LC/A-met encefalina-Hn/A

Debido al pequefio tamario, de cinco aminoacidos, del ligando de met-encefalina LC/A-met encefalina-Hy/A fusion se
crea por mutagénesis dirigida al sitio [por ejemplo usando Quickchange (Stratagene Inc.)] usando la fusién de LC/A-
nociceptina-Hn/A (SEQ ID13) como molde. Se disefian oligonucledtidos que codifican el péptido YGGFM met-
encefalina, que asegura que el uso estandar de codones de E. coli se mantiene y no se incorporan sitios de
restriccion adicionales, flanqueados por secuencias complementarias a la region del grupo enlazador de la fusion de
LC/A-nociceptina-Hn/A (SEQ ID13) a cualquier lado de la seccién de nociceptina. El producto de SDM se verifica por
secuenciacion y la construccion final que contiene el ORF de LC-grupo enlazador-met encefalina-separador-Hy
(SEQ ID21) para la expresion como una proteina de la secuencia ilustrada en SEQ 1D22.

Ejemplo 7 - Preparacion de una proteina de fusion de LC/A-B endorfina-Hn/A

Siguiendo los métodos usados en los Ejemplos 1y 2, LC/A (SEQ ID1) y HW/A (SEQ ID2) se crean y se insertan en el
grupo enlazador de B endorfina del serotipo A dispuesto como BamHI-Sall-grupo enlazador-sitio de proteasa-
B endorfina-Nhel-separador-Spel-Pstl-Xbal-coddn de detencién-Hindlll (SEQ ID11). La construccion final contiene el
ORF de LC-grupo enlazador-B endorfina-separador-Hy (SEQ 1D23) para la expresion como una proteina de la
secuencia ilustrada en SEQ ID24.

Ejemplo 8 - Preparacion de una proteina de fusion de LC/A-variante de nociceptina-Hn/A

Siguiendo los métodos usados en los Ejemplos 1y 2, LC/A (SEQ ID1) y HW/A (SEQ ID2) se crean y se insertan en el
grupo enlazador de variante de nociceptina del serotipo A dispuesto como BamHI-Sall-grupo enlazador-sitio de
proteasa-variante de nociceptina-Nhel-separador-Spel-Pstl-Xbal-codén de detencion-Hindlll (SEQ 1D12). La
construccion final contiene el ORF de LC-grupo enlazador-variante de nociceptina-separador-Hy (SEQ 1D25) para la
expresion como una proteina de la secuencia ilustrada en SEQ ID26.

Ejemplo 9 - Método de purificacion para la proteina de fusion de LC/A-nociceptina-Hn/A

Tubo Defrost falcon que contiene 25 ml de HEPES 50 mM pH 7,2, NaCl 200 mM y aproximadamente 10 g de pasta
de células BL21 de E. coli. Se lleva la pasta celular descongelada hasta 80 ml con HEPES 50 mM pH 7,2, NaCl 200
mM y se somete a sonicacion en hielo 30 segundos si, 30 segundos no durante 10 ciclos a una potencia de 22
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micrometros que asegura que la muestra se mantiene fria. Se centrifugan las células lisadas a 18 000 rpm y 4°C
durante 30 minutos. Se carga el sobrenadante en una carga de NiSO4 0,1 M Columna de quelacion (es suficiente
una columna de 20-30 ml) equilibrada con HEPES 50 mM pH 7,2, NaCl 200 mM. Usando un gradiente escalonado
de imidazol 10 y 40 mM, se lava la proteina ligada inespecifica y se eluye la proteina de fusion con imidazol 100 mM.
Se dializa la proteina de fusion eluida frente a 5 L de HEPES 50 mM pH 7,2, NaCl 200 mM a 4°C durante toda la
noche y se mide la DO de la proteina de fusion dializada. Se afiade 1 unidad de factor Xa por 100 ug de proteina de
fusion se incuba a 25°C en estatico durante toda la noche. Se carga en una carga de NiSO4 0,1 M. Columna de
quelacion (es suficiente una columna de 20-30 ml) equilibrada con HEPES 50 mM pH 7,2, NaCl 200 mM. Se lava la
columna a la linea de referencia con HEPES 50 mM pH 7,2, NaCl 200 mM. Usando un gradiente escalonado de
imidazol 10 y 40 mM, se lava la proteina ligada inespecifica y se eluye la proteina de fusidon con imidazol 100 mM.
Se dializa la proteina de fusion eluida frente a 5 L de HEPES 50 mM pH 7,2, NaCl 200 mM a 4°C durante toda la
noche y se concentra la fusion a aproximadamente 2 mg/ml, se divide la muestra en partes alicuotas y se congela a -
20°C. Se somete a ensayo la proteina purificada usando DO, BCA, analisis de pureza y evaluaciones SNAP-25.

Ejemplo 10 - Confirmacion de actividad agonista de RG por medida de la liberaciéon de sustancia P a partir de
cultivos neuronales celulares

Materiales
El valor EIA de la sustancia P se obtiene de R&D Systems, RU.
Métodos

Los cultivos neuronales primarios de GRDe se establecen como se describe anteriormente (Duggan et al., 2002). La
liberacién de sustancia P desde los cultivos se evalta por EIA, esencialmente como se describe anteriormente
(Duggan et al., 2002). El RG de interés se afade a los cultivos neuronales (establecidos durante al menos 2
semanas antes del tratamiento); los cultivos de control se realizan en paralelo por adicién de vehiculo en lugar de
RG. La liberacion estimulada (KCI 100 mM) y basal, junto con contenido de lisado celular total, de sustancia P se
obtienen para los cultivos de control y tratados con RG. La inmunorreactividad de la sustancia P se mide usando Kits
de Inmunoensayo de Enzimas de la Sustancia P (Cayman Chemical Company, USA o R&D Systems, RU) segun las
instrucciones del fabricante.

La cantidad de Sustancia P liberada por las células neuronales en presencia del RG de interés se compara con la
liberacion obtenida en presencia y ausencia de KCI 100 mM. La estimulacion de liberacion de Sustancia P por el RG
de interés por encima de la liberacion basal establece que el RG de interés es un "ligando de agonista" como se
define en la presente memoria descriptiva. Si se desea la estimulacion de la liberacién de Sustancia P por el RG de
interés puede compararse con la curva de liberacion de Sustancia P estandar producida usando ligando del receptor
de ORL-1 natural, la nociceptina (Tocris).

Ejemplo 11 - Confirmacion de activacion de receptor ORLs mediante medida de la produccion de cAMP estimulada
por forskolina

La confirmacion de que un RG dado esta actuando por medio del receptor ORL se proporciona mediante el ensayo
siguiente, en la que se evalua la capacidad de RG para inhibir la produccion de cAMP estimulada por forskolina.

Materiales
[3H]adenina y [14C]CA|V|P se obtienen de GE Healthcare
Métodos

El ensayo se realiza esencialmente como han descrito anteriormente Meunier et al. [Isolation and structure of the
endogenous agonist of opioid receptor-like receptor ORLs. Nature 377: 532-535, 1995] en células de CHO
transfectadas intactas sembradas en placas de plastico de 24 pocillos.

Se afiade a las células [3H]adenina (1,0 uni) en 0,4 ml de medio de cultivo. Las células se mantienen a 37°C durante
2 h para permitir que la adenina se incorpore en la reserva de ATP intracelular. Después de 2 h, las células se lavan
una vez con tampoén de incubacion que contiene: NaCl 130 mM, KCI 4,8 mM, KH,PO4 1,2 mM, CaCl; 1,3 mM,
MgSO4 1,2 mM, glucosa 10 mM, 1 mg/ml de suero de albdmina bovino y HEPES 25 uM pH 7,4, y se sustituyen por
tampoén que contiene forskolina (10 mM) e isobutilmetilxantina (50 mM) con o sin el RG de interés. Después de 10
min, se aspira el medio y se sustituye por 0,5 ml de HCI 0,2 M. Aproximadamente 1.000 cpm de [14C]CA|V|P se anade
a cada pocillo y se usa como un patrén interno. A continuacion se transfiere el contenido de los pocillos a columnas
de 0,65 g de polvo de alumina seco. Las columnas se eluyen con 4 ml de HCI 5 mM, 0,5 ml de acetato de amonio
0,1 M, después dos mililitros adicionales de acetato de amonio. El eluato final se recoge en viales de centelleo y se
cuentan los valores de '*C y tritio. Se corrigen las cantidades recogidas para recuperacion de [14C]CAMP. Los RG
que son agonistas en el receptor ORL4 provocan una reduccién en el nivel de cAMP producido en respuesta a
forskolina.
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Ejemplo 12 - Confirmacion de la activacion del receptor ORL1 usando un ensayo funcional de uniéon a GTPyS

La confirmacion que un RG dado actia por medio del receptor ORL1 se proporciona también mediante el ensayo
siguiente, un ensayo funcional de unién a GTPyS.

Materiales

[35S]GTPyS se obtiene de GE Healthcare

Las perlas recubiertas por aglutinina de germen de trigo (SPA) se obtienen de GE Healthcare
Métodos

Este ensayo se realiza esencialmente como se describe en Traynor y Nahorski [Modulation by m-opioid agonists of
guanosine-5-0-(3-[35S]thio)triphosphate binding to membranes from human neuroblastoma SH-SY5Y cells. Mol.
Pharmacol. 47: 848-854, 1995].

Se raspan las células de las placas de cultivo de tejidos en HEPES 20 mM, acido etilendiaminotetraacético 1 nM, y
después se centrifuga a 500 x g durante 10 min. Las células se vuelven a suspender en este tampon y se
homogeneiza con un homogeneizador Polytron.

Se centrifuga el producto de homogeneizaciéon a 27.000 x g durante 15 min, y se vuelve a suspender el sedimento
en tampén A, que contiene: HEPES 20 mM, MgCl; 10 mM, NaCl 100 mM, pH 7,4. Se vuelve a centrifugar la
suspension a 20,000 x g y se suspende una vez mas en tampon A. Para el ensayo de unién, se incuban membranas
(8-15 pg de proteina) con [*°S]GTP S (50 pM), GDP (10 uM), con y sin el RG de interés, en un volumen total de 1,0
ml, durante 60 min a 25°C. Las muestras se filtran en filtros de fibra de vidrio y se cuentan como se describe para los
ensayos de union.

Ejemplo 13 - Preparacion de una proteina de fusion de LC/A-nociceptina-Hn/A (la nociceptina esta en el extremo N
de la cadena Hy)

La insercién del grupo enlazador-nociceptina-separador se prepara como se describe en el Ejemplo 2.
Preparacion de fusion de LC/A-nociceptina-Hn/A

Con el fin de crear la construccion LC-grupo enlazador-nociceptina-separador-Hy (SEQ ID13), el vector pCR 4 que
codifica el grupo enlazador (SEQ ID7) se escinde con las enzimas de restriccion BamHI + Sall. Este vector escindido
sirve a continuacion como receptor de insercion y ligacion de ADN de LC/A (SEQ ID1) también escindido con BamHI
+ Sall. El ADN del plasmido resultante se escinde a continuaciéon con enzimas de restriccion BamHI + Hindlll y el
fragmento de LC/grupo enlazador A insertado en el vector escindido de forma similar que contiene un unico sitio de
clonacién multiple para BamHlI, Sall, Psfl e Hindlll como el vector pMAL (NEB). A continuacion se escinde el ADN de
Hn/A (SEQ ID2) con enzimas de restriccion Pstl + Hindlll y se inserta en la construccion escindida de forma similar
pMALLC/grupo enlazador A. La construccion final contiene el ORF de LC-grupo enlazador-nociceptina-separador-Hy
(SEQ ID13) para la expresion como una proteina de la secuencia ilustrada en SEQ ID14.

Ejemplo 14 - Preparacion de una proteina de fusién de nociceptina-LC/A-Hn/A (nociceptina esta en el extremo N de
la cadena LC)

Con el fin de crear la construccidon nociceptina-separador-LC/A-Hn/A, un grupo enlazador de serotipo A con la
adicién de un sitio de Factor Xa para su activacion, dispuesto como BamHI-Sall-grupo enlazador-sitio de proteasa-
grupo enlazador-Pstl-Xbal-codon de detencion-Hindlll (SEQ ID8) se sintetiza como se describe en el Ejemplo 13. El
vector pCR 4 que codifica el grupo enlazador se escinde con enzimas de restriccion BamHI + Sall. Este vector
escindido sirve entonces como receptor para insercion y ligaciéon de ADN de LC/A (SEQ ID1) también escindido con
BamHI + Sall. EI ADN de plasmido resultante se escinde a continuaciéon con enzimas de restriccion BamHI + Hindlll
y el fragmento de LC/grupo enlazador A insertado en un vector escindido de forma similar que contiene la insercién
de nociceptina de presentacion en el extremo N sintetizada (SEQ ID9). Esta construccion se escinde a continuacion
con Aval + Hindlll y se inserta en un vector de expresion como el plasmido pMAL (NEB). EI ADN de Hn/A (SEQ ID2)
se escinde a continuacién con enzimas de restriccion Pstl + Hindlll y se inserta en la construccion escindida de
forma similar como pMAL-nociceptina-LC/grupo enlazador A. La construccion final contiene el ORF de nociceptina-
separador-LC/A-Hn/A (SEQ ID51) para la expresién como una proteina de la secuencia ilustrada en SEQ 1D52.

Ejemplo 15 - Preparacion y purificacion de una proteina de fusién de la familia LC/A-nociceptina-Hn/A con longitud
de separador variable

Usando la misma estrategia que se emplea en el Ejemplo 2, se preparé un intervalo de grupos enlazadores de ADN
que codificaban nociceptina y contenido de separacion variable. Usando una de entre una variedad de herramientas
de programa de traduccion inversa [por ejemplo traduccion inversa de E. coli EditSeq best (DNASTAR Inc.), o
herramienta Backtranslation v2.0 (Entelechon)], se determina la secuencia de ADN que codifica la region de grupo
enlazador-ligando-separador.
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A continuacioén se incorporan los sitios de restriccion en la secuencia de ADN y pueden disponerse como BamHI-
Sall-grupo enlazador-sitio de proteasa -nociceptina-Nhel-separador-Spel-Pstl-Xbal-codon de detencion-Hindlll (SEQ
ID53 a SEQ ID57). Es importante asegurar que el marco de lectura correcto se mantiene para el separador, la
nociceptina y las secuencias de restriccion y que la secuencia de Xbal no esta antecedida por las bases, RG que
daria como resultado la metilacion DAM. La secuencia de ADN se rastrea en cuanto a la incorporacion de
secuencias de restriccion y se elimina cualquier secuencia adicional manualmente de la secuencia restante que
asegura que el uso de codones de E. coli comunes se mantiene. El uso de codones de E. coli se evalla por
referencia a programas de software como Graphical Codon Usage Analyser (Geneart), y el contenido de %GC y la
proporcion del uso de codones se evaltan por referencia a tablas de uso de codones publicadas (por ejemplo,
GenBank Release 143, 13 de septiembre de 2004). Esta secuencia de ADN optimizada es sintetizada entonces
comercialmente (por ejemplo, por Entelechon, Geneart o Sigma-Genosys) y se proporciona en el vector pCR 4.

Los separadores que se crearon incluian:

Tabla 1

Cddigo Secuencia de proteinas del grupo enlazador SEQ ID del ADN del grupo enlazador
GS10 ALAGGGGSALVLQ 53

GS15 ALAGGGGSGGGGSALVLQ 54

GS25 ALAGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSALVLQ 55

GS30 ALAGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSALVLQ 56

HX27 ALAAEAAAKEAAAKEAAAKAGGGGSALVLQ 57

A modo de ejemplo, con el fin de crear la construccion de fusion de LC/A-CPN(GS15)-Hn/A (SEQ 1D58), el vector
pCR 4 que codifica el grupo enlazador (SEQ ID54) se escinde con enzimas de restriccion BamHI + Sall. Este vector
escindido actua a continuacién como vector receptor para insercion y ligacion de ADN de LC/A (SEQ ID1) también
escindido con BamHI + Sall. EI ADN de plasmido resultante se escinde a continuacién con enzimas de restriccion
BamHI + Hindlll y el fragmento LC/grupo enlazador A insertado en un vector escindido de forma similar que contiene
un unico sitio de clonacion multiple para BamHI, Sall, Pstl e Hindlll como el vector pMAL (NEB). EI ADN de Hn/A
(SEQ ID2) se escinde a continuacion con enzimas de restriccion Pstl + Hindlll y se inserta en la construccion de
pMAL-LC/grupo enlazador A escindida de forma similar. La construccion final contiene el ORF de LC/A-CPN(GS15)-
Hn/A (SEQ ID58) para la expresion como una proteina de la secuencia ilustrada en SEQ 1D59.

Como ejemplo adicional, para crear la construccion de fusion de LC/A-CPN(GS25)-Hy/A (SEQ 1D60), el vector pCR
4 que codifica el grupo enlazador (SEQ ID55) se escinde con enzimas de restriccion BamHI| + Sall. Este vector
escindido sirve a continuacién como vector receptor para la insercion y ligacion de ADN de LC/A (SEQ ID1)
escindido con BamHI + Sall. EI ADN de plasmido resultante se escinde a continuacién con enzimas de restriccion
BamHI + Hindlll y el fragmento LC/grupo enlazador A insertado en un vector escindido de forma similar que contiene
un unico sitio de clonaciéon multiple para BamHI, Sall, Pstl e Hindlll como el vector pMAL (NEB). EI ADN de Hn/A
(SEQ ID2) se escinde a continuacién con enzimas de restriccion Pstl + Hindlll y se inserta en la construccion pMAL-
LC/grupo enlazador A escindida de forma similar. La construccion final contiene el ORF de LC/A-CPN(GS25)-Hn/A
(SEQ 1D60) para la expresion como una proteina de la secuencia ilustrada en SEQ ID61.

Las variantes de la fusion de LC/A-CPN-HNA que consiste en GS10, GS30 y HX27 se crean de forma similar.
Usando la metodologia de purificacion descrita en el Ejemplo 9, la proteina de fusion se purifica a partir de pasta
celular de E. coli. La figura 9 ilustra el producto purificado obtenido en el caso de LC/A-CPN(GS10)-Hn/A, LC/A-
CPN(GS15)-Hn/A. LC/A-CPN(GS25)-Hn/A, LC/ACPN(GS30)-Hn/A y LC/A-CPN(HX27)-Hn/A.

Ejemplo 16 - Evaluacion de la eficacia in vitro de una fusion de LC/A-nociceptina-Hn/A
La proteina de fusion se prepard segun los Ejemplos 2 y 9 se evalud en el modelo de GRDe de células neuronales.

Los ensayos para la inhibicién de la liberacion de sustancia P y la escision de SNAP-25 se ha comunicado
anteriormente (Duggan et al., 2002, J. Biol. Chem., 277, 34846-34852). Brevemente, se recogen ganglios de las
raices dorsales neuronas de ratas Sprague-Dawley fetales de 15 dias y células disociadas sembradas en placas de
24 pocillos recubiertas con Matrigel a una densidad de 1 x 10° células/pocillo. Un dia después de la siembra se
tratan las células con citosina B-D-arabinofuranésido 10 uM durante 48 h. Las células se mantienen en medio
esencial minimo de Dulbecco suplementado con suero bovino fetal inactivado por calor al 5%, L-glutamina 5 mM, D-
glucosa al 0,6%, suplemento B27 al 2% y 100 ng/ml de factor de crecimiento nervioso de factor murino 2.5S. Los
cultivos se mantienen durante 2 semanas a 37°C en aire al 95%/CO, al 5% antes de la adicion de materiales de
ensayo.
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La liberacion de Sustancia P a partir de GRDe se evalla por ensayo inmunoadsorbente ligado a enzimas.
Brevemente, las células GRDe se lavan dos veces con solucién salina equilibrada baja en potasio (BSS: KCI 5 mM,
NaCl 137 mM, MgCl, 1,2 mM, glucosa 5 mM, KH,PO4 0,44 mM, HEPES 20 mM, pH 7,4, CaCl; 2 mM). Las muestras
basales se obtienen incubando cada pocillo durante 5 min con 1 ml de BSS baja en potasio. Después de la
eliminacion de este tampdn, se estimula a las células para que liberen por incubacion 1 ml de tampén rico en potasio
(BSS como antes con modificacién para incluir KCI 100 mM equilibrado isoténicamente con NaCl) durante 5 min. Se
retiran todas las muestras en tubos en hielo antes del ensayo de sustancia P. Se preparan lisados celulares totales
por adicion de 250 pl de acido acético 2 M/acido trifluoroacético al 0,1% para lisar las células, evaporacion centrifuga
y resuspension en 500 pl de tampdn de ensayo. Se evaluan el contenido de sustancia P en las muestras diluidas. Se
mide la inmunorreactividad de sustancia P usando Kits de Inmunoensayo Enzimatico de Sustancia P (Cayman
Chemical Company o R&D Systems) segun las instrucciones del fabricante. La sustancia P se expresa en pg/ml con
respecto a la curva estandar de sustancia P realizada en paralelo.

Se realiz6 SDS-PAGE vy analisis de transferencia Western usando protocolos estandar (Novex). Se resolvieron las
proteinas SNAP-25 en un gel de Tris/glicina poliacrilamida 12% (Novex) y posteriormente se transfiri6 a membrana
de nitrocelulosa. Se sondearon las membranas con un anticuerpo monoclonal (SMI-81) que reconoce SNAP-25
escindido e intacto. La unién especifica se visualizd usando anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa y
un sistema de deteccién quimioluminiscente. La escisién de SNAP-25 se cuantific6 mediante densitometria de
barrido (Molecular Dynamics Personal S, programa de analisis de datos ImageQuant). El porcentaje de escision de
SNAP-25 se calculd segun la férmula: (SNAP-25 escindido/(SNAP-25 escindido+intacto))x100.

Después de la exposicion de las neuronas GRDe a una fusion de LC/A-nociceptina-Hn/A (denominada CPN-A), se
observa la inhibicion de la liberacion de sustancia P y la escision de SNAP-25 (Figura 10). Después de 24 h de
exposicién a la fusion, se consigue el 50% de la escision maxima de SNAP-25 por una concentracion de fusion de
6,3+2,5nM.

El efecto de la fusién se evalia también en puntos temporales definidos después de una exposicion de 16 h de
GRDe a CPN-A. La Figura 11 ilustra la duracion de accion prolongada de la proteina de fusion CPN-A,
observandose todavia actividad mensurable 28 dias después de la exposicion.

Ejemplo 17 - Evaluacion de la eficacia in vitro de una fusion de LC/A-variante de nociceptina Hy/A

La proteina de fusién preparada segun los Ejemplos 8 y 9 se evaludé en el modo de células neuronales GRDe
usando el método descrito en el Ejemplo 16.

Después de la exposicion de neuronas GRDe a una fusion de LC/A-variante de nociceptina-Hy/A (denominada
CPNv-A), se observa la inhibicion de la liberacion de sustancia P y la escision de SNAP-25. Después de 24 h de
exposicion a la fusion, se consigue el 50% de escision maxima de SNAP-25 por una concentracion de fusion de 1,4
+ 0,4 nM (Figura 12).

El efecto de la fusion se evaliia también en puntos temporales definidos después de 16 h de exposicion de GRDe a
CPN-A. La Figura 13 ilustra la duracién de accion prolongada de la proteina de fusién de CPN-A, observandose
todavia actividad mensurable 24 dias después de la exposicion.

También se evalla la capacidad de unién de la proteina de fusion de CPNv-A en comparacion con la fusion de CPN-
A. La Figura 14 ilustra los resultados de un experimento de competencia para determinar la eficacia de union en el
receptor ORL-1. Se demuestra que CPNv-A desplaza la [3H]-nociceptina, lo que confirma que el acceso al receptor
es posible con el ligando en el formato de presentacion central.

Ejemplo 18 - Preparacion de una proteina de fusion de LC/A-variante de nociceptina-Hv/A que se activa por
tratamiento con Enterocinasa

Siguiendo los métodos usados en los Ejemplos 1y 2, LC/A (SEQ ID1) y HW/A (SEQ ID2) se crean y se insertan en el
grupo enlazador de variante de nociceptina de serotipo A dispuesto como BamHI-Sall-grupo enlazador-enterocinasa
sitio de proteasa-variante de nociceptina-Nhel-separador-Spel-Psfl-Xbal-coddn de detencion-Hindlll (SEQ ID62). La
construccion final contiene las secuencias de ORF de LC-grupo enlazador-variante de nociceptina-separador-Hy
(SEQ ID63) para la expresion como una proteina de la secuencia ilustrada en SEQ ID64. La proteina de fusion se
denomina CPNv(Ek)-A. La Figura 15 ilustra la purificacion de CPNv(Ek)-A a partir de E. coli siguiendo los métodos
usados en el Ejemplo 9 pero usando Enterocinasa para la activacion a 0,00064 ug por 100 pg de proteina de fusion.

Ejemplo 19 - Evaluacion de la eficacia in vitro de una fusion de LC/A-variante de nociceptina-Hn/A que ha sido
activada por tratamiento con enterocinasa

La CPNv(Ek)-A preparada en el Ejemplo 18 se obtiene en una forma purificada y se aplica al modelo celular GRDe
para evaluar la escision de SNAP-25 (usando la metodologia del Ejemplo 16). La Figura 16 ilustra la escision de
SNAP-25 después de la exposicion durante 24 h de GRDe a CPNv(Ek)-A. Se observa que la eficacia de la escision
es similar a la conseguida con el material escindido por Factor Xa, segun se registra en el Ejemplo 17.
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Ejemplo 20 - Preparacion de una proteina de fusion de LC/C-variante de nociceptina-Hn/C con un grupo enlazador
de activacion de Factor Xa obtenido del serotipo A

Siguiendo los métodos usados en el Ejemplo 4, LC/C (SEQ ID5) y Hn/C (SEQ ID6) se crean y se insertan en el
grupo enlazador de variante de nociceptina de serotipo A dispuesto como BamHI-Sall-grupo enlazador-variante de
nociceptina-Nhel-separador-Spel-Pstl-Xbal-codén de detencion-Hindlll (SEQ ID65). La construccion final contiene
las secuencias de ORF de LC-grupo enlazador-variante de nociceptina-separador-Hy (SEQ ID66) para la expresion
como una proteina de la secuencia ilustrada en SEQ ID67. La proteina de fusion se denomina CPNv-C (acc. A). La
Figura 17 ilustra la purificacion de CPNv-C (acc. A) a partir de E. coli siguiendo los métodos usados en el Ejemplo 9.

Ejemplo 21 - Evaluacion de la eficacia in vitro de una proteina de fusién de LC/C-variante de nociceptina-Hn/C

Siguiendo los métodos usados en el Ejemplo 9, la CPNv-C (acc. A) preparada en el Ejemplo 20 se obtiene en una
forma purificada y se aplica al modelo celular GRDe para evaluar la escision de SNAP-25 (usando la metodologia
del Ejemplo 16). Después de una exposicion durante 24 h a la fusion, se obtiene un 50% de escision de sintaxina
maxima mediante una concentracion de fusién de 3,1 + 2,0 nM. La Figura 18 ilustra la escision de sintaxina después
de la exposicion durante 24 h de GRDe a CPNv-C (acc. A).

Ejemplo 22 - Evaluacion de la eficacia in vivo de una fusion de LC/A-nociceptina-Hn/A

Se evalua la capacidad de una fusidon de LC/A-nociceptina-Hn/A (CPN/A) para inhibir una alodinia mecanica aguda
inducida por la capsaicina después de inyeccion intraplantar subcutanea en la pata trasera de una rata. En los
animales de ensayo se evalla la frecuencia de retirada de la pata (%FRP) en respuesta a una serie de estimulos de
filamento de Von Frey de 10 g (10 estimulos x 3 ensayos) antes de la inclusion en el estudio, después de tratamiento
subcutaneo con CPN/A pero antes de capsaicina, y tras provocacion con capsaicina después de inyeccion de
CPN/A (media de respuestas a 15’ y 30’). La provocacion con capsaicina se consigue por inyeccion de 10 pL de una
solucioén al 0,3%. Se preparan diluciones de muestra en BSA/suero salino al 0,5%. La Figura 19 ilustra la reversion
de la alodinia mecanica que se consigue por pre-tratamiento de los animales con un intervalo de concentraciones de
fusion de LC/A-nociceptina-Hn/A.

Se evalla la capacidad de una fusion de LC/A-nociceptina-Hn/A (CPN/A) para inhibir la alodinia mecanica (tactil)
inducida por estreptozotocina (STZ) en ratas. La alodinia mecanica inducida por STZ en ratas se consigue por
inyeccion de estreptozotocina (i.p. o i.v.) que produce la destruccion de las células B pancreaticas lo que conduce a
la pérdida de produccion de insulina, con estrés metabodlico concomitante (hiperglucemia e hiperlipidemia). De este
modo, la STZ induce diabetes tipo |I. Ademas, el tratamiento con STZ conduce al desarrollo progresivo de
neuropatia, que sirve como modelo de dolor crénico con hiperalgesia y alodinia que puede reflejar signos
observados en personas diabéticas (neuropatia diabética periférica).

Se tratan ratas Sprague-Dawley macho (250-300 g) con 65 mg/kg de STZ en tampodn de citrato (1.V.) y se mide la
glucosa y los lipidos en sangre semanalmente para definir el buen funcionamiento del modelo. Se mide el umbral de
retirada de la pata (URP) en respuesta a una serie de estimulos de filamento de Von Frey durante un periodo de
tiempo. Se dice que se establece la alodinia cuando el URP en dos fechas de ensayo consecutivas (separadas por 1
semana) mide menos de 6 g en la escala. En este punto, se aleatoriza a las ratas en un grupo de suero salino
(control de eficacia negativo), un grupo de gabapentina (control de eficacia positivo) o un grupo de ensayo (CPN/A).
Se inyectan materiales de ensayo (20-25 pl) por via subcutanea como una Unica inyeccion (excepto gabapentina) y
se mide el URP 1 dia después del tratamiento y después periédicamente durante un periodo de 2 semanas.
Diariamente se inyecta gabapentina (30 mg/kg i.p. @ 3 ml/kg de volumen de inyeccion), 2 horas antes del inicio del
ensayo de URP. La Figura 20 ilustra la reversion de la alodinia conseguida por pre-tratamiento de los animales con
750 ng de CPN/A. Los datos se obtuvieron durante un periodo de 2 semanas después de una unica inyeccion de
CPN/A

Ejemplo 23 - Evaluacion de la eficacia in vivo de una fusion de LC/A-variante de nociceptina-Hn/A

Se evalla la capacidad de una fusion de LC/A-variante de nociceptina-Hn/A (CPNv/A) para inhibir la alodinia
mecanica inducida por capsaicina después de inyeccion intraplantar subcutanea en la pata trasera de una rata. En
los animales de ensayo se evalla la frecuencia de retirada de la pata (%FRP) en respuesta a una serie de estimulos
de filamento de Von Frey de 10 g (10 estimulos x 3 ensayos) antes de la inclusidon en el estudio (Pretratamiento);
después de tratamiento intraplantar subcutaneo con CPNv/A pero antes de capsaicina (Pre-CAP); y posteriormente
a la inyeccioén de provocacion de capsaicina de CPNv/A (media de respuestas a 15’ y 30’; CAP). La provocacion con
capsaicina se consigue por inyeccion de 10 uL de una solucion al 0,3%. Se preparan diluciones de muestra en
BSA/suero salino al 0,5%.

La Figura 21 ilustra la reversién de alodinia que se consigue por pre-tratamiento de los animales con un intervalo de
concentraciones de fusion de LC/A-variante de nociceptina-Hn/A en comparacion con la reversion conseguida con la
adicion de fusion de LC/A-nociceptina-Hn/A. Estos datos se expresan como un diferencial de frecuencia de retirada
de la pata normalizado, en el que la diferencia entre la respuesta maxima (post-capsaicina) y la respuesta de base
(pre-capsaicina) se expresa en forma de porcentaje. Con este analisis, puede verse que CPNv/A es mas potente
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que CPN/A dado que se requiere una dosis menor de CPNv/A para alcanzar un efecto analgésico similar al
observado con CPN/A.

Ejemplo 24 - Preparacion de una proteina de fusion de LC/A-leu encefalina-Hw/A

Debido al pequefio tamafio de cinco aminoacidos del ligando de leu-encefalina la fusion de LC/A-leu encefalina-Hn/A
se crea por mutagénesis dirigida al sitio [por ejemplo usando Quickchange (Stratagene Inc.)] usando la fusion de
LC/A-nociceptina-Hn/A (SEQ ID13) como molde. Se disefian oligonucledtidos que codifican el péptido de leu-
encefalina YGGFL, que asegura que el uso estandar de codones de E. coli se mantiene y no se incorporan sitios de
restriccion adicionales, flanqueados por secuencias complementarias a la regiéon del grupo enlazador de fusion de
LC/A-nociceptina-Hn/A (SEQ ID13) a los dos lados de la seccion de nociceptina. El producto SDM se verifica por
secuenciacion y la construccion final que contiene el ORF de LC-grupo enlazador-leu encefalina-separador-Hy (SEQ
ID68) para la expresidon como una proteina de la secuencia ilustrada en SEQ ID69. La proteina de fusion se
denomina CPLEA. La Figura 22 ilustra la purificacion de CPLE-A a partir de E. coli siguiendo los métodos usados en
el Ejemplo 9.

Ejemplo 25 - Expresion y purificacion de una proteina de fusion de LC/A-beta-endorfina-Hn/A

Siguiendo los métodos usados en el Ejemplo 9, y con la proteina de fusion de LC/A-beta-endorfina-Hn/A
(denominada CPBE-A) creada en el Ejemplo 7, la CPBE-A se purifica a partir de E. coli. La Figura 23 ilustra la
proteina purificada analizada por SDS-PAGE.

Ejemplo 26 - Preparacion de una proteina de fusion de LC/A-mutante de nociceptina-Hn/A

Debido a la modificacién de un Unico aminoacido necesaria para mutar la secuencia de nociceptina en la posicion 1
de una Phe a una Tyr, se crea la fusion de LC/A-mutante de nociceptina-Hy/A por mutagénesis dirigida al sitio [por
ejemplo usando Quickchange (Stratagene Inc.)] usando la fusion de LC/A-nociceptina-Hn/A (SEQ ID13) como molde.
Los oligonucledtidos se disefian codificando tirosina en la posicion 1 de la secuencia de nociceptina, que asegura
que el uso estandar de codones de E. coli se mantiene y no se incorporan sitios de restriccion adicionales,
flanqueados por secuencias complementarias a la region del grupo enlazador de la fusién de LC/A-nociceptina-Hn/A
(SEQ ID13) a los dos lados de la seccion de nociceptina. El producto SDM se verifica por secuenciacion y la
construccion final que contiene el ORF de la fusion de LC/A-mutante de nociceptina-separador-Hy/A (SEQ 1D70)
para la expresién como una proteina de la secuencia ilustrada en SEQ ID71. La proteina de fusiéon se denomina
CPOP-A. La Figura 24 ilustra la purificacion de CPOP-A a partir de E. coli siguiendo los métodos usados en el
Ejemplo 9.

Ejemplo 27 - Preparacion y evaluacion de una proteina de fusion de LC/A-variante de mutante de nociceptina-Hn/A

Debido a la modificacién de un Unico aminoacido necesaria para mutar la secuencia de nociceptina en la posicion 1
de una Phe a una Tyr, se crea la fusion de LC/A-variante de mutante de nociceptina-Hn/A por mutagénesis dirigida al
sitio [por ejemplo usando Quickchange (Stratagene Inc.)] usando la fusién de LC/A-variante de nociceptina-Hy/A
(SEQ 1D25) como molde. Los oligonucledtidos se disefian codificando tirosina en la posicion 1 de la secuencia de
nociceptina, que asegura que el uso estandar de codones de E. coli se mantiene y no se incorporan sitios de
restriccion adicionales, flanqueados por secuencias complementarias a la region del grupo enlazador de la fusion de
LC/A-variante de nociceptina-Hn/A (SEQ 1D25) a los dos lados de la seccion de nociceptina. El producto SDM se
verifica por secuenciacion y la construccion final que contiene el ORF de la fusion de LC/A-mutante de nociceptina-
separador-Hn/A (SEQ ID72) para la expresion como una proteina de la secuencia ilustrada en SEQ ID73. La
proteina de fusién se denomina CPOPv-A. La Figura 25 ilustra la purificacion de CPOPv-A a partir de E. coli
siguiendo los métodos usados en el Ejemplo 9.

Usando la metodologia descrita en el Ejemplo 16, se evalia la capacidad de CPOPv-A de escindir SNAP-25 en el
modelo celular GRDe. La Figura 26 ilustra que CPOPv-A es capaz de escindir SNAP-25 en el modelo GRDe, para
conseguir la escision del 50% de SNAP-25 maxima después de la exposicion de las células a fusion
aproximadamente 5,9 nM durante 24 h.

Ejemplo 28 - Preparacion de una proteasa de la proteina de fusion de IgA-variante de nociceptina-Hn/A

La proteasa de las secuencias de aminoacidos de IgA se obtuvo de fuentes de bases de datos de disposicion libre
como GenBank (n° de entrada P09790). La informacion relativa a la estructura de la proteasa de N. gonorrhoeae del
gen IgA esta disponible en la bibliografia (Pohlner et al., Gene structure and extracellular secretion of Neisseria
gonorrhoeae |g protease, Nature, 1987, 325(6103), 458-62). Usando la herramienta Backtranslation v2.0
(Entelechon), se determiné la secuencia de ADN que codifica la proteasa de IgA modificada para expresion de E.
coli. Se incorpord una secuencia de reconocimiento de A BamHI en el extremo 5’ y se incorporé un codén que
codifica un aminoacido cisteina y la secuencia de reconocimiento Sall en el extremo 3’ del ADN de IgA. La
secuencia de ADN se rastre6 usando MapDraw, (DNASTAR Inc.) para secuencias de escision de enzimas de
restriccion incorporadas durante la traduccion inversa. Cualquier secuencia de escisiéon que se encuentre y se
considere comun a las requeridas para clonacion se eliminé manualmente de la secuencia de codificaciéon propuesta
que asegura que el uso de codones de E. coli comun se mantiene. El uso de codones de E. coli se mediante evalud
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Graphical Codon Usage Analyser (Geneart), y el contenido de %GC y la proporcion del uso de codones se evalu6
con referencia a tablas de uso de codones publicadas. Esta secuencia de ADN optimizada (SEQ ID74) que contiene
marco de lectura abierta (ORF) de IgA se sintetiza asi comercialmente.

La IgA (SEQ ID74) se inserta en el ORF de LC-grupo enlazador-variante de nociceptina-separador-Hy (SEQ 1D25)
usando enzimas de restriccion BamHI y Sall para sustituir la LC por el ADN de la proteasa de IgA. La construccion
final contiene el ORF de IgA-grupo enlazador A-variante de nociceptina-separador-Hy (SEQ ID75) para la expresion
como una proteina de la secuencia ilustrada en SEQ ID76.

Ejemplo 29 - Preparacion y evaluacion de una proteina de fusién de endopeptidasa dirigida a nociceptina con una
marca de purificacion de histidina extraible.

Se prepar6 ADN que codifica una marca His extraible de Factor Xa (his6), aunque esta claro que son posibles
también sitios de proteasas alternativos como Enterocinasa y marcas de purificacion alternativas como marcas de
histidina mas largas. Usando una de entre una variedad de herramientas de programa de traduccién inversa [por
ejemplo traduccion inversa de E. coli EditSeq best (DNASTAR Inc.), o herramienta Backtranslation v2.0
(Entelechon)], se determina la secuencia de ADN que codifica la regién de marca His extraible de Factor Xa. A
continuacion se incorporan sitios de restriccion en la secuencia de ADN y pueden disponerse como Nhel-grupo
enlazador-Spel-Pstl-Hn/A-Xbal-LEIEGRSGHHHHHH-codon de detencion-Hindlll (SEQ ID77). En la secuencia de
ADN se rastrean secuencias de restriccion incorporadas y se elimina cualquier secuencia adicional manualmente del
resto de la secuencia para asegurar que se mantiene el uso de codones de E. coli comun. El uso de codones de E.
coli se evallua por referencia a programas de software como Graphical Codon Usage Analyser (Geneart), y el
contenido de %GC vy la proporciéon del uso de codones se evallian por referencia a tablas de uso de codones
publicadas (por ejemplo, GenBank version 143, 13 de septiembre de 2004). Esta secuencia de ADN optimizada es
sintetizada entonces comercialmente (por ejemplo, por Entelechon, Geneart o Sigma-Genosys) y se proporciona en
el vector pCR 4. Con el fin de crear CPNv-A-FXa-HT (SEQ ID78, construccion de marca His extraible) el vector pCR
4 que codifica la marca extraible His se escinde con Nhel y Hindlll. A continuacién se inserta el fragmento Nhel-
Hindlll en el vector LC/A-CPNv-HWA (SEQ ID25) que también se ha escindido mediante Nhel y Hindlll. La
construccion final contiene las secuencias de ORF de LC/grupo enlazador A-variante de nociceptina-separador-Hx-
FXa-marca His-HIndlll (SEQ ID78) para la expresién como una proteina de la secuencia ilustrada en SEQ ID79. La
Figura 27 ilustra la purificacion de CPNv-A-FXa-HT a partir de E. coli siguiendo los métodos usados en el Ejemplo 9.

Ejemplo 30 - Preparacion de una proteina de fusion de endopeptidasa dirigida a leu-encefalina que contiene un
dominio de translocacién derivado de toxina diftérica

La secuencia de ADN se disefa por traduccion inversa de la secuencia de aminoacidos del dominio de translocacion
de la toxina diftérica (obtenida de fuentes de bases de datos de disposicion libre como GenBank (n° de entrada
1XDTT) usando una de entre una variedad de herramientas de programa de traduccién inversa [por ejemplo,
traduccion inversa de E. coli EditSeq best (DNASTAR Inc.), o herramienta Backtranslation v2.0 (Entelechon)]. A
continuacion se incorporan los sitios de restriccion en la secuencia de ADN y pueden disponerse como Nhel-grupo
enlazador-Spel-Pstl-dominio de translocacion de difteria-Xbal-codon de detencion-Hindlll (SEQ ID80). Las
secuencias de reconocimiento Pstl/Xbal se incorporan en los extremos 5 y 3’ del dominio de translocacion
respectivamente de la secuencia que mantiene el marco de lectura correcto. En la secuencia de ADN se rastrean
(usando un programa como MapDraw, DNASTAR Inc.) secuencias de escision de enzimas de restriccion
incorporadas durante la traduccion inversa. Cualquier secuencia de escision que se encuentre comun a las
requeridas por el sistema de clonacion se elimina manualmente de la secuencia de codificacién propuesta que
asegura que el uso de codones de E. coli comun se mantiene. El uso de codones de E. coli se evalua por referencia
a programas de software como Graphical Codon Usage Analyser (Geneart), y el contenido de %GC y la proporcién
del uso de codones se evalla por referencia a tablas de uso de codones publicadas (por ejemplo, GenBank Release
143, 13 de septiembre de 2004). Esta secuencia de ADN optimizada que contiene el dominio de translocacion de
difteria es sintetizada entonces comercialmente como Nhel-grupo enlazador-Spel-Psfl-dominio de translocacion de
difteria-Xbal-coddn de detencion-Hindlll (por ejemplo, por Entelechon, Geneart o Sigma-Genosys) y se proporciona
en el vector pCR 4 (Invitrogen). El vector pCR 4 que codifica el dominio de translocacion de difteria se escinde con
Nhel y Xbal. A continuacion el fragmento Nhel-Xbal se inserta en el vector LC/A-CPLE-HN/A (SEQ ID68) que
también se ha escindido mediante Nhel y Xbal. La construccion final contiene las secuencias de ORF de LC/A-leu-
encefalina-separador-dominio de translocacion de difteria (SEQ ID81) para la expresion como una proteina de la
secuencia ilustrada en SEQ ID82.

Ejemplo 31 - Preparacion de una proteina de fusion de endopeptidasa dirigida a variante de nociceptina que
contiene un dominio LC derivado de toxina tetanica.

La secuencia de ADN se disefia por traduccion inversa de las secuencias de aminoacidos LC de toxina tetanica
(obtenidas de fuentes de bases de datos de disposicién libre como GenBank (n° de entrada X04436) usando una de
entre una variedad de herramientas de programa de traduccioén inversa [por ejemplo traduccion inversa de E. coli
EditSeq (DNASTAR Inc.), o herramienta Backiranslation v2.0 (Entelechon)]. Las secuencias de reconocimiento
BamHI/Sall se incorporan en los extremos 5’ y 3’ respectivamente de la secuencia que mantiene el marco de lectura
correcto (SEQ ID83). En la secuencia de ADN se rastrean (usando un programa como MapDraw, DNASTAR Inc.)

39



10

15

20

ES 2607 789 T3

secuencias de escision de enzimas de restriccion incorporadas durante la traduccién inversa. Cualquier secuencia
de escisién que se encuentre comun a las requeridas por el sistema de clonacion se elimina manualmente de la
secuencia de codificacion propuesta que asegura que el uso de codones de E. coli comun se mantiene. El uso de
codones de E. coli se evalla por referencia a programas de software como Graphical Codon Usage Analyser
(Geneart), y el contenido de %GC y la proporcion del uso de codones se evaluan por referencia a tablas de uso de
codones publicadas (por ejemplo, GenBank Release 143, 13 de septiembre de 2004). Esta secuencia de ADN
optimizada que contiene el marco de lectura abierta (ORF) de LC de la toxina tetanica es sintetizada entonces
comercialmente (por ejemplo, por Entelechon, Geneart o Sigma-Genosys) y se proporciona en el vector pCR 4
(Invitrogen). El vector pCR 4 que codifica la LC TeNT se escinde con BamHI| y Sall. A continuacion se inserta el
fragmento BamHI-Sall en el vector LC/A-CPNv-HW/A (SEQ ID25) que también se ha escindido mediante BamHI y
Sall. La construccion final contiene las secuencias de ORF de TeNT LC-grupo enlazador-variante de nociceptina-
separador-Hy (SEQ 1D84) para la expresion como una proteina de la secuencia ilustrada en SEQ ID85.

Ejemplo 32 - Preparacion de una proteina de fusion de LC/C-variante de nociceptina-Hn/C con un grupo enlazador
de serotipo C nativo que es susceptible de escision por Factor Xa

Siguiendo los métodos usados en el Ejemplo 4, LC/C (SEQ ID5) y Hn/C (SEQ ID6) se crean y se insertan en el
grupo de enlazador de la variante de nociceptina de serotipo C dispuesto como BamHI-Sall-grupo enlazador-
variante de nociceptina-Nhel-separador-Spel-Pstl-Xbal-codén de detencion-Hindlll (SEQ ID86). La construccion final
contiene las secuencias de ORF de LC-grupo enlazador-variante de nociceptina-separador-Hy (SEQ 1D87) para la
expresion como una proteina de la secuencia ilustrada en SEQ ID88. La proteina de fusion se denomina CPNv-C
(acc. C).
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Listado de secuencias

<110> Syntaxin Limited
Allergan, Inc.
Chaddock, John
Foster, Keith
Marks, Philip
Stancombe, Patrick
Aoki, K Roger
Francis, Joseph
Steward, Lance

<120> Tratamiento del dolor

<130> P29323GB/MRM

<160> 88

<170> PatentIn versién 3.3

<210>1
<211> 1302
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintético

<400> 1

ggatccatgg
attgcttaca
cacaacaaaa
ctgaacccgce
tctaccgata
_tactccaccg
ggcggttcta
cagccggacy
gatatcatecc
ggctacggtt
tcectggaag
gttaccctgg
ccgaaccegktg
agcttegaag
gaaaacgagt

aaagcgaaat

agttecgttaa
tcaaaatcce
te¢tgggttat
caccggaagc
acgaaaagga
acctgggecyg
ccategatac
gttcctateg
agttcgagtg
cecactcagta
tagacacgaa
cteacgaact
tctteaaagt
aactgcgtac
tccgtetgta

ccatcgtaggg

caaacagttc
gaacgctgge
cceggaacgt
gaazcaggtg
caactacctyg
tatgctgctyg
cgaactgaaa
ttccgaagaa
taagagcttt
catcegttte
cccactgetg
gattcatgca
taacaccaac
ttttggcggt
ctactataac

taccactgcet

ES 2607 789 T3

aactataaag
cagatgcagce
gataccttta
ccggtatcett
aaaggtgtta
actagcatceg
gtaatcgaca
ctgaacctgyg
ggtcacgaag
tcteeggact
ggcgetggta
ggecaccgec
gecgtattacg
cacgacgcta
aagttcaaay

tctectecagt

acccagttaa
cggtaaaggce
ctaaceccgga
actatgactc
ctaaactagtt
ttegeggtat
ctaactgcat
tgatcatcgg
ttetgaacct
tecaccttegg
aattcgeaac
tgtacggtat
agatgtcegg
aattcatcga
atatcgeatce

acatgaagaa

41

cggtgttgac
attcaaaatc
agaaggtgac
cacctacctyg
cgagegtatt
ceccgttetgg
caacgttatt
ccegtetget
caceegtaac
ttttgaagaa
tgatcctgeg
cgccatcaat
tctggaagtt
ctctetgeaa
caccctgaac

cgtrctttaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960
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gaaaaatace
gataaacttt
aaagkttctga
gtgccgaaag
gctaatttta

ttcactggtc

<210> 2
<211> 1257
<212> ADN

tgctcagega
acaaaatgct
accgcaaaac
ttaactacac
acggccagaa

tgttegagtt

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 2

ctgcagtgta
accaacgacce
gaasacatct
ccggaaaaca
ccgaacatcyg
cactacctge
gttaacgaag
aaaaaggtca
tatgatttta
atcatcatcce
ttcgttggceg
gocatceocagg
gtacaaacca
tatategtga
atgaaagaag
aaccagtaca
aaactgaacg
tetgtaaget
gatgecgtetce

ggtcaggttyg

tcaaggttaa
tgaacaaagg
cgctggacct
tttctatcga
aacgtttcce
gegcgcagga
ctetgetcaa
acaaagcgac
ccgacgagac
cgtacatcgy
cactgatett
tactgggcac
tcgacaacgco
ccaactgget
cactggaaaa
ccgaggaaga
aatccatcaa
atctgatgaa
tgaaagacgc

atcgtetgaa

agacacctce
gactgaaatt
ctatctgaac
tatectacgat
cacggaaatc

ttacaagetg

caactgggat
tgaagaaatc
gatccagcag
aaacctgagc
aaacggtaaa
atttgaacac
cecegtecegt
tgaagcetgea
gtecgaagta
tcecggetetg
cteoeggtacg
ctttgctctyg
gchtgagcaaa
ggctaaggtt
ccaggcggaa
aaaaaacaac
caaagctatg
ctccatgatce
cctgctgaaa

ggacaaagtg
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ggcaaattct
tacaccgaag
ttcgacaagg
ggtttcaacce
aacaacatga

ctgtgcgteg

ttattcttca
acctcagata
tactacctga
tctgatatca
aagtacgagc
ggcaaatcce
gtatacacct
atgttettgg
tcectactaccg
zacattggea
gtgatcctge
gtttcttaca
cgtaacgaaa
aatactcaga
gctaccaagg
atcaacttca
atcaacatca
ccgtacggty
tacatttacg

aacaatacct
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ctgtagacaa
acaacttcgt
cagtattcaa
tgegtaacac
acttcacaaa

ac

gcccgagtga
ctaacatcga
cctttaattt
teggecaget
tggacaaata
gtatcgeact
tcttetctag
gttgggttga
acaaaattgc
acatgetgta
tggagtkicat
ttgcaaacaa
aatgggatga
tcgaccteat
caatcattaa
acaktcgacga
acaagttcct
ttaaacgtct
acaaccgtgg

tategacecga

gttgaaattc
taagttcttt
aatcaacatc
caacctgget

actgaaaaac

agacaactte
agcagccgaa
cgacaacgag
gaaactgatg
taccatgttc
gactaactec
cgactacgtg
acagettgtt
ggatatcact
caaagacgac
cecggaaate
ggttctgact
agtttacaaa
ccgeaaaaaa
ctaccagtac
tctgtectet
gaaccagtgc
ggaggactkte
cactctgatc

catcectttt

cagctcagta aatatgtcga taaccaacge cttttgtceca ctcetagacta gaagcett

<210>3
<211> 1323
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

42

1020
1080
1140
1200
1260

1302

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
108¢
1140

1200
1257



10

15

<223> Sintético

<400> 3
ggatccatge
atcattatga
atcacegace
ttcaacaaga
ctgaatacca
atcaaaagca
ctecggtgace
aacaaactca
atecatctteg
aaccactteg
tacgtcagty
ggttacttca
ctctacgata
cagagcaccg
atcataaccce
atcgtggaca
atatacaaga
agcategacg
accaacatcg
ccgectgtea
aacatcagtg
caggcatacg
gac
<210>4

<211> 1260
<212> ADN

cggttaccat
tggaaccgece
gtatetggat
gtagcgggat
acgataagaa
aaccgetocgg
gtcgtgtecc
tcagcaacce
gteegggtec
caagccgtga
tcttcaacaa
gcgacccggc
tcaaagttga
acgcaatceca
cgtccaccga
gactcaacaa
acaagttcaa
tagaaagttt
ccgagaacta
aaatcaagaa
acaaagacat

aggagatcag

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 4

caacaactte
gttegecacgt
catceceggaa
tttcaategt
gaacatattc
tgazaaactc
gcttgaagag
aggtgaagtce
ggtccteaac
aggttteggt
cgtecaggaa
actcatectce
cgacctececcg
ggctgaggaa
caaaagcatc
agtcctcgtce
agacaagtac
cgacaagctc
caagatcaag
cctecttagac
ggagaaggaa

Caaagaacac

ES 2607 789 T3

aactacaacg
ggtaccggac
cgttacacct
gacgtctgeg
cttcagacta
ctcgaaatga
ttcaacacca
gaacgtaaaa
gaaaacgaaa
ggtatcatge
aacaaaggtg
atgcatgaac
ategtcecga
ctctacacct
tacgacaaag
tgcatcageg
aaattcgteg
tacaaaagcc
acaagggcaa
aacgagattt
tacagaggtc

ctogecagtct

acccgatcga
gttactacaa
tecggttacaa
agtactatga
tgattaaact
ttatcaacgg
acaktecgecaag
aaggtatctt
ccatcgacat
agatgaaatt
caagcatctt
tcatccacgt
acgagaagaa
tcgygtggcca
tcctecagaa
acccgaacat
aggacagcga
tcatgttegg
gttacttcag
acacaattga
agaacaagge

acaagatcca

43

caacaacaac
ggcttttaag
acctgaggac
tccagattat
cttcaaccgagt
tatcccgtac
cgtcacegte
cgecaaaccte
cggtatccag
ctgcceggaa
caaccgtegt
cctccacggt
attcttcatg
agacccaagt
cttecaggggt
caatatcaac
aggcaaatac
tttcaccgaa
cgacagecte
agagggcttc
tatcaacaaa

gatgtgcgtc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1323



10

ctgcagtgea
agtgacgacce
aacgacttecc
cegagegaaa
cagcaggceta
cagaccttcce
ctgttcageca
agttgttgaag
gaagctaaca
atecggtcetgg
gagategetg
ggtgctttec
aacgctctga
tggctgagca
aactaccagg
aaggaaaaga
atcaaccagg
atgaagaaga
aagaacctgc
gaaaaaagta

accaacgaca

<210>5
<211>1329
<212> ADN

tcgacgttga
tgagcaaaaa
cgatcaacga
acaccgaaag
tcaagaaaat
cgctggacat
acaaagttta
cagggectgtt
aaagcaacac
ctctgaacgt
gtgcaagcat
tgctggaaag
ccaaacgtaa
ccgtcaacac
ctcaggctet
gtaacatcaa
ctatcgacaa
tgatcceget
tgaactacat
aagtgaacaa

ccatcctgat

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 5

caacgaagac
cgaacgtate
actgateccty
tcbgacecgac
cttcaccgac
ccgtgacatc
cagtttctte
cgehggttygg
tatggacaaa
tggtaacgaa
cctgctggag
ttacatcgac
cgaaaaatgg
ccagttctac
ggaagagatc
catcgacttc
catcaacaac
ggctgttgaa
cgacgaaaac
atacctgaag

cgaaatgttc

ES 2607 789 T3

ctgttcttea
gaatacaaca
gacaccgace
ttcaacgttyg
gaaaacacca
agtctgacca
agcatggact
gttaaacaga
atcgctgaca
accgctaaag
ttcatccegg
aacaaaaaca
agtgatatgt
accatcaaag
atcaaatacc
aacgacaktca
ttcatcaacg
aaactgetag
aagctgtacce
accatcatgce

aacaaataca

tecgectgacaa
cccagagcaa
tgataagtaa
acgttcecggt
tcttccagta
gcagtttcga
acatcaaaac
tegttaacga
tecagtctgat
gtaactttga
aactgctgat
agatcatcaa
acggtctgat
aaggtatgta
gttacaacat
acagcaaact
gttgcagtgt
acttcgacaa
tgatcggtag
cgttcgacct

actctctaga

aaacagcttc
ctacatcgaa
aatcgaactg
ttacgaaaaa
cctgtacage
cgacgctctg
cgctaacaaa
cttegttate
cgtteegtac
aaacgcttte
ccecggttgite
aaccatcgac
cgttgcteag
caaagctctg
ctacagtgag
gaacgaaggt
tagctacctg
caccctgaaa
tgctgaatac
gagtatctac

ctagaagcett

ggatccgaat tcatgccgat caccatcaac aacttcaact acagegatcc ggtggataac

44

60
120
180
2490
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200

1260

60



10

aaaaacatcc
tttecgtatca
aatctgaata
ctgagcaccg
atcaacagecg
ccgggcaaca
gatgttaaaa
attattaccg
aacaacacct
cgetttatge
agcgaatttt
aacctgtatg
ttttacagece
accattgatc
tategeagea
aaatatatcg
agcggcgaag
atcttcaccyg
agcaacgtgt
aacggecttta
cgtaatecag
tgcgtcgac
<210> 6

<211> 1263
<212> ADN

tgtacctgga
ccggcaacat
aaccgccgcg
atagcgataa
gtgaaattag
acaacaccce
ccegecaggy
gtecgegega
ttgeggegea
tgacctatag
gcatggacce
gcatcgegat
agtacaacgt
tgattccgaa
ttgcgaaacg
gegaatataa
ttaccgttaa
aatttaacta
ataccceggt
acatcccgaa

cgetgegtaa

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 6

tacccatctyg
ttgggttatt
tgttaccadgc
agatacctte
cgaagaactg
gatcaacacc
taacaattgg
aaacattatt
ggaaggtttt
caacgegace
gatcectgate
tcecgaacgat
gaaactggaa
aagcgegoge
tctgaacage
acagaaactg
ccgcaataaa
tgcgaaaatce
gaccgcgaat
aagcaaccty

agtgaacccg

ES 2607 789 T3

aataccctgy
ccggatcgtt
ccgaaaageg
ctgaaagaaa
atctatcgcece
tttgatitcg
gtgaaaaccy
gatccggaaa
ggcgcegctga
aacgatgttg
ctgatgcatg
cagaccatta
tatgcggaaa
aaatactteog
attaccaccyg
atccgcaaat
tteoghtggaac
tataacgtgce
attctggaty
aacgttetgt

gaaaacatgc

cgaacgaacc
ttagccgtaa
gttattacga
tcatcaaact
tgagcaccga
atgtggattt
gecagcattaa
ceagecacctt
gecattattag
gtgaaggeceg
aactgaacca
gcagcgtgac
tctatgcegtt
aagaaaaagce
cgaatecgay
atcgetttgt
tgtacaacga
agaaccgtaa
ataacgtgta
ttatgggecca

tgtacctgtt

ggaaaaagcg
cagcaacccg
tccgaacktat
gttcaaacgce
tattcegttt
caacagcegtt
cccgagegtg
taaactgace
cattagececy
tttecagcaaa
tgcgatgecat
cagcaacatc
tggcggtecyg
getggattac
cagcetteaac
ggtggaaage
actgacccag
aatctacctyg
cgatatccag
gaacctgage

caccaaattt

ctgcagtgtc gtgaactgct ggtgaaaaac accgatctge cgtttattgg cgatatcage

gatgtgaaaa ccgatatctt cctgegcaaa gatatcaacyg aagaaaccga agtgatctac

taccceggata acgtgagegt tgatcaggtg atcctgagca aaaacaccag cgaacatggr

45

120

180

240

300

360

420

480

540

500

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1329

60

120

180



10

15

20

25

cagctggate
caggtgtitt
gaaagccaga
gcgctggata
gcgggtgtte
accaacatcc
tatattggte
tttgeggtta
ctgggtgegt
gataactgce
acctggctga
ctgaactate
ggcagcgata
aaaattagcg
ctgttcaaaa
daagcgaaac
aaactgaaag
tataccaaca
ctt
<210>7

<211> 207
<212> ADN

tgctgtatcc
acggataaccg
aactgagcga
acagcgcgaa
agggeggtet
tgcgtaaaga
cggegetgaa
ccggtgtgac
ttgtgatcta
tggaacagcg
gecgtattat
aggegggtgce
aagaaaacat
aagcgatgaa
acatgctgce
tgatcaacct
cgaaagttaa

acagcctgct

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400>7
ggatccacgc
tttggeggtt
ggcggtggcg
acgcacggte
<210> 8

<211> 108
<212> ADN

acgtcgacgg
tecacgggege
gtagcggegg

tagaatgata

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 8

gagcattgat
tacccagaac
taacgtggaa
agtttacacc
gtttctgatg
taccckggat
cattagcaat
cattetgetg
tagcaaagtg
tattaaacgc
cacccagtte
gattaaagcqg
caaaagecag
taacatcaac
gaaagtgatc
gatcgatagce
caacagctte

gaaagatatc

ES 2607 789 T3

agcgaaaqgeg
gtggattace
gattttacct
tattttccga
tgggcgaacg
aaaatcagey
agegtgegte
gaagegttte
caggaacgca
tggaaagata
aacaacatea
aaaatecgatc
gttgaaaace
aaattcatec
gatgaactga
cacaacatta
cagaacacca

atcaacgaat

aaattctgce
tgaacagcta
ttacccgecag
ccctggegaa
atgtggtygga
atgttagcge
gtggcaattt
cggaatttac
acgaaatcat
gctatgaatg
gctaccagat
tggaatacaa
tgaaaaacag
gcgaatgeag
acgaatttga
ttctggtggg
tcceatttaa

acttcaatct

gggcgaaaac
ttactacectg
cattgaagaa
caaagttaat
agatttcacce
gattattccg
tacecgaagceyg
cattecggeg
caaaaccakte
gatgatgggc
gtacgatage
aaaatacagc
¢cctggatgey
cgktgacctac
tcgcaacacc
cgaagtggat
catcttecage

agactagaag

catcattace tccaaaacta aatctctgat c¢gaagghbegt

acgecaaatca gegegtaaat tagetaacca ggcgctageyg

tggcggtage ggecggtggeg gtagcgcact agtgeotgceag

aaagctt

ggatccacge acgtegacgg catcattace tccaaaacta aatctctgat agaaggtaga

aacaaagcege tgaacctgca gacgcacggt ctagaatgat aaaagctt

46

240
300
360
420
4B0
540
600
660
720
180
8440
200
960
1020
1080
1140
1200
1260

1263

60

120

180

207

60

108



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2607 789 T3

<210>9

<211> 186

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 9

catatgaata acctegggat tgagggtcgt tttggeggtt tcacgggege acgcaaatca

gegegtaaat tagetaacea gactagtgge ggtgggggta gtggeggtgg cggtteggge

gggggtggga gccctagggg atccgtcegac ctgcagggbtc tagaagecget agegtgataa
aagctt

<210> 10

<211>180

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 10

ggatccacge acgtcgacge gattgatggt cgttttggeg gtttcacggg cgcacgcaaa
tecagegegta aattagcetaa ccaggcegeta gogggeggbg geggtagegg cggtggeggt
agcggeggtg geggtagecge actagtgetg cagacgcacg gtctagaatg ataaaagett
<210> 11

<211> 249

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 11

ggatceacge acgtcgacgg catcattacc tccaaaacta aatctctgat cgaaggtegt
tacggtggtt tcatgaccte tgadaaatct cagaccecge tggttacect gttcaaaaac
gctatcatca aaaacgctta caaaaaaggt gaagcgctag cgggtgétgg tgattctogt

ggtggtggtt ctggtggtgg tggttctgeca ctagtgctge agacgcacgg tctagaatga
taazagett

<210> 12

<211> 207

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 12

47

60

120

180

186

60

120

180

60

120

180

240
248



10

ggatccacge
tttggcggtt
ggcggtggcg
acgcacggtc
<210> 13

<211> 2709
<212> ADN

acgtcgacgg
tcacgggege
gtagcggcgyg

tagaatgata

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 13
ggatccatgg
attgcttaca
cacaacaaaa
ctgaacccge
tctaccgata
tactccacey
ggeggttcta
cagccggacy
gatatcatcce
ggctacggtt
tecctggaag
gttaccctgyg
ccgaacegtg
agcttcgaag
gaaaacgagt

aaagcgaaat

agttcgttaa
tcaaaatecc
tctgggttat
caccggaage
acgaaaagga
5cctgggccg
ccatcgatac
gttecctateg
agttecgagtg
ccactcagta
tagacacgaa
ctcacgaact
tcttcaaagt
aactgegtac
tcecgtectgta

ccategtggg

catcattacce
acgcaaatca
tggcyggtage

aaagctt

caaacagttc
gaacgcetgge
cccggaacgk
gaaacaggtyg
caactaccty
tatgetgetg
cgaactgaaa
ttccgaagaa
taagagcttt
cateccgttte
cccactgctg
gattcatgca
taacaccaac
ttttogeggt
ctactataac

taccactget

ES 2 607

789 T3

tccaaaacta aatctctgat cgaaggtegt

gcgegtaaac gtaagaacca ggcgetageg

ggcggtggeg gtagcgcact agtgctgcag

aactataaaqg
cagatgcagc
gataccttta
ceggtatett
aaaggtgtta
actagcatcg
gtaatcgaca
ctgaacctgg
ggtcacgaag
tctecggact
ggcgctggta
ggccaccgec
gcgtattacyg
cacgacgcta
aagttcaaag

tctcteccagt

48

acccagttaa
cggtaaagge
ctaacccgga
actatgactc
ctaaactgtt
ttcgeggtat
ctaactgcat
tgatcaktcgg
ttctgaacct
tcaccttogg
aattcgcaac
tgtacggtat
agatgtccgg
aattcatcoa
atategcecatce

acatgaagaa

cggtgttgac
attcaaaatc
agaaggtgac
cacctacctg
cgagcgtatt
cccgttetay
caacgttatt
cecgtetget
cacccgtaac
ttttgaagaa
tgatcectgeg
cgccatcaat
tctggaagtt
ctctotgcaa

caccctgaac

cgtttttaaa .

60

120

180

207

60

120

180

240"

300

360

420

480

540

600
660
720
780
840
900

960



10

gaaaaatacc
gataaacttt
aaagttctga
gtgcegaaag
gctaatttta
ttecactggte
actaaatcte
aaattagcta
ggcggtageg
ccgagtgaag
aacatcgaag
tttaatttcyg
ggccagetgg
gacaaatata
atcgcactga
ttctctageg
tgggttgaac
aaaattgegy
atgctgtaca
gagttcatcc
gcaaacaagyd
tgggatgaag
gaccteatec
atcattaact
atcgacgate
aagttcctga
aaacgtctgg
aaccgtggea
tcgaccgaca
ctagactag
<210> 14

<211>902
<212> PRT

tgetecagega
acaaaatgcet
accgcaaaac
ttaactacac
acggccagaa
tgttcgagtt
tgatagaagg
accaggcgcet
cactagtgct
acaacttecac
cagccgaaga
acaacgagee
aactgatgcce
ccatgtteca
ctaactcegt
actacgtgaa
agettgteta
atatcactat
aagacgactt
cggaaatcgce
ttctgactgt
tttacaaata
gcaaaaaaat
accagtacaa
tgtectctaa
accagtgctc
aggacttcga
ctctgatcgg

tcccttttea

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 14

agacacctcc
gactgaaatt
ctatctgaac
tatctacgat
cacggaaatc
ttacaagctg
tagatttgge
agcgggcggt
gcagtatate
caacgacctg
aaacatcteg
ggaaaacatt
gaacatcgaa
ctacctgege
taacgaagct
aaaggtcaac
tgattttacc
catcatceceg
cgttggcgea
catcceggta
acaaaccatc
tatcgtgacc
gaaagaagca
ccagtacacc
actgaacgaa
tgtaagctat
tgcgtctetg
tcaggttgat

getcagtaaa

ES 2607 789 T3

ggcaaattet
tacaccgaag
ttcgacaagy
ggtttcaacc
aacaacatga
ctgtgegteyg
ggtttcacgg
ggcggtagceg
aaggttaaca
adcaaaggtg
ckggacctga
tctatcgaaa
cgttteccaa
gcgcaggaat
ctgctcaacc
aaagcgactg
gacgagacgt
tacatcgygte
ctgatcttet
ctgggcacct
gacaacgcgc
aactggctgg
ctggaaaace
gaggaagaaa
tceecatcaaca
ctgatgaact
aaagacgccc
cgtctgaagy

tatgtcgata

ctgtagacaa
acaacttegt
cagtattcaa
tgcgtaacac
acttcacaaa
acggcatcat
gecgcacgcaa
gcggtggcgyg
actgggattt
aagaaatcac
tcecagecagta
acctgagecte
acggtaaaaa
ttgaacacygyg
cgbcecgtgt
aagctgcaat
ccgaagtate
cggctectgaa
ccggtgeggt
ttgctoctggt
tgagcaaacyg
ctaaggttaa
aggcggaage
aaaacaacat
aagctatgat
ccatgatcce
tgctgaaata
acaaagtgaa

accaacgcct

49

gttgaaattc
taagttcttt
aatcaacatc
caacckggcet
actgaaaaac
tacctccaaa
atcagcgcgt
tagcggcggt
attcttcage
ctcagatact
ctacctgacc
tgatatcatc
gtacgagctg
caaatccegt
atacacctte
gttcttgggt
tactaccgac
cattggcaac
gatcctgetg
ttcttacatt
taacgaaaaa
tactcagatc
taccaaggca
caacttcaac
caacatcaac
gtacggtgtt
catttacgac
caatacctta

tttgtececact

1020
1080
1140
1200
1260
13290
1380
14490
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700

2709



ES 2607 789 T3

Gly Ser Met Glu Phe Val Asn Lys Gln Phe Asn Tyr Lys Asp Pro Val

Asn Gly Val Asp Ile Ala Tyr Ile Lys Ile Pro Asn Ala Gly Gln Met
20 25 30

Gln Pro Val Lys Ala Phe Lys Ile His Asn Lys Ile Trp Val Ile Pro
35 40 45

Glu Arg Asp Thr Phe Thr Asn Pro Glu Glu Gly Asp Leu Asn Pro Pro
50 55 60

Pro Glu Ala Lys Gln Val Pro Val Ser Tyr Tyr Asp Ser Thr Tyr Leu
65 . 70 75 210)

Ser Thr Asp Asn Glu Lys Asp Asn Tyr Leu Lys Gly Val Thr Lys Leu
85 a0 95

Phe Glu Arg Ile Tyr Ser Thr asp Leu Gly Arg Met Leu Leu Thr Ser
100 105 110

Ile val Arg Gly Ile Pro Phe Trp Gly Gly Ser Thr Ile Asp Thr Glu
115 120 125

Leu Lys Val Ile Asp Thr Asn Cys Ile Asn Val Ile Gln Pro Asp Gly
130 135 140

Ser Tyr Arg Ser Glu Glu Leu Asn Leu Val Ile Ile Gly Pro Ser Ala
145 150 155 160

Asp Ile Ile Gln Phe Glu Cys Lys Ser Phe Gly His Glu Val Leu Asn
165 170 175

Leu Thr arg Asn Gly Tyr Gly Ser Thr Gln Tyr lIle Arg Phe Ser Pro
180 185 190

Asp Phe Thr Fhe Gly Phe Glu Glu Ser Leu Glu Val Asp Thr Asn Pro
195 200 205

50



ES 2607 789 T3

Leu Leu Gly Ala Gly Lys Phe Ala Thr Asp Pro Ala Val Thr Leu Ala
210 215 220

His Glu Leu Ile His Ala Gly His Arg Leu Tyr Gly Ile Ala Ile Asn
225 230 235 240

Pro Asn Arg Val Phe Lys Val Asn Thr Asn Ala Tyr Tyr Glu Met Ser
245 250 25%

Gly Leu Glu val Ser Phe Glu Glu Leu Arg Thr Phe Gly Gly His Asp
260 265 270

Ala Lys Phe Ile Asp Ser Leu Gln Glu Asn Glu Phe Arg Leu Tyr Tyr
275 280 285

Tyr Asn Lys Phe Lys Asp Ile Ala Ser Thr Leu Asn Lys Ala Lys Ser
290 295 300

Ile vVal Gly Thr Thr Ala Ser Leu Gln Tyr Met Lys Asn Val Phe Lys
3ps 310 315 320

Glu Lys Tyr Leu Leu Ser Glu Asp Thr Ser Gly Lys Phe Ser val Asp
325 330 335

liys Leu Lys Phe Asp Lys Leu Tyr Lys Met Leu Thr Glu Ile Tyr Thr
340 345 350

Glu Asp Asn Phe Val Lys Phe Phe Lys Val Leu Asn Arg Lys Thr Tyr
358 360 365

Leu Asn Fhe Asp Lys Ala Val Phe Lys Ile Asn Ile Val Pro Lys Val
370 375 380

Asn Tyr Thr Ile Tyr Asp Gly Phe Asn Leu Arg Asn Thr Asn Leu ala
ags 390 395 400

Ala Asn Phe Asn Gly Gln Asn Thr Glu Ile Asn Asn Met Asn Phe Thr
405 410 415

Lys Leu Lys Asn Phe Thr Gly Leu Phe Glu Phe Tyr Lys Leu Leu Cys
420 425 430

Val Asp Gly Ile Ile Thr Ser Lys Thr Lys Ser Leu Ile Glu Gly Arg
435 440 445
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Phe Gly Gly Phe Thr ¢ly Ala Arg Lys Ser Ala Arg Lys Leu Ala Asn
450 455 460

Gln Aia Leu Ala Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly
465 470 475 480

Gly Gly Ser Ala Leu Val Leu Gln Cys Ile Lys Val Asn Asn Trp Asp
485 490 495

L.eu Phe Phe Ser Pro Ser Glu Asp Asn Phe Thr Asn Asp Leu Asn Lys
500 505 510

Gly Glu Glu Ile Thr Ser Asp Thr Asn Ile Glu Ala Ala Glu Glu Asn
515 520 525

Ile Ser Leu Asp Leu Ile Gln Gln Tyr Tyr Leu Thr Phe Asn Phe Asp
530 . 535 540

Asn Glu Pro Glu Asn Ile Ser Ile Glu Asn Leu Ser Ser Asp Ile Ile
545 550 555 560

Gly Gln Leu Glu Leu Met Pro Asn Ile Glu Arg Phe Pro Asn Gly Lys
565 570 575

Lys Tyr Glu Leu Asp Lys Tyr Thr Met Phe His Tyr Leu Arg Ala Gln
580 585 590

Glu Phe Glu His Gly Lys Ser Arg TIle Ala Leu Thr Asn Ser Val Asn
595 600 605

Glu Ala Leu Leu Asn Pro Ser Arg Val Tyr Thr Phe Phe Ser Ser Asp
610 615 620

Tyr vVal Lys Lys Val Asn Lys Ala Thr Glu Ala Ala Met Phe Leu Gly
625 630 635 640

Trp Val Glu Gln Leu Val Tyr Asp Phe Thr Asp Glu Thr Ser Glu Vval
645 650 655

Ser Thr Thr Asp Lys Ile Ala Asp Ile Thr Ile Ile Ile Pro Tyr Ile
660 665 670

Gly Pro Ala Leu Asn Ile Gly Asn Met Leu Tyr Lys Asp Asp Phe Val
675 680 685

52



10

Gly

Glu

705

Ala

Leu

Glu

Gln

785

Ile

Ile

Asn

Ser

Leu

865

Ser

Leu

Ala

690

Ile

Asn

Asn

Ala

Ala

770

Asp

Asn

Ser

Leu

850

Ile

Leu

<210> 15
<211> 2736
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 15

Leu

Ala

Lys

Glu

Lys

755

Leu

Asn

Asp

Ile

Met

835

Lys

Gly

Asp

Ser

Ile

Ile

val

Lys

740

val

Glu

Gln

Leu

Asn

820

Ile

Asp

Gln

Ile

Thr
900

Phe

Pro

Leu
725

Trp

Asn

Asn

Tyr

Ser

805

Lys

Pro

Ala

Val

Pro

885

Leu

Ser

Val

710

Thr

Asp

Thr

Gln

Thr

780

Ser

Phe

Leu

Asp

B70

Phe

Asp

Gly

695

Leu

val

Glu

Gln

Ala

775

Gliu

Lys

Leu

Gly

Leu

855

Axg

Gln

Ala

Gly

Gln

val

Ile

760

Glu

Glu

Leu

Asn

val

840

Lys

Leu

Leu

ES 2607 789 T3

Val

Thr

Thr

745

Asp

Ala

Glu

Asn

Gln

825

Lys

Lys

Ser

Ile

FPhe

Ile

730

Lys

Leu

Thr

Lys

Glu

810

Cys

Arg

Ile

Asp

Lys
890

Leu

Ala

715

Asp

Ile

Lys

Asn

795

Ser

Ser

Leu

Lys
875

Leu

700

Leu

Asn

Ile

Arg

Ala

780

Asn

Ile

val

Glu

Asp

860

val

val

53

Glu

Val

Ala

val

Lys

765

Ile

Ile

Asn

Ser

Asp

845

Asn

Asn

Asp

Phe

Ser

Leu

Thx

750

Lys

Ile

Asn

Lys

830

Phe

Arg

Asn

Asn

Ile

Ser

735

Asn

Met

Asn

Phe

Ala

815

Leu

Asp

Gly

Thr

Gln
895

Pro

Ile

720

Lys

Trp

Lys

Tyr

Asn

800

Met

Met

Ala

Thr

Leu

880

Arg



ctcgggattg
gctaaccaga
cctaggggat
gttgacattyg
aaaatccaca
ggtgacctga
tacctgtcta
cgtatttact

ttctggggeg

gttattcage.

tetgetgata
cgtaacgget
gaagaatcce
cctgeggtta
atcaatccga
gaagttagct
ctgcaagaaa
ctgaacaaag
tttaaagaaa
aaattcgata
ttctttaaag
aacatcgtac
ctggctgeta
aaaaacttca
tccaaaacta
gttaacaact
aaaggtgaag
gacctgatcc

atcgaaaace

agggtcgttt
ctagtaggegg
ccatggagtt
cttacatcaa
acaaaatctyg
acccgccacco
ccgataacga
ccaccgacct
gttctaccat
cggacggtte
tcatccagtt
acggttccac
tggaagtaga
ccetggetea
accgtgtctt
tegaagaact
acgagttccg
cgaaatccat
aatacctgcect
aactttacaa
ttetgaaccg
cgaaagttaa
attttaacgg
ctggtctgtt
aatctetgat
gggatttatt
aaatcacctce
agcagtacta

tgagctctga

tggcggtttc
tgggggtagt
cgttaacaaa
aatceccgaac
ggttateccg
ggaagcgaaa
aaaggacaac
ggagcegtatg
cgataccgaa
ctatcgttce
cgagtgtaag
tcagtacate
cacgaaccca
cgaactgatt
caaagttaac
gegtactttt
tctgtactac
cgtgggtace
cagcgaagac
aatgctgact
caaaacctakt
ctacactatc
ccagaacacyg
cgagttttac
agaaggtaga
cttcagcceg
agatactaac
cctgaccttt

tatcatcgge

ES 2607 789 T3

acgggegeac
ggcggtggeg
cagttcaact
getggecaga
gaacgtgata
caggtgcecgg
tacctgaaag
ctgectgacta
ctgaaagtaa
gaagaactga
agctttggtce
cgtttctete
ctgctgggey
catgcaggce
accaacgegt
ggcggtcacg
tataacaagt
actgettcte
acctccggea
gaaatttaca
cbtgaactteg
tacgatggtt
gaaatcaaca
aagctgetgt
aacaaagecgc
agtgaagaca
atcgaagcag
aatttcgaca

cagctggaac

gcaaatcagc
gttegggegy
ataaagaccc
tgcagccoggt
cctttactaa
tatcttacta
gtgttactaa
gecategtteg
tcgacactaa
acctggtgat
acgaagttet
cggacttcac
ctggtaaatt
acegectata
attacgagat
acgctaaatt
tcaaagatat
tccagtacat
aattctectgt
ccgaagacaa
acaaggcagt
tcaacctgcg
acatgaactt
gcgtegacgg
tgaacgacct
acttcaccaa
ccgaagaaaa
acgagccgga

tgatgccgaa

54

gcgtaaatta
gggtgggagc

agttaacggt

aaaggcatte -

cccggaagaa
tgactccace
actgttcgag
cggtatcceg
ctgcatcaac
catcggcecy
gaacctcacc
ctteoggtttt
cgcaactgat
cggtategee
gtcecggtctg
catcgactet
cgcatccace
gaagaacgkt
agacaagttg
cttegttaag
attcaaaatc
taacaccaac
cacaaaactg
catcattaecc
ctgtatcaag
cgacctgaac
catctegetg
aaacatttct

catcgaacgt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9200
960

1020
1080
11440
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1740
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ttcccaaacyg
caggaatttg
ctcaacecgt
gcgactgaag
gagacgteccyg
atcggtecgg
atecttctecg
ggcacctttg
aacgcgctga
tggctggcta
gaaaaccagg
gaagaaaaaa
atcaacaaag
atgaactcca
gacgcectge
ctgaaggaca
gtcgataacc
<210> 16

<211> 911
<212> PRT

gtaaaaagta
aacacggcaa
cccgtgtata
ctgcaatgtt
aagtatctac
ctctgaacat
gtgeggtgat
ctctggtttc
gcazacgtaa
aggttaatac
cggaagctac
acaacatcaa
ctatgatcaa
tgatccegta
tgaaatacat
aagtgaacaa

aacgcecetttt

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 16

cgagctggac
atcccgtatce
cacctictte
cttgggttgg
taccgacaaa
tggcaacatg
cctactggag
ttacattgca
cgaaaaatag
tcagatcgac
caaggcaatc
cttcaacatc
catcaacaag
cggtgttaaa
ttacgacaac
taccttatcg

gtccactcta
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aaatatacca
gcactgacta
tctagcgact
gttgaacagc
attgcggata
ctgtacaaag
ttcatccegg
aacaaggttc
gatgaagttt
ctcatccgea
attaactace
gacgatctgt
ttcectgaace
¢gtctggagg
cgtggcacte
acecgacatcce

gactag

tgttccacta
actccgttaa
acgtgaaaaa
ttgtttatga
tcactatecakt
acgacttegt
aaatcgecat
tgactgtaca
acaaatatat
aaaaaatgaa
agtacaacca
cctctaaact
agtgctetgt
acttcgatge
tgatcggtca

cttttecagcet

cctgegegeg
cgaagctcty
ggtcaacaaa
ttttacegac
catceegtac
tggcgecactg
cceggtactg
aaccatcgac
cgtgaccaag
agaagcactg
gtacaccgag
gaacgaatce
aagctatetg
gtectetgaaa
ggttgatcgt

cagtaaatat

Leu Gly Ile Glu Gly Arg Phe Gly Gly Phe Thr
1 S 10

Ala Arg Lys Leu Ala Asn Gln Thr Ser Gly Gly
20 25

Ser Pro Arg Gly

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
35 40

Asn Lys Gln Phe Asn Tyr Lys Asp Pro Val Asn
S0 55

Gly Ala Arg Lys Ser
15

Gly Gly Ser Gly Gly
30

Ser Met Glu Phe val
45

Gly Val Asp Ile Ala
60

55

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700

2736
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Tyr Ile Lys Ile Pro Asn Ala Gly Gln Met Gln Pro Val Lys Ala Phe

Lys Ile His Asn Lys Ile Trp Val Ile Pro Glu Arg Asp Thr Phe Thr
85 90 95

Asn Pro Glu Glu Gly Asp Leu Asn Pro Pro Pro Glu Ala Lys Gln Val
160 105 110

Pro val Ser Tyr Tyr Asp Ser Thr Tyr Leu Ser Thr Asp Asn Glu Lys
115 120 125

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

Thr Asp Leu Gly Arg Met Leu Leu Thr Ser Ile Val Arg Gly Ile Pro
145 150 155 160

Phe Trp Gly Gly Ser Thr Ile Asp Thr Glu Leu Lys Val Ile Asp Thr
165 170 175

Asn Cys Ile Asn Val Ile Gln Pro Asp Gly Ser Tyr Arg Ser Glu Glu
180 185 190

Leu Asn Leu Val Ile Ile Gly Pro Ser Ala Asp Ile Ile Gln Phe Glu
195 200 205

Cys Lys Ser Phe Gly His Glu Val Leu Asn Leu Thr Arg Asn Gly Tyr
210 215 220

Gly Ser Thr Gln Tyr Ile Arg Phe Ser Pro Asp Phe Thr Phe Gly Phe
225 230 ) 235 240

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

Phe Ala Thr Asp Prc Ala Val Thr Leu Ala His Glu Leu Ile His Ala
260 265 270

Gly His Arg Leu TyYTr Gly Ile Ala Ile Asn Pro Asn Arg Val Phe Lys
275 280 285

Val Asn Thr Asn Ala Tyr Tyr Glu Met Ser Gly Leu Glu Val Ser Phe
290 295 300

56



Glu

305

Leu

Ile

Ser

Glu

Leu

385

Phe

val

Gly

Agn

Gly

465

Ser

Leu

Asp

Thr

Gln

Glu

Gln

Ala

Leu

Asp

370

TYr

FPhe

Phe

Phe

Thx

450

Leu

Lys

Cys

Asn

Asn
530

Leu

Glu

Ser

Gln

355

Thr

Lys

Lys

Lys

Asn

435

Glu

Phe

Thr

Ile

Phe

515

Ile

Arg

Asn

Thr

340

Ser

Met

val

Ile

420

Leu

Ile

Glu

Lys

Lys

500

Thr

Glu

Leu

Thr

Glu

325

Leu

Met

Gly

Leu

Leu

405

Asn

Arg

Asn

Phe

Ser

485

val

Asn

aAla

Thr

Phe

310

Phe

Asn

Lys

Lys

Thr

390

Asn

Ile

Asn

Asn

470

Leu

Asn

Asp

Ala

Phe

Gly

Arg

Lys

Asn

Fhe

375

Glu

Arg

val

Thr

Met

455

Lys

Ile

Asn

Leu

Glu
535

Gly

Leu

aAla

val

360

Ser

Ile

Lys

FPro

Asn

440

Asn

Leu

Glu

Trp

Asn

520

Glu

Phe
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Lys
345

Phe

Val

Thr

Lys

425

Leu

Phe

Leu

Gly

Asp

505

Lys

Asn

AsSp

Asp

330

Ser

Lys

ASD

Thr

Tyr

410

val

Ala

Thr

Cys

Arg

490

Leu

Gly

Ile

Asn

Ala

315

Ile

Glu

Lys

Glu

395

Leu

Asn

Ala

Lys

val

475

Asn

Phe

Glu

Ser

Glu

Lys

Asn

val

Lys

Leu

380

AsSp

Asn

Asn

Leu

460

Asp

Lys

Phe

Glu

Leu

540

Pro

57

Phe

Lys

Gly

365

Lys

Asn

Phe

Thr

Phe

445

Lys

Gly

Ala

Ser

Ile

525

Asp

Glu

Ile

phe

Thr

350

Leu

Phe

Phe

Asp

Ile

430

Asn

Asn

Ile

Leu

Pro

510

Thr

Leu

Asn

ASp

Lys

335

Thr

Leu

Asp

val

Lys

415

Gly

Phe

Ile

Asn

495

Sexr

Ser

Ile

Ile

Ser

320

ASp

Ala

Ser

Lys

Lys

400

Ala

Asp

Gln

Thx

Thr

480

Asp

Glu

Asp

Gin

Ser



545

Ile

Asn

Thr

Arg

Arg

625

Ala

Asp

Asn

Ala

705

Gly

Gln

val

Ile

Glu
785

Glu

Ile

Met

Ile

610

val

Thr

Phe

Ile

Met

690

val

Thr

Thr

Asp
770

Ala

Asn

Glu

Phe

595

Ala

Tyr

Glu

Thr

Thr

675

Leu

Ile

Phe

Ile

Lys

755

Leu

Thr

Leuy,

Arg

580

His

Leu

Thr

Ala

Asp

660

Ile

Leu

Ala

Asp

740

Ile

Lys

Ser
565

Phe

Thr

FPhe

Ala

645

Glu

Ile

Lys

Leu

Leu

725

Asn

Ile

Arg

Ala

S50

Ser

Pro

Leu

Asn

Phe

630

Met

Thr

Ile

Asp

Glu

719

val

Ala

val

Lys

Ile
790

Asp

Arg

Ser

615

Ser

Phe

Ser

Pro

Asp

695

Phe

Ser

Len

Lys
775

Ile

Iie

Gly

Ala

600

val

Ser

Leu

Glu

680

Phe

Ile

Ser

Asn

760

Met

Asn
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Ile

Lys

585

Gln

Asn

Asp

Gly

Val

665

Ile

val

Fro

Ile

Lys

745

Trp

Lys

Gly

570

Lys

Glu

CGlu

Trp

650

Ser

Gly

Gly

Glu

Ala

730

Arg

Leu

Glu

Gln

555

Gln

Phe

Ala

val

635

val

Thr

Pro

Ala

Ile

715

Asn

Asn

Ala

Ala

795

Leu

Glu

Glu

Leu

620

Lys

Glu

Thr

Ala

Leu

700

Ala

Lys

Glu

Lys

Leu

780,

Asn

58

Glu

Leu

His

€605

Leu

Lys

Gln

Asp

Leu

685

Ile

Ile

val

Lys

val

765

Glu

Gln

Leu

Asp

590

Gly

Asn

Val

Leu

Lys

670

Asn

Phe

Pro

Leu

Trp

750

Asn

Asn

Met

575

Lys

Lys

Pro

AsD

val

655

Ile

Ile

Ser

Val

Thx

735

Asp

Thr

Gln

Thx

560

Pro

Ser

Ser

Lys

640

Tyx

Ala

Gly

Gly

Leu

720

val

Glu

Gln

Ala

Glu
800



10

ES 2 607
Glu Glu Lys Asn Asn Ile Asn Phe Asn Ile Asp
805 810
Leu Asn Glu Ser Ile Asn Lys Ala Met Ile Asn
820 825
Asn Gln Cys Ser Val Ser Tyr Leu Met Asn Ser
835 840
Val Lys Arg Leu Glu Asp Phe Asp Ala Ser Leu
850 855

Lys Tyr Ile Tyr Asp Asn Arg Gly Thr Leu Ile
865 870 875

Leu Lys Asp Lys Val Asn Asn Thr Leu Ser Thr

885 B90O
Leu Ser Lys Tyr Val Asp Asn Gln Arg Leu Leu
900 905

<210> 17

<211> 2715

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 17
ggatccgaat tcatgccgat caccatcaac aacttcaact
aaaaacatcc tgtacctgga tacccatctg aataccctgg
tttecgtatca ccggcaacat ttgggttatt ccggaktcgtt
aatctgaata aaccgeegeg tgttaccagec ccgaaaageg
ctgagcaccg atagcgataa agataccttc ctgaaagaaa
atcaacagce gtgaaattgg cgaagaactg atctategeco
cegggcaaca acaacaccce gatcaacacce tttgattteg
gatgttaaaa cccgccaggg taacaattgyg gtgaaaaccg
attattaccg gtccgecgega aaacattatt gatccggaaa
aacaacacct ttgcggegca ggaaggkttt ggegegetga
cgct&tatgc tgacctatag caacgecgacc aacgatgttyg

789 T3

Asp Ley Ser

Ile Asn Lys

830

Ile
845

Met Pro

Lys Ala

860

ASD

Gly Gln Vval

Asp Ile Pro

Thr Leu

910

Ser

acagcgatcc
cgaacgaacc
ttagecgtaa
gttattacga
tcatcaaact
tgagcaccga
atgtggattt
gcagcattaa
ccagcacctt
gcattattag

gtgaaggceg

59

Ser
815

Lys

Phe Leu

Gly

Leu Leu

AsSp Axrg

880

Phe Gln

895

Asp

ggtagataac
ggaaaaagcg
cagraacccg
tecgaactat
gttcaaacge
tattcecgttt
caacagcgtt
cccgagegtyg
taaactgacc
cattagcceg

tttcagcaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



agcgaatttt
aacctgtatg
ttttacagee
accattgatc
tatcgeagea
aaatatatcg
agcggcgaag
atcttcaccy
agcaacgtgt
aacggcttta
cgtaatccgg
tgcgtcgacg
aaattagcta
ggcggtageg
tttattggeg
gaaaccgaag
aacaccageg
attctgccgg
aacégctatt
accegcagea
ctggecgaaca
gtggtggaag
gttagcgega
ggcaatttta
gaatttacca
gaaatcatca
tatgaatgga
taccagatgt
gaatacaaaa
aaaaacagec
gaatgcageg
gaatttgatc
ctggtgggcg
cecgtttaaca

ttcaatctag

<210> 18
<211> 904

geatggacec
gecatcgegat
agtacaacgt
tgattccgaa
ttgcgaaacy
gcgaatataa
ttaccgttaa
aatttaacta
ataccccggt
acatcccgaa
cgctgegtaa
cgatagatgg
accaggeoget
cacktagtgct
atatcagcga
tgatctacta
aacatggtca
gcegaaaacca
actacctgga
ttgaagaage
aagttaatge
atttcaccac
ttattecgta
ccgaagegtt
ttecggeget
aaaccatcga
tgatgggcac
acgatagcct
aatacageogg
tggatgtgaa
tgacctacct
gcaacaccaa
aagtggataa
tckttcageta

actag

gatcctgate
tecgaacgat
gaaactggaa
aagcgcgcege
tcetgaacage
acagaaactg
ccgeaataaa
tgegaaaatce
gaccgcgaat
aagcaacctg
agtgaacceg
tagatttggc
agegggeggt
gcagtgtcgt
tgtgaaaacc
cccggataac
gctggatctg
ggtgttttac
aagccagaaa
gebggataac
gggtgttcag
caacatcctg
tattggtccg
tgcggttace
gggtgegttt
taactgcctg
cktggctgage
gaactatcag
cagcgataaa
aattagcgaa

gttcaaaaac

agcgaaactg atcaacctga tcgatagcca caacattatt
actgaaagcg aaagttaaca acagetteca gaacaccatc

taccaacaac agectgetga aagatatcat caacgaatac

ES 2607 789 T3

ctgatgeatg
cagaccatta
catgcggaaa
aaatactteg
attaccaceg
atcegecaaat
ttcegtggaac
tataacgtge
attctggatg
aacgttctgh
gaaaacatge
ggtttcacgg
ggcggtageg
gaacktgctgg
gatatctice
gtgagcegttg
ctgtatccga
gataaccgta
ctgagcgata
agcgogaaag
ggcggtctgt
cgtaaagata
gegectgaaca
ggtgtgacca
gtgatctata
gaacagcgta
cgtattatca
gcgggtgcga
gaaaacatca
gcgatgaata

atgctgcoga

aactgaacca
gecagegtgac
tctatgegtt
aagaaaaagc
cgaatcogag
atcgetttgt
tgtacaacga
agaaccgtaa
ataacgtgta
ttatgagcca
tgkbacctgtt
gcgcacgcaa
geggtggegg
tgaaaaacac
tgegcaaaga
atcaggtgat
gecaktgatag
cccagaacgh
acgtggaaga
tttacaccta
ttctgatgtg
cectggataa
ttagcaatag
ttctgcecgga
gcaaagtgca
ttaaacgctg
cccagtteaa
ttaaagcgaa
aaagccaggt
acatcaacaa

aagtgatcga

60

tgcgatgeat
cagcaacatc
tggcggteeg
getggattac
cagcttcaac
ggtggaaagc
actgacccag
aatctacctyg
cgatatccag
gaacctgadc
caccaaattt
atcagcgcegt
tagecggeggt
cgatctgceg
tatcaacgaa
cctgagcaaa
cgaaagcgaa
ggattacctg
ttttaccttt
tttteegace
ggcgaacgak
aatcagcgat
cgtgegteot
agcgtttecy
ggaacgcaac
gaaagatage
caacatcagce
aatcgatctg
tgaaaacctg
attcatccge

tgaactgaac

720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
13890
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700

2715
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<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 18

Gly Ser Glu Phe Met Pro Ile Thr Ile Asn Asn Phe Asn Tyr Ser Asp
1 5 10 15

Pro Val Asp Asn Lys Asn Ile Leu Tyr Leu Asp Thr His Leu Asn Thr
20 25 30

Leu Ala Asn Glu Pro Glu Lys Ala Phe Arg Ile Thr Gly Asn Ile Trp
as 40 45

Val Ile Pro Asp Arg Phe Ser Arg Asn Ser Asn Pro Asn Leu Asn Lys
50 55 eQ

Pro Pro Arg Val Thr Ser Pro Lys Ser Gly Tyr Tyr Asp Pro Asn Tyr
65 70 75 80

Leu Ser Thr Asp Ser Asp Lys Asp Thr Phe Leu Lys Glu Ile Ile Lys
85 30 85

Leu Phe Lys Arg Ile Asn Ser Arg Glu Ile Gly Glu Glu Leu Ile Tyr
100 : 105 110

Arg Leu Ser Thr Asp Ile Pro Phe Pro Gly Asn Asn Asn Thr Pro Ile
115 120 125

aAsn Thr Phe Asp Phe Asp Val Asp Phe Asn Ser Val Asp Val Lys Thr
130 135 140

Arg Gln Gly Asn Asn Trp Val Lys Thr Gly Ser Ile Asn Pro Ser val
145 150 155 160

Ile Ile Thr Gly Pro Arg Glu Asn Ile Ile Asp Pro Glu Thr Ser Thr

61



Phe

Leu

Ala

Met

225

Thr

Glu

Ala

Ala

305

Lys

val

Glu

Lys

Thr

385

Asn

Lys

Ser

Thr

210

Asp

Leu

Ser

Ile

Arg

290

Lys

val

Leu

1le

370

Pro

Gly

Leu

Ile

195

Asn

Pro

Asn

2178

Lys

Arg

Ile

Glu

355

val

Phe

Thr

180

Ile

Asp

Ile

Gly

Ile

260

aAla

Tyr

Leu

Gly

Ser

340

Asn

Asn

Asn

165

Asn

Ser

val

Leu

Ile

245

FPhe

Phe

Phe

Asn

Glu

325

Ser

Glu

val

ala

Ile
4Qa5

Asn

Ile

Gly

Ile

230

Ala

Gly

Glu

Ser

310

Tyr

Gly

Leu

Gln

Asn

390

Pro

Thr

Sar

Glu

215

Leu

Ile

Serx

Gly

Glu

295

Ile

Lys

Glu

Thr

Asn

375

Ile

Lys

Phe

Pro

200

Gly

Met

Pro

Gln

Pro

280

Lys

Thr

Gln

val

Gln

360

Arg

Leu

Ser

ES 2607 789 T3

Ala

185

Arg

Arg

His

Asn

Tyr

265

Thr

Ala

Thr

Lys

Thx

345

Ile

Lys

AsSp

Asn

170

Ala

Phe

Phe

Glu

Asp

250

Asn

Ile

Leu

ala

Len

330

val

Phe

Ile

Asp

Leu
410

Gln

Met

Ser

Leu

235

Gln

val

Asp

Asp

Asn

315

Ile

Asn

Thr

Asn
395

Asn

Glu

Leu

Lys

220

Asn

Thr

LYs

Liewu

300

Pro

Arg

Arg

Glu

Leu

380

val

val

62

Gly

Thr

205

Ser

His

Ile

Leu

Ile

285

Ser

Lys

Asn

Fhe

365

Ser

Leu

Phe

190

Glu

Ala

Ser

Glu

270

Pro

Arg

Ser

Lys

350

Asn

Asn

Asp

Phe

175

Gly

Ser

Phe

Met

Ser

255

Lys

Ser

Phe

Arg

335

Phe

val

Ile

Met.
415

Ala

Asn

Cys

His

240

Val

Ala

Ser

Ile

Asn

320

Phe

val

Ala

Tyr

Gln

400

Gly



Gln

Met

Phe

Gln

465

Gly

Thr

Phe

Asp

His

545

Ile

val

val
625

val

Asn

Leu

Gly

450

Ala

Gly

Asp

Leu

Asn

530

Gly

Leu

Asp

Asn

Asn

610

Asn

val

Leu

435

Gly

Leu

Ser

Leu

Arg

515

Val

Gln

Pro

Vval

595

Ser

Ala

Glu

Sex

420

Leu

Phe

Ala

Ala

Pro

500

Lys

Ser

Leu

Gly

Leu

580

Glu

Ala

Gly

Asp

Arg

Phe

Thr

Gly

Leu

485

Phe

Asp

val

Asp

Glu

565

Asn

Asp

Lys

val

Phe
645

Asn

Thr

Gly

Gly

470

val

Ile

Ile

ASD

Leu

550

Asn

Sexr

Phe

Val

Gln

630

Thr

Pro

Lys

Ala

455

Gly

Leu

Gly

Asn

Gln

535

Leu

Gln

Thr

TYr

€15

Gly

Thr

Ala

Phe

440

Arg

Gly

Gln

Asp

Glu

520

Val

Val

Phe

600

Thr

Gly

Asn

ES 2607 789 T3

Leu

425

Cys

Lys

Ser

Cys

Ile

505

Glu

Ile

Pro

Phe

585

Thr

Leu

Ile

Arg

val

Ser

Gly

Arg

490

Ser

Thr

Leu

Ser

Tyr

570

Leu

Arg

Phe

Phe

Leu
650

Lys Val

Asp Ala

460

Gly Gly
475

Glu Leu

Asp Val

Glu Val

Ser Lys
540

Ile Asp
555

Asp Asn

Glu Ser

Ser Ile

Pro Thr

620

Leu Met
635

Arg Lys

63

Ile

445

Lys

Gly

Leu

Lys

Ile

525

Asn

Ser

Arg

Gln

Glu

605

Leu

Trp

Pro

430

Asp

Leu

Ser

val

Thr

510

Thr

Glu

Thr

Lys

590

Glu

Ala

Ala

Glu

Gly

Ala

Gly

Lys

495

Asp

Ser

Ser

Gln

575

Leu

Ala

Asn

Asn

Leu
655

Asn

Arg

Asn

Gly

480

Asn

Ile

Pro

Glu

Glu

560

Asn

Ser

Leu

Lys

Asp

640

Asp
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Lys Ile Ser Asp Val Ser Ala Ile Ile Pro Tyr Ile Gly Prc Ala Leu
660 665 670

Asn Ile Ser Asn Ser Val Arg Arg Gly Asn Phe Thr Glu Ala Phe Ala
675 680 685

Val Thr Gly Val Thr Ile Leu Leu Glu Ala Phe Pro Glu Phe Thr Ile
690 695 700

Pro aAla Leu Gly Ala Phe val Ile Tyr Ser Lys Val Gln Glu Axrg Asn
705 710 715 720

Glu Ile Ile Lys Thr Ile aAsp Asn Cys Leu Glu Gln Arg Ile Lys Arg
725 730 735

Trp Lys Asp Ser Tyr Glu Trp Met Met Gly Thr Trp Leu Ser Arg Ile
740 745 750

Ile Thr Gln Phe Asn Asn Ile Ser Tyr Gln Met Tyr Asp Ser Leu Asn
755 760 765

Tyr Gln Ala Gly Ala Ile Lys Ala Lys Ile Asp Leu Glu Tyr Lys Lys
7170 775 780

Tyr Ser Gly Ser Asp Lys Glu Asn Ile Lys Ser Gln Val Glu Asn Leu
785 790 795 800

Lys Asn Ser Leu Asp Val Lys Ile Ser Glu Ala Met Asn Asn Ile Asn
B80S 810 815

Lys Phe Ile Arg Glu Cys Ser Val Thr Tyr Leu Phe Lys Asn Met Leu
820 825 830

Pro Lys Val Ile Asp Glu Leu Asn Glu Phe Asp Arg Asn Thr Lys Ala
835 840 845

Lys Leu Ile Asn Leu Ile Asp Ser His Asn Ile Ile Leu Val Gly Glu
850 855 860

Val Asp Lys Leu Lys Ala Lys Val Asn Asn Ser Phe Gln Asn Thr Ile
B6S B70 875 880

Pro Phe Asn Ile Phe Ser Tyr Thr Asn Asn Ser Leu Leu Lys Asp Ile

885 890 895
Ile Asn Glu Tyr Phe Asn Leu Asp
900
<210> 19
<211> 2742
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 19
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ggateccgaat
aaaaacatcc
tttegtatca
aatctgaata
ctgagcacca
atcaacagcce
ccgggcaaca
gatgttaaaa
attattaccg
aacaacacct
cgctttatge
agegaatttt
aacctgtatg
ttttacagce
accattgatc
tatcgcagea
aaatatatcg
agcggcgaag
atcttcaccyg
agcaacgtgt
aacggettta
cgtaatccgg
tgegtegacyg

ttcacgggeg

tecatgecgat
tgtacctgga
ccggcaacat
aaccgecgeg
atagcgataa
gtgaaattgg
acaacacccc
ccegecaggyg
gkecgegega
ttgeggegea
tgacctatag
gcatggacce
gcatcgegat
agtacaacgt
tgattccgaa
ttgcgaaacg
gcgaatataa
ttaccgttaa
aatttaacta
atacccegot
acaktceoegaa
cgctgcgtaa
gcatecattac

cacgcaaate

caccatcaac
tacccatctg
ttggattatt
tgttaccage
agataccttc
cgaagaactg
gatcaacacc
taacaattgg
aaacattatt
ggaaggtttt
caacgcgace
gatcctgatce
tcegaacgat
gaaactggaa
aagcgegege
tctgaacage
acagaaactyg
ccgcaataaa
tgcgaaaatc
gaccgcgaat
aagcaacctg
agtgaacceg
ctccaaaact

agcgcegtaaa

ES 2607 789 T3

aacttcaact
aataccctgg
ccggategkt
ccgaaaageg
ctgaaagaaa
atctategece
tttgattteg
gtgaaaaccyg
gatccggaaa
ggcgegetga
aacgatgttg
ctgatgcatg
cagaccatta
tatgcggaaa
aaatacttcg
attaccaccy
atccgcaaat
ttcgtggaac
tataacgtgc
attctggatg
aacgttetot
ga;aacatgc
aaatctetga

ttagctaacc

acagcgatcec
cgaacgaacc
ttagccgtaa
gttattacga
tcatcaaact
tgagcaccga
atgbtggattt
gcagcattaa
ccagcacctt
gecattattag
gtgaaggceg
aactgaacca
gcagcgtgac
tctatgegtt
aagaaaaagc
cgaatccygag
atcgetttgt
tgtacaacga
agaaccgtaa
ataacgtgta
ttatggacca
tgtacctgtt
tagaaggtag

aggcgctage

65

ggtggataac
ggaaaaagcg
cagcaacccg
tccgaactat
gttcaaacge
tatteccgttt
caacagcgtt
cccgagogty
taaactgacc
cattagececy
tttcagcaaa
tgcgatgcat
cagcaacatce
tggcggtecy
gctggattac
cagcttcaac
ggtggaaage
actgacccag
aatctacctg
cgatatccag
gaacctgagce
caccaaattt
atttggcggt

gggceggtggc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
890
260

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1440
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ggtagcggeg
ctgctggtga
atcttectge
agocgttgate
tatcecgagea
aaccgtacce
agcgataacg
gcgaaagttt
ggtctgtttc
aaagataccc
ctgaacatta
gtgaccatte
atctatagca
cagcgtatta
attatcacec
ggtgcgatta
aacatcaaaa
atgaataaca
ctgccgaaag
aacctgatcg
gttaacaaca
ctgctgaaay
<210> 20

<211>913
<212> PRT

gtggeggtag
aaaacaccga
gcaaagatat
aggtgatcct
ttgatagcga
agaacgbtgga
tggaagattt
acacctattt
tgatgtggge
tggataaaat
gcaatagcgt
tgctggaagc

aagktgcagga

aacgctggaa’

agttcaacaa
aagcgaaaat
geccaggttga
tcaacaaatt
tgatcgatga
atagccacaa
gettccagaa

atatcatcaa

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 20

cggcggtggc_
tctgeegttt
caacgaagaa
gagcaaaaac
aagcgaaatt
ttacctgaac
tacctttace
tccgaccetg
gaacgatgtg
cagcgatgtt
gcgtegtgge
gtttccggaa
acgcaacgaa
agatagctat
catcagctac
cgatctggaa
aaacctgaaa
catccgcgaa
actgaacgaa
cattattctg
caccatcccg

cgaatacttc
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ggtagegcac
attggecgata
accgaagtga
accagcgaac
ctgeecgggeg
agctattact
cgcagecattg
gcgaacaaag
gtggaagatt
agcgcgatta
aattttaccyg
tttaccattc
atcatcaaaa
gaatggatga
cagatgtacg
tacaaaaaat
aacagectgg
tgcagcgtga
tttgatcgea
gtgggcgaag
tttaacatct

aatctagact

tagtgctgca
tcagcgatgt
tctactaccce
atggtcaget
aaaaccaggt
acctggaaag
aagaagcget
ttaatgeggg
tcaccaccaa
ttecgtatat
aagegtttge
cggegelgay
ccaktcgataa
tgggcacctyg
atagcctgaa
acagcggcag
atgtgaaaat
cctacctgtt
acaccaaagc
tggataaact
tcagctatac

ag

gtgtcgtgaa
gaaaaccgat
ggataacgtg
ggatctgetg
gttttacgat
ccagaaactyg
ggataacagc
tgttcaggge
catcctgegt
tggtecggeg
ggttaccggt
tgecgtttgty
ctgecctggaa
getgagecat
ctatcaggeg
cgataaagaa
tagcgaageg
caaaaacatg
gaaactgatce
gaaagcgaaa

caacaacagc

Gly Ser Glu Phe Met Pro Ile Thr Ile Asn Asn Phe Asn Tyr Ser Asp

1

5

10

15

Pro Val Asp Asn Lys Asn Ile Leu Tyr Leu Asp Thr His Leu Asn Thr
25

20

30

66

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

isse

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2742



Leu

val

Pro

65

Leu

Leu

Asn

Arg

145

Ile

Phe

Leu

Ala

Met

225

Asn

Thr

Ala

Ile

50

Pro

Ser

Phe

Leu

130

Gln

Ile

Lys

Ser

Thx

210

Asp

Leu

Ser

Asn
35

Pro

Arg

.Thr

Lys

Ser

115

Fhe

Gly

Thr

Leu

Ile

185

Asn

Pro

Asn

Glu

Asp

val

Asp

Arg

icc

Thr

Asp

Asn

Gly

Thr

180

Iie

Asp

Ile

Gly

Ile
260

Pro

Arg

Thr

Ser

85

Ile

AsSp

Phe

Asn

Pro

165

Asn

Ser

val

Leu

Ile

245

Phe

Glu

Phe

Ser

70

Asp

Asn

Ile

Asp

Trp

150

Arg

Asn

Ile

Gly

Ile

230

Ala

Lys

Sex

55

Pro

Lys

Ser

Pro

Val

135

val

Glu

Thr

Sex

Glu

218

Leu

Ile

Serxr

Ala

40

Arg

Lys

Asp

Arg

Phe

120

Asp

Lys

Asn

Phe

Pro

200

Gly

Met

Pro

Gln
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Phe

Asn

Ser

Thr

Glu

108

Pro

Phe

Thr

Ile

Ala

185

Axrg

Arg

Hig

Asn

265

Arg

Serx

Gly

Phe

90

Ile

Gly

Asn

Gly

Ile

170

Ala

Phe

Phe

Glu

hsp
250

Iie

Asn

T™vr

75

Leu

Gly

Asn

Ser

Ser

155

Asp

Gln

Met

Ser

Leu

235

Gln

val

Thr

Pro

60

Tyr

Lys

Glu

Asn

Val

140

Ile

Pro

Glu

Leu

Lys

220

Asn

Thr

Lys

67

Gly
45

Asn

Asp

Glu

Glu

Asn

125

Asp

Asn

Glu

Gly

Thr

205

Ser

His

Ile

Leu

Asn

Leu

Pro

Ile

Leu

110

Thr

wval

Pro

Thr

Phe

190

Tyx

Glu

Ala

Ser

Glu
270

Ile

Asn

bhsn

Ile

25

Ile

Pro

Lys

Ser

Ser

175

Gly

Ser

Phe

Met

Ser

255

Tyr

Trp

Lys

TYL

B8O

Lys

™YY

Ile

Thr

val

160

Thr

Ala

Asn

Cys

His

240

Val

Ala
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Glu Ile Tyr Ala Phe Gly Gly Pro Thr Ile Asp L.eu Ile Pro Lys Ser
275 280 285

Ala Arg Lys Tyr Phe Glu Glu Lys Ala Leu Asp Tyr Tyr Arg Ser Ile
290 295 300

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

Lys Tyr Ile Gly Glu Tyr Lys Gln Lys Leu Ile Arg Lys Tyr Arg FPhe
325 330 335

Val val Glu Ser Ser Gly Glu Val Thr Val Asn Arg Asn Lys Phe Val
340 345 350

Glu Leu Tyr Asn Glu Leu Thr Gln Ile Phe Thr Glu Phe Asn Tyr Ala
355 360 365

Lys Ile Tyr Asn Val Gln Asn Arg Lys Ile Tyr Leu Ser Asn Val Tyr
370 375 380

Thr Pro val Thr Ala Asn Ile Leu Asp AsSp Asn Val Tyr Asp Ile Gln
385 380 395 400

Asn Gly Phe Asn Ile Pro Lys Ser Asn Leu Asn Val Leu Phe Met Gly
405 410 415

Gln Asn Leu Ser Arg Asn Pro Ala Leu Arg Lys Val Asn Pro Glu Asn
420 425 430

Met Leu Tyr Leu Phe Thr Lys Phe Cys Val Asp Gly Ile Ile Thr Ser
435 440 445

Lys Thr Lys Ser Leu Ile Glu Gly Arg Phe Gly Gly Phe Thr Gly Ala
450 455 460

Arg Lys Ser Ala Arg Lys Leu Ala aAsn Gln Ala Leu Ala Gly Gly Gly
465 470 475 480

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Ala Leu Val Leu
485 490 495

Gln Cys Arg Glu Leu Leu Val Lys Asn Thr Asp Leu Pro Phe Ile Gly
500 505 510

68



Glu

Val
545

val

Phe

625

Gly

Asn

Ile

Leu
705

Ile

Mebt

Ile

Glu

530

Ile

Pro

Phe

Thr

610

Lieu

Ile

Tle

Gly

690

Glu

Cys

Met

Ser

515

Thr

Leu

Ser

yr

Leu

595

Arg

Phe

Phe

Leu

Pro

675

Asn

Ala

Ser

Leu

Gly

Asp

Glu

Ser

Ile

Asp

580

Glu

Ser

Fro

Leu

Arg

660

Tyr

Phe

Phe

Lys

Glu

740

Thr

Val

val

Lys

Asp

565

Asn

Ser

Ile

Thr

M=t

645

Lys

Ile

Thr

Pro

Val

725

Gln

Trp

Lys

Ile

Asn

580

Ser

Arg

Gln

Glu

Leu
630

Trp

Asp

Gly

Glu

Glu

710

Gln

Arg

Leu

Thr

535

Thr

Glu

Thr

Lys

Glu

615

Ala

Ala

Thr

Pro

aAla

695

Phe

Glu

Ile

Ser

Asp
520

TYr

Ser

Ser

Gln

Leu

600

Ala

Asn

Asn

Leu

Ala

680

Phe

Thr

Arg

Lys

Arg
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Ile

Pro

Glu

Glu

Asn

585

Ser

Leu

Lys

Asp

Asp

665

Leu

Ala

Ile

Asn

Arg

745

Ile

Phe

Asp

His

Ile

870

val

Asp

Asp

val

val

650

Lys

Asn

Vval

Pro

Glu
130

Ty

Ile

Leu

Asn

Gly

555

Leu

Asp

Asn

Asn

Arg

val

540

Gln

Pro

val

Ser

. 620

Asn

635

Val

Iie

Ile

Thr

Ala

715

Ile

Lys

Thr

Ala

Glu

Ser

Ser

Gly

70C

Leu

Ile

Asp

Gln

69

Lys

525

Ser

Leu

Gly

Leu

Glu

605

Ala

Gly

Asp

Asp

Asn

685

Vval

Gly

Lys

Ser

Phe

asp

val

Asp

Glu

Asn

590

ASD

Lys

val

Phe

val

670

Ser

Thr

Ala

Thr

750

Asn

Ile

Asp

Leu

Asn

575

Ser

Phe

Val

Gln

Thr

655

Ser

val

Ile

Phe

Ile

735

Glu

Asn

Asn

Gln

Leu

560

Gln

Thr

Gly

640

Thr

Ala

Arg

Leu

val

720

Asp

Trp

Ile
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755

Ser
770

Ala
78S

Lys
Asn Ile
Ile

Ser

val Thr

Gln

Ile

Lys

Glu

Met Tyr

Asp Leu

Asp

Glu

760

Ser Leu

775

Lvys

790

Gln
805

Ser

Ala
820

Met

Leu Phe

835

Glu
850

Asn

Ser His

865

Vval Asn

Thr Asn

Asp
<210> 21

<211> 2673
<212> ADN

Phe

Asn

Asn

Asn

Asp Arg

Ile Ile

val

Asn

Lys

Asn

Leu

Glu Asn

Ile

Asn

Met
840

Asn

Thr
855

Lys

vVal Gly

870

Phe
B85

Ser

Ser Leu

200

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 21

ggatccatgg
attgcttaca
cacaacaaaa
ctgaaccege

tctaccgata

agttcgttaa
tcaaaatccce
tctgggttat
caccggaage

acdgaaaagga

Gln

Leu

Asn Thr

Lys Asp

caaacagttc
gaacgctggce
cceggaacygt
gaaacaggtg

caactacctg
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Asn

Lys Tyr

Gln

Ser

765

Ala
780

Gly

Gly Ser

795

Leu Lys

810

Asn
825

Lys
Lew Pro
Ala

Lys

Glu val

Asn

Phe

Lys

Leu

Asp

Ser Leu

Ile

Ala

AsSp

Asp

Glu

Ile Lys

Glu
800

Lys

val
815

Lys

Cys Ser

B30

val Ile

845

Ile
860

Asn

Lys Leu

875

Ile Pre

890

Ile
905

Ile

aactataaag
cagatgcagc
gataccttta
ccggtatett

aaaggtgtta

Phe

Asn

Asn Ile

Glu

Asp

Leu

Lys

Phe

Phe

Glu Leu

Ile Asp

Ala Lys

880

Ser
895

Asn Leu

910

acccagtiaa
cggtaaaggc
ctaacccgga
actatgactc

ctaaactgtt

70

cggtgttgac
attcaaaatc
agaéggtgac
caccﬁacctg

cgagegtatt

60

120

180

240

300



tactecaceg
ggcggttcta
cagccggace
gatatcatcc
ggctacggtt
tcectggaag
gttaccctgg
ccgaaccgtg
agcttegaag
gaaaacgagt
aaagcgaaat
gaaaaatacc
gataaacttt
aaagttctga
gtgccgaaag
gctaatttta
ttecactggte
actaaatcte
agcggcggtg
aacaactggg
ggtgaagaaa
ctgatccage
gaaaacctga
ccaaacggta
gaatttgaac
aaccegteee
actgaagcty
acgtocgaag
ggtccggete

ttcteeggtg

acctgggceg
ccatcgatac
gttecctakteg
agttcgagtg
ccactcagta
tagacacgaa
ctcacgaact
tcttcaaagt
aactgegtac
tcegtetgta
ccatcgtggg
tgctcagega
acaaaatgct
accgcaaaac
ttaactacac
acggecagaa
tgttcgagtt
tgatagaagg
gcggtagegyg
atttattett
tcacctcaga
agtactacct
gctctgatat
aaaagtacga
acggcaaatc
gtgtatacac
caatgtgctt
tatctactac
tgaacattygg

cggtgatecct

tatgetgetg
cgaactgaaa
ttccgaagaa
taagagcttt
catcecgtite
cccactgetg
gattcatgea
taacaccaac
ttttggcggt
ctactataac
taccactget
agacacctcee
gactgaaatt
ctatctgaac
tatctacgat
cacggaaate
ttacaagetg
tagatacggt
cggtggcggt
cagcccgagt
tactaacatc
gacctttaat
catcggccag
gctggacaaa
cegbatcgea
cttettetet
gggttgggtt
cgacaaaatt
caacatgetyg

gctggagttc
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actagcatcg
gtaatcgaca
ctgaacctgg
ggtcacgaag
tcteceggact
ggcgcetggta
ggecaccgec
gcegtattacyg
cacgacgcta
aagttcaaag
tectecteecagt
ggcaaattct
tacaccgaag
ttcgacaagg
ggtttcaacc
aacaacatga
ctgrgegteg
ggtttecatgg
agcgcactag
gaagacaact
gaageagecy
ttcgacaacg
ctggaactga
tataccatgt
ctgactaact
agegactacg
gaacagcttg
gcggatatca
tacaaagacg

atcceggaaa

ttcgeggtat
ctaactgcat
tgatecatcgg
ttctgaacct
tcaccttega
aattcgeaac
tgtacggtat
agatgtcegg
aattcatcga
atatcgcatc
acatgaagaa
ctgtagacaa
acaacttegt
cagtattcaa
tgcgtaacac
acttcacaaa
acggcatecat
cgctageggg
tgctgcagtg
tcaccaacga
aagaaaacat
agccggaaaa
tgccgaacat
tccactacct
ccgttaacga
tgaaaaaggt
Lttatgattt
ctatcatcat
acttegttgg

tegecatcee

71

ceccgttctgg
caacgttatt
ceocgtetget
caccecgtaac
ttttgaagaa
tgatectgcg
cgccatcaat
tctggaagtt
ctotctgcaa
caccctgaac
cgttittaaa
gttgaaattc
taagttcttt
aatcaacatc
caacctggct
actgaaaaac
tacctccaaa
cggtggeggt
tatcaaggtt
cctgaacaaa
ctcgctggac
catttetatce
cgaacgtttce
gcgegegeag
agctctgcte
caacaaagcg
taccgacgag
cccgtacatc
cgcactgatc

ggtactgggc

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1980

2040

2100



10

acctttgcte tggtttetta cattgcaaac

gegctgagca aacgtaacga aaaatgggat

ctggctaagg ttaatactca gatcgacctc

aaccaggcgg aagctaccaa ggcaatcatt

gaaaaaaaca acatcaactt caacatcgac

aacaaagcta tgatcaacat caacaagttce

aactccatga tccegtacgg tgttaaacgt

geectgetga aatacattta cgacaacegt

aaggacaaag tgaacaatac cttatcgacc

gataaccaac gccttttgte cactctagac

<210> 22

<211> 890

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 22

Gly Ser Met Glu Phe Val Asn Lys

1 5

Asn Gly Val Asp Ile Ala Tyr Ile

20

Gln Pre Val Lys Ala Phe Lys Ile
35 40

Glu Arg Asp Thr Phe Thr Asn Pro

S0 55

Pro Glu Ala Lys Gln Val Pro val

65 70

Ser Thr Asp Asn Glu Lys Asp Asn

85
Phe Glu Arg Ile Tyr Ser Thr Asp
100

Ile Val Axg Gly Ile Pro Phe Trp

115 1290
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aaggttctga
gaagtttaca
atccgcaaaa
aactaccagt
gatetgtect
ctgaaccagt
ctggaggact
ggcactctga
gacatccctt

tag

Gln Phe

10

Asn

Lys Ile Pro

25

His Asn Lys

Glu Glu Gly

Sexr

Leu
920

Lys

Leu
105

Gly Arg

Gly Gly Ser

ctgtacaaac
aatatatcgt
aaatgaaaga
acaaccagta
ctaaactgaa
gctcetgtaag
tcgatgegte
teggtecaggt

ttcagctcag

Lys

Asn Ala

Ile Trp

45

Asp Leu

60

Asp Ser

Val

Gly

Met Leu

Asp

Gly

30

val

Asn

Thr

Lieu

catcgacaac
gaccaactgy
agcactggaa
caccgaggaa
cgaatccate
ctatctgatg
tetgaaagac
tgatcgtctyg

taaatatgtc

Pro val

15

Gln Met

1le Pro

Pro Pro

Leu
80

Lys Leu

a5

Thr Ser

110

Ile
125

72

Asp

Thr Glu

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2673
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Leu Lys Val Ile Asp Thr Asn Cys Ile Asn Val Ile Gln Pro Asp Gly
130 135 140

Ser Tyr Arg Ser Glu Glu Leu Asn Leu Val Ile Ile Gly Pro Ser Ala
145 150 155 160

Asp Ile Ile Gln Phe Glu Cys Lys Ser Phe Gly His Glu Val Leu asn
165 170 175

Leu Thr Arg Asn Gly Tyr Gly Ser Thr Gln Tyr Ile Arg Phe Ser Pro
130 185 120

Asp Phe Thr Phe Gly Phe Glu Glu Ser Leu Glu Val Asp Thr Asn Pro
195 200 205

Leu Leu Gly Ala Gly Lys Phe Ala Thr Asp Pro Ala Val Thr Leu Ala
2190 215 220

His Glu Leu Ile His Ala Gly His Arg Leu Tyr Gly Ile Ala Ile Asn
225 230 235 240

Pro Asn Arg Val Phe Lys Val Asn Thr Asn Ala Tyr Tyr Glu Met Ser
245 250 255

Gly Leu Glu Val Ser Phe Glu Glu Leu Arg Thr Phe Gly Gly His Asp
260 265 270

Ala Lys Fhe Ile Asp Ser Leu Gln Glu Asn Glu Phe Arg Leu Tyr Tyrx
275 280 285

Tyr Asn Lys Phe Lys Asp Ile Ala Ser Thr Leu Asn Lys Ala Lys Ser
290 295 300

Ile Val Gly Thr Thr Ala Ser Leu Gin Tyr Met Lys Asn Val Phe Lys
305 310 315 320

Glu Lys Tyr Leu Leu Ser Glu Asp Thr Ser Gly Lys Phe Ser val Asp
325 330 335

Lys Leu Lys Phe Asp Lys Leu Tyr Lys Met Leu Thr Glu Ile Tyr Thr
340 345 350

Glu Asp Asn Phe Val Lys Phe Phe Lys Val Leu Asn Arg Lys Thr Tyr
i5s 360 365
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Leu Asn Phe Asp Lys Ala Val Phe Lys Ile Asn Ile Val Pro Lys Val
370 375 380

Asn Tyr Thr Ile Tyr Asp Gly Phe Asn Leu Arg Asn Thr Asn Leu Ala
385 390 395 400

Ala Asn Phe aAsn Gly Gln Asn Thr Glu Ile Asn Asn Met Asn Phe Thr
405 410 415

Lys Leu Lys Asn Phe Thr Gly Leu Phe Glu Phe Tyr Lys Leu Leu Cys
420 425 430

val Asp Gly Ile Ile Thr Ser Lys Thr Lys Ser Leu Ile Glu Gly Arg
435 440 445

Tyr Gly Gly Phe Met Ala Leu Ala Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly
450 455 460

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Ala Leu Val Leu Gln Cys Ile Lys val
465 470 475 480

Asn Asn Trp Asp Leu Phe Phe Ser Pro Ser Glu Asp Asn Phe Thr Asn
485 490 495

Asp Leu Asn Lys Gly Glu Glu Ile Thr Ser Asp Thr Asn Ile Glu ala
500 505 510

Ala Glu Glu Asn Ile Ser Leu Asp Leu Ile Gln Gln Tyr Tyr Leu Thr
515 520 525

Phe Asn Phe Asp Asn Glu Pro Glu Asn Ile Ser Ile Glu Asn Leu Ser
530 535 540

Ser Asp Ile Ile Gly Gln Leu Glu Leu Met Pro Asn Ile Glu Arg Phe
545 550 555 560

Pro Asn Gly Lys Lys Tyr Glu Leuw Asp Lys Tyr Thr Met Phe His Tyr
565 570 575

Leu Arg Ala Gln Glu Phe Glu His Gly Lys Ser Arg Ile Ala Leu Thr
580 585 590

Asn Ser Val Asn Glu Ala Leu Leu Asn Pro Ser Arg Val Tyr Thr phe
595 600 605

74
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Phe Ser Ser Asp Tyr Val Lys Lys Val aAsn Lys Ala Thr Glu Ala Ala
‘610 615 620 °

Met Phe Leu Gly Trp Val Glu Gln Leu Val Tyr Asp Phe Thr Asp Glu
625 630 635 640

Thr Ser Glu Val Ser Thr Thr Asp Lys Ile Ala Asp Ile Thr TIle Ile
645 650 655

TIle Pro Tyr Ile Gly Pro Ala Leu Asn Ile Gly Asn Met Leu Tyr Lys
660 665 670

Asp Asp Phe Val Gly Ala Leu Ile Phe Ser Gly Ala Val Ile Leu Leu
675 680 685

Glu Phe Ile Pro Glu Ile Ala Ile Pro Val Leu Gly Thr Phe Ala Leu
690 695 700

Val Ser Tyr Ile Ala Asn Lys Val Leu Thr Val Gln Thr Ile Asp Asn
705 710 715 720

Ala Leu Ser Lys Arg aAsn Glu Lys Trp Asp Glu Val Tyr Lys Tyr Ile
725 730 735

Val Thr Asn Trp Leu Ala Lys Val Asn Thr Gln Ile Asp Leu Ile Arg
740 745 750

Lys Lys Met Lys Glu Ala Leu Glu Asn Gln Ala Glu Ala Thr Lys Ala
755 760 765

Ile Ile Asn Tyr Gln Tyr Asn Gln Tyr Thr Glu Glu Glu Lys Asn Asn
770 775 780

Ile Asn Phe Asn Ile Asp Asp Leu Ser Ser Lys Leu Asn Glu Ser Ile
785 790 795 800

Asn Lys Ala Met Ile Asn Jle Asn Lys Phe Leu Asn Gln Cys Ser Vval
805 810 B15

Ser Tyr Leu Met Asn Ser Met Ile Pro Tyr Gly Val Lys Arg Leu Glu
820 825 830

Asp Phe Asp Ala Ser Leu Lys Asp Ala Leu Leu Lys Tyr Ile Tyr Asp
835 840 845

Asn Arg Gly Thr Leu Ile Gly Gln Val Asp Arg Leu Lys Asp Lys Val
850 855 860

Asn Asn Thr Leu Ser Thr Asp Ile Pro Phe Gln Leu Ser Lys Tyr Val
865 870 875 880

Asp Asn Gln Arg Leu Leu Ser Thr Leu Asp
885 890

<210> 23
<211> 2751

75



10

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 23
ggatccatgg
attgcttaca
cacaacaaaa
ctgaaccogce
tctaccgata
tactccaccg
ggcggttcta
cagccggacg
gatatcatcc
ggctacggtt
tcecctggaag
gttaccctgg
cecgaacegtg
agctiecgaag
gaaaacgagt
aaagcgaaat
gaaaaatacc
gataaacttt
aaagttctga
gtgccgaaag

gctaatttta

agtbtcgttaa
tcaaaatcecce
tcktgggttat
caccggaatc
acgaaaagga
acctgggccg
ccatcgatac
gttecetatcg
agttcgagtg
ccactcagta
tagacacgaa
ctcacgaact
tcttcaaagt
aactgcgtac
tccgtctgta
ccatcgtggg
tgctcagega
acaaaatgct
accgcaaaac
ttaactacac

acggccagaa

caaacagtte
gaacgctgge
cccggaacgt
gaaacaggty
caactacctyg
tatgetgctg
cgaactgaaa
ttocgaagaa
taagagcttt
catcegttte
cccactgctg
gattcatgeca
taacaccaac
ttttggeagt
ctactataac
taccactgct
agacacctec
gactgaaatt
ctatctgaac
tatctacgat

cacggaaatc
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aactataaag
cagatgcagc
gataccttta
ceggtatett
aaaggtgtta
actagcatcg
gtaatcgaca
ctgaacctag
ggtcacgaagy
tetcoeggact
ggegctggta
ggccaccgec
gcgtattacg
cacgacgcta
aagttcaaag
tctckeccagt
ggcaaattct
tacaccgaag
ttcgacaagg
ggtttcaacc

aacaacatga

76

acccagttaa
cggtaaaggc
ctaaccogga
actatgactce
ctaaactgtt
ttegeggtat
ctaactgeat
tgatcatcgg
ttetgaacct
tcaccttega
aattcgcaac
tgtacggtat
agatgtecgg
aattcatcga
atatcgcatce
acatgaagaa
ctgtagacaa
acaacttegt
cagtattcaa
tgcgtaacac

acttcacaaa

cggtgttgac
attcaaaatc
agaaggtgac
cacctacctg
cgagcgtatt
ceegttctag
caacgttatt
ccegtetget
cacccgtaac
ttttgaagaa
tgatcctgeg
cgecakcaat
tctggaagtt
ctect.ctgecaa
caccctgaac
cgtttttaaa
gttgaaatte
taagttcttt

aatcaacate

caacctggct

actgaaaaac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260
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ttcactggte
actaaatctc
cegetggtta
ctagegggtyg
ctgcagtgta
accaacgacc
gaaaacatct
ccggaaaaca
ccgaacatcg
cactacctge
gttaacgaag
aaaaaggtca
tatgatttta
atcatcatce
ttcgttggcyg
gccatcoccgg
gtacaaacca
tatatcgtga
atgaaagaag
aaccagtaca
aaactgaacg
tctgtaaget
gatgcgtete
ggtcaggttg

cagctcagta

<210> 24
<211>916
<212> PRT

tgttecgagtt
tgatcgaagg
ccctagttcaa
gtggtggtte
Lcaaggttaa
tgaacaaagg
cgctggacet
tttctatecga
aacgkttccc
gcgogcagga
ctctgetcaa
acaaagcgac
cecgacgagac
cgtacaktegy
cactgatett
tactgggcac
tcgacaacgc
ccaactgget
cactggaaaa
cecgaggaaga
aatccatcaa
atctgatgaa
tgaaagacgc
atcgtctgaa

aatatgtcga

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 24

ttacaagctg
ccgttacggt
aaacgctate
tggtggtggt
caactgggat
tgaagaaatc
gatccagcag
aaacctgagc
aaacggtaaa
atttgaacac
ceceghtccegt
tgaagctgea
gtccgaagta
teecggetbcotg
cteceggtgeg
ctttgctctg
gctgagcaaa
ggctaaggtt
ccaggcyggaa
aaaaaacaac
caaagctatg
ctccatgate
cctgetgaaa
ggacaaagtg

taaccaacgc
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ctgtgcgteg
gagtttcatga
atcaaaaacg
ggttctggtg
ttattctteca
acctcagata
tactacctga
tctgatatca
aagtacgagc
ggcaaatcece
gtatacacct
atgttcttgg
tctactacceg
aacattggca
gtgatcctge
gtttcttaca
cgtaacgaaa
aatactcaga
gctaccaagg
atcaacttca
atcaacatca
ccgtacggtg
tacatttacg
aacaatacct

cttttgtecca

acggcatcat
cctctgaaaa
cttacaaaaa
gtggtggttc
gccecgagtga
ctaacatcga
cetttaattt
teggecaget
tggacaaata
gtategeact
tcttctctag
gttgggttga
acaaaattgc
acatgctgta
tggagttcat
ttgcaaacaa
aatgggatga
tcgacctcat
caatcattaa
acatcgacga
acaagttcet
ttaaacgtct
acaacegtgg
tatcgaccga

ctctagacta

77

tacctecaaa
atctcagacc
aggtgaagcg
tgcactagtg
agacaactte
agcagccgaa
cgacaacgag
ggaactgakg
taccatgttc
gactaactcc

cgactacgtg

‘acagcttgtt

ggatatecact
caaagacgad
cccggaaate
ggttctgact
agtttacaaa
ccgcaaaaaa
ctaccagtac
tctgtectet
gaaccagtge
ggaggactte
cactectgate
catcecctttt

g

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2751



Gly

Asn

Gln

Glu

Pro

Ser

Fhe

Ile

Leu

Ser

145

Asp

Leu

Asp

Leu

His
225

Ser

Gly

Pro

Arg

50

Glu

Thr

Glu

val

Lys

130

Ile

Thr

FPhe

Leu

210

Glu

Met

Val

val

35

Asp

Ala

Asp

Arg

Arg

115

val

Arg

Ile

Arg

Thr

195

Gly

Leu

Glu

Asp

20

Lys

Thr

Lys

Asn

Ile

100

Gly

Ile

Ser

Gln

Asn

180

Phe

Ala

Ile

Phe

Ile

Ala

Phe

Gln

Glu

85

Ile

Asp

Glu

Phe

165

Gly

Gly

Gly

His

Val

Ala

Phe

Thr

val

70

Lys

Ser

Pro

Thr

Glu

150

Glu

Phe

Lys

Ala
230

Asn

Lys

Asn

55

Pro

Asp

Thr

Phe

Asn

135

Leu

Cys

Gly

Glu

Phe

215

Gly

Lys

Ile

Ile

40

Pro

Val

Asn

AsSp

Trp

120

Cys

Asn

Lys

Ser

Glu

200

Ala

His
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Gln

Lys

25

His

Glu

Ser

Tyr

Leu

105

Gly

Ile

Leu

Ser

Thr

185

Ser

Thr

Arg

Phe

10

Ile

Asn

Glu

Leu

90

Gly

Gly

Asn

Val

Phe

170

Gln

Leu

Asp

Leu

‘Asn

Pro

Lys

Gly

Lys

Arg

Ser

val

Ile

155

Gly

Glu

Pro

.235

Tyr

Asn

Ile

Asp

60

Asp

Gly

Met

Thr

Ile

14¢

Ile

His

Ile

val

Ala

220

Gly

78

Lys

Leu

Ser

Val

Leu

Ile

125

Gln

Gly

Glu

Arg

Asp

205

val

Ile

Asp

Gly

30

val

Asn

Thr

Thr

Leu

110

Asp

Pro

Pro

Val

Phe

190

Thr

Thr

Ala

Pro

15

Gln

Ile

Pro

Lys

95

Thr

Asp

Ser

Leu

175

Ser

Asn

Leu

Ile

val

Met

Pro

Pro

Leu

Leu

Ser

Glu

Gly

Ala

160

Asn

Pro

Pro

Ala

Asn
240



Pro

Gly

Ala

Tyr

Ile

305

Glu

Lys

Glu

Lieu

Asn

385

Ala

Lys

val

Leu
465

Leu

Asn

Leu

Lys

Asn

250

val

Lys

Leu

Asp

Asn

370

Asn

Leu

Asp

Gly

450

Phe

Ala

Arg

Glu

Phe

275

Lys

Gly

Lys

Asn

3558

Phe

Phe

Lys

Gly

435

Gly

Lys

Gly

Val

Val

260

Ile

Phe

Thr

Leu

Phe

340

Phe

Asp

Ile

Asn

Asn

420

Ile

Phe

Asn

Gly

Phe

245

Ser

Asp

Lys

Thr

Leu

325

Asp

val

Lys

Gly

405

Phe

Ile

Met

Ala

Gly

Lys

Phe

Serxr

Ala

310

Ser

Lys

Lys

Ala

Asp

390

Gln

Thr

Thr

Thr

Ile

470

Gly

val

Glu

Leu

Ile

295

Ser

Glu

Leu

Fhe

val

375

Gly

Asn

Gly

Ser

Ser

455

Ile

Ser

Asn

Glu

Gln

280

Ala

Leu

Asp

Phe

360

Phe

Phe

Thr

Leu

Lys

440

Glu

Lys

Gly
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Thr

Leu

265

Glu

Ser

Gln

Thr

Lys

345

Lys

Lys

Asn

Glu

Phe

425

Thr

Lys

Asn

Gly

Asn

250-

Arg

Asn

Thr

Ser

330

Met

Val

Ile

Leu

Ile

410

Glu

Lys

Ser

Ala

Gly

ala

Thx

Glu

Lrieu

Met

315

Gly

Leun

Leu

Asn

Arg

395

Asn

Phe

Ser

Gln

475

Gly

Phe

Phe

Asn

300

Lys

Lys

Thr

Asn

Ile

380

Asn

Asn

Leu

Thr

460

Lys

Ser

79

Gly

Arg

285

Lys

Asn

Phe

Glu

Arg

365

Val

Thr

Met

Lys

Ile

445

Pro

Lys

Gly

Glu

Gly

270

Lieu

Ala

val

Ser

Ile

350

Lys

Pro

Asn

Asn

Leu

430

Glu

Leu

Gly

Gly

Met

255

His

Tyr

Lys

Phe

val

335

Thr

Lys

Leu

Phe

418

Leu

Gly

Val

Glu

Gly

Ser

AsSp

Ser
Lys
320

Asp

Thr

val

aAla

400

Thr

Cys

Arg

Thr

Ala

480

Gly



Ser

Phe

Glu

Leu

545

Pro

Leu

Glu

Glu

Leu

625

Lys

Glu

Thr

Ala

Leu
705

Rla

Ser

Ile

5390

Asp

Glu

Glu

Leu

His

610

Leu

Lys

Gln

Asp

Leu

690

Ile

Tle

Leu

Pro

515

Thr

Leu

Asn

Leu

Asp

595

Gly

Asn

val

Leu

Lys

675

aAsn

Phe

Pro

Val

500

Ser

Ser

Ile

Ile

MeE

580

Lys

Lys

Pro

Asn

val

660

Ile

Ile

ser

val

Leu

Glu

asp

Gln

Ser

565

Pro

Tyr

Ser

Ser

Lys

645

TyT

Ala

Gly

Gly

Leu
725

Gln

Asp

Thy

Gln

550

Ile

Asn

Thr

Arg

Arg

630

Ala

Asp

Asn

Ala

710

Gly

Cys

Asn

‘Asn

535

Glu

Ile

Met

Ile

615

val

Thr

Phe

Ile

Met
695

val

Ile

Phe

520

Ile

Asn

Glu

Phe

600

Ala

Glu

Thr

Thr

680

Leu

Ile

Phe

ES 2607 789 T3

Lys
505
Thr
Glu
Leu
Leu
Arg
585
His
Leu
Thr
Ala
Asp
665

Ile

Leu

Ala

490

val

Asn

Ala

Thr

Ser

570

Phe

Thr

Fhe

Ala

650

Glu

Ile

Lys

Leu

Leu
730

Asn

Asp

Ala

Phe

555

Ser

Pro

Leu

Asn

Phe

€35

Met

Thr

Ile

Asp

Glu

715

val

Asn

Leu

Glu

540

Asn

Asp

Asn

Arg

Ser

620

Ser

Phe

Ser

Pro

Asp

700

Phe

Ser

80

Trp

Asn

525

Glu

Phe

Ile

Gly

Ala

605

Val

Ser

Leu

Glu

Tyr

685

Phe

Ile

Asp

510

Lys

Asn

Asp

Ile

Lys

590

Gln

Asn

Asp

Gly

val

670

Ile

val

Pro

Ile

495

Leu

Gly

Ile

Asn

Gly

575

Lys

Glu

Glu

Tyr

Trp

655

Ser

Gly

Gly

Glu

Phe

Glu

Ser

Glu

560

Gln

Phe

Ala

Val

640

val

Thr

Pro

Ala

Ile

- 720

Ala
735

Asn
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Lys

Glu

Lys

Leu

785

Asn

Ile

Met

Lys

865

Gly

Asp

Ser

val
Lys
val
170
Glu
Gln
Leu
Asn
Ile
850
Asp
Gln

Ile

Thr

<210> 25
<211> 2709
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 25

ggatccatgg agttcgttaa caaacagttc aactataaag acccagttaa cggtgttgac

Leu

Txrp

755

Asn

Asn

Tyr

Ser

Lys

835

Pro

Ala

Val

Pro

Leu
915

Thr

740

Asp

Thr

Gln

Thr

Ser

820

Phe

Leu

Asp

Phe

200

Asp

val

Glu

Gln

Ala

Glu

BOS

Lys

Leu

Gly

Leu

Arg

885

Gln

Gln

VvVal

Tle

Glu

790

Glu

Leu

Asn

Val

Lys

870

Leu

Leu

Thr

Asp

775

hla

Glu

Asn

Gln

Lys

B5%

Lys

Ser

Ile

Lys

760

Leu

Thr

Lys

Glu

Cys

840

Arg

Ile

Asp

Lys

ES 2607 789 T3

Asp

745

Ile

Lys

Asn

Ser

825

Ser

Leu

Lys

905

Asn

Ile

ATg

Ala

ASn

810

Ile

val

Glu

Asp

val

890

val

Ala

Val

Lyvs

Ile

795

Ile

Asn

Ser

ASpD

Asn

875

Asn

Asp

Leu

Thr

Lys

780

Ile

Asn

Lys

TYr

Phe

869

Arg

Asn

Asn

81

Ser

Asn

765

Met

Asn

Phe

Ala

Leu

845

Asp

Gly

Thr

Gln

Lys
750

Trp

Lys

Asn

Met

830

Met

Ala

Thr

Leu

Arg
910

Arg

Leu

Glu

Gln

1le

815

Ile

Asn

Ser

Leu

Ser

895

Leu

Asn

Ala

Ala

Tyr

800

Asp

Asn

Ser

Leu

Ile

880

Thr

Leu

60



attgcttaca
cacaacaaaa
ctgaaccege
tctaccgata
tactccaccg
ggcggttcta
cagccggacy
gatatcatcc
ggctacggtt
tcecetggaag
gttaccctgg
ccgaaccgtyg
agcttcgaag
gaaaacgagt
aaagcgaaat
gaaaaatacc
gatazacttt
aaagttctga
gtgccgaaag
gctaatttta
tteactggte
actaaatctc
aaacgtaaga
ggeggtagey
ccgagtgaag
aacatcgaag
tttaattteg
ggccagetgg
gacaaatata
atcgeactaa

ttctetageg

tcaaaatccece
tctgggttat
caccggaagdc
acgaaaagga
acctaggecg
ccatcgatac
gttectateg
agttcgaatg
ccactcagta
tagacacgaa
ctcacgaact
tcttcaaagt
aactgeogtac
tcegtotgta
ccatcgtggg
tgctcagcga
acaaaatgct
accgcaaaac
ttaactacac
acggccagaa
tgttcgagtt
tgatagaagg
accaggecgcet
cactagtget
acaacttcac
cagccgaaga
acaacgagcc
aactgatgecc
ccatgttceca
ctaactccegt

actacgtgaa

gaacqctggc
ccecggaacgt
gaaacaggtg
caactaccty
tatgctgctg
cgaactgaaa
ttccgaagaa
taagagcttt
catcegtttc
cccactgctyg
gatteatgea
taacaccaac
ttttagcggt
ctactataac
taccactgct
agacacctec
gactgaaatt
ctatctgaac
tatctacgat
cacggaaatc
ttacaagcty
tagatttgge
agcgggeggt
gcagtgtatce
caacgaccty
aaacatctcg
ggaaaacatt
gaacatcgaa
ctacctgege
taacgaagct

aaaggtcaac

ES 2607 789 T3

cagatgcagc
gataccttta
ccggtatett
aaaggtgtta
actagecateg
gtaatcgaca
ctgaacctgg
ggtcacgaag
tctceggact
gacgetggta
ggccacegec
gcgtattacy
cacgacgcta
aagttcaaag
tctctccagt
ggcaaattet
tacaccgaag
ttcgacaagg
ggtttecaace
aacaacatga
ctgtgcgteg
ggtttcacgg
ggceggtageg
aaggttaaca
aacaaaggtyg
ctggacctga
tetatcgaaa
cgtttcccaa
gcgeaggaat
ctgctcaacce

aaagcgactg

cggtaaagge
ctaaccecgga
actatgactc
ctaaactgtt
ttegeoggtat
ctaactgcat
tgatcatcgg
ttctgaacect
tcaccttegg
aattecgeaac
tgtacggtat
agatgtccgy
aattecatega
atatcgecate
acatgaagaa
ctgtagacaa
acaacttcat
cagtattcaa
tgcgtaacac
acttcacaaa
acggeatcat
gcgcacgeaa
gecggtggegg
actgggattt
aagaaatcac
tccagcagta
acctgagcte
acggtaaaaa
ttgaacacgg
cgteccegtgt

aagctgcaat

82

attcaaaatc
agaaggtgac
cacctacctg
cgagcgtatt
ceocgtbctgg
caacgttatkt
ccoghetget
cacccgtaac
ttttgaagaa
tgatcctgeg
cgccatcaat
tctggaagtt
ctctectgcaa
caccctgaac
cgtttttaaa
gttgaaatte
taagttettt
aatcaacatc
caacctggcet
actgaaaaac
tacctccaaa
atcagcgcgt
tagcggeggt
attettcage
ctcagatact
ctacctgace
tgatatcatc
gtacgagctg
caaatccegt
atacaccttce

gttcttgggt

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
io80
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

1920
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tgggttgaace agecttgttta tgattttacc gacgagacgt
aaaattgcgg atatcactat catcatceceg tacateggte
atgctgtaca aagacgactt cgttggegca ctgatcttct
gagttcatce cggaaatcge cateceggta ctgggcacct
gcaaacaagg ttctgactgt acaaaccatc gacaacgcgco
tgggatgaag tttacaaata tatecgtgace aactggetag
gacctcatee gcaaaaaaat gaaagaagca ctggaaaacce
atcattaact accagtacaa ccagtacacc gaggaagaaa
atcgacgatce tgtcectctaa actgaacgaa tecatcaaca
aagttcetga accagtgctce tgtaagctat ctgatgaact
aaacgbctgg aggacttcga tgegtctctg aaagacgccce
aacegtggea ctctgatcgg tcaggttgat cgtctgaagga
tecgaccgaca tceectttteca gebcagtaaa tatgtegata
ctagactag
<210> 26
<211> 902
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Sintético
<400> 26
Gly Ser Met Glu Phe Val Asn Lys Gln Phe Asn
1 5 10
Asn Gly Val Asp Ile Ala Tyr Ile Lys Ile Pro
20 25
Gln Pro val Lys Ala Phe Lys Ile His Asn Lys
35 ’ 40
Glu Arg Asp Thr Phe Thr Asn Pro Glu Glu Gly
50 55
Pro Glu Ala Lys Gln val Pro vVal Ser Tyr Tyr
65 70 75
Ser Thr Asp Asn Glu Lys Asp Asn Tyr Leu Lys

ccgaagtatce
cggctctagaa
ceggtgeggt
ttgctetggt
tgagcaaacg
ctaaggttaa
aggcggaagc
aaaacaacat
aagctatgat
ceatgatcce
tgctgaaata
acaaagtgaa

accaacgcect

Lys

Asn Ala

30

Ile Trp Val

45

Asp Leu

60

Asp Ser

Gly Val

83

Asp

Gly

Asn

Thr

tactaccgac
cattggcaac
gatcetgetg
ttettacatt
taacgaaaaa
tactcagate
taccaaggca
caacttcaac
caacatcaac
gtacggtgtt
catttacgac
caatacctta

tetgtecact

Pro Val

15

Gln Met

Ile

Pro

Pro

Pro

Leu

Lys Leu

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2709



Phe

Ile

Leu

Ser

145

Asp

Leu

AsSp

Leu

His

225

Pro

Gly

Ala

Ile
308

Glu

Glu

val

Lys

130

Ile

Thr

Phe

Leu

210

Glu

Asn

Leu

Lys

Asn

290

val

Lys

Arg

Arg

115

vVal

Arg

Ile

Arg

Thr

195

Gly

Leu

Arg

Glu

Phe

275

Lys

Gly

Ile

100

Gly

Ile

Ser

Gln

Asn

180

Phe

Ala

Itle

Val

val

260

Ile

Phe

Thr

Leu

85

Ile

Asp

Glu

Phe

169

Gly

Gly

Gly

His

Phe

245

Ser

Asp

Lys

Thr

Leu
325

Ser

Pro

Thr

Glu

150

Glu

Phe

Lys

Ala

230

Lys

Phe

Ser

Asp

Ala

3io0

Ser

Thr

Phe

Asn

135

Leu

Cys

Gly

Glu

Phe

215

Gly

Val

Glu

Leu

Ile

295

Ser

Glu

Asp

Trp

120

Cys

Asn

Lys

Ser

Glu

200

Ala

His

Asn

Glu

Gln

280

Ala

Leu

ES 2607 789 T3

Leu

105

Gly

Ile

Leu

Ser

Thr

185

Ser

Thr

Arg

Thr

Leu

265

Glu

Ser

Gln

Thr

90

Gly

Gly

Asn

Val

Fhe

170

Gln

Leu

Asp

Leu

Asn

250

Arg

Asn

Thr

Ser
3o

Arg

Ser

val

Ile

158

Gly

Glu

Pro

235

Ala

Glu

Leu

Met

315

Gly

Met

Thr

Ile

140

Ile

His

Ile

val

Ala

220

Gly

Phe

Phe

Asn

300

Lys

Lys

84

Leu

Ile

125

Gln

Gly

Glu

Arg

Asp

205

Val

Ile

Gly

Arg

285

Lys

Asn

Phe

Leu

110

ASp

Pro

Pro

val

Fhe

190

Thr

Thr

Ala

Glu

Gly

270

Leu

Ala

val

Ser

95

Thr

Thr

Asp

Ser

Leu

175

Ser

Asn

Leu

Ile

Met

255

His

Lys

Phe

Val
335

Ser

Glu

Gly

Ala

160

Asn

Pro

Pro

Ala

Asn

240

Ser

Asp

Ser

Lys
320

Asp



Lys

Glu

Leu

Asn

385

Ala

Lys

val

Phe

Gln

465

Gly

Leu

Gly

Ile

Asn

545

Gly

Leu

Asp

Asn
370

Tyr

Asn

Leu

Asp

Gly

450

Ala

Gly

Phe

Glu

Ser

530

Glu

Gln

Lys

Asn

355

Phe

Thr

Phe

Lys

Gly

435

Gly

Leu

Ser

Phe

Glu

515

Leu

Pro

Leu

Phe

340

Phe

Asp

Ile

Asn

Asn

420

Ile

Phe

Ala

Ala

Ser

500

Ile

Asp

Glu

Glu

Asp

Val

Lys

Gly

403

Phe

Ile

Thx

Gly

Leu

485

Pro

Thr

Leu

Asn

Leu
565

Lys

Lys

Ala

Asp

3190

Gln

Thr

Gly

Gly

470

val

Ser

Ser

Ile

Ile

550

Met

Leu

Phe

val

375

Gly

Asn

Gly

Ser

Ala

455

Gly

Leu

Glu

Asp

Gln

535

Ser

Pro

Tyr

Phe

360

Phe

Phe

Thr

Leu

Lys

440

Arg

Gly

Gln

Asp

Thr

520

Gln

Ile

Asn

ES 2607 789 T3

Lys

345

Lys

Lys

Asn

Glu

Phe

425

Thr

Lys

Ser

Cys

Asn

505

Asn

TyT

Glu

Ile

Met

Val

Tle

Leu

Ile

410

Glu

Lys

Ser

Gly

Ile

490

Phe

Ile

Asn

Glu
570

Leu

Leu

Asn

Arg

85

Asn

Phe

Ser

Ala

Gly

475

Lys

Thr

Glu

Leu

Leu

555

Arg

Thr

Asn

Ile

380

Asn

Asn

Leu

Arg

460

Gly

Val

Asn

Ala

Thr

540

Ser

Phe

85

Glu

Arg

365

Val

Thr

Met

Lys

Ile

445

Lys

Gly

Asn

Asp

Ala

525

Phe

Ser

Pro

Ile

350

Lys

Pro

Asn

Asn

Leu

430

Glu

Ser

Asn

Leu

510

Glu

Asn

Asp

Asn

Thr

Lys

Leu

Phe

415

Leu

Gly

Lys

Gly

Trp

495

AsSn

Glu

Phe

Iie

Gly
575

Thr

Val

Ala

400

Thr

Cys

Arg

Asn

Gly

480

asp

Lys

Asn

Asp

Ile

560

Lys
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Lys Tyr Glu Leu Asp Lys Tyr Thr Met Phe His Tyr Leu Arg Ala Gln
580 585 590

Glu Phe Glu His Gly Lys Ser Arg Ile Ala Leu Thr Asn Ser Val Asn
585 600 605

Glu Ala Leu Leu Asn Pro Ser Arg Val Tyr Thr Phe Phe Ser Ser Asp
610 615 620

Tyr Val Lys Lys Val Asn Lys Ala Thr Glu Ala Ala Met Phe Leu Gly
625 630 635 640

Trp val Glu Gln Leu Val Tyr Asp Phe Thr Asp Glu Thr Ser Glu Val
645 650 655

Ser Thr Thr Asp Lys Ile Ala Asp Ile Thr Ile Ile Ile Pro Tyx Ile
660 665 670

Gly Prc Ala Leu Asn Ile Gly Asn Met Leu Tyr Lys Asp Asp Phe Val
675 680 685

Gly Ala Leu Ile Fhe Ser Gly Ala Val Ile Leu Leu Glu Phe Ile Pro
690 695 700

Glu Xle Ala Ile Pro Val Leu Gly Thr Phe Ala Leu Val Ser Tvr Ile
705 710 715 720

Ala Asn Lys Val Leu Thr Val Gln Thr Ile Asp Asn Ala Leu Ser Lys
725 730 735

Arg Asn Glu Lys Trp Asp Glu Val Tyr Lys Tyr Ile Val Thr Asn Trp
740 745 750

Leu Ala Lys Val Asn Thr Gln Ile Asp Leu Ile Arg Lys Lys Met Lys
155 760 765

Glu Ala Leu Glu Asn Gln Ala Glu Ala Thr Lys Ala Ile Ile Asn Tyr
770 775 780

Gln Tyr Asn Gln Tyr Thr Glu Glu Glu Lys Asn Asn Ile Asn Phe Asn
785 790 795 800

Ile Asp Asp Leu Ser Ser Lys Leu Asn Glu Ser Ile Asn Lys Ala Met
805 810 8is

86
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Ile Asn Ile

Asn Met

835

Ser

Leu
850

Ser Lys

Leu Ile

865

Gly

Ser Thr Asp

Leu Leu Ser

<210> 27
<211> 2691
<212> ADN

‘820

Asn

Ile

Asp

Gln

Lys Phe Leu Asn
Pro Tyr
Ala Leu

val Asp

Gly Vval
840

Leu Lys
855

Arg Leu

870

Ile
885

Thr
900

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 27
ggatececatgg
attgcttaca
cacaacaaaa
ctgaacccge
tctaccgata
tactcecacceg
ggecggttcta
cagccggacg
gatatcatcc
ggctacggtt
tecetggaag
gttaccctag
ccgaaccgtg

agcttcgaag

agttcgttaa
tcaaaatccce
tctgggttat
caccggaagce
acgaaaagga
acctgggeca
ccatcgatac
gttectateg
agttcgagtg
ccactcagta
tagacacgaa
ctecacgaact
tcttcaaagt

aactgcgtac

Pro Fhe

Gin Leu

Leu Aszp

caaacagttc
gaacgctggc
cccggaacygt
gaaacaggtg
caactacctg
tatgctgetyg
cgaactgaaa
ttccgaagaa
taagagcttt
catccgtttce
cccactactg
gattecatgca
taacaccaac

ttttggcggt

Gln
825

Lys

Lys

Ser

ES 2607 789 T3

Cys

Arg

Ile

Ser Val

Leu Glu

Tyr Asp

Ser

Tyx
830

Asp Phe

845

Asn Arg

860

AsSp
875

Lys
890

aactataaag
cagatgcagc
gataccttta
ccggtatctt
aaaggtgtta
actagcatecg
gtaatcgaca
ctgaacctgg
ggtcacgaag
tcteocggact
ggcgctggta
ggccaccgec
gegtattacg

cacgacgcta

87

Lys Val

Tyr Val

Asn Asn

Asp Asn

acccagttaa
cggtaaaggc
ctaaccecgga
actatgactc
ctaaactgtt
ttcgeggtat
ctaactgcat
tgatcatcgg
ttctgaacct
tcaccttegg
aattcgcaac
tgtacggtat
agatgtccgg

aattcatcga

Leu Met

Asp Ala

Gly Thr

Thr Leu

880

Gln
895

Arg

cggtgttgac
attcaaaatc
agaaggtgac
cacctacctg
cgagcgtatt
ccegttetgg
caacgttatt
ccegtetget
caccogtaac
ttttgaagaa
tgatectgeg
cgecatcaat
tctggaagtt

ctctetgeaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840
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gaaaacgagt
aaagcgaaat
gaaaaatacc
gataaacttt
aaagttctga
gtgccgaaag
gectaattkta
ttcactggte
actaaatctc
ctagcgggeg
ctgcagtgta
accaacgacce
gaaaacatct
ccggaaaaca
ccgaacatcyg
cactacctgc
gttaacgaag
aaaaaggtca
tatgatttta
atcatcatee
ttegttggeg
gccatccegg
gtacaaacca
tatatcgtga
atgaaagaag
aaccagtaca
aaactgaacg
tetgtaaget
gatgegtcte
ggtcaggttg
cagctecagta

<210> 28
<211> 896
<212> PRT

teegtectgta
ccatcgtagy
tgctcagcga
acaaaatgcet
accgcaaaac
ttaactacac
acggccagaa
tgttegagtt
tgatagaagg
gtggcggtag
tcaaggttaa
tgaacaaagg
cgctggacet
tttctatcga
aacgtttccc
gcgegeagga
ctectgecteoaa
acaaagcgac
ccgacgagac
cgtacategy
cactgatctt
tactgggcac
tcgacaacge
ccaactgget
cactggaaaa
ccgaggaaga
aatccatcaa
atctgatgaa
tgaaagacgce
atcgtctgaa

aatatgtcga

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 28

ctactataac
taccactgect
agacacctcc
gactgaaatt
ctatctgaac
tatctacgat
cacggaaatc
ttacaagctg
tagatttgge
cggcggtgge
caactgggat
tgaagaaatc
gatccageoay
aaacctgagc
aaacyggtaaa
atttgaacac
cccocgteecgt
tgaagctgca
gtccgaagta
tceggctetyg
ctcoeggtgcy
ctttgetctg
gctgageaaa
ggctaaggtt
ccaggcggaa
aaaaaacaac
caaagctatg
ctccatgate
cctgctgaaa
ggacaaagtg

taaccaacgc
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aagttcaaag
tctctccagt
ggcaaattct
tacaccgaag
ttcgacaagg
ggtttcaacc
aacaacatga
ctgtgcotcg
ggtttcacgg
ggtagcggeg
ttattcttea
acctcagata
tactacctga
tctgatatca
aagtacgagc
ggcaaatcce
gtatacacct
aktgttcttgg
tctactaccy
aacattggca
gtgatcctge
gtttecttaca
cgtaacgaaa
aatactcaga
gctaccaagg
atcaacttea
atcaacatca
ccgtacggtyg
tacatttacg
aacaatacct

cttttgteca

atatcgcatc
acatgaagaa
ctgtagacaa
acaacttegt
cagtattcaa
kgcgtaacac
acttcacaaa
acggcatcat
gogeacgcaa
gtggeggtag
gcccgagtga
ctaacatcga
cctttaattt
tcggccaget
tggacaaata
gtatecgcact
tcttetetag
gttgggttga
acaaaattge
acatgectgta
tggagttcat
ttgcaaacaa
aatgggatga
tcgacctceat
caatcatcaa
acatcgacga
acaagttect
ttaaacgtct
acaaccgtag
tatcgaccga

ctctagacta

88

caccctgaac
cgtttttaaa
gkttgaaatte
taagticttt
aatcaacatc
caacctgact
actgaaaaac
taccktccaaa
atcagcggeg
cgcactagtg
agacaacttc
agcagccgaa
cgacaacgag
ggaactgatg
taccatgttc
gactaactee
cgactacgtg
acagcttgtt
ggatatcact
caaagacgac
cceggaaate
ggttctgact
agtttacaaa
ccgcaaaaaa
ctaccagtac
tctgtectet
gaaccagtge
ggaggactte
cactctgate
catcectett

g

200

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
is00
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640

2691
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Gly Ser Met Glu Phe Val Asn Lys Gln Phe Asn Tyx Lys Asp Pro Val

Asn Gly Val Asp Ile Ala Tyr Ile Lys Ile Pro Asn Ala Gly Gln Met
20 25 30

Gln Pro Val Lys Ala Phe Lys Ile His Asn Lys Ile Trp Val Ile Pro
35 40 45

Glu Arg Asp Thr Phe Thr Asn Pro Glu Glu Gly Asp Leu Asn Pro Pro
50 55 60

Pro Glu Ala Lys Gln Val Pro Val Ser Tyr Tyr Asp Ser Thr Tyr Leu

Ser Thr Asp Asn Glu Lys Asp Asn Tyr Leu Lys Gly Val Thr Lys Leu
85 90 95

Phe Glu Arg Ile Tyr Ser Thr Asp Leu Gly Arg Met Leu Leu Thr Ser
100 105 110

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

Leu Lys Val Ile Asp Thr Asn Cys Ile Asn Val Ile Gln Pro Asp Gly
130 135 140

Ser Tyr Arg Ser Glu Glu Leu Asn Leu Val Ile Ile Gly Pro Ser Ala
145 150 i5% 160

Asp Ile Ile Gln Phe Glu Cys Lys Ser Phe Gly His Glu Val Leu Asn
165 17¢ 175

Leu Thr Arg Asn Gly Tyr Gly Ser Thr Gln Tyr Ile Arg Phe Ser Pro
180 185 190

Asp Phe Thr Phe Gly Phe Glu Glu Ser Leu Glu Vval Asp Thr Asn Pro

89



Leu

His

225

Pro

Gly

Ile

305

Glu

Lys

Glu

Leau

Asn

385

Ala

Lys

val

Leu

210

Glu

Asn

Leu

Lys

Asn

290

val

Lys

Leu

Asp

Asn

370

Asn

Leu

Asp

195

Gly

Leu

Arg

Glu

Fhe

275

Lys

Gly

TYr

Lys

AsSIl

355

Phe

Thr

Phe

Lys

Gly
435

Ala

Ile

Val

Val

260

Ile

Phe

Thr

Leu

Phe

340

Phe

Asp

Ile

Asn

Asn

420

Ile

Gly

Phe

245

Ser

Asp

Lys

Thrx

Leu

325

Asp

val

Lys

Gly
405

Phe

Ile

Lys

Ala

230

Lys

Phe

Ser

Asp

Ala

310

Ser

Lys

Lys

Ala

Asp

390

Gln

Thr

Thr

Phe

215

Gly

val

Glu

Leu

Ile

295

Ser

Glu

Leu

Phe

val

375

Gly

Agn

Gly

Ser

200

Ala

His

Asn

Glu

Gln

280

2la

Leu

Asp

Phe

360

Phe

Phe

Thr

Leu

Lys
4490
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Thr

Arg

Thr

Leu

265

Glu

Ser

Gln

Thr

Lys

345

Lys

LyS

Asn

Glu

Phe

425

Thr

ASD

Leu

Asn

250

Arg

Asn

Thr

Ser

330

Met

val

Ile

Leu

Ile

410

Glu

Lys

Fro

23%

ala

Thx

Glu

Leu

Met

315

Gly

Leu

Leu

Asn

Arg

395

Asn

Phe

Ser

Ala

220

Gly

Tyr

Phe

Fhe

Asn

300

Lys

Lys

Thr

Asn

Ile

380

Asn

Asn

Leu

90

205

val

Ile

Gly

Arg

285

Lys

Asn

Phe

Glu

Arg

365

val

Met

Lys

Ile
445

Thr

Ala

Glu

Gly

270

Leu

Ala

val

Ser

Ile

350

Lys

Pro

Asn

Asn

Leu

430

Glu

Leu

Ile

Met
255

YT

Lys

Phe

val
335

Tyr

Thx

Lys

Leu

Phe

415

Leu

Gly

Ala

Asn

240

Serxr

ASP

Ser

Lys

320

Asp

‘Thr

Tyr

val

Ala

400

Cys

Arg



ES 2607 789 T3

Phe Gly Gly Phe Thr Gly Ala Arg Lys Ser Ala Ala Leu Ala Gly Gly
450 455 460

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Ala Leu Val
465 470 475 480

Leu Gln Cys Ile Lys Val Asn Asn Trp Asp Leu Phe Phe Ser Pro Ser
485 490 495

Glu Asp Asn Phe Thr Asn Asp Leu Asn Lys Gly Glu Glu Ile Thr Ser
S00 505 510

Bsp Thr Asn Ile Glu Ala Ala Glu Glu Asn Ile Ser Leu Asp Leu Ile
515 ) 520 © 525

Gln Gln Tyr Tyr Leu Thr Phe Asn Phe Asp Asn Glu Pro Glu Asn Ile
530 535 540

Ser Ile Glu Asn Leu Ser Ser Asp Ile Ile Gly Gln Leu Glu Leu Met
545 550 555 560

Pro Asn Ile Glu Arg Phe Pro Asn Gly Lys Lys Tyr Glu Leu Asp Lys
565 576 575

Tyr Thr Met Phe His Tyr Leu Arg Ala Gln Glu Phe Glu His Gly Lys
580 585 590

Ser Arg Ile Ala Leu Thr Asn Ser vVal Asn Glu Ala Leu Leu Asn Pro
595 600 605

Ser Arg vVal Tyr Thr Phe Phe Ser Ser asp Tyr Val Lys Lys Val Asn
610 615 620

Lys Ala Thr Glu aAla Ala Met Phe Leu Gly Trp vVal Glu Gln Leu val
625 630 635 640

Tyr Asp Phe Thr Asp Glu Thr Ser Glu Val Ser Thr Thr Asp Lys Ile
645 650 655

Ala Asp Ile Thr Ile Ile Ile Pro Tyr Ile Gly Pro Ala Leu Asn Ile
660 665 670

Gly Asn Met Leu Tyr Lys Asp Asp Phe Val Gly Ala Leu Ile Phe Ser
675 680 685

91
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Gly

Leu

705

val

Glu

Gln

Ala

Glu

785

Lys

Leu

Gly

Leu

Arg

865

Gln

ala

690

Gly

Gln

val

Ile

Glu

770

Glu

Leu

Asn

val

Lys

850

Leu

Leu

<210> 29
<211> 2691
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 29

val

Thr

Thr

TYr

ASDP

755

Ala

Glu

Asn

Gln

Lys

835

YT

Lys

Ser

Ile

Phe

Ile

Lys

740

Leu

Thr

Lys

Glu

Cys

820

Arg

Ile

Asp

Lys

Leu

Ala

Asp

725

™vr

Ile

Lys

Asn

Ser

805

Ser

Leu

Lys

885

Leu

Leu

710

Asn

Ile

Arg

Ala

Asn

790

Ile

Val

Glu

Asp

val

870

val

Glu

695

Val

Ala

val

Lys

Ile

775

Ile

Asn

Ser

Asp

Asn

855

Asn

hsp

Phe

Ser

Leu

Thr

Lys

760

Ile

Asn

Lys

Phe

840

Axg

Asn

Asn

ES 2607 789 T3

Ile

Ser

Asn

745

Met

Asn

Phe

Ala

Leu

825

Asp

Gly

Thx

Gln

Pro

Ile

Lvs

730

Trp

Lys

Asn

Met

810

Met

aAla

Thr

Leu

Arg
890

Glu

Ala

715

Arg

Leu

Glu

Gln

Ile

795

Ile

Asn

Ser

Leu

Ser

875

Leu

Ile

7400

Asn

Asn

Ala

Ala

780

Asp

Asn

Ser

Lieu

Ile

860

Thr

Leu

92

Ala

Lys

Glu

Lys

Leu

765

Asn

Asp

Ile

Met

Lys

845

Gly

AsD

Ser

Ile

val

Lys

Vval

750

Glu

Gln

Leu

Asn

Ile

B30

Asp

Gln

1le

Thr

Pro

Leu

735

Asn

Asn

Ser

Lys

815

Pro

Ala

Val

Pro

Leu
895

val

Thr

720

ASp

Thr

Gln

Thr

Ser

800

Phe

Leu

Asp

Phe

880

Asp



ggatccatgg
attgcttaca
cacaacaaaa
ctgaacccge
tctaccgata
tactccaccyg
ggcggttcta
cagccggacy
gatatcatcc
ggctacggtt
tccctggaag
gttaccctgg
cegaacegty
agcttecgaag
gaaaacgagt
aaagcgaaat
gaaaaatacce
gataaacttt
aaagttctga
gtgccgaaag
gctaatttta
ttcactggtc
actaaatcte
ctagegggcg
ctgcagtgta
accaacgacc
gaaaacatct
ccggaaaaca
ccgaacatcyg

cactacctgc

agttegttaa
tcaaaatccee
tecrgggttat
caccggaagce
acgaaaagga
acctgggceg
ccatcgatac
gttectateg
agttcgagty
ccactecagta
tagacacgaa
ctcacgaact
tcttcaaagt
aactgcgtac
tcegtctgta
ccatcgtggg
tgctecagega
acaaaatgct
accgcaaaac
ttaactacac
acggeccagaa
tagttcgagtt
tgatagaagg
gtggcggtag
tcaaggttaa
tgaacaaagg
cgctggaccet
tttctatecga
aacgtttcce

gcgcgeagga

caaacagttce
gaacgctgge
ccecggaacgk
gaaacaggtyg
caactacctyg
tatgctgetg
cgaactgaaa
ttccgaagaa
taagagcttt
catcegttte
cccactgetg
gattcatgca
taacaccaac
ttteggeggt
ctactataac
taccactgct
agacacctee
gactgaaatt
ctatctgaac
tatctacgat
cacggaaatc
ttacaagctg
tagatttgge
cggcggtgge
caactgggat
tgaagaaatc
gatccageag
aaacctgage
aaacggtaaa

atttgaacac

ES 2607 789 T3

aactataaag
cagatgceage
gataccttita
ccggtatett
aaaggtgtta
actagcatcg
gtaatcgaca
ctgaacctgg
ggtcacgaag
tetecggact
ggegetggta
ggccacegce
gcgtattacg
cacgacgcta
aagttcaaag
tctcteccagt
ggcaaattot
tacaccgaag
ttcgacaagg
ggtttcaace
aacaacatga
ctgtgcgteg
ggtttcacgy
ggtageggeg
ttattcttca
acctcagata
tactacctga
tctgatatca
aagtacgage

ggcaaatcce

acccagttaa
cggtaaaggc
ctaacccgga
actatgactc
ctaaactgtt
ttcgeggtat
ctaactgcat
tgatcatcgg
ttctgaacct
tcaccttegg
aattcgcaac
tgtacggtat
agatgtcecgy
aattecatega
atatcgcatc
acatgaagaa
ctgtagacaa
acaacttegt
cagtattcaa
tgcgtaacac
acttcacaaa
acggcatcat
gogcacgcaa
gtggeggtag
gcccgagtga
ctaacatcga
cectttaattt
tcggeccagcet
tggacaaata

gtatcgecact

93

cggtgttgac
attcaaaatc
agaaggtgac
cacctacctg
cgagegtact
cccgttetgyg
caacgttatt
ccogtetget
cacecgtaac
ttttogaagaa
tgatecctgeg
cgccatcaat
tctggaagtt
ctctetgecaa
caccctgaac
cgtttttaaa
gttgaaattce
taagttctet
aatcaacatc
caacctgget
actgaaaaac
tacctccaaa
atatgcggcg
cgcactagtg
agacaactte
agcagccgaa
cgacaacgag
ggaactgatg
taccatgttce

gactaactcce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800
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gttaacgaag
aaaaaggtca
tatgatttta
atcatcatce
ttegttggeg
gcecatceegg
gtacaaacca
tatategtga
atgaaagaag
aaccagtaca
aaactgaacg
tctgtaaget
gatgcgtcte
ggtcaggttyg
cagctcagta

<210> 30
<211> 896
<212> PRT

ctctgctcaa
acaaagcgac
ccgacgagac
cgtacatcgg
cactgatctt
tactgggcac
tecgacaacge
ccaactgget
cactggaaaa
ccgaggaaga
aatccatcaa
atctgatgaa
tgaaagacge
atcgtctgaa

aatatgtcga

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 30

ccegtecegt
tgaagctgea
gtcecgaagta
tceggetcetg
ctecggtgeg
ctttgetctg
gctgagcaaa
ggctaaggtt
cecaggcggaa
aaaaaacaac
caaagctatg
cteccatgate
ccetgctaaaa
ggacaaagtg

taaccaacgc
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gtatacacct
atgttcttgg
tctactaccg
aacattggca
gtgatcctge
gtttcttaca
cgtaacgaaa
aatactcaga
gctaccaagg
atcaacttca
atcaacatca
ccgtacggtg
tacatttacyg
aacaatacct

cttttgtecca

tcttctctag
gttgggttga
acaaaattgc
acatgectgta
tggagttcat
ttgcaaacaa
aatgggatga
tecgaccteat
caatcattaa
acatcgacga
acaagttcect
ttaaacgtct
acaacegtgyg
tatcgaccga

ctctagacta

cgactacgtg
acagcttgtt
ggatatcact
caaagacgac
cccggaaatce
ggttctgact
agtttacaaa
cocgcaaaaaa
ctaccagtac
tctgtecktcet
gaaccagtgc
ggaggactte
cactctgatce
catcecectttt

g

Gly Ser Met Glu Phe Val Asn Lys Gln Phe Asn
1 5 10

Asn Gly Val Asp Ile Ala Tyr Ile Lys Ile Pro
20 25

Gln Pro Val Lys Ala Phe Lys Ile His Asn Lys
35 40

Glu Arg Asp Thr Phe Thr Asn Pro Glu Glu Gly
50 55

Pro Glu Ala Lys Gln Val Pro Val Ser Tyr Tvyr
65 70 75

Tyr Lys

Asn Ala

Ile Trp
45

Asp Leu
60

Asp Ser

94

Asp Pro Val
15

Gly Gln Met
30

Val Ile Pro

Asn Pro Pro

Thr Tyr Leu
80

1860
1220
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520

2580



Phe

Ile

Leua

Ser

145

Leu

Asp

His
225

Pro

Gly

aAla

Ile
305

Glu

Thr Asp
Glu Arg

Val arg
115

Lys Val
130

Ile Ila
Thr Arg

Fhe Thr
185

Leu Gly
210

Glu Leu
Asn Arg
Leu Glu
Lys Phe

275

Asn Lys
299

val Gly

Lys Tyr

Asn

Ile

100

Gly

Ile

Ser

Gln

Asn

1380

Phe

Ala

Ile

Val

val

260

Ile

Phe

Thr

Leu

Glu

85

Ile

Asp

Glu

Fhe

165

Gly

Gly

Gly

His

Phe

245

Ser

Asp

Lys

Thr

Leu

Lys

Ser

Pro

Thr

Glu

150

Glu

Phe

Lys

Ala

230

Lys

Fhe

Ser

Asp

Ala

310

Ser

Asp

Thr

FPhe

Asn

135

Leu

Cys

Gly

Glu

Phe

215

Gly

Val

Glu

Leu

Ile

295

Ser

Glu

Asn

Asp

Trp

120

Cys

Asn

Lys

Ser

Glu

200

Ala

His

Asn

Glu

Gln

280

Ala

Leu

Asp

ES 2607 789 T3

Tyr

Leu

105

Gly

Yle

Leu

Ser

Thr

185

Ser

Thr

Arg

Thr

Leu

265

Glu

Ser

Gln

Thr

Leu

90

Gly

Gly

Asn

val

Phe

170

Gln

Leu

Asp

Leu

Asn

250

Arg

Asn

Thr

Ser

Lys

Arg

Ser

Val

Ile

155

Gly

Glu

Pro

235

Ala

Thr

Glu

Leu

Met

315

Gly

Gly

Met

Thr

Iile

140

Ile

Ile

val

Ala

220

Gly

Fhe

Phe

Asn

300

Lys

Lys

95

Val

Leu

Ile

125

Gln

Gly

Glu

Arg

Asp

205

val

Ile

Tyr

Gly

Arg

285

Lys

AsSn

Phe

Thr

Leu

110

Asp

Pro

Pro

val

Fhe

190

Thr

Thr

Ala

Glu

Gly

270

Leu

Ala

val

Ser

Lys

95

Thr

Thr

Asp

Ser

Leu

175

Ser

Asn

Leu

Ile

Met
255

Lys

Phe

Vval

Leu

Ser

Glu

Gly

Ala

160

Asn

Pro

Pro

Ala

Asn

240

Sex

Asp

Ser

Lys
320

Asp



Lys

Glu

Leu

Asn

385

Ala

Lys

val

Phe

Gly

465

Leu

Glu

Gln

Ser
545

Pro

Leu

Asp

Asn

370

Asn

Leu

Asp

Gly

450

Gly

Gln

Asp

Thr

Gln

53¢

Ile

Lys

Asn

355

phe

Thr

Phe

Lys

Gly

435

Gly

Ser

Cys

Asn

Asn

515

Glu

Tle

325

Phe Asp
340

Phe val

Asp Lys

Ile Tyr

Asn Gly

405

Asn Phe
420

Ile Xle

Phe Thr

Gly Gly

Ile Lys

485

fhe Thr
500

Ile Glu

Tyr Leu

Asn Leu

Glu Arg
565

Lys

Lys

ala

AsSp

390

Gln

Thr

Thr

Gly

Gly

470

Val

Asn

Ala

Thr

Ser

550

Phe

Leu

Phe

val

315

Gly

Asn

Gly

Ser

Ala

455

Gly

Asn

Asp

Ala

Phe

535

Ser

Pro

Phe

360

Phe

Phe

Thr

Leu

Lys

440

Arg

Ser

Asn

Leu

Glu

520

Asn

Asp

Asn

ES 2607 789 T3

Lys

345

Lys

Lys

AsSn

Glu

Phe

425

Thr

Lys

Gly

Trp

Asn

505

Glu

Phe

Ile

Gly

330

Met

Val

Ile

Leu

Ile

410

Glu

Lys

Gly

Asp

490

Lys

Asn

Asp

Ile

Lys
570

Leu

Leuy

Asn

Arg

395

Asn

Phe

Ser

Ala

Gly

478

Leu

Gly

Ile

Asn

Gly

555

Lys

Thr

Asn

Ile

380

Asn

Asn

Leu

Ala

460

Gly

Phe

Glu

Ser

Glu

540

Gln

96

Glu

Arg

365

val

Thr

Met

Lys

Ile

445

Leu

Ser

Fhe

Glu

Leu

525

Pro

Leu

Glu

Yle

350

Lys

Pro

Asn

Asn

Leu

430

Glu

Ala

Ala

Sexr

Ile

510

Asp

Glu

Glu

Leu

335

Thx

Lys

Leu

Phe

415

Leu

Gly

Gly

Leu

Fro

4395

Thr

Leu

Asn

Legu

Asp
575

Thr

val

Ala

400

Thr

Cys

Arg

Gly

val

480

Ser

Ser

Ile

Ile

Met

560

Lys
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Tyr Thr Met Phe His Tyr Leu Arg Ala Gln Glu Phe Glu Kis Gly Lys
580 585 590

Ser Arg Ile Ala Leu Thr Asn Ser Val Asn Glu Ala Leu Leu Asn Pro
595 600 605

Ser Arg Val Tyr Thr Phe Phe Ser Ser Asp Tyr Val Lys Lys Val Asn
610 615 620

Lys Ala Thr Glu Ala Ala Met Phe Leu Gly Trp Val Glu Gln Leu Val
625 630 635 640

Tyr Asp Phe Thr Asp Glu Thr Ser Glu Val Ser Thr Thr Asp Lys Ile
645 650 655

Ala Asp Ile Thr Ile Ile Ile Pro Tyr Ile Gly Pro Ala Leu Asn 1le
660 665 670

Gly Asn Met Leu Tyr Lys Asp Asp Phe Val Gly Ala Leu Ile Phe Ser
675 680 685

Gly Ala val Ile Leu Leu Glu Phe Ile Pro Glu Ile Ala Ile Pro Val
690 695 700

Leu Gly Thr Phe Ala Leu Val Ser Tyr Ile Ala Asn Lys Val Leu Thr
705 710 715 720

Val Gln Thr Ile Asp Asn Ala Leu Ser Lys Arg Asn Glu Lys Trp Asp
725 730 735

Glu Val Tyr Lys Tyr Ile Val Thr Asn Trp Leu Ala Lys Val Asn Thr
740 745 750

Gln Ile Asp Leu Ile Arg Lys Lys Met Lys Glu Ala Leu Glu Asn Gln
755 760 765

Ala Glu Ala Thr Lys aAla Ile Ile Asn Tyr Gln Tyr Asn Gln Tyr Thr
770 775 780

Glu Glu Glu Lys Asn Asn Ile Asn Phe Asn Ile Asp Asp Leu Ser Ser
785 _ 790 795 800

Lys Leu Asn Glu Ser Ile Asn Lys Ala Met Ile Asn Ile Asn Lys Phe
805 810 815

97
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Leu Asn

Gly val

Gin

Lys

Cys Ser
820

Arg Leu

835

Leu Lys
850

Arg Leu
865

Gln Leu

<210> 31
<211> 2691
<212> ADN

Lys

Ser

Ile Tvr

Asp Lys

Val Ser

Glu Asp

Asp Asn

Val Asn

840

855

870

Lys Tyr
885

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 31

ggatccatgg
attgcttaca
cacaacaaaa
ctgaaccecge
tctaccgata
tactccaceg
gagcggtteta
cagccggacy
gatatcatec
ggctacggtt
teectggaag
gttaccctgg
ccgaacegtyg
a2gcttcgaag
gaaaacgagt

aaagcgaaat

agttecgttaa
tcaaaatcece
tctgggttat
caccggaagc
acgaaaagga
acctgggecyg
ccatcgatac
gttcctateg
agttcgagtg
ccactcagta
tagacacgaa
ctcacgaact
tcttcaaagt
aactgcgtac
tccgtctgta

ccatcgtggg

Val Asp

caaacagttc
gaacgctgge
cccggaacgt
gaaacaggtg
caactacctg
tatgectgetg
cgaactgaaa
ttccgaagaa
taagagcttt
catcegttte
cccactgetg
gattcatgca
taacaccaac
ttttggeggt
ctactataac

taccactgct

Tyr Leu Met

Phe Asp Ala

Arg Gly Thr

Asn Thr Leu

Asn Gln Arg

ES 2607 789 T3

Asn
825

Ser

Leu

Ser
875

Leu
850

aactataaag
cagatgcage
gataccttta
ccggtatett
aaaggtgtta
actagcatcg
gtaatcgaca
ctgaacctag
ggtcacgaag
teteeggact
ggcgetggta
ggccacegece
gcgtattacg
cacgacgcta
aagttcaaag

tctctecagt

Ser

Met Ile

Pro

830

Leu
845

Iie
860

Thr

Leu

acccagttaa
cggtaaaggce
ctaacccgga
actatgactc
ctaaactgtt
ttcgeggtat
ctaactgecat
tgatcatcgg
ttctgaacct
tcaccttcgg
aattecgcaac
tgtacggtat
agatgtecgg
aattcatcga
atatcgeatc

acatgaagaa

98

Lys Asp

Gly Gln

Asp Ile

Ser Thr

aAla Leu

val

Asp

Phe
880

Pro

Leu
895

Asp

cggtgttgac
attcaaaatc
agaaggtgac
cacctacctg
cgagcgtatt
cccgttoctgg
caacgttatt
cccgbectbget
cacccgtaac
ttttgaagaa
tgatcctgeg
cgccatcaat
tctggaagtt
ctctectgeaa
caccctgaac

cgttittaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960
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gaaaaatacc
gataaacttt
aaagttctga
gtgccgaaag
gctaatttta
tteactggte
actaaatcte
ctagcgggeg
ctgcagtgta
accaacgace
gaaaacatckt
ccggaaaaca
ccgaacateg
cactacctge
gttaacgaag
aaaaaggtca
tatgatttta
atcatcatce
ttegttageg
gecatecegyg
gtacaaacca
tatategtga
atgaaagaag
aaccagtaca
aaactgaacg
tctgtaaget
gatgcgtctce
ggtcaggttg

cagctecagta

<210> 32

<211> 896
<212> PRT

tgctecagega
acaaaatgct
accgcaaaac
ttaactacac
acggccagaa
tgttegagte
tgatagaagy
gtggeggtag
tcaaggttaa
tgaacaaagg
cgctggacct
tttectatcga
aacgttteoce
gegcgeagga
ctctgctcaa
acaaagcgac
ccgacgagac
cgtacatcgg
cactgatctt
tactgggcac
tcgacaacgce
ccaactggct
cactggaaaa
ccgaggaaga
aatccatcaa
atctgatgaa
tgaaagacgc
atcgtctgaa

aatatgtega

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 32

agacacctece
gactgaaatt
ctatctgaac
tatctacgat
cacggaaatc
ttacaagcetg
tagatttgge
cggcagtgge
caactgggat
tgaagaaate
gatccagcag
aaaccigage
aaacggtaaa
atttgaacac
ccegtecegt
tgaagctgca
gteccgaagta
teccggetctg
cteccggtgeg
ctttgetetyg
gctgagcaaa
ggctaaggtt
ccaggcggaa
aaaaaacaac
caaagctatg
ctccatgate
cctgctgéaa
ggacaaagtg

taaccaacgc
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ggcaaattct
tacaccgaag
ttegacaagg
aggtttcaacc
aacaacatga
ctgtgegtcg
gatttcacgg
ggtageggcyg
ttattctteca
acctcagata
tactacctga
tetgatateca
aagtacgage
ggecaaateec
gtatacacct
atgttcttgg
tctactaccg
aacattggca
gtgatcctge
gtttcttaca
cgtaacgaaa
aatactcaga
gctaccaagyg
atcaacttca
atcaacatca
ccgtacggtg
tacatttacg
aacaatacct

cttttgtcca

ctgtagacaa
acaacttcgt
cagtattcaa
tgcgtaacac
acttcacaaa
acggcatcat
gegcacgcaa
gtagcggtag
gcooegagtga
ctaacatcga
cctttaattt
tcggcecaget
tggacaaata
gtategeact
tcttetetag
gttgggttga
acaaaattgc
acatgctgta
tggagttcat
ttgcaaacaa
aatgggatga
tcgacctcat
caatcattaa
acatcgacga
acaagttect
ttaaacgtet
acaaccgtgg
tatcgaccga

ctctagacta

99

gttgaaatte
taagttcttt
aatcaacatce
caacctgget
actgaaaaac
taccteccaaa
atcatatgeg
cgcactagtyg
agacaacttc
agcagccgaa
cgacaacgag
ggaactgatg
taccatgttc
gactaactcc
cgactacgtg
acagcttgtt
ggatatcact
caaagacgac
cceggaaate
ggttctgact
agtttacaaa
ccgcaaaaaa
ctaccagtac
tctgtectct
gaaccagtgc
goaggactic
cactectgatc
catcectttt

g

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

15690

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2691
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Gly Ser Met ¢lu Phe Val Asn Lys Gln Phe Asn Tyr Lys Asp Pro Val

Asn Gly val Asp Ile Ala Tyr Ile Lys Ile Pro Asn Ala Gly Gln Met

Gln Pro Val Lys Ala Phe Lys Ile His Asn Lys Ile Trp Val Ile Pro
35 40 415

Glu Arg Asp Thr Phe Thr Asn Pro Glu Glu Gly Asp Leu Asn Proc Pro

Pro Glu Ala Lys Gln Val Pre Val Ser Tyxr Tyr Asp Ser Thr Tyr Leu
65 70 75 80

Ser Thr Asp Asn Glu Lys Asp Asn Tyr Leu Lys Gly Val Thr Lys Leu
8% a0 95

Phe Glu Arg Ile Tyr Ser Thr Asp Leu Gly Arg Met Leu Leu Thr Ser
100 105 110

Ile vVal Arg Gly Ile Pro Phe Trp Gly Gly Ser Thr Ile Asp Thr Glu
115 120 125

Leu Lys Val Ile Asp Thr Asn Cvs Ile Asn Val Ile Gln Pro Asp Gly
130 135 140

Ser Tyr Arg Ser Glu Glu Leu Asn Leu Val Ile Ile Gly Pro Ser Ala
145 150 155 160

Asp Ile Ile Gln Phe Glu Cys Lys Ser Phe Gly His Glu Val Leu Asn
165 170 175

Leu Thr Arg Asn Gly Tyr Gly Ser Thr Gln Tyr 1Ile Arg Phe Ser pro
180 185 190

Asp Phe Thr Phe Gly Phe Glu Glu Ser Leu Glu Val Asp Thr Asn pro
195 200 205

100



Leu Leu
210

His Glu
225

Pro Asn

Gly Leu

Ala Lys

Tyr Asn
230

Ile val

305

Glu Lys

Lys Leu

Glu Asp

Leu Asn

370

Asn Tyr

385

Ala Asn

Lys Leu

Val Asp

Phe Gly

Gly

Leu

Arg

Glu

Phe

275

Lys

Gly

Tyr

Lys

Asn

355

Phe

Thr

Phe

Lys

Gly

435

Gly

Ala Gly

Ile His

val Phe
245

Val Ser
260

Ile Asp

Phe Lys

Thr Thr

Leu Leu
325

Phe Asp
340

Phe val

Asp Lys

Ile Tyr

Asn Gly

405

Asn Phe
420

Ile Ile

Phe Thr

Lys

Ala

230

Lys

Phe

Ser

Asp

Ala

310

Ser

Lys

Lvys

Ala

Asp

390

Gln

Thr

Thr

Gly

Phe

215

Gly

val

Glu

Leun

Ile

235

Ser

Glu

Leu

Phe

val

375

Gly

Asn

Gly

Ser

Ala

Ala

Asn

Glu

Gln

280

Ala

Leu

Asp

Fhe

360

Phe

Phe

Thr

Leu

Lys

440

Arg

ES 2607 789 T3

Thr

Arg

Thr

Leu

265

Glu

Ser

Gln

Thr

Lys

345

Lys

Lys

Asn

Glu

Phe

425

Thr

Lys

Asp

Leu

Asn

250

Arg

Asn

Thr

Ser

330

Met

val

Ile

Lieu

Ile

410

Glu

Lys

Ser

Pro

TyYyxr

235

Ala

Thr

Glu

Leu

Met

315

Gly

Leu

Leu

Asn

Arg

395

Asn

Phe

Ser

Tyx

Ala
220

Gly

Phe

Phe

Asn

00

Lys

Lys

Thr

Asn

Ile

380

Asn

Asn

Leu

Ala

101

Val

Ile

Tyr

Gly

Arg

285

Lys

Asn

Phe

Glu

Arg

365

val

Thr

Met

Lys

Ile

445

Leu

Thy

Ala

Glu

Gly

270

Leu

Ala

val

Ser

Ile

350

Lys

Pro

Asn

Asn

Leu

430

Glu

Ala

Leu

Ile

Met
255

Lys

Phe

Val

3135

Thr

Lys

Leu

Phe

415

Leu

Gly

Gly

ala

Asn

240

Ser

ASD

Ser

Lys

320

AsSp

Thr

val

Ala

400

Thr

Cys

Arg

Gly



Gly

465

Leu

Glu

Asp

Gln

Ser

545

Pro

Ser

Ser

Lys

625

Ala

Gly

Gly

450

Gly

Gln

Asp

Thr

Gln

530

Ile

Asn

Thr

Arg

Arg

610

Ala

Asp

Asp

Asn

Ala
650

Ser

Cys

Asn

Asn

515

Tyxr

Glu

Ile

Met

Ile

Gly

Ile

Phe

S00

Ile

Asn

Glu

Phe

580

Ala

595

val

Thr

Phe

Ile

Met

675

val

TvYr

Glu

Thr

Thr

660

Leu

Ile

Gly

Lys

485

Thr

Glu

Leu

Leu’

Axrg

565

Leu

Thr

Ala

Asp

645

Ile

Leu

Gly

470

val

Asn

Ala

Thr

Ser

550

Phe

Phe

Ala

630

Glu

Ile

Lys

Leu

455

Gly

Asn

Asp

Ala

Fhe

535

Ser

Pro

Leu

Asn

Phe

615

Met

Thr

Ile

Asp

Glu
695

Ser

Asn

Leu

Glu

520

Asn

Asp

Asn

Arg

Ser

600

Ser

Phe

Ser

Pro

Asp

680

Phe

ES 2607 789 T3

Gly

Trp

Asn

505

Glu

Phe

Ile

Gly

Ala

585

Vval

Ser

Leu

Glu

665

Phe

Ile

Gly

Asp

490

Lys

Asn

Asp

Ile

Lys

570

Gln

Asn

Asp

Gly

Val

650

Ile

Val

Pro

Gly

475

Leu

Gly

Ile

Asn

Gly

555

Lys

Glu

Glu

Trp

635

Ser

Gly

Gly

Glu

460

Gly

Phe

Glu

Ser

Glu

540

Gln

TvVr

Phe

Ala

Val

620

val

Thr

Pro

Ala

Ile
700

102

sSer

Phe

Glu

Leu

525

Pro

Leu

Glu

Glu

Leu

605

Lys

Glu

Thr

Ala

Leu

685

Ala

Ala

Ser

Ile

510

Asp

Glu

Glu

Leu

His

590

Leu

Lys

Gln

Asp

Leu

670

Ile

Ile

Leu

Pro

495

Thr

Leu

Asn

Leu

Asp

575

Gly

Asn

val

Leu

Lys

655

Asn

Phe

Pro

Val

480

Ser

Ser

Ile

Ile

Met

560

Lys

Lys

Pro

Asn

val

640

Ile

Ile

Ser

val
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Leu

705

Val

Glu

Gln

Ala

Glu

785

Lys

Leu

Gly

Leu

Arg

865

Gln

Gly

Gln

Val

Ile

Glu

770

Glu

Leu

Asn

val

Lys

850

Leu

Leu

<210> 33
<211> 2709
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 33

ggatccatgg agttegttaa caaacagtic aactataaag acccagttaa cggtgttgac

Thr

Thx

Ty

Asp

755

Ala

Glu

Asn

Gln

Lys

835

Liys

Ser

Phe

Ile

Lys

740

Leu

Thr

Lys

Glu

Cys

820

Arg

Ile

Asp

Lys

Ala

Asp

725

Ile

Lys

Asn

Ser

805

Ser

Leu

Lys

885

Leu

710

AsSn

Ile

Arg

Ala

Asn

790

Ile

vVal

Glu

Asp

val

870

val

val

Ala

val

Lys

Ile

775

Ile

Asn

Ser

Asp

Asn

855

Asn

Asp

Ser

Leau

Thr

Lys

760

Ile

aAsn

Lys

Phe

840

Arg

Asn

Asn

ES 2607 789 T3

Tyr

Ser

Asn

745

Met

Asn

Phe

aAla

Leu

825

Asp

Gly

Thr

Gln

Ile

Lys

730

Trp

Lvys

Asn

Met

B10

Met

Ala

Thr

Leu

Arg
890

Ala Asn
7185

Arg Asn

Leu Ala

Glu Ala

Gln Tyr
780

Ile Asp
795

Ile Asn

Asn Ser

Ser Leu

Leu Ile

860

Ser Thr
875

Leu Leu

103

Lys

Glu

Lys

Leu

765

Asn

Asp

Ile

Met

Lys

845

Gly

Ser

Val

Lys

Val

150

Glu

Gln

Leu

Asn

Ile

830

AsSD

Gln

Ile

Thr

Leu

Trp

735

Asn

Ser

Lys

815

Pro

Ala

Val

Pro

Leu
895

Thr

720

Asp

Thr

Gln

Thr

Ser

800

Phe

Leu

Asp

Phe

880

Asp

60



attgettaca
cacaacaaaa
ctgaacccygc
tetaccgata
tactccaccg
ggeggtteta
cagccocggacg
gatatcatce
ggctacggtt
teccctggaag
gttacéctgg
ccgaacegty
agcttcgaag
gaaaacgagt
aaagcgaaat
gaaaaatacc
gataaacttt
aaagttctga
gtgcegaaag
gcetaatitta
ttcactggtce
actaaatcte
aaatatgcta
ggcggtageg
cegagtgaay
aacatcgaag
titaattteg
ggccagetgg
gacaaatata
atcgcactga

ttctectageg

t?aaaatccc
tetgggttat
caccggaagc
acgaaaagga
acctgggccg
ccaktcgatac

gttcctatcg

-agttcgagtg

ceactcagta
tagacacgaa
ctcacgaact
tettcaaagt
aactgegtac
tecegtetgta
ccatcgtygyg
tgctcagega
acaaaatgct
accgcaaaac
ttaactacac
acggccagaa
ftgttcgagtt
tgatagaagg
accaggcgct
cactagtgct
acaacttecac
cagocgaaga
acaacgagecc
aactgatgcece
ccatgtteca
ctaactccgt

actacgtgaa

gaacgctgge
coccggaacgt
gaaacaqgtg
caactacctg
tatgctgcectg
cgaactgaaa
ttccgaagaa
taagagettt
catcegttte
cccactgetg
gattcatgea
taacaccaac
ttttggeggt
ctactataac
taccactgct
agacacctce
gactgaaatt
ctatctgaac
tatctacgat
cacggaaatc
ttacaagctg
tagatttggc
agcgggcggt
gcagtgtatc
caacgaccty
aaacatcteg
ggaaaacatt
gaacatcgaa
ctacctygcge
taacgaagct

aaaggtcaac
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cagapgcagc
gataccttta
ceggtatett
aaaggtgtta
actagcatcg
gtaatcgaca
ctgaacctgyg
ggtcacgaag
tctoccggact
ggegetggta
ggccaccgec
gcgtattacg
cacgacgeta
aagttcaaag
tetetccagt
ggcaaattct
tacaccgaag
ttegacaagy
ggtttcaacc
aacaacatga
ctgtgegteg
ggtttcacgg
ggcggtageg
aaggttaaca
aacaaaggtg
ctggacctga
tctatcgaaa
cgttteccaa
gcgcaggaat
ctgctcaacc

aaagcgactyg

cggtaaagge
ctaacccgga
actatgactc
ctaaactgtt
ttcgeggtat
ctaactgcat
tgatcatcgg
ttctgaacct
tcaccttcocgy
aakttcgecaac
tgtacggtat
agatgtcegy
aattcatcga
atatcgecate
acatgaagaa
ctgtagacaa
acaacttegt
cagtattcaa
tgegtaacac
acttcacaaa
acggcatcat
gcgcacgcaa
gcggtggcgg
actgggattt
aagaaatcac
tccagcagta
acectgagete
acggtaaaaa
ttgaacacgg
cgteccgtgt

aagctgcaat

104

attcaaaatc
agaaggtgac
cacctaccetg
cgagegtatt
ccegttetgg
caacgttatt
cccgtctget
cacccgtaac
ttttgaagaa
tgatectgcg
cgecatcaat
tctggaagtte
ctcectectgcaa
caccctgaac
cgtttttaaa
gttgaaattc
taagttettt
aatcaacatc
caacctgget
actgaaaaac
tacctccaza
atcagcgegt
tagcggeggt
attcttecage
ctcagatact
ctacctgacc
tgatatcatc
gtacgagctg
caaatccegt
atacaccttce

gttcttgagt

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
120
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

1920
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tgggttgaac
aaaattgcgg
atgctgtaca
gagttcatece
gcaaacaagg
tgggatgaag
gaccteateco
atcattaact
atcgacgate
aagttcctga
aaacgtctgg
aaccgtggca
tcgaccgaca
ctagactag

<210> 34

<211> 902
<212> PRT

agcttgttta
atatcactat
aagacgactt
cggaaatcgc
ttctgactgt
tttacaaata
gcaaaaaaat
accagtacaa
tgtectctaa
accagtgcete
aggacttcga
ctctgatcgg

tececetittca

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 34

Gly Ser
1

Met

aAsn Gly Val

Gln val

35

Pro

Glu Arg Asp

Pro
65

Glu

Ser Thr Asp

Ala

Glu Phe

Asp Ile

20

Lys Ala

Thx

Phe

Lys Gln

val

Ala

Phe

Thr

Val

tgattttacc
catcateceeg
cgttggcgca
catcecggta
acaaaccatc
tatcgtgace
gaaagaagca
ccagtacacc
actgaacgaa
tgtaagctat
tgegtctetg
tcaggttgat

gctcagtaaa

Asn Lys
Ile
Ile

Lys

Asn
55

Pro

Pro Val

70

Asn Glu

Lys

Asp Asn

ES 2607 789 T3

gacgagacgt
tacatcggtc
ctgatcttct
ctgggcacct
gacaacgcge
aactggctgg
cbggaaaacc
gaggaagaaa
teccatcaaca
ctgatgaact
aaagacgcec
cgtctgaagg

tatgtcgata

Phe
10

Gln Asn

Lys Ile Pro

25

Asn Lys

Glu Glu Gly

Ser Tyr

75

Leu Lys

ccgaagtatce
cggctctgaa
ceggtgegat
ttgctctggt
tgagcaaacg
ctaaggttaa
aggcggaagc
aaaacaacat
aagctatgat
ccatgatcec
tgctgaaata
acaaagtgaa

accaacgect

Lys

Asn Ala

30

Ile Trp

45

AsSp Leu

Asp

Ser

Gly val

105

Asp

Gly

Val

Thr

Thr

tactaccgac
cattggcaac
gatectgetg
ttcttacatt
taacgaaaaa
tactcagate
taccaaggca
caacttcaac
caacatcaac
gtacggtgtt
catttacgac
caatacctta

tttgtccact

Pro val

15

Gln Met

Ile Pro

Pro Pro

Leu
80

Lys Leu

1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700

2709



Phe

Ile

Leu

Ser

145

ASp

Leu

ASp

Leu

His

225

Pro

Gly

Ala

Ile
305

Glu

Glu

val

Lys

130

Ile

Thr

Phe

Leu

210

Glu

Asn

Leu

Lys

Asn

290

Val

Lys

Arg

Arg

115

val

Arg

Ile

Arg

Thr

195

Gly

Leu

Arg

Glu

Phe

275

Lys

Gly

Tle

100

Gly

Ile

Ser

Gln

Asn

180

Phe

Ala

Ile

val

Val

260

Ile

Phe

Thr

Leu

85

Ile

AsSp

Glu

Phe

165

Gly

Gly

Gly

His

Phe

245

Ser

ASp

Lys

Thr

Leu
325

Ser

Pro

Thx

Glu

150

Glu

Phe

Lys

ala

230

Lys

Phe

Ser

Asp

Ala

310

Ser

Thr

Phe

Asn

135

Leu

Cys

Gly

Glu

Phe

215

Gly

Val

Glu

Leu

Ile

295

Ser

Glu

Asp

Trp

120

Cys

Asn

Lys

Ser

Glu

200

Ala

His

Asn

Glu

Gln

280

Ala

Leu

Asp
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Leu

105

Gly

Ile

Leu

Ser

Thr

185

Ser

Thr

Thr

Leu

265

Glu

Ser

Gln

Thr

90

Gly

Gly

Asn

Val

Phe

170

Gln

Leu

Asp

Leu

Asn

250

Arg

Asn

Thr

Sex
330

Arg

Ser

val

Ile

i5s

Gly

Tyr

Glu

Pro

235

Ala

Thr

Glu

Leu

Met

315

Gly

Met

Thr

Ile

140

Ile

His

Ile

Val

Ala

220

Gly

Phe

Phe

Asn

300

Lys

Lys

106

Leu

Ile

125

Gln

Gly

Glu

Arg

Asp

205

val

Ile

Gly

Arg

285

Lys

Asn

Phe

Leu

110

Asp

Pro

Pro

val

Phe

120

Thr

Thr

Ala

Glu

Gly

270

Leu

Ala

val

Ser

95

Thr

Thr

Asp

Ser

Leu

175

Ser

Asn

Leu

Ile

Met

255

His

Lys

Phe

Val
335

Ser

Glu

Gly

Ala

160

Asn

Pro

Pro

Ala

Asn

240

Ser

Sex

Lys
320

Asp
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Lys Leu Lys Phe Asp Lys Leu Tyr Lys Met Leu Thr Glu Ile Tyr Thr
340 345 350

Glu Asp Asn Phe Val Lys Phe Phe Lys Val Leu Asn Arg Lys Thr Tyr
355 360 365

Leu Asn Phe Asp Lys Ala Val Phe Lys Ile Asn Ile Val Pro Lys Val
370 378 380

Asn Tyr Thr Ile Tyr Asp Gly Phe Asn Leu Arg Asn Thr Asn Leu Ala
385 390 395 400

Ala Asn Phe Asn Gly Gln Asn Thr Glu Ile Asn Asn Met Asn Phe Thr
405 410 415

Lys Lieu Lys Asn Phe Thr Gly Leu Phe Glu Phe Tyvr Lys Leu Leu Cys
420 425 430

Val Asp Gly Ile Ile Thr Ser Lys Thr Lys Ser Leu Ile Glu Gly Arg
435 440 445

Phe Gly Gly Phe Thr Gly Ala Arg Lys Ser Ala Arg Lys Tyr Ala Asn
450 455 460

Gln Ala Leu Ala Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly
465 470 475 480

Gly Gly Ser Ala Leu Val Leu Gln Cys Ile Lys Val Asn Asn Trp Asp
485 490 495

Leu Phe Phe Ser Pro Ser Glu Asp Asn Phe Thr Asn Asp Leu Asn Lys
500 505 510

Gly Glu Glu Ile Thr Ser Asp Thr Asn Ile Glu Ala Ala Glu Glu Asn
515 520 525

Ile Ser Leu Asp Leu Ile Gln Gln Tyr Tyr Leu Thr Phe Asn Fhe Asp
530 535 540

Asn Glu Pre Glu Asn Ile Ser Ile Glu Asn Leu Sexr Ser Asp Iie TIle
545 550 565 560

Gly Gln Leu Glu Leu Met Pro asn Ile Glu Arg Phe Pro Asn Gly Lys
565 570 575
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Lys Tyr Glu Leu Asp Lys Tyr Thr Met Phe His Tyr Leu Arg Ala Gln
580 585 520

Glu Phe Glu His Gly Lys Ser Arg Ile Ala Leu Thr Asn Ser Val Asn
595 600 605

Glu Ala Leu Leu Asn Pro Ser Arg Val Tyr Thr Phe Phe Ser Ser Asp
610 615 620

Tyr val Lys Lys Val Asn Lys Ala Thr Glu Ala Ala Met Phe Leu Gly
625 630 635 640

Trp val Glu Gln Leu Val Tyr Asp Phe Thr Asp Glu Thr Ser Glu val
645 650 655

Ser Thr Thr Asp Lys Ile Ala Asp Ile Thr Ile Ile Ile Pro Tyr Ile
660 665 670

Gly Pro Ala Leu asn Ile Gly Asn Met Leu Tyr Lys Asp Asp Phe Val
675_ 680 685

Gly Ala Leu Ile Phe Ser Gly Ala Val Ile Leu Leu Glu Phe Ile Pro
690 695 700

Glu Ile Ala Ile Pro Val Leu Gly Thr Phe Ala Leu Val Ser Tyr Ile
705 710 T15 720

Ala Asn Lys Val Leu Thr Val Gln Thr Ile Asp Asn Ala Leu Ser Lys
725 ' 730 735

Arg Asn Glu Lys Trp Asp Glu Val Tyr Lys Tyr Ile Val Thr Asn Trp
740 745 750

Leu Ala Lys Val Asn Thr Gln Ile Asp Leu Ile Arg Lys Lys Met Lys
755 760 765

Glu Rla Leu Glu Asn Gln Ala Glu Ala Thr Lys 3la Ile Ile Asn Tyy
T70 775 780

Gln Tyr Asn Gln Tyr Thr Glu Glu Glu Lys Asn Asn Ile Asn Phe Asn
785 750 795 800

Ile Asp Asp Leu Ser Ser Lys Leu Asn Glu Ser Ile Asn Lys Ala Met
805 810 815
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10

Ile asn

Asn Ser

Ile

Met

Asn
820

Lys

Ile Pro

835

Leu
850

Ser

Leu Ile

865

Ser Thr

Leuy Leu

<210> 35
<211> 2697
<212> ADN

Lys

Gly

Asp

Ser

Asp Ala

Gln val

Phe

Leu

Asp

Leu Asn

val
840

Gly

Leu
855

Lys

Arg Leu

870

Ile Pro

885

Thr
900

Leu

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 35

ggatccatgg
attgettaca
cacaacaaaa
ctgaaccege
tctaccgata
tacteccaceg
ggcggttcta
cagccggacg
gatatcatce
ggctacggtt
tccctggaag
gttaccctgy
ccgaaccgtg

agcttcgaag

agtbcgttaa
tcaaaatcce
tctgggttat
caccggaagc
acgaaaagga
acctgggecg
ccatcgatac
gttcectateg
agttcgagtg
ceactcagta
tagacacgaa
ctcacgaact
fcttcaaagt

aactgegtac

Phe

Gln Leu

Asp

caaacagttce
gaacgetggc
cecggaacgt
gaaacaggtg
caactacctg
tatgctgectg
cgaactgaaa
ttccgaagaa
taagagettt
catccgttte
cecactgctg
gattecatgea
taacaccaac

ttttggeggt

ES 2607 789 T3

Gln
825

Cys Serxr

Lys Arg Leu

Ile Tyr

Lys Asp Ly¥s

B75

Ser Lys

8390

TVr

aactataaag
cagatgcagc
gataccttta
ccggtatett
aaaggtgtta
actagcatcg
gtaatcgaca
ctgaacctgg
ggtcacgaag
tctceggact
ggegetggta
ggccaccgee
gcgtattacg

cacgacgcta

Val Ser

Leu Met

830

Glu Asp
845

Asp Asn
860

val Asn

Vval Asp

acccagttaa
cggtaaaggce
ctaacccgga
actatgactc
ctaaactgtt
ttcgeggtat
ctaactgcat
tgatcatcgg
ttctgaacct
tcaccttegg
aattegecaace
tgtacggtat
agatagtcegg

aattcatcga

109

Phe

Arg

Asn

Asn

Asp Ala

Thr

Gly

Leu
880

Thr

Gln
855

Arg

cggtgttgac
attcaaaatc
agaaggtgac
cacctacckg
cgagegtatt
cecgttcetgg
caacgttatt
cceegtetgel
cacccgtaac
ttttgaagaa
tgatecctgeg
cgccatcaat
tetggaagtt

ctectetgeaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840
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gaaaacgagt
aaagcgaaat
gaaaaaktacc
gataaacttt
aaagttctga
gtgccgaaag
getaatttta
ttcactggtc
actaaatctce
aaagcgctag
ctagtgctgce
aacttcacca
gccgaagaaa
aacgagcegg
ctgatgcega
atgttecact
aactcegtta
tacgtgaaaa
cttgtttatg
atcactatea
gacgacttcg
gaaatcgeca
ctgactgtac
tacaaatata
adaaaaatga
cagtacaacc
tcctetaaac
cagtgctctg
gacttcgaty
ctgatcggte

cctttteage

<210> 36
<211> 898
<212> PRT

tcecgtetgta
ccaktegtggy
tgctcagcga
acaaaatgct
accgcaaaac
ttaactacac
acggccagaa
tgttcgagtt
tgatagaagg
cgggcgatag
agtgtatcaa
acgacctgaa
acatcteget
aaaacatttce
acatcgaacg
acctgegege
acgaagctcet
aggtcaacaa
attttaccga
tcatccegta
ttggcgcact
tceoggtact
aaaccatcga
tegtgaccaa
aagaagcact
agtacaccga
tgaacgaatc
taagectatcet
cgtectctgaa
aggttgatcg

tcagtaaata

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 36

ctactataac
taccactact
agacacctéc
gactgaaatt
ctatctgaac
tatctacgat
cacggaaakc
ti{acaagctg
tagatttggc
cggtageggc
ggttaacaac
caaaggtgaa
ggacctgatce
tatcgaazac
ttteoccaaac
gcaggaattt
gctcaacccg
agcgactgaa
cgagacgtece
categghecyg
gatcttcetee
gggcaccttt
caacgcegetg
ctggetygget
ggaaaaccag
ggaagaaaaa
catcaacaaa
gatgaactcc
agacgcecty
tctgaaggac

tgtcgataac

ES 2607 789 T3

aagttcaaag
tctoctecagt
ggcaaattct
tacaccgaayg
ttcgacaagg
ggtttcaaca
aacaacatga
ctgtgcgtceg
ggtttcacgg
ggtggcggta
tgggatttat
gaaatcacct
cagcagtact
ctgagetctyg
ggtaaaaagt
gaacacggca
tcececgtgtat
getgecaatat
gaagtatcta
gctetgaaca
ggtgcggtga
gctctggttt
agcaaacgta
aaggttaata
goggaageota
aacaacatca
gctatgatca
atgatccegt
ctgaaataca
aaagtgaaca

caacgeettt

atategeatc
acatgaagaa
ctgtagacaa
acaacttcgt
cagtattcaa
tgegtaacac
acttcacaaa
acggcatcat
gcgcacgcaa
gcggeggtgg
tcttcagceee
cagatactaa
acctgacctt
atatcatcgg
acgagctgga
aatcccgtat
acaccttcett
tcttoggttg
ctaccgacaa
ttggraacat
tcctgectgga
cttacattgce
acgaaaaatyg
ctcagatcga
ccaaggcaat
acttcaacat
acatcaacaa
acggtgttaa
tttacgacaa
ataccttate

tgtccactet

110

caccctgaac
cgtttttaaa
gttgaaattc
taagttcttt
aatcaacatc
caacctgget
actgaaaaac
tacctccaaa
atcagcgegt
cggtagegea
gagtgaagac
catcgaagcea
taatttcgac
ccagectggaa
caaatatacc
cgcactgact
ctctagcgac
ggttgaacag
aattgcggat
getgtacaaa
gttcatcccg
aaacaaggtt
ggatgaagtt
cctecatecege
cattaactac
cgacgatctg
gttcctgaac
acgtctggag
ccgtggcact
gaccgacatc

agactag

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640

2697



Gly

Asn

Gln

Glu

Pro

65

Ser

Phe

Ile

Leu

Ser

145

Asp

Leu

Ser

Gly

Pro

Arg

Glu

Thr

Glu

val

Lys

130

Ile

Thr

Phe

Mebt

Val

val

35

Asp

Ala

Asp

Arg

Axrg

115

val

arg

Ile

Arg

Glu

Asp

20

Lys

Thr

Lys

Asn

Tle

100

Gly

Ile

Ser

Gln

Asn

180

Phe

Phe

Ile

Ala

Phe

Gln

Glu

85

Tyr

Ile

Asp

Glu

Phe

165

Gly

Gly

val

Ala

Fhe

Thr

Val

70

Lys

Ser

Pro

Thr

Glu

150

Glu

Phe

Asn

Tyr

Lys

Asn

55

Pro

Asp

Thr

Phe

Asn

135

Leu

Cys

Gly

Glu

Lys

Ile

Ile

40

Pro

Val

Asn

Asp

Trp

120

Cys

Asn

Liys

Ser

Glu

ES 2607 789 T3

Gln

Lys

25

His

Glu

Ser

Tyr

Leu

105

Gly

Ile

Leu

Ser

Thr

185

Ser

Phe

10

Ile

Asn

Glu

Leu

90

Gly

Gly

ASn

val

Phe

170

Gln

Leu

Asn

Pro

Lys

Gly

Liys

Arg

Ser

Val

Ile

1585

Gly

Glu

Asn

Ile

Asp

Asp

Gly

Met

Thr

Ile

140

Ile

His

Ile

Val

111

Lys

Ala

Trp

45

Leu

Ser

val

Leu

Ile

125

Gln

Gly

Glu

Arg

Asp

Asp

Gly

30

Val

Thx

Thxr

Leu

110

AsSp

Pro

Pro

val

Phe

190

Thr

Pro

15

Gln

Ile

Pro

Lys

95

Thr

Thr

Asp

Ser

Leu

175

Ser

Asn

val

Met

Pro

Pro

Leu

80

Leu

Ser

Glu

Gly

Ala

160

Asn

Pro

Pro
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195 200 205

Leu Leu Gly Ala Gly Lys Phe Ala Thr Asp Pro Ala Val Thr Leu Ala
210 218 220

His Glu Leu Ile His Ala Gly His Arg Leu Tyr Gly Ile Ala Ile Asn
225 230 235 240

Pro Asn Arg Val Phe Lys Val Asn Thr Asn Ala Tyr Tyr Glu Met Ser
245 250 255

Gly Leu Glu Val Ser Phe Glu Glu Leu Arg Thr Phe Gly Gly His Asp
260 265 270 .

Ala Lys Phe Ile Asp Ser Leu Gln Glu Asn Glu Phe Arg Leu Tyr Tyr
275 280 285

Tyxr Asn Lys Phe Lys Asp Ile Ala Ser Thr Leu Asn Lys Ala Lys Ser
290 295 ’ 300

Ile Val Gly Thr Thr Ala Ser Leu Gln Tyr Met Lys Asn Val Phe Lys
305 310 315 320

Glu Lys Tyr Leu Leu Ser Glu Asp Thr Ser Gly Lys Phe Ser val asp
325 330 335

Lys Leu Lys Phe Asp Lys Leu Tyr Lys Met Leu Thr Glu Ile Tyr Thr
340 345 350

Glu Asp Asn Phe Val Lys Phe Phe Lys Val Leu Asn Arg Lys Thr Tvr
355 360 365

Leu Asn Phe Asp Lys Ala Val Phe Lys Ile Asn Ile Val Pro Lys Val
370 375 380

Asn Tyr Thr Ile Tyr Asp Gly Phe &sn Leu Arg Asn Thr aAsn Leu Ala
385 390 395 400

Ala Asn Phe Asn Gly Gln Asn Thr Glu Ile Asn Asn Met Asn Phe Thr
405 410 415

Lys Leu Lys Asn Phe Thr Gly Leu Phe Glu Phe Tyr Lys Leu Leu Cys
420 425 430

Val Asp Gly Ile Ile Thr Ser Lys Thr Lys Ser Leu Ile Glu Gly Arg
43% 440 445
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Phe Gly Gly Phe Thr Gly Ala Arg Lys Ser Ala Arg Lys Ala Leu Ala
450 455 460

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Ala
465 470 475 480

Leu Val Leu Gln Cys Ile Lys Val Asn Asn Trp Asp Leu Phe Phe Ser
485 490 495

Pro Ser Glu Asp Asn Phe Thr Asn Asp Leu Asn Lys Gly Glu Glu Ile
500 505 510

Thr Ser Asp Thr Asn Ile Glu Ala Ala Glu Glu Asn Ile Ser Leu Asp
515 520 525

Leu Ile Gln Gln Tyr Tyr Leu Thr Phe Asn Phe Asp Asn Glu Pro Glu
530 535 540

asn Ile Ser Ile Glu Asn Leu Ser Ser Asp Ile Ile Gly Gln Leu Glu
545 550 555 560

Leu Met Pro Asn Ile Glu Arg Fhe Pro Asn Gly Lys Lys Tyr Glu Leu
565 570 575

Asp Lys Tyr Thr Met Phe Hisg Tyr Leu Arg Ala Gln Glu Phe Glu His
580 585 590

Gly 1liys Ser Arg Ile Ala Leu Thr Aspn Ser Val Asn Glu Ala Leu Leu
595 600 605

Asn Pro Ser Arg Val Tyr Thr Phe Phe Ser Ser Asp Tyr Val Lys Lys
610 615 620

Val Asn Lys Ala Thr Glu Ala Ala Met Phe Leu Gly Trp Val Glu Gln
625 630 635 640

Leu Val Tyr Asp Phe Thr Asp Glu Thr Ser Glu Val Ser Thr Thr Asp
645 650 655

Lys Ile Ala Asp Ile Thr Ile Ile Ile Pro Tyr Ile Gly Pro Ala Leu
660 665 670

Asn Ile Gly &sn Met Leu Tyr Lys Asp Asp Phe Val Gly Ala Leu Ile
675 680 685
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Phe Ser Gly Ala Val Tle Leu Leu Glu Phe Ile Pro Glu Ile Ala Ile
690 695 700

Pro Val Leu Gly Thr Phe Ala Leu Val Ser Tyr Ile Rla Asn Lys Val
705 71¢ 715 720

Leu Thr Val Gln Thr Ile Asp Asn Ala Leu Ser Lys Arg Asn'Glu Lys
725 730 135

Trp Asp Glu Val Tyr Lys Tyr Ile Val Thr Asn Trp Leu Ala Lys Val
740 745 750

Asn Thr Gln Ile Asp Leu Ile Arg Lys Lys Met Lys Glu Ala Leu Glu
755 760 765

Asn Gln Ala Glu Ala Thr Lys Ala Ile Ile Asn Tyr Gln Tyr Asn Gln
770 775 780

Tyr Thr Glu Glu Glu Lys Asn Asn Ile Asn Phe Asn Ile Asp Asp Leu
785 790 795 800

Ser Ser Lys Leu Asn Glu Ser Ile Asn Lys Ala Met Ile Asn Ile Asn
805 810 815

Lys Phe Leu Asn Gln Cys Ser Val Ser Tyr Leu Met Asn Ser Met Ile
820 825 830

Pro Tyr Gly Val Lys Arg Leu Glu Asp Fhe Asp Ala Ser Leu Lys Rsp
835 8440 845

Ala Leu Leu Lys Tyr Ile Tyr Asp Asn Arg Gly Thr Leu Ile Gly Gln
850 855 860

Val Asp Arg Leu Lys Asp Lys Val Asn Asn Thr Leu Ser Thr Asp Ile
865 870 875 aso

Pro Phe Gln Leu Ser Lys Tyr Val asp Asn Gln Arg Leu Leu Ser Thr
885 850 895

Leu Asp

<210> 37

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 37
tttggcggtt tcacgggege acgcaaatca gegcgtaaat tagctaacca g 51
<210> 38
<211>17

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Sintético

<400> 38

Phe Gly Gly Phe Thr Gly Ala Arg Lys Ser Ala Arg Lys Leu Ala Asn

1 5 10

Gln

<210> 39

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 39
tttggcggtt tcacgggege acgcaaatca gecg 33

<210> 40

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 40

Phe Gly Gly Phe Thr Gly Ala Arg Lys Ser Ala
1 S 10

<210> 41

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 41

tttggcggtt tcacgggege acgcaaatat geg
<210> 42

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 42

Phe Gly Gly Phe Thr Gly Ala Arg Lys Tyr Ala
1 5 10

<210> 43

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Sintético

<400> 43

tttggcggtt tcacgggege acgcaaatca tat 33
<210> 44

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 44

Phe Gly Gly Phe Thr Gly Ala Arg Lys Ser Tyr

1 5

<210> 45

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 45

tttggcggtt tcacgggege acgcaaatca gegegtaaat atgctaacca g

<210> 46

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 46

Phe Gly Gly Phe Thr Gly Ala Arg Lys Ser Ala Arg Lys Tyr Ala Asn

1 5

Gln

<210> 47

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 47
tttggcggtt tcacgggege acgcaaatca pgcgcgtaaa
<210> 48
<211>13

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

39
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<220>
<223> Sintético

<400> 48

ES 2607 789 T3

Phe Gly Gly Phe Thr Gly Ala Arg Lys Ser Ala Arg Lys

1 5

<210> 49

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 49

10

tttggcggtt tcacgggege acgcaaatca gegcgtaaac gcaaaaacca g

<210> 50

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 50

Phe Gly Gly Phe Thr Gly Ala Arg Lys Ser Ala Arg Lys Arg Lys Asn

1 3

Gln

<210> 51

<211> 2736

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 51

10

117

51

15



ctecgggattg
gctaaccaga
cctaggggat
gttgacattg
aaaatccaca
ggtgacctga
taccigtcta
cgtatkttact
ttctggggeg
gttattcagce
tctgctgata
cgtaacggct
gaagaatccc
cctgecggtta
atcaatccga
gaagttagct
ctgcaagaaa
ctgaacaaag
tttaaagaaa
aaattcgata
ttectttaaag
aacatcgtge

ctggetgeta

agggtcgttt
ctagtggcgg
ccatggagtt
cttacatcaa
acaaaatctg
acccgccacc
ccgataacga
cecaccgacct
gttctaccat
cggacggtte
tcatccagtt
acggttccac
tggaagtaga
cectggetca
accgtgtett
tegaagaact
acgagttceg
cgaaatccat
aatacctgct
aactttacaa
ttctgaacceyg
cgaaagttaa

attttaacgg

tggcggttte
tgggggtagt
cgttaacaaa
aatceccgaac
ggttatceceg
ggaagcgaaa
aaaggacaac
gggccgtatg
cgataccgaa
ctatcgttcee
cgagtgtaag
tcagtacatc
cacgaaccca
cgaactgatt
caaagttaac
gegtacttet
tctgtactac
cgtgggtace
cagcgaagac
aatgctgact
caaaacctat
ctacactatc

ccagaacacg
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acgggegeac
ggeggtggceyg
cagttcaact
gctggccaga
gaacgtgata
caggtgccgg
tacctgaaag
ctgctgacta
ctgaaagtaa
gaagaactga
agctttggte
cgtbttckete
ctgetyggey
catgcaggec
accaacgcgt
ggeggteacg
tataacaagt
actgcttcte
acctcocggcea
gaaatttaca
ctgaactteyg
tacgatggtt

gaaatcaaca

gcaaatcage
gttcgggegy
ataaagaccc
tgcageccggt
cctttactaa
tatcttacta
gtgttactaa
gcatcgtteg
tcgacactaa
accbggtgat
acgaagttck
cggacttcac
ctggtaaatt
accgecctgta
attacgagat
acgctaaatt
tcaaagatat
tccagtacat
aattctctgt
ccgaagacaa
acaaggcagt
tcaacctgeyg

acatgaactt

118

acgtaaatta
gggtgggage
agttaacggt
aaaggcattc
ccoggaagaa
tgacteeace
actgttcgag
cggtatcccg
ctgcatcaac
catcggeecg
gaacctcace
ctteggtttt
cgcaactgat
eggtatcgec
gtecggtctg
catcgactct
cgcatecace
gaagaacgtt
agacaagtig
cttegttaag
attcaaaatce
taacaccaac

cacaaaactg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

138¢
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aaaaacttca
tccaaaacta
gttaacaact
aaaggtgaag
gacctgatee
atcgaaaacce
ttcccaaacg
caggaatttg
ctcaaccegt
gcgactgaag
gagacgteeg
atcggteegg
aktcttctecg
ggcacctttg
aacgegctga
tggctggcta
gaaaaccagyg
gaagaaaaaa
atcaacaaag
atgaactceca
gacgceeetge
ctgaaggaca
gtcgataacc
<210> 52

<211> 911
<212> PRT

ctggtectgtt
aatctetgat
gggatttatt
aaatcacctc
agcagtacta
tgagctctga
gtaaaaagta
aacacggcaa
cccgtgtata
ctgcaatgtt
aagtatctac
¢tetgaacat
gtgcggtgat
ctekggtttce
gcaaacgtaa
aggttaatac
cggaagctac
acaacatcaa
ctatgatcaa
tgateccgta
tgaaatacat
aagtgaacaa

aacgeetttt

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 52

cgagttttac
agaaggtaga
cttecagecey
agatactaac
cctgaccettt
tatcatecgge
cgagctggac
atceccgtate
caccttectte
cttgggkttag
taccgacaaa
tggcaacatyg
cctgctgagag
ttacattgeca
cgaaazatgg
tcagatcgac
caaggcaate
cttcaacatc
catcaacaag
cggtgttaaa
ttacgacaac
taccttatcyg

gteccacteta
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aagctgetgt
aacaaagcge
agtgaagaca
atecgaagcag
aatttcgaca
cagctggaac
aaatatacca
gcactgacta
tetagcgact
gktgaacagc
attgoggata
ctgtacaaayg
ttcatcceogg
aacaaggttc
gatgaagttt
ctecatccgea
attaactacc
gacgatctgt
ttectgaace
cgtctggagg
cgtggecacte
accgacatee

gactag

gegtcgacgy
tgaacctgca
acttcaccaa
ccgaagaaaa
acgagccgga
tgatgccgaa
tgttccacta
actccgttaa
acgtgaaaaa
ttgtttatga
tecactatcat
acgacttegt
aaatggecat
tgactgtaca
acaaatgtat
aaaaaatgaa
agtacaacca
cctctaaact
agtgctctat
acttegatge
tgatcggtca

cttttcagct

catcattacc
gtgtatcaag
cgacctgaac
catctegctg
amacatttck
catcgaacgt
cctgcgegeg
cgaagctctg
ggtcaacaaa
ttttaccgac
catceccgtac
tggegeacty
ccecggtacty
aaccategac
cgtgaccaac
agaagcactg
gtacaccgag
gaacgaatcc
aagctatctg
gtctectgaaa
ggttgatcgt

cagtaaatat

Leu Gly Ile Glu Gly Arg Phe Gly Gly Phe Thr Gly Ala Arg Lys Ser

1

5

10

119

15

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1380

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2736
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2la Arg Lys Leu Ala Asn Gln Thr Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly
20 25 30

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Pro Arg Gly Ser Met Glu Phe Val
a5 40 45

Asn Lys Gln Phe Asn Tyr Lys Asp Pro Val Asn Gly Val Asp Ile Ala
50 55 60

Tyr Ile Lys Iie Pro Asn Ala Gly Gln Met Glmn Pro Val Lys Ala Phe
65 70 75 80

Lys Ile His Asn Lys Ile Trp Val Ile Pro Glu Arg Asp Thr Phe Thr
85 90 95

Asn Pro Glu Glu Gly Asp Leu Asn Pro Pro Pro Glu Ala Lys Gln Val
100 105 110

Pro val Ser Tyr Tyr Asp Ser Thr Tyr Leu Ser Thr Asp Asn Glu Lys
115 120 125

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

Thr Asp Leu Gly Arg Met Leu Leu Thr Ser Ile Val Arg Gly Ile Pro
145 150 155 160

Phe Trp Gly Gly Ser Thr Ile Asp Thr Glu Leu Lys Val Ile Asp Thr
165 170 175

Asn Cys Ile Asn Val Ile Gln Pro Asp Gly Ser Tyr Arg Ser Glu Glu
180 185 190

Leu Asn Leu Val Ile Ile Gly Pro Ser Ala Asp Ile Ile Gln Phe Glu
195 200 205

Cys Lys Ser Phe Gly His Glu Val Leu Asn Leu Thr Arg Asn Gly Tyr
210 215 220

Gly Ser Thr Gln Tyr Ile Arg Phe Ser Pro Asp Phe Thr Phe Gly - Phe
225 230 235 240

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

120



Phe

Gly

Val

Glu

305

Leu

Ile

Ser

Glu

Leu

385

Phe

Val

Gly

Asn

Gly

465

Ser

Gln

His

Asn

2390

Glu

Gln

aAla

Leu

Asp

a7c

Phe

Phe

Phe

Thr

450

Leu

Lys

Cys

Arg
275
Thr
Leu
Glu
Ser
Gln
355
Thr
Lys
Lys
Lys
ASn
435
Glu
Phe

Thr

Ile

Asp

260

Leu

Asn

Arg

Asn

Thr

340

Tyr

Ser

Met

val

Ile

420

Leu

Ile

Glu

Lys

Lys

Pro

Ala

Thr

Glu

325

Leu

Met

Gly

Leu

Leu

405

Asgn

Arg

Asn

Fhe

Ser

485

val

Ala

Gly

Phe

310

Phe

Asn

Lys

Lys

Thx

380

Asn

Ile

Asn

Asn

470

Leu

Asn

Val

Ile

Tyx

295

Gly

ATg

Lys

hsn

Phe

375

Glu

Aryg

val

Thr

Met

455

Lys

Ile

Asn

Thr

Ala

280

Glu

Gly

Leu

Ala

Val

360

Ser

Ile

Lys

Pro

Asn

440

Asn

Len

Glu

Trp
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Leu

265

Ile

Met

His

TYXr

Lys

345

Phe

Val

Tyr

Thr

Lys

425

Leu

Phe

Leu

Gly

Asp

Ala

Asn

Ser

Asp

330

Ser

Lys

Asp

Thr

Tyr

410

Val

Ala

Thr

Cys

Arg

490

Leu

Pro

Gly

Ala

315

Ile

Glu

Lys

Glu

395

Leu

Asn

Ala

Lys

Vval

475

Asn

Phe

Glu

Asn

Leu

300

Lys

Asn

val

Lys

Leu

380

Asp

Asn

Asn

Leu

460

Asp

Lys

Phe

121

Leu

Axrg

285

Glu

Phe

Lys

Gly

Tyr

365

Lys

Asn

Phe

Thr

Phe

445

Lys

Gly

Ala

Ser

Ile

270

val

val

Ile

Phe

Thr

350

Leu

Phe

Fhe

Asp

Ile

430

Asn

Asn

Ile

Leu

Pro

His

Phe

Ser

Asp

Lys

335

Thr

Leu

Asp

val

Lys

415

Tyr

Gly

Phe

Ile

Asn

495

Ser

Ala

Lys

Phe

Ser

320

Asp

Ala

Ser

Lys

Lys

400

Ala

Asp

Gln

Thr

480

Leu

Glu
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500 505 510

Asp Asn Phe Thr Asn Asp Leu Asn Lys Gly Glu Glu Ile Thr Ser Asp
515 520 525

Thr Asn Ile Glu Ala Ala Glu Glu Asn Ile Ser Leu Asp Leu Ile Gln
530 535 540

Gln Tyr Tyr Leu Thr Phe Asn Phe Asp Asn Glu Pro Glu Asn Ile Ser
545 550 555 560

Ile Glu Asn Leu Ser Ser Asp Ile Ile Gly Gln Leu Glu Leu Met Pro
565 570 575

Asn Ile Glu Arg Phe Pro Asn Gly Liys Lys Tyr Glu Leu Asp Lys Tyx
580 585 590

Thr Met Phe His Tyr Leu Arg Ala Gln Glu Phe Glu His Gly Lys Ser
595 600 605

Arg Ile Ala Leu Thr Asn Ser Val Asn Glu Ala Leu Leu Asn Pro Ser
610 615 620

Arg Val Tyr Thr Phe Phe Ser Ser Asp Tyr Val Lys Lys Val Asn Lys
625 630 635 640

Ala Thr Glu Ala Ala Met Phe Leu Gly Trp Val Glu Gln Leu Val Tyr
645 650 655

Asp Phe Thr Asp Glu Thr Ser Glu Val Ser Thr Thr Asp Lys Ile Ala
660 665 670

Asp Ile Thr Ile Ile Ile Pro Tyr Ile Gly Pro Ala Leu Asn Ile Gly
675 680 685

Asn Met Leu Tyr Lys Asp Asp Phe Val Gly ala Leu Ile Phe Ser Gly
690 695 700

ala Val Ile Leu Leu Glu Phe Ile Pro Glu Ile Ala Ile Pro Val Leu
705 710 715 720

Gly Thr Phe Ala Leu Val Ser Tyr Ile Ala Asn Lys Val Leu Thr val
725 730 735

Gln Thr Ile Asp Asn Ala lLeu Ser Lys Arg Asn Glu Lys Trp Asp Glu
740 745 750

122
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Val Tyr Lys Tyr Ile Val Thr Asn Trp Leu Ala Lys Val Asn Thr Gln
155 760 765

Ile Asp Leu Ile Arg Lys Lys Met Lys Glu Ala Leu Glu Asn Gln Ala
770 775 780

Glu Ala Thr Lys Ala Ile Ile Asn Tyr Gln Tyr Asn Gln Tyr Thr Glu
785 790 795 800

Glu Glu Lys Asn Asn Ile Asn Phe Asn Ile Asp Asp Leu Ser Ser Lys
805 810 815

Leu Asn Glu Ser Ile Asn Lys Ala Met Ile Asn Ile Asn Lys Phe Leu
820 825 830

Asn GIln Cys Ser Val Ser Tyr Leu Met Asn Ser Met Ile Pro Tyr Gly
835 840 845

Val Lys Arg Leu Glu Asp Phe Asp Ala Ser Leu Lys Asp Ala Leu Leu
850 855 860

Lys Tyr Ile Tyr Asp Asn Arg Gly Thr Leu XIle Gly Gln val Asp Arg
865 870 875 880

Leu Lys Asp Lys Val Asn Asn Thr Leu Ser Thr Asp Ile Pro Phe Gln
885 890 895

Leu Ser Lys Tyr Val Asp Asn Gln Arg Leu Leu Ser Thr Leu Asp
900 905 910
<210> 53
<211>177
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<400> 53

ggatccacge acgtegacgg catcattacc tecaaaacta aatctctgat agaaggtaga 60
tttggcggtt tcacgggcge acgcaaatca gegegtaaat tagetaacca ggegetageg 120
Qgtggt'ggtg gttctgcact agtactgcag acgecacggte tagaatgata aaagett 177
<210> 54

<211>192

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 54

123
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15

20

25

30

35

40

45
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ggatccacge acgtcgacgg catcattace tecaaaacta aatctctgat agaaggtaga
tttagcggtt tcacgggcge acgcaaatca gcgcgtaaat tagetaacca ggcgetageg
ggtggtggtg gttctggtgg tggtggttet geactagtge tgeagacgea cggtctagaa
tgataaaagc tt

<210> 55

<211> 222

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 55

ggatccacge acgtcgacgg catcattacc tccaaaacta aatctetgat agaaggtaga
tttggegatt tecacgggege acgeaaatca geogegtaaat tagetaacca ggegetageg
ggtggtggtg gttctggtgg tgghtggttct ggtggtggtg gttctggtgg tggtggttct
gcactagtge tgcagacgca cggtctagaa tgataaaage tt

<210> 56

<211> 237

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 56

ggatccacge acgtcecgacgg catcattace tccaaaacta aatctcectgat agaaggtaga
tttggeggtt tcacgggcecge acgcaaatca gegegtaaat tagetaacca ggegetageyg
ggtggtggty gttetggtgg tggtggttet ggtggtggtg gttotggtgg tggtggttcet
ggtggbtggtg gttctgcact agtgctacag acgcacggte tagaatgata aaagett
<210> 57

<211> 228

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 57

ggatccacgc acgtcgacgg catcattacc tccaaaacta aatctctgat agaaggtaga
tttggeggtt tcacgggege acgcaaatca gegcogtaaat tagetaacca ggegetageg
gctgaagctg ctgctaaaga agctgetget aaagaagetg ctgetaaage tggtggeggt
ggttccgecac tagtgctgca gacgecacggt ctagaatgat aazagett

<210> 58

<211> 2694

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

124

&0

120

180

192

€0

120

180

222

60

120

i80

2317

60

120

180

228



<220>

<223> Sintético

<400> 58
ggatcecatgg
attgcttaca

cacaacaaaa

ctgaacccge

tctagcgata
tactccaccyg
ggcggttcta
cagccggacyg
gatatcatcc
ggctacggtt
tccctggaay
gttaccctgg
ccgaacegtyg
agcttegaag
gaaaacgagt
aaagcgaaat
gaaaaatacc
gataaacttt
aaagttctga
gtgecgaaag
gctaatttta

ttcactggte

agttegttaa
tcaaaakcce
tctgggttat
caccggaagc
acgasaagga
acctgggecg
ccatcgatac
gttectatcg
agttcgagtg
ccactecagta
tagacacgaa
ctcacgaact
tcttcaaagt
aactgegtac
tccgtetgta
ccatcgtggy
tgeteagega
acaaaatgct
accgcaaaac
ttaactacac
acggccagaa

tgttcgagtt

caaacagttc
gaacgebgge
ccecggaacgt
gaaacaggtg
caactacctg
tatgctgety
cgaactgaaa
tteccgaagaa
taagagecttt
catecegttite
cccactgetg
gattcatgca
taacaccaac
ttttggeggt
ctactataac
taccactget
agacacctec
gactgaaatt
ctatctgaac
tatctacgat
cacggaaatc

ttacaagetyg
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aactataaag
cagatgcage
gataccttita
ccggtatcett
aaaggtgtta
actagcatcg
gtaatcgaca
ctgaacctgg
ggtcacgaag
tctecggact
ggcgetggta
ggccaccgce
gcgtattacg
cacgacgeta
aagttcaaag
teteteccagt
ggcaaattet
tacaccgaag
ttcgacaagg
ggtttcaacc
aacaacatga

ctgtgegtcy

acccagttaa
cggtaaaggc
ctaaccecgga
actatgactc
ctaaactgtt
ttcgeggtat
ctaactgcat
tgatcategg
ttctgaacct
tcaccticgg
aattegcaac
tgtacggtat
agatgtcegg
aattcatega
atatcgcatc
acatgaagaa
ctgtagacaa
acaacttegt
cagtattcaa
técgtaacac
acttcacaaa

acggcateat

125

cggtgttgac
attcaaaatc
agaaggtgac
cacctacctg
cgagcgtatt
ceccgttetgg
caacgttatt
ccegtetget
cacccgtaac
titttgaagaa
tgatcctgeg
cgccatcaat
tctggaagtt
ctctctgc%a
caccctgaac
cgtitttaaa
gttgaaatte
taagttcttt
aatcaacatc
caacctgget
actgaaaaac

tacctccaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260

1320
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actaaatctce
aaattagcta
gtgctgcagt
ttcaccaacg
gaagaaaaca
gagccggaaa
atgccgaaca
ttccactace
tcegttaacg
gtgaaaaagg
gtttatgatt
actatcatca
gacttcgttg
atcgeccatce
actgtacaaa
aaatatatcg
aaaatgaaag
tacaaccagt
tctaaactga
tgctctgtaa
ttcgatgegt
atecggtcagyg

tttcagcectca

<210> 59
<211> 897
<212> PRT

tgatagaagg
accaggcget
gtatcaaggt
acctgaacaa
tgtcgctgga
acatttctat
tcgaacgttet
tgcgegegea
aagctctget
tcaacaaage
ttaccgacga
teccegtacat
gcgecactgat

cggtactggg

‘ccatcgacaa

tgaccaactg
aagcactgga
acaccgagga
acgaatccat
gctatctgat
ctctgaaaga
ttgategtet

gtaaatatgt

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 59

tagatttggce
agecgggtggt
taacaactgg
aggtgaagaa
cctgatccag
cgaaaacctyg
ccecaaacggt
ggaatttgaa
caacccgtcec
gactgaagct
gacgtcoegaa
cggtecegget
cttcteceggt
cacctttget
cgcgctgage
gctggctaayg
aaaccaggcy
agaaaaaaac
caacaaagcet
gaactccatg
cgccctgqtg
gaaggacaaa

cgataaccaa
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ggtttcacgg
ggtggttetg
gatttattct
atcacctcecag
cagtactacc
agctctgata
aaaaagtacg
cacggcaaat
cgtgtataca
gecaatgttct
gtatctacta
ctgaacattg
gcggtgatec
ctggttktett
aaacgtaacyg
gttaatactc
gaagctacca
aacatcaact
atgatcaaca
atcceceogtacyg
aaatacattt
gtgaacaata

cgcettttgt

gcgcacgeaa
gtggtggtgy
tcagccegag
atactaacat
tgacctttaa
tcatcggeca
agctggacaa
ceccgtatege
ccttettcte
tgggttgggt
ccgacaaaalt
gcaacatget
tgctggagtﬁ
acattgcaaa
aaaaatggga
agatcgacct
aggcaatcat
tcaacatcga
tcaacaagtt
gtgttaaacyg
acgacaaccyg
ccttategac

ccactctaga

atcagegegt
ttetgeacta
tgaagacaac
cgaagcagcec
tttcgacaac
getggaackyg
atataccatg
actgactaac
tagcgactac
tgaacagcett
tgcggatatc
gtacaaagac
catcccggaa
caaggttctg
tgaagtttac
catccgcaaa
taactaccag
cgatctgtcce
cctgaaccag
tctggaggac
tggcactctg
cgacatcect

ctag

Gly Ser Met Glu Phe Val Asn Lys Gln Phe Asn Tyr Lys Asp Pro Val

1

5

10

126

15

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2694



AsSn

Gln

Glu

Pro

€5

Ser

Fhe

Ile

Leu

Ser

145

Leu

Asp

Leu

His

225

Pro

Gly

Gly

Pro

Arg

50

Glu

Thr

Glu

val

Lys

130

Tyr

Tle

Thr

Fhe

Leu

210

Glu

Asn

Leu

val

Val

35

Asp

Ala

Asp

Arg

Arg

115

val

Arg

Ile

Arg

Thr

185

Gly

Leu

arg

Glu

Asp Ile

20

Lys Ala

Thr Phe

Lys Gln

Asn Glu

Ile Tyr

100

Gly Ile

Ile Asp

Ser Glu

Gln Phe

165

Asn Gly
180

Phe Gly

Ala Gly

Tle His

Vval Phe

245

val Ser

Ala

Phe

Thr

val

70

Lys

Ser

Pro

Glu
150

Glu

Fhe

Lys

Ala

230

Lys

Phe

Lys

Asn

55

Pro

Asp

Thr

Phe

Asn

135

Leu

Cys

Gly

Glu

Phe

215

Gly

val

Glu

Ile

Ile

40

Pro

val

Asn

Asp

Trp

120

Cys

Asn

Lys

Ser

Glu

200

Ala

Hisg

Asn

Glu
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Lys

25

Glu

Ser

Leu

105

Gly

Ile

Leu

Ser

Thr

185

Ser

Thr

Arg

Thr

Leu

Ile

Asn

Glu

Tyr

Leu

20

Gly

Gly

Asn

Val

Phe

170

Gln

Leu

Asp

Leu

Asn

250

Arg

Pro

Lys

Gly

Tyr

75

Lys

Arg

Ser

Val

Ile

155

Gly

Glu

Pro

Tyr

235

Ala

Thr

Asn

Ile

Asp

60

Asp

Gly

Mabt

Ile

140

Ile

His

Ile

val

Ala

220

Gly

Phe

127

Ala

Trp

45

Leu

Ser

val

Leu

Ile

125

Gln

Gly

Glu

Arg

Asp

205

Val

Ile

Gly

Gly

Val

Asn

Thx

Thr

Leu

110

Asp

Pro

Pro

val

Phe

120

Thr

Thr

Ala

Glu

Gly

Gln

Ile

Pro

Tyr

Livs

95

Thr

Thr

Asp

Ser

Leu

175

Ser

Asn

Leu

Ile

Met

255

Hisg

Met

Pro

Pro

Leu

80

Leu

Ser

Glu

Gly

Ala

160

Asn

Pro

Pro

Ala

Asn

240

sSer

Asp



Ala

TyYr
Ile
305
Glu
Lys
Glu
Leu
Asn
385
Ala
Lys
val
Phe
Gln
465

val

Ser

Lys

Asn

290

val

Lys

Leu

Asp

Asn

370

Asn

Leu

Asp

Gly

450

Ala

Leu

Glu

Phe
275

Lys

Gly

Lys

Asn

355

Phe

Phe

Lys

Gly

435

Gly

Leu

Gln

Asp

260

Ile

Phe

Thr

Leu

Phe

340

Phe

Asp

Ile

Asn

Asn

420

Ile

Phe

Ala

Cys

Asn
500

Asp

Lys

Thr

Leu

3125

Asp

val

Lys

Gly

405

Phe

Ile

Thr

Gly

Ile

485

Phe

Ser

Asp

Ala

310

Ser

Lys

Lys

Ala

Asp

390

Gln

Thr

Thr

Gly

Gly

470

Lys

Thr

Leu

Ile

295

Ser

Glu

Leu

Phe

val

375

Gly

Asn

Gly

Ser

Ala

455

Gly

val

Asn

Gln

280

Ala

Leu

Asp

Tyr

FPhe

360

Phe

Phe

Thr

Leu

Lys

440

Arg

Gly

Asn

Asp
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265

Glu

Ser

Gln

Thr

Lys

345

Lys

Lys

Asn

Glu

Phe

425

Thr

Lys

Ser

Asn

Leu
505

Asn

Thr

Ser

330

Met

val

Ile

Leu

Ile

410

Glu

Lys

Ser

Gly

Trp

490

Asn

Glu

Leu

Met

315

Gly

Leu

Leu

Asn

Arg

385

Asn

Phe

Ser

Ala

Gly

475

Asp

Lys

Phe

Asn

300

Lys

Lys

Thr

Asn

Ile

380

Asn

Asn

TYr

Leu

Arg

460

Gly

Leu

Gly

128

270

Arg

285

Lys

Asn

Phe

Glu

Axg

365

Val

Thr

Met

Lys

Ile

445

Lys

Gly

Phe

Glu

Leu

Ala

val

Ser

Ile

350

Lys

Pro

Asn

Asn

Leu

439

Glu

Leu

Ser

Phe

Glu
510

Lys

Phe

val
335

Tyr

Thr

Lvs

Leu

Phe

415

Leu

Gly

Ala

Ala

Ser

495

Ile

Ser

Lys

320

AsD

Thr

TyTr

Val

Ala

400

Thr

Cys

Arg

Asn

Leu

480

Pro

Thr
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Ser Asp Thr Asn Ile Glu Ala Ala Glu Glu Asn Ile Ser Leu Asp Leu
51% 520 525

Ile Gln Gln Tyr Tyr Leu Thr Phe Asn Phe Asp Asn Glu Pro Glu Asn
530 535 540

Ile Ser Tle Glu Asn Leu Ser Ser Asp Ile Ile Gly Gln Leu Glu Leu
545 550 555 560

Met Pro Asn Ile Glu Arg Phe Pro Asn Gly Lys Lys Tyr Glu Leu Asp
565 570 575

Lys Tyr Thr Met Phe His Tyr Leu Arg Ala Gln Glu Phe Glu His Gly
580 585 590

Lys Ser Arg Ile Ala Leu Thr Asn Ser Val Asn Glu Ala Leu Leu Asn
595 600 605

Pro Ser Arg Val Tyr Thr Phe Phe Ser Ser Asp Tyr VvVal Lys Lys Val
610 615 620

Asn Lys Ala Thr Glu Ala Ala Met Phe Leu Gly Trp Val Glu Gln Leu
625 630 . 635 640

Val Tyr Asp Phe Thr Asp Glu Thr Ser Glu Val Ser Thr Thr Asp Lys
645 650 655

Ile Ala Asp Ile Thr Ile Ile Ile Pro Tyr Ile Gly Pro Ala Leu Asn
660 665 8§70

Ile Gly Asn Met Leu Tyr Lys Asp Asp Phe Val Gly Ala Leu Ile Phe
675 680 685

Ser Gly Ala Val Ile Leu Leu Glu Phe Ile Pro Glu Ile Ala Ile Pro
690 695 700

Val Leu Gly Thr Phe Ala Leu Val Ser Tyr Ile Ala Asn Lys Val Leu
705 710 715 720

Thr Val Gln Thr Ile Asp Asn Ala Leu Ser Lys Arg Asn Glu Lys Trp
7258 730 735

Asp Glu val Tyr Lys Tyr Ile val Thr aAsn Trp Leu Ala Lys Val Asn
740 745 750

129
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Thr Gln Ile Asp Leu Ile Arg Lys Lys Met Lys
755 760
Gln Ala Glu Ala Thr Lys Ala Ile Ile Asn Tyr
770 775

Thr Glu Glu Glu Lys Asn Asn Ile Asn Phe Asn

785 790 795
Ser Lys Leu Asn Glu Ser Ile Asn Lys Ala Met

805 810
Phe Leu Asn Gln Cys Ser Vval Ser Tyr Leu Met
820 825
Tyr Gly val Lys Arg Leu Glu Asp Phe Asp Ala
835 840
L.ev Leu Lys Tyr Ile Tyr Asp Asn Arg Gly Thr
850 855

Asp Arg Leu Lys Asp Lys Val Asn asn Thr Leu
865 870 875
Phe Gln Leu Ser Lys Tyr Val Asp Asn Gln Arg

885 890

Asp

<210> 60

<211> 2724

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 60
ggatccatgg agttcgttaa caaacagttc aactataaag
attgcttaca tcaaaatccc gaacgctgge cagatgcage
cacaacaaaa tctgggttat cccggaacgt gataccttta
ctgaacccge caccggaaygc gaaacaggtg ccggtatctt
tctaccgata acgaaaagga caacktacctg aaaggtgtta
tactccaccg acctgggceg tatgctgetg actageatcg

789 T3

Ala
165

Glu Leu

Gln
780

Asn

Ile Asp Asp

Ile Asn Ile

Met
830

Asn Ser

Leu
845

Ser Lys

Leu Ile

860

Gly

Ser Thr Asp

Leu Leu Ser

acccagttaa
cagtaaaggc
ctaaccegga
actatgactc
ctaaactgtt

ttcgecggtat

130

Glu

Asn

Gin

Ser
800

Leu

Asn
815

Lys
Ile Pro
Asp Ala
Gln

val

Pro

880

Ile

Thr
895

Leu

cggtgttgac
attcaaaatc
agaaggtgac
cacctacctg
cgagcgtatt

cecgttetgg

60

120

180

240

300

360



gagcggkteta
cagccggacg
gatatcatcc
ggctacggtt
tccctggaag
gttaccctgg
ccgaacegkg
agcttcgaag
gaaaacgagt
aaagcgaaat
gaaaaatace
gataaacttt
aaagttctga
gtgcogaaag
gctaatttta
ttcactggtce
actaaatctc
aaattagcta
ggtggttctg
gatttattct
atcacctcag
cagtactacc
agctctgata
aaaaagtacg
cacggcaaat
cgtgtataca
geaatgttet
gtatctacta
ctgaacattg

geggtgatec

ccatcgatac
gttcctateg
agttcgagtg
ccactcagta
tagacacgaa
ctcacgaact
tecttcaaagt
aactgcgtac
tccgtetgta
ccatcgtggg
tgctcagcga
acaaaatgct
accgcaaaac
ttaactacac
acggeccagaa
tgttcgagtt
tgatagaagg
accaggcget
gtggtggtgg
tcagcecgayg
atactaacat
tgacctttaa
tcatceggeca
agetggacaa
ccecgtatege
ccktettcte
tgggttgggt
ccgacaaaat
gcaacatget

tgctggagtt

cgaactgaaa
ttccgaagaa
taagagcttt
catcegttte
cccactgcty
gattcatgca
taacaccaac
ttttggeggt
ctactataac
taccactgcect
agacacctce
gactgaaatt
ctatctgaac
tatctacgat
cacggaaatce
ttacaagctyg
tagatttgge
agegagtgat
ttctdcacta
tgaagacaac
cgaagcagec
tttegacaac
gctggaactg
atataccatg
actgactaac
tagcgactac
tgaacagctt
tgcggatatc
gtacaaagac

catcccggaa

ES 2607 789 T3

gtaatcgaca
ctgaacctgg
ggtcacgaag
tctecggact
ggegekggta
ggocaccgce
gcgtatiacg
cacgacgcta
aagttcaaag
tctcetcecagte
ggcaaattct
tacaccgaag
ttcgacaagg
agtttcaacc
aacaacatga
ctgtgegteg
ggtttcacgy
ggtggttctyg
gtgctgeagt
ttcaccaacg
gaagaaaaca
gagccggaaa
atgccgaaca
tteccactace
Eccgttaacg
gtgaaaaagg
gtttatgatt
actatcatca
gacttcgttg

atcgecatee

ctaactgcat
tgatcatcgg
ttctgaacct
tcaccttecgg
aattcgcaac
tgtacggtat
agatgtccgg
aattcatcga
atatcgeatce
acatgaagaa
ctgtagacaa
acaacttcgt
cagtattcaa
tgcgtaacac
acttcacaaa
acggcatcat
gcgeacgeaa
gtggtggtgyg
gtatcaaggt
acctgaacaa
tcktcgctgga
acatttctat
tecgaacgtkt
tgegegegea
aagctctgcet
tcaacaaage
ttaccgacga
teccgtacat
gegeactgat

cggtactggg

131

caacgttatt
ccegtectget
cacccgtaac
ttttgaagaa
tgatccktgeg
cgccatcaat
tctggaagtt
ctctetgeaa
caccctgaac
cgtttttaaa
gttgaaatte
taagttcttt
aatcaacatc
caacctggct
actgaaaaac
tacctccaaa
atcagcgegt
tectggtggt
taacaactgyg
aggtgaagaa
cctgatccag
cgaaaacctg
cccaaacggk
ggaatttgaa
caacccgtee
gactgaagct
gacgtccgaa
cggtccggct
cttetecggt

cacctttget

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160
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ctggtttctt acattgcaaa caaggttctg

aaacgtaacg aaaaatggga tgaagtttac

gttaatactc agatcgacct catccgcaaa

gaagctacca aggcaatcat taactaccag

aacatcaact tcaacatcga cgatctgtece

atgatcaaca tcaacaagtt cctgaaccag

atcccgtacg gtgttaaacg tctggaagac

aaatacattt acgacaaccg tggecactctg

gtgaacaata ccttatcgac cgacatccecct

cgccttttgt ccactctaga ctag

<210> 61

<211> 907

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 61

Gly Ser Met Glu Phe Val Asn Lys

1 5

asn-Gly val asp Ile Ala Tyr Ile

20

Gln Pro vVal Lys Ala Phe Lys Ile
35 40

Glu Arg Asp Thr Phe Thr Asn Pro

50 55

Pro Glu Ala Lys Gln val pPro Val

65 70

Ser Thr Asp Asn Glu Lys Asp Asn

85
Phe Glu Arg Ile Tyr Ser Thr Asp
100

Ile val Arg Gly Ile Pro Phe Trp

11s 120

ES 2607 789 T3

actgtacaaa
aaatatatcg
aaaatgaaag
tacaaccagt
tctaaactga
tgctetgtaa
ttecgatgcgt
atcggtcagg

tttcagctca

GIln Phe

10

Asn

Lys Ile Pro

25

His Asn Lys

Glu Glu Gly

Ser Tyr

5

Leu Lys

Leu Gly

105

Gly Gly Ser

ccatcgacaa
tgaccaactyg
aagcactgga
acaccgagga
acgaatccat
gctatctgat
ctctgaaaga
ttgategtct

gtaaatatgt

Lys

Asn Ala

30

Ile Trp

45

Asp Leu

Asp Ser
val

Gly

Met Leu

Asp

Gly

val

Asn

Thr

Thr

Leu

cgcgetgage
gctggectaag
aaaccaggcy
agaaaaaaac
caacaaagct
gaactccatg
cgeectgoty
gaaggacaaa

cgataaccaa

Pro
15

Val

Gln Met

Ile Pro

Pro Pro

Leu
80

Lys Leu

95

Thr Ser

110

Thr Ile

125

132

aAsp

Glu

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2724
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Leu Lys Val Ile Asp Thr Asn Cys Ile Asn vVal Ile Gln Pro Asp Gly
130 135 140

Ser Tyr Arg Ser Glu Glu Leu Asn Leu Val Ile Ile Gly Pro Ser Ala
145 150 155 160

Asp Ile Ile Gln Phe Glu Cys Lys Ser Phe Gly His Glu Val Leu Asn
165 170 175

Leu Thr Arg Asn Gly Tyr Gly Ser Thr Gln Tyr Ile Arg Phe Ser Pro
180 185 190

Asp Phe Thr Phe Gly Phe Glu Glu Ser Leu Glu Val Asp Thr Asn Pro
195 200 205

Leu Leu Gly Ala Gly Lys Phe Ala Thr Asp Pro Ala val Thr Leu Ala
210 215 220

His Glu Leu Ile His Ala Gly His Arg Leu Tvr Gly Ile Ala Ile Asn
225 230 235 240

Pro Asn Arg Val Phe Lys Val Asn Thr Asn Ala Tyr Tyr Glu Met Ser
245 250 255

Gly Leu Glu Val Ser Phe Glu Glu Leu Arg Thr Phe Gly Gly His Asp
260 265 270

Ala Lys Phe Ile Asp Ser Leu Gln Glu Asn Glu Phe Arg Leu Tyr Tyr
275 280 285

Tyr Asn Lys Phe Lys Asp Ile Ala Ser Thr Leu Asn Lys Ala Lys Ser
290 295 300

Ile Val Gly Thr Thr Ala Ser Leu Gln Tyr Met Lys Asn Val Phe Lys
305 310 315 320

Glu Lys Tyr Leu Leu Ser Glu Asp Thr Ser Gly Lys Phe Ser val Asp
325 330 335

Lys Leu Lys Phe Asp Lys Leu Tyr Lys Met Leu Thr Glu Ile Tyr Thr
340 345 350

Glu Asp Asn .Phe Val Lys Phe Phe Lys Val Leu Asn Arg Lys Thr Tyr
355 360 365

133



Leu

Asn

385

Lys

val

Phe

Gln

465

Gly

val

Asn

Ala

Thx

545

Ser

Phe

Asn

370

ASn

Leu

Asp

Gly

450

Ala

Gly

Asn

Asp

Ala

530

Phe

Ser

Pro

Leu

Phe

Thr

Phe

Lys

Gly

435

Gly

Leu

Ser

Asn

Leu

515

Glu

Asn

Asp

Asn

Arg
595

Asp

Ile

Asn

Asn

420

Ile

Phe

Ala

Gly

Trp

500

Asn

Glu

Phe

Ile

Gly

580

Ala

Lys

Gly

405

Phe

Ile

Thr

Gly

Gly

485

Asp

Lys

Asn

Asp

Ile

565

Lys

Gln

Ala

Asp

350

Gln

Thr

Thr

Gly

Gly

470

Gly

Leu

Gly

Ile

Asn

550

Gly

Lys

Glu

Val

378

Gly

Asn

Gly

Sex

Ala

455

Gly

Gly

Phe

Glu

Ser

535

Glu

Gln

TYT

Phe

Phe

Phe

Thr

Leu

Lys

440

Arg

Gly

Ser

Phe

Glu

520

Leu

Pro

Leu

Glu

Glu
600

ES 2607 789 T3

Lys

Asn

Glu

Phe

425§

Thr

Lys

Ser

Ala

Ser

505

Ile

Asp

Glu

Glu

Leu

585

His

Ile

Leu

Ile

410

Glu

Lys

Ser

Gly

Leu

490

Pro

Thr

Leu

Asn

Leu

570

Asp

Gly

Asn

Arg

395

Asn

Phe

Ser

Ala

Gly

475

Val

Ser

Ser

Ile

Ile

555

Met

Lys

Lys

Ile

380

Asn

Asn

TYX

Leu

Arg

460

Gly

Leu

Glu

Asp

Gln

540

Ser

Pro

Ser

134

val

Thr

Met

Lys

Ile

445

Lys

Gly

Gln

Asp

525

Gln

Ile

Asn

Thr

Arg
605

Pro

Asn

Asn

Leu

430

Glu

Leu

Ser

Cys

Asn

510

Asn

Glu

Ile

Met
590

Ile

Lys

Leu

Phe

415

Leu

Gly

Ala

Gly

Ile

495

Phe

Ile

Asn

Glu

§75

Phe

Ala

val

Ala

400

Thr

Cys

Asn

Gly

480

Lys

Thr

Glu

Leu

Leu

560

Arg

His

Leu



Thx

Phe

625

Ala

Glu

Ile

Lvs

Leu

705

Leu

Ile

Ala

785

Asn

Ile

Val

Glu

Asn

610

Fhe

Met

Thr

Ile

Asp

690

Glu

Val

Ala

Val

Lys

770

Ile

Tle

Asn

Ser

Asp

Ser

Ser

Phe

Ser

Pro

675

Asp

Phe

Ser

Leu

Thr

755

Lys

Ile

Asn

Lys

835

Phe

Val

Ser

Leu

Glu
660

Tyr

Phe

Ile

Ser

740

Asn

Metbt

Asn

Phe

Ala

820

Leu

Asp

Asn

Asp

Gly

645

val

Ile

val

Pro

Ile

725

Lys

Trp

Lys

Asn

805

Met

MetL

Ala

Glu

630

Ser

Gly

Gly

Glu

710

Ala

Leu

Glu

Gln

790

Ile

Ile

Asn

Ser

Ala

615

val

val

Thy

Pro

Ala

695

Ile

Asn

Asn

Ala

Ala

715

T™vr

Asp

Asn

Ser

Leu

Lqu

Lys

Glu

Thr

Ala

680

Leu

Ala

Lys

Glu

Lys

760

Leu

Asn

Asp

Ile

Met

840

Lys

ES 2607 789 T3

Leu

Lys

Glin

Asp

665

Leu

Ile

Tie

val

Lys

745

Val

Glu

Gln

Leu

Asn

825

Ile

Asp

Asn

val

Leu

650

Lys

Asn

Phe

Pro

Leu

730

Trp

Asn

Asn

Ser

810

Lys

Pro

Ala

Pro

Asn

635

Val

Ile

Ile

Ser

val

715

Thr

Asp

Thr

Gln

Thr

795

Ser

Phe

Leu

Ser
620

Lys

Ala

Gly

Gly

700

Leu

val

Glu

Gln

Ala

780

Glu

Lys

Leu

Gly

Leu

135

Arg

Ala

Asp

Asn

685

Ala

Gly

Gln

Val

Ile

76%

Glu

Glu

Leu

Asn

val

845

Lys

val

Thr

Phe

Ile

670

Met

Val

Thr

Thr

750

hsp

Ala

Glu

Asn

Gln

830

Lys

Glu

Thr

655

Thr

Leu

Ile

Phe

Ile

735

Lys

Leu

Thr

Lys

Glu

815

Cys

Arg

Ile

Ala

640

Asp

Ile

TYT

Leu

Ala

720

Asp

Tyr

Ile

Lys

Asn

8040

Ser

Ser

Leu



10

15

20

25

850

855
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860

Asp Asn Arg Gly Thr Leu Ile Gly Gln Val Asp Arg Leu Lys Asp Lys

865

870

875

880

Val Asn asn Thr Leu Ser Thr Asp Ile Pro Phe Gln Leu Ser Lys Tyr

885

890

Val Asp Asn Gla Arg Leu Leu Ser Thr Leu Asp
905

<210> 62
<211> 207
<212> ADN

900

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 62

895

ggatccacge acgtcgacgg catcattacc tccaaaacta aatctgacga tgacgataaa

tttggcggtt tcacgggege acgcaaatca gegegtaaac gtaagaacca ggegetageg

ggeggtggeg gtageggegg tggeggtage ggeggtggeg gtagegeact agtgetgeag

acgcacggte tagaatgata aaagett

<210> 63
<211> 2709

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 63

ggatccatgg
attacttaca
cacaacaaaa
ctgaaccecge
tctaccgata
tactecaccg
ggcggttcta
cageccggacyg
gatatcatce

ggctacggtt

agttcgttaa
tcaaaatcce
tctgggttat
caccggaage
acgaaaagga
acctgggecg
ccatcgatac
gttectateg
agttcgagtg

ccactcagta

caaacagttc
gaacgctgge
ceeggaacgt
gaaacaggtg
caactacctyg
tatgctgctg
cgaactgaaa
ttcecgaagaa
taagagettt

catcegttte

aactataaag
cagatgeagce
gataccttta
ccggtatctt
aaaggtgtta
actagcatcg
gtaatcgaca
ctgaacctgg
ggtcacgaag

tctecggact

136

acccagttaa
cggtaaaggce
ctaacccgga
actatgacte
ctaaactgtt
ttegeggtat
ctaactgecat
tgatcategg
ttectgaacct

tcaccttegg

cggtgttgac
attcaaaatc
agaaggpgac
cacctacctya
cgagegtatt
ccegttetgg
caacgttatt
cccgtctget
cacccgtaac

ttttgaagaa

60

120

180

207

60

120

180

240

3co

360

420

480

540

600



tcectggaag
gttaccctgg
ccgaacegtg
agcttegaag
gaaaacgagt
aaagcgaaat
gaaaaatacc
gataaacttt
aaagttetga
gtgccgaaag
gctaatttta
ttcactggtc
actaaatctg
aaacgtaaga
ggcggtageg
ccgagtgaag
aacatcgaaqg
tttaattteg
ggecagebgg
gacaaatata
atcgcactga
ttctctageg
tgggttgaac
aaaattgcog
atgctgtaca
gagttcatcc
gcaaacaagg
tgagatgaaqg
gaccteatec
atcattaact
atcgacgatc

aagttcctga

aaacgtctgg

aaccgtaggea

tcgaccgaca

ctagactag

tagacacgaa
ctecacgaact
toettcaaagt
aactgegtac
tcegtcectgta
ccategtagg
tgctcagcga
acaaaatgct
accgcaaaac
ttaactacac
acggecagaa
tgttegagtt
acgatgacga
accaggcgct
cactagtgct
acaacttcac
cagccgaaga
acaacgagce
aactgatgece
ccatgttcca
ctaactcegt
actacgtgaa
agecttgttta
atatcactat
aagacgactt
cggaaatcge
ttctgactgt
tttacaaata
gcaaaaaaat
accagtacaa
tgtectectaa
accagtg&tc
aggacttcga
ctctgatcgyg

tccettttea

cccactgctyg
gattcatgca
taacaccaac
ttttggecagt
ctactataac
taccactgct
agacacctce
gactgaaatt
ctakctgaac
tatctacgat
cacggaaatc
ttacaagetg
taaatttggce
agcgggeggt
gecagtgtatc
caacgacctg
aaacatcteg
ggaaaacatt
gaacatcgaa
ctacctgege
taacgaagcect
aaaggtcaac
tgattttacc
catcatcccg
cgttggegeca
catccegata
acaaaccatc
tatcgtgacc
gaaagaagc;
ccagtacacc
actgaacgaa
tgtaagectat
tgcgtetetg
tcaggttgat

gctcagtaaa
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ggcgctggta
ggccaccgee
gegtattacg
cacgacgcta
aagltcaaag
tctctecagt
ggcaaattct
tacaccgaag
ttcgacaagg
ggtttcaacc
aacaacatga
ctgtgcgtcg
ggtttcacgg
ggecggtageg
aaggttaaca
aacaaaggtg
ctggacctga
tétatcgaaa
cgtttcccaa
gcgcaggaat
ctgctcaacc
aaagcgactg
gacgagacgt
tacatcggte
ctgatcttet
ctgggcacct
gacaacygcgc
éactggctgg
ctggaaaacc
gaggaagaaa
tccatcaaca
ctgatgaact
aaagacgccce
cgtectgaagg

tatgtcgata

aattcgcaac
tgtacggtat
agatgtccgg
aattcatcga
atatecgcate
acatgaagaa
ctgtagacaa
acaacttegt
cagtattcaa
tgcgtaacac
acttcacaaa
acggcatcat
gcgecacgcaa
gcggtggegg
actgggattt
aagaaatcac
tcecagcagta
acctgagctce
acggtaaaaa
ttgaacacgg
cgtecegtgt
aagctgcaat
ccgaagtate
cggctctgaa
ccggtgeggt
ttgctctggt
tgagcaaacg
ctaaggttaa
aggcggaage
aaaacaacat
aagctatgat
ccatgatece
tgctgaaata
acaaagtgaa

accaacgcect

137

tgatcctgcg
cgccatcaat
tetggaagtt
ctctetgeaa
caccctgaac
cgtttttaaa
gttgaaatte
taagttecttt
aatcaacatc
caacctggct
actgaaaaac
tacctccaaa
atcagcgegt
tagcggeggt
attcttcagce
ctcagatact
ctacctgacce
tgatatcate
gtacgagetyg
caaatccegt

atacaccttce

gttettgggt

tactaccgac
cattggcaac
gatcctgckg
ttettacatt
taacgaaaaa
tactcagatc
taccaaggceca
caacttcaac
caacatcaac
gtacggtgtt
catttacgac
caatacctta

tttgtecact

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1s80
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700

2709
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<210> 64

<211>902

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 64

Gly Ser Met Glu Phe Val Asn Lys Gln Phe Asn Tyr Lys Asp Pre Val
1 5 10 15

Asn Gly Val Asp Ile Ala Tyr Ile Lys Ile Pro Asn Ala Gly Gln Met
20 25 30

Gln Pro val Lys Ala Phe Lys Ile His Asn Lys Ile Trp Val Ile Pro
35 40 45

Glu Arg Asp Thr Phe Thr Asn Pro Glu Glu Gly Asp Leu Asn Pro Pro
50 55 60

bro @lu Ala Lys Gln Val Pro Val Ser Tyr Tyr Asp Ser Thr Tyr Leu

Ser Thr Asp Asn Glu Lys Asp Asn Tyr Leu Lys Gly Val Thr Lys Leu
85 90 g5

Phe Glu Arg Ile Tyr Ser Thr Asp Leu Gly Arg Met Leu Leu Thr Ser
100 105 110

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

Leu Lys Val Ile Asp Thr Asn Cys Ile Asn Val Ile Gln Pro Asp Gly
130 135 140

Ser Tyr Arg Ser Glu Glu Leu Asn Leu Val Ile Ile Gly Pro Ser Ala
145 150 155 160

138



Asp

Leu

Leu

His

225

Pro

Gly

Ala

Ile

305

Glu

Lys

Glu

Leu

Asn
385

Ile

Thx

Phe

Leu

210

Glu

aAsn

Leu

Lys

Asn

290

Val

Lys

Leu

ASp

Asn
370

Ile

Arg

Thr

195

GCly

Leu

Arg

Glu

Phe

275

Lys

Gly

Lys

Asn

355

Phe

Thr

Gln
Asn
180
Phe
Ala
Ile
val
val
260
Ile
Phe
Thy
Leu
Phe
340
Phe
Asp

Ile

Phe

165

Gly

Gly

Gly

His

Phe

245

Ser

ASp

Lys

Thr

Leu

325

Asp

val

Lys

Glu

Phe

Lys

Ala

230

Lys

Phe

Ser

Asp

Ala

310

Ser

Lys

Lys

Ala

Asp
390

Cys

Gly

Glu

Phe

215

Gly

val

Glu

Leu

Ile

295

Ser

Glu

Leu

Phe

val

375

Gly

LYS

Ser

Glu

200

Ala

His

Asn

Glu

Gln

280

Ala

Leu

ASD

Phe
360

Phe

Phe
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Sar

Thr

185

Ser

Thr

Arg

Thr

Leu

2865

Glu

Ser

Gln

Thr

Lys

345

Lys

Lys

Asn

Phe

170

Gln

Leu

Asp

Leu

Asn

250

Arg

Asn

Thxr

Ser

330

Met

val

Ile

Leu

Gly

Glu

Prxo

Tyx

235

Ala

Glu

Leu

Met

315

Gly

Leu

Leu

Asn

Arg
395

His

Ile

Val

Ala

220

Gly

Phe

Phe

Asn

300

Lys

Lys

Thr

Asn

Ile

380

Asn

139

Glu

Arg

Asp

205

val

Ile

Pyr

Gly

Arg

285

Lys

Asn

Phe

Glu

Arg

365

val

Thr

val

Phe

130

Thr

Thr

Ala

Glu

Gly

270

Leu

aAla

Val

Ser

ile

350

Lys

Pro

aAsn

Leu

175

Ser

Asn

Leu

Ile

Met

255

His

Lys

Phe

val
i3s

Thx

Lys

Leu

Asn

Pro

Pro

Ala

Asn

240

Ser

ASD

Ser

Lys

320

Asp

Thx

Tyr

Val

Ala
400



Ala

Lys

val

Phe

Gln

465

Gly

Leu

Gly

Ile

Asn

545

Gly

Lys

Glu

Glu

625

Asn

Leu

Asp

Gly

450

Ala

Gly

Phe

Glu

Ser

530

Glu

Gln

Phe

Ala
610

val

Phe

Lys

Gly

435

Gly

Leu

Ser

Phe

Glu

515

Leu

Pro

Leu

Glu

Glu

595

Leu

Lys

Asn

Asn

420

Tle

Phe

ala

Ala

Ser

500

Ile

Asp

Glu

Glu

Leu

580

His

Leu

Lys

Gly

405

Phe

Ile

Thr

Gly

Leu

485

Pro

Thr

Leu

Asn

Leu

565

Asp

Gly

Asn

val

Gln

Thr

Thr

Gly

Gly

470

Val

Ser

Ser

Ile

Ile

550

Met

Lys

Lys

Pro

Asn
630

Asn

Gly

Ser

Ala

455

Gly

Leu

Glu

Asp

Gln

535

Ser

Pro

Ser

Ser
615

Lys

Thr

Leu

Lys

440

Arg

Gly

Gln

Asp

Thr

520

Gln

Ile

Asn

Thr

Arg

600

Arg

Ala
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Glu

Phe

425

Thr

Lys

Ser

Cys

Asn

505

Asn

Glu

Ile

Met

585

Ile

val

Thr

Ile

410

Glu

Lys

Ser

Gly

Ile

430

Phe

Ile

Asn

Glu

570

Phe

Ala

Glu

Asn

FPhe

Ser

Rla

Gly

475

Lys

Thr

Glu

Leu

Leu

555

Arg

His

Leu

Thr

Ala
635

Asn

Tyr

ASp

Arg

460

Gly

val

Asn

Ala

Thx

540

Ser

Phe

Thr

Phe
620

Ala

140

Met

Lys

AsSp

445

Lys

Gly

Asn

Asp

Ala

525

Phe

Ser

Pro

Leu

Asn

605

Phe

Met

Asn

Leu

430

Asp

Arg

Ser

Asn

Leu

510

Glu

Asn

Asp

Asn

Arg

590

Ser

Ser

Fhe

Phe

415

Leu

Asp

Lys

Gly

Trp

495

Asn

Glu

Phe

Ile

Gly

575

Ala

val

Ser

Leu

Thr

Cys

Lys

Asn

Gly

480

AsSp

Lys

Asn

Asp

Ile

560

Lys

Gln

Asn

Asp

Gly
640



Trp Val Glu Gln Leu Val
645

Ser Thr Thr Asp Lys Ile
660

Gly Pro Ala Leu Asn Ile
675

Gly Ala Leu Ile Phe Ser
690

Glu Ile Ala Ile Pro Val
705 710

Ala Asn Lys Val Leu Thr
725

Arg Asn Glu Lys Trp Asp
740

Leu Ala Lys val Asn Thr
758

Glu Ala Leu Glu Asn Gln
770

Gln Tyy Asn Glon Tyxr Thr
785 790

Ile Asp Asp Leu Ser Ser
805

Ile Asn Ile Asn Lys Phe
820

Asn Ser Met Tle Pro Tyr
835

Ser Leu Lys Asp Ala Leu
850

Leu Ile Gly Gln val Asp
865 870

Ser Thr Asp Ile Pro Phe
885

Leu Leu Ser Thr Leu Asp
200

<210> 65

<211> 207

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

Tyr

Ala

Gly

Gly

695

Leu

val

Glu

Gln

Ala

775

Glu

Lys

Leu

Gly

Leu

855

Arg

Gln

Asp

Asp

Asn

680

Ala

Gly

Gln

val

Ile

760

Glu

Glu

Leu

Asn

val

840

Lys

Leu

Leu
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Phe

Ile

665

Met

val

Thr

Thr

745

Asp

Ala

Glu

Asn

Gln

825

Lys

Lys

Ser

Thr

650

Thr

Leu

Ile

Phe

Ile

730

Lys

Leu

Thr

LysS

Glu

810

Cys

Arg

Ile

ASpD

Lys
890

Asp

Ile

Leu

2la

715

Asp

Ile

LYS

Asn

795

Ser

Ser

Leu

Lys
875

Tyr

Glu
Ile
Lys
Leu
700
Leu
Asn
Ile
Arg
Ala
780
Asn
Ile
val
Glu
Asp
860

val

Val

141

Thr

Ile

Asp

685

Glu

val

Ala

val

Lys

765

Ile

Ile

Asn

Ser

Asp

845

Asn

Asn

Asp

Ser
Pro
870
Asp
Phe
Ser
Leu
Thy
750
Lys
Ile
Asn
Lys
830
Phe
Arg

Asn

Asn

Glu

655

Phe

Ile

Ser

735

Asn

Met

Asn

Phe

Ala

815

Leu

Asp

Gly

Thr

Gln

val

Ile

val

Pro

Ile

720

Lys

Trp

Lys

Asn

800

Met

Mat

Ala

Thr

Leu

880

Arg

895
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10

15

<220>
<223> Sintético
<400> 65
ggatccacge acgtcgacgg catcattacce tccaaaacta aatctctgat agaaggtaga 60
tttggecggtt tcacgggcge acgcaaatca gcgegtaaac gtaagaacca ggegctagog 120
ggcggtageg gtagcocggegg tggceggtage ggeggtygey gtagegcact agtgectgceag 180
acgcacggtc tagaatgata aaagctt 207
<210> 66
<211> 2742
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Sintético
<400> 66
ggatccgaat tcatgccegat caccatcaac aacttcaact acagcgatcc ggtggataac 60
aaaaacatce tgtacctgga tacccatectbg aataccctgg cgaacgaacc ggaaaaagcg 120
tttegtatca ccggecaacat ttgggttatt ccogatcgtt ttagccgtaa cagcaacccg 180
aatctgaata aaccgccgceg tgttaccage ccgaaaageg gttattacga tccgaactat 240
ctgageaccyg atagcgataa agatacctte ctgaaagaaa tcatcaaact gttcaaacge 300
atcaacagcc gtgaaattgg cgaagaactg atctatcgec tgagcaccga tattcegttt 360
ccgggeaaca acaacacccc gatcaacacc tibtgatttcg atgtggattt caacagegtt 420
gatgttaaaa ccegeccaggyg taacaattgg gtgaaaaccg gcagcattaa cccgagegtg 480
attattaceg gtcecgecgega aaacattatt gatcecggaaa ccageacctt taaactgacc 540
aacaacacct ttgcggcegca ggaaggtttt ggcgcgctga gcecattattag cattageceg 600
cgctttatge tgacctatag caacgcgacc aacgatgttyg gtgaaggccg tttcagcaaa 660
agcgaatttt geatggacce gatcctgatec ctgatgecatg aactgaacca tgcgatgceat 720
aacctgtatg gcatcgcgat tccgaacgat cagaccatta gcagcgtgac cagcaacatce 780
ttttacagcc agtacaacgt gaaactggaa tatgceggaaa tctatgegtt tggeggtceg 840

142
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accattgatc
tatcgcagca
aaatatateg
agcggcgaag
atcttcacca
agcaacgtygt
aacggcttta
cgtaatccgg
tgcgtcgacg
ttcacgggcg
ggtagcggcy
ctgetggtga
atcttccoctge
agcgttgatc
tatccgagea
aaccgtacece
agcgataacg
gegaaagttit
ggtctgttte
aaagataccc
ctgaacatta
gtgaccattc
atctatagea
cagcgtatta
attatcaccc
ggtgcgatta
aacatcaaaa
atgaataaca
ctgccgaaag
aacctgatcg
gttaacaaca
ctgctgaaag
<210> 67

<211>913
<212> PRT

tgattccgaa
ttgcgaaacg
gcgaatataa
ttaccgttaa
zatttaacta
ataccceggt
acatcccgaa
cgctgcgtaa
gcakcattac
cacgecaaate
gtggeggtag
aaaacaccga
gcaaagatat
aggtgatcct
ttgatagcga
agaacgtgga
tggaagattt
acacctattct
tgatgtgggc
tggataaaat
gcaatagcgt
tgctggaage
aagtgcagga
aacgctggaa
agttcaacaa
aagcgaaaat
gecaggbtyga
tcaacaaatt
tgatcgatga
atagccacaa
gcttecagaa

atatcatcaa

<213> Secuencia Artificial

<220>

aagegegege
tctgaacage
acagaaactg
ccgcaataaa
tgcgaaaatc
gaccgcgaat
aagcaacctg
agtgaacccyg
ctecaaaact
agcgcgtaaa.
cggeggtgge
tctgeegttt
caacgaagaa
gagcaaaaac
aagcgaaatt
ttacctgaac
tacctttacce
tcegaccctg
gaacgatgtg
cagegatgtt
gocgtogtggc
gtttceggaa
acgcaacgaa
agatagctat
catcagctac
cgatetggaa
aaacctgaaa
catccgegaa
actgaacgaa

cattattetg

caccatcceg

cgaatacttc
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aaatactteg
attaccaccg
atccgcaaat
ttegtggaac
tataacgtge
attctggatg
aacgttctgt
gaaaacatgce
aaatctctga
cgtaagaace
ggtagecgcac
attggcgata
accgaagtga
accagcgaac
ctgeccgageg
agctattact
cgcagecattyg
gcgaacaaag
gtggaaga£t
agcgecgatta
aattttaccy
tttaccattc
atcatcaaaa
gaatggatga
cagatgtacg
tacaaaaaat
aacagcctgg
tgecagegtga
tttgatcgca
gtgggcgaag
tttaacatct

aatctagact

aagaaaaagc
cgaatcegag
atcgetttgt
tgtacaacga
agaaccgtaa
ataacgtgta
ttatgggcca
tgtacctgtt
tagaaggtag
aggcgctagce
tagtgctgea
tcagecgatgt
tctactaccc
atggtcagect
aaaaccaggt
acctggaaayg
aagaageget
ttaatgcggg
tcaccaccaa
ttececgtatat
aagegtttac
cggegetagg
ccatcgataa
tgggcaccty
atagcctgaa
acageggcag
atgtgaaaat
cctacctgtt
acaccaaagce

tggataaact
tcagctatac

ag

143

gctggattac
cagcttcaac
ggtggaaage
actgacccag
aatctacctyg
cgatatecag
gaacctgage
caccaaattt
atttggeggt
gggcggtgge
gtgtcgtgaa
gaaaaccgat
ggataacgtg
ggatctgctg
gttttacgat
ccagaaactag
ggataacagc
tgttcaggge
catectgegt
tggtecggeg
ggttaccagt
tgcgtttgtg
ctgeetggaa
getgagcegt
ctatcaggcg
cgataaagaa
tagcgaagcg
caaaaacatg
gaaactgate
gaaagcgaaa

caacaacagc

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
18280
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640

2700

2742
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<223> Sintético
<400> 67

Gly Ser Glu Phe Met Prec Ile Thr Ile Asn Asn Phe Asn Tyr Ser Asp
1 5 10 15

Pro Val Asp Asn Lys Asn Ile Leu Tyr Leu Asp Thr His Leu Asn Thr
20 25 30

Leu Ala Asn Glu Pro Glu Lys Ala Phe Arg Ile Thr Gly Asn Ile Trp
35 40 45

val Ile Pro Asp Arg Phe Ser Arg Asn Ser Asn Pro Asn Leu Asn Lys

Pro Pro Arg Val Thr Ser Pro Lys Ser Gly Tyr Tyr Asp Pro Asn Tyr
65 70 75 80

Leu Ser Thr Asp Ser Asp Lys Asp Thr Phe Leu Lys Glu Ile Ile Lys
85 90 95

Leu Phe Lys Arg Ile Asn Ser Arg Glu Ile Gly Glu Glu Leu Ile Tyr
100 105 110

Arg Leu Ser Thr Asp Ile Pro Phe Pro Gly Asn Asn Asn Thr Pro Ile
115 120 125

Asn Thr Phe Asp Phe Asp Val Asp Phe Asn Ser Val Asp Val Lys Thr
130 135 140

Arg Gln Gly Asn asn Trp Val Lys Thr Gly Ser Ile Asn Pro Ser Val
145 150 155 160

Ile Ile Thr Gly Pro Arg Glu Asn Ile Ile Asp Pro Glu Thr Ser Thr
165 170 175

Phe Lys Leu Thr Asn Asn Thr Phe Ala Ala Gln Glu Gly Phe Gly Ala
180 185 190

144



Leu

Ala

Met

225

Asn

Thr

Glu

Ala

Ala

305

Lys

val

Glu

Lys

Thr

385

Asn

Gln

Sex

Thr

210

Asp

Leu

Ser

Ile

Arg

250

Lys

val

Leu

Ile

370

Pro

Gly

Asn

Ile Ile
195

Asn Asp

Pro Ile

Tyr Gly

Asn Ile
260

Tyr Ala
275

Lys Tyr

Arg Leu

Ile Gly

Glu Ser
340

Tyr Asn

355

Tyr Asn

val Thr

Phe Asn

Leu Ser
420

Ser

Val

Leu

Ile

245

Phe

FPhe

Phe

Asn

Glu

325

Ser

Glu

val

Ala

Ile

405

Arg

Ile

Gly

Ile

230

Ala

Gly

Glu

Ser

Glu

215

Leu

Ile

Ser

Gly

Glu

. 295

Ser

3i0

Gly

Leu

Gln

Asn

190

Pro

Asn

Ile

Lys

Glu

Thr

Asn

375

Ile

Lys

Pro

Pro

200

Gly

Met

Pro

Gln

Pro

280

Lys

Thr

Gln

val

Gin

360

Arg

Leu

Ser

Ala
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Arg

Arg

Hisg

Asn

265

Thr

aAla

Thr

Lys

Thr

345

Ile

Lys

ASp

Asn

Leu
425

Phe

Phe

Glu

Asp

250

Asn

Ile

Leu

Ala

Leu

330

val

Phe

Ile

AsSp

Leu

410

Arg

Met

Ser

Leu

235

Gln

Val

Asp

Asp

Asn

315

Ile

Asn

Thr

Agn
395

Asn

Lys

Leu

Lys

220

Asn

Thr

Lvs

Leu

300

Pro

Arg

Glu

Leu

3a0

Val

val

val

145

205

Ser

His

Ile

Leu

Ile

285

Ser

Lys

Asn

Phe

365

Ser

Leu

Asn

Glu

Ala

Ser

Glu

270

Pro

Arg

Ser

Lys
350

Asn

Asn

Asp

Phe

Pro
430

Ser

Phe

Met

Ser
255

Tyr

Lys

Ser

Phe

Arg

335

Phe

val

Ile

Met

415

Glu

Asn
Cys
Hig
240
val
Ala
Ser
Ile
Asn
320
fhe
val
Ala
Tyr
Gln
400

Gly

Asn



Met

Lys

Arg

465

Gly

Gln

Asp

Glu

Val

545

Val

Phe

Thr
625

Gly

Leu

Thr

450

Lys

Ser

Cys

Ile

Glu

530

Ile

Pro

Phe

Thr
610

Leu

Ile

Lys

Sexr

Gly

Arg

Ser

515

Thr

Leu

Ser

Tvyr

Lgu

585

Arg

Phe

Phe

Leu

Leu

Ser

Ala

Gly

Glu

500

Asp

Glu

Ser

Ile

Asp

580

Glu

Ser

Pro

Leu

Arg
660

Phe

Leu

Arg

Gly

485

Leu

val

val

iys

Asp

565

Asn

Ser

Ile

Thr

Met

645

Lys

Thr

Ile

Lys

470

Gly

Leu

Lys

Iie

Asn

550

Sexr

Gln

Glu

Leu
630

Trp

Asp

Lys
Glu
455
Arg
Ser
Val
Thr
535
Thr
Glu
Thr
Lys
Glu
615
Ala

Ala

Thr

Phe

440

Gly

Lys

Gly

Lys

Asp

520

Ser

Ser

Gln

Leu

600

Ala

Asn

Asn

Leu
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Cys

Arg

Asn

Gly

Asn

505

Ile

Bro

Glu

Glu

Asn

585

Ser

Leu

Lys

AsSp

Asp
665

val-

Phe

Gln

Gly

490

Thr

Phe

Asp

His

Ile

570

Val

Asp

AsSp

val

Val

650

Lys

Asp Gly

Gly Gly
460

Ala Leu
475

Gly Ser

Asp Leu

Leu Arg

Asn Val

540

Gly Gln
555

Leu Pro

Asp Tyr

Asn Val

Asn Ser

620

Asn Ala
635

Val Glu

Ile Ser

146

Ile

445

Phe

Ala

Ala

Pro

Lys

525

Ser

Leu

Gly

Leu

Glu

605

Ala

Gly

ASp

Asp

Ile

Thr

Gly

Leu

Phe

510

Asp

val

Asp

Glu

Asn

580

Asp

Lys

Val

Phe

val
670

Thr

Gly

Gly

Val

49%

Ile

Ile

AsD

Leu

Asnh

575

Ser

Fhe

val

Gln

Thr

655

Ser

Ser

Ala

Gly

480

Leu

Gly

Asn

Gln

Leu

560

Gln

Thr

Gly
640

Thr

Ala



10

Ile

Leu

705

Ile

Asn

Met

Sex

Ala

785

Ile

val

Asn

Ser

865

Val

Thr

Asp

Ile

Gly

690

Glu

Cys

Met

Tyr

770

Lys

Ile

Ser

Thr

Glu

850

His

Asn

Asn

<210> 68
<211> 2673
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 68

Pro

675

ASnh

Ala

Ser

Leu

Gly

755

Gln

Ile

Lys

Glu

835

Phe

Asn

Asn

Asn

Phe

Phe

Lys

Glu

740

Thr

Met.

Asp

Ser

Ala

820

Leu

Asp

ile

Ser

Ser
900

Ile

Thr
Pro
val
725

Gln

Trp

Leu
Gln
805
Met
Phe
aArg
Ile
Phe
885

Leu

Gly

Glu

Glu

710

Gln

Arg

Leu

Asp

Glu

790

val

Asn

Lys

Asn

Leu

870

Gln

Leu

Pro

Ala

695

Phe

Glu

Ile

Ser

Ser

775

Tyx

Glu

Asn

Asn

Thr

855

Val

Asn

Lys

ala
680

Phe

Arg

Lys

Arg

760

Leu

Lys

Asn

Ile

Met

B40D

Lys

Gly

Thr

Asp
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Leu

Ala

Ile

Asn

Arg

745

Ile

Asn

Lys

Leu

Agn

825

Leu

Ala

Glu

Ile

Ile
905

Asn

val

Pro

Glu
730

Txp

Ile

Lvs
810
Lys
Pro
Lys
val
Pro
B90

Ile

Ile

Thr

aAla

715

Ile

Lys

Thy

Gln

Ser

795

Asn

Phe

Lys

Leau

asp

875

Phe

Asn

Ser

Gly

700

Leu

Ile

Asp

Gln

Ala

780

Gly

Ser

Tle

Val

Ile

860

Lys

Asn

Glu

147

Asn

685

val

Gly

Lys

Ser

Phe

765

Gly

Ser

Leu

Ile

845

Asn

Leu

Ile

Ser

Thr

Ala

Thr

Tyr

750

Asn

Ala

Asp

Asp

Glu

830

Asp

Leu

Lvs

Phe

Fhe
210

val

Ile

Phe

Ile

735

Glu

AST

Ile

Lys

val

815

Cys

Glu

Ile

Ala

Ser

895

Asn

Arg

Leu

val

720

Asp

Trp

Ile

Lys

Glu

800

Lys

Ser

Leu

Asp

Lys

880

Leu



aggatccatgg
attgcttaca
cacaacaaaa
ctgaacccege
tctaccgata
tactccaccyg
ggcggttcta
cagecggacy
gatatcatcce
ggctacggtt
tccectggaag
gttaccctgg
ccgaaccgtg
agcttcgaag
gaaaacgagt
aaagcgaaat
gaaaaatacc
gataaacttt
aaagttctaa
gtgeccgaaag
gctaatttta
ttcactggte
actaaatctce
agcggeggtg

aacaactggy

agttegttaa
tcaaaatecce
tctgggttat
caccggaagc
acgaaaagga
acctgggecyg
ccakecgatac
gttectateg
agttcgagtg
ccactcagta
tagacacgaa
ctcacgaact
tcttcaaagt
aactgegtac
tecgtetgta
ccatcgtagyg
tgectcagega
acaaaatget
accgcaaaac
ttaactacac
acggeocagaa
tgttcgagtt
tgatagaagg
geggtagegy

atttattctt

caaacagttc
gaacgctgge
ccocggaacgt
gaaacaggtg
caactacctg
tatgctgetyg
cgaactgaaa
ttecgaagaa
taagagcttt
catccgtttc
cccactgetg
gattcatgca
taacaccaac
ctttggecggt
ctactataac
taccactget
agacacctec
gactgaaatt
ctatctgaac
tatctacgat
cacggaaate
ttacaagcetg
tagatacggt
cggtggeggt

cagccegagt

ES 2607 789 T3

aactataaag
cagatgcagc
gataccttta
ccggtatett
aaaggtgtta
actagcatcg
gtaatecgaca
ctgaacctgyg
aggtcacgaag
tcteceggack
ggcgetggta
ggccacegee
gegtattacg
cacgacgcta
aagttcaaag
tctectecagt

ggcaaattct

tacaccgaag’

ttcgacaagg
ggtttcaacc
aacaacatga
ctgtgegtey
ggtttecctgg
agecgcactag

gaagacaact

acccagttaa
cggtaaaggc
ctaaccegga
actatgacte
ctaaactgtt
ttcgeggtat
ctaactgcat
toatcategy
ttctgaacct
tcaccttegyg
aattcgeaac
tgtacggtat
agatgtcegg
aattcatega
atakcgcate
acatgaagaa
ctgtagacaa
acaacttegt
cagtattcaa
tgcgtaacac
acttcacaaa
acggcatcat
cgctageggg
tgctgeagtg

tcaccaacga

148

cggtgttgac
attcaaaate
agaaggtgac
cacctacctg
cgagegtatt
ccegttetgg
caacgttatt
cecegtetget
cacccgtaac
ttttgaagaa
tgatcctgeg
cgcecatcaat
tetggaagtt
ctctetgeaa
caccctgaac
cgtttttaaa
gttgaaatte
taagttcttt
aatcaacatc
caacctgget
actgaaaaac
tacctccaaa
cggtggeggt
tatcaagg£t

cctgaacaaa

&0

120

180

240

300

360

420

48Q

540

600

660

720

780

B840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500
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ggtyaagaaa tcacctcaga tactaacatc gaagcagccg aagaaaacat ctegetggac
ctgatccage agtactacct gacctttaat ttcgacaacg agccggaaaa catttctatce
gaaaacctga gctctgatat categgecag ctggaactga tgecgaacat cgaacgttte
ccaaacggta aaaagtacga gcectggacaaa tataccatgt tcecactacct gcgqgcgcag
gaatttgaac acggcaaatc ccgtatcgca ctgactaact ccgttaacga agctetgetce
aaccegtecce gtgtatacac cttettetet agegactacg tgaaaaaggt caacaaagceg
actgaagetg caatgttctt gggttgggtt gaacagcttyg tttatgattt taccgacgag
acgtccgaag tatctactac cgacaaaatt geggatatca ctatcatcat ccegtacate
ggtceggcte tgaacattgg caacatgctg tacaaagacg acttegttgg cgeactgatce
ttoctoceggtg coggtgatcct getggagtte atcccggaaa tcgeccatccec ggtactggge
acctttgete tggtttetta cattgcaaac aaggttcetga ctgtacaaac catcgacaac:
gocgetgagea aacgtaacga aaaatgggat gaagtttaca aatatatcgt gaccaacktgg
ctggctaagg ttaatactca gatcgacctce atccgcaaaa aaatgaaaga agcactggaa
aaccaggcgg aagctaccaa ggcaatcatt aactaccagt acaaccagta cacecgaggaa
gaaaaaaaca acatcaactt caacatcgac gatctgbtect ctaaactgaa cgaatccatc
aacaaagcta tgatcaacat caacaagttc ctgaaccagt gectcectgtaag ctatctgatg
aactccatga tccegtacgg tgttaaacgt c¢tggaggact tecgatgegte tctgaaagac
gecctgotga aatacattta cgacaacecgt ggcactctga teggtcaggt tgategtcetg

aaggacaaag tgaacaatac cttatcgace gacatccett ttcagetcag taaatatgtce

gataaccaac gecttttgte cactctagac tag
<210> 69

<211> 890

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<400> 69

Gly Ser Met Glu Phe val Asn Lys Gln Phe Asn Tyr Lys asp Pro Val
1 5 10 15

Asn Gly Val Asp XIle Ala Tyr Ile Lys Ile Pro Asn Ala Gly Gln Met
20 25 30

Gln Pro Val Lys Ala Phe Lys Ile His Asn Lys Ile Trp val Ile Pro

149

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2673



Glu

Pro

65

Phe

Ile

Leu

Ser

145

Leu

Asp

Leu

His

225

Pro

Gly

Arg

50

Glu

Thr

Glu

val

Lys

130

Tyr

Ile

Thr

Phe

Leu

210

Glu

Asn

Leu

Lys

3%

Asp

ala

Asp

Arg

Arg

115

Val

Arg

Ile

Thr

195

Gly

Leu

Arg

Glu

FPhe
275

Thr

Lys

Asn

Ile

100

Gly

ile

Ser

Gln

Asn

180

Phe

Ala

Ile

val

val

260

Ile

Phe

Gin

Glu

85

Tyr

Ile

Asp

Glu

Phe

165

Gly

Gly

Gly

Phe
245

Ser

Asp

Thr

val

70

Lys

Ser

Pro

Thr

Glu

150

Glu

Phe

Lys

Ala

230

Lys

Phe

Ser

40

Asn
55

Pro

Asp

Phe

Asn

135

Leu

Cys

Gly

Gln

Phe

215

Gly

val

Glu

Leu

Pro

Val

Asn

Asp

Trp

1z0

Cys

Asn

Lys

Ser

Giu

200

Ala

His

Glu

Gln
280

ES 2607 789 T3

Glu

Ser

Leu

105

Gly

Ile

Leu

Ser

Thr

185

Ser

Thr

Arg

Thr

Leu

265

Glu

Glu

Leu

90

Gly

Gly

Asn

val

Phe

170

Gln

Leu

Asp

Leu

AsSn

250

Arg

Asn

Gly

Lys

Arg

Ser

val

Ile

155

Gly

Glu

Pro

Tyr

235

ala

Thr

Glu

AsSp

60

Gly

Met

Thr

Ile

140

Ile

His

Ile

val

2Ala

220

Gly

Tyx

Phe

Phe

150

45

Leu

Ser

val

Leu

Ile

125

Gln

Gly

Glu

Arg

Asp

205

val

Ile

Gly

Arg
285

Asn

Thr

Thr

Leu

110

Asp

Pro

Pro

Val

Phe

190

Thr

Thr

Ala

Glu

Gly

270

Leu

Pro

Tyr

Lys

95

Thr

Thx

Asp

Ser

Leu

175

Ser

Asn

Leu

Ile

Met

255

His

Tyr

Pro

Leu

80

Leu

Ser

Glu

Gly

Ala

160

Asn

Pro

Pro

Ala

Asn

240

Ser

Asp
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Tyr Asn Lys Phe Lys Asp Ile Ala Ser Thr Leu Asn Lys Ala Lys Ser
290 295 300

Ile Val Gly Thr Thr Ala Ser Leu Gin Tyx Met Lys Asn Val Phe Lys
305 310 315 320

Glu Lys Tyx Leu Leu Ser Glu Asp Thr Ser Gly Lys Phe Ser val Asp
325 330 335

Lys Leu Lys Phe Asp Lys Leu Tyr Lys Met Leu Thr Glu Ile Tyr Thr
340 345 350

Glu Asp Asn Phe Val Lys Phe Phe Lys Val Leu Asn Arg Lys Thr Tyr
355 360 365

Leu Asn Phe Asp Lys Ala Val Phe Lys Ile Asn Ile val Pro Lys Val
370 378 380

Asn Tyr Thr Ile Tyr Asp Gly Phe Asn Leu Arg Asn Thr Asn Leu Ala
385 390 395 400

Ala Asn Phe Asn Gly Gin Asn Thr Glu Ile Asn Asn Met Asn Phe Thr
405 410 415

Lys Leu Lys Asn Phe Thr Gly Leu Phe Glu Phe Tyr Lys Leu Leu Cys
420 425 430

Val Asp Gly Ile Ile Thr Ser Lys Thr Lys Ser Leu Ile Glu Gly Arg
435 440 445

Tyr Gly Gly Phe Leu Ala Leu Ala Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly
450 455 480

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Ala Leu Val Leu Gln Cys Ile Lys Val
465 ) 470 475 480

Asn Asn Trp Asp Leu Phe Phe Ser Pro Ser Glu Asp Asn Phe Thr Asn
485 490 495

Asp Leu Asn Lys Gly Glu Glu Ile Thr Ser Asp Thr Asn Ile Glu Ala
500 505 510

Ala Glu Glu Asn Ile Ser Leu Asp Leu Ile Glan Gln Tyr Tyr Leu Thr
515 520 525

151



Phe

Ser

545

Pro

Leu

Asn

Phe

Met

625

Thr

Ile

Asp

Glu

val

705

Ala

val

Lys

Asn

530

Asp

Asn

Arg

Ser

Ser

610

Phe

Ser

Pro

Asp

Phe

690

Ser

Leu

Thr

Lys

Phe

Ile

Gly

Ala

val

595

Ser

Leu

Glu

Phe
675

Ile

Ser

Asn

Met
755

Asp

Ile

Lys

Gln

580

Asn

Asp

Gly

val

Ile

660

Val

Pro

Ile

Lys

Trp

740

Lys

Asn

Gly

Lys

565

Glu

Glu

Trp

Ser

645

Gly

Gly

Glu

Ala

Arg

725

Leu

Glu

Glu

Gln

550

Phe

Ala

val

val

630

Thr

Pro

Ala

Ile

Asn

710

Asn

Ala

Ala

Pro

535

Leu

Glu

Glu

Leu

Lys

615

Glu

aAla

Leu

Ala

695

Lys

Glu

Lys

Leu

Glu

Glu

Leu

His

Leu

600

Lys

Gln

Asp

Leu

Ile

680

Ile

val

Lys

val

Glu
760

ES 2607 789 T3

Asn

Leu

Asp

Gly

585

Asn

val

Leu

Lys

Asn
665

Phe

Pro

Leu

Trp

Asn

745

Asn

Ile

Met

Lys

570

Lys

Pro

Asn

val

Ile

650

Ile

Ser

val

Thr

Asp

730

Thr

Gln

Ser Ile
540

Pro Asn
555

Tyr Thr

Ser Arg

Ser Arg

Lys ala

620

Tyr Asp

635

Ala Asp

Gly Asn

Gly Ala

Leu Gly

700

val Gln

715

Glu val

Gln Ile

ala Glu

152

Glu

Ile

Met

Ile

val

605

Thr

Fhe

Ile

Met

Val

685

Thr

Thr

Ala
765

Asn

Glu

Phe

Ala

590

Glu

Thr

Thx

Leu

670

Ile

Phe

Ile

Lys

Leu

750

Thr

Leu

Arg

His

575

Leu

Thr

Ala

Asp

Ile

655

Leu

Ala

Asp

735

Ile

Lys

Ser

Phe

560

Thr

Phe

Ala

Glu

640

Ile

Lys

Leu

Leu

Asn

720

Ile

Arg

Ala
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Ile
770

Ile Asn Gln

Ile
785

Asn Phe Asn Ile

Asn Ile

805

Lys Ala Met

Ser Met

820

Leu Asn

Phe Asp Ala

835

Ser

Ash Arg

850

Gly Thr Leu

Asn Asn
865

Thr Leu Ser

Gln Leu

885

Asp Asn Arg

<210>70

<211> 2709

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético
<400> 70
ggatccatgg agttegttaa
attgcttaca tcaaaatccc

cacaacaaaa tctgggttat

Asp

790

Asn

Ser

Leu

Ile

Thr

870

Leu

ctgaacccge
tctaccgata
tactccaccg
ggcggttceta
cagccggacyg
gatatcatcce

ggctacggtt

caccggaagce
acgaaaagga
acctgggcecg
ccatcgatac
gttcctateg
agttcgagtg

ccactcagta

Asn Gln

775

Asp Leu

Ile

Asn

Met Ile

Ser

Lys

Pro

ES 2 607

Thr Glu

Ser Lys
785

Phe
810

Leu

Gly

825

Lys AsSp

840

Gly Gln

855

Asp Ille

Ser Thr

caaacagttc
gaacgctggc
cccggaacgt
gaaacaggtg
caacktacctg
tatgectgctg
cgaactgaaa
ttecgaagaa
taagagcttt

catecegttte

Ala

val

Pro

Leu

Leu Leu

AsSp Arg

Phe Gln

875

Asp
890

aactataaay
cagatgcagc
gataccttta
ccggtatctt
aaaggtgtta
actagcatcg
gtaatcgaca
ctgaacctgg
ggtcacgaag

tctcecggact

789 T3

Glu Glu

780

Lys

Leu Asn Glu

Asn Gln Cys

Val Lys Arg

830

Lys Ile

845

Len
860

Lys ASp

Leu Ser Lys

acccagttaa
cggtaaaggc
ctaacccegga
actatgactc
ctaaactgtt
ttegecggtat
ctaactgacat
tgatcatecygg
ttctgaacct

tcaccttegg

153

Asn Asn

Ile
800

Ser

Ser val

815

Leu Glu

Asp

Lys Val

Val
880

cggtgttgac
attcaaaatc
agaaggtgac
cacctacctg
cgagcgtatt
ccegttetgg
caacgttatt
cecgtetget
cacccgtaac

ttttgaagaa

60

120

1890

240

300

360

420

480

540

600



tcectggaag
gttaccctgg
cegqaacegtg
agcttcgaag
gaaaacgaght
aaagcgaaat
gaaaaatacc
gataaacttt
aaagttctga
gtgccgaaag
gctaatttta
ttcactggtce
actaaatcte
aaattagcta
ggcggtageg
ccgagtgaag
aacatcgaag
tttaakttcg
ggccagetgy
gacaaatata
atcgcactga
ttctetageg
tgggttgaac
aaaattgegg
atgctgtaca
gagttcatce
gcaaacaagg
tgggatgaag
gacctcatece
atcattaact
atcgacgatce
aagttcctga
aaacgtctgg
aaccgtggea
tcgaccgaca

ctagactag

tagacacgaa
ctcécgaact
tcttcaaagt
aactgcegtac
tecegtetgta
ccategtgay
tgetcagega
acaaaatgcet
accgeaaaac
ttaactacac
acggccagaa
tgttecgagtt
tgatagaagg
accaggeget
cactagtgct
acaacttecac
cagccgaaga
acaacgagcc
aactgatgec
ccatgticea
ctaactccgt
actacgtgaa
agecttgteta
atatcactat
aagacgactt
cggaaatcge
ttetgactgt
tttacaaata
gcaaaaaaat
accagtacaa
tgtcctctaa
accagtgete
aggacttcga
ctetgategy

tccettttca

cccactgctg
gattcatgca
taacaccaac
ttttggcgat
ctactataac
taccactgct
agacacctec
gactgaaatt
ctatctgaac
tatctacgat
cacggaaatc
ttacaagctg
tagatatggc
agcegggeggt
gcagtgtatc
caacgacctg
aaacatcteg
ggaaaacatt
gaacatcgaa
ctacctgege
taacgaagct
aaaggtcaac
tgattttacc
catcateecy
cgttggcgea
catcccggta
acaaaccate
tategtgacc
gaaagaagca
ccagtacacc

actgaacgaa

tgtaagctat ctgatgaact ccatgatccc gtacggtgtt
tgcgtecteltg aaagacgecce tgctgaaata catttacgac
tcaggttgat cgtctgaagg acaaagtgaa caatacctta

gctcagtaaa tatgtcgata accaacgect tttgteccact

ES 2607 789 T3

ggcgctggta
ggceaccgec
gcgtattacg
cacgacgcta
aagttcaaag
tctcteccagt
ggcaaattct
tacaccgaag
ttcgacaagg
ggtttcaacc
aacaacatga
ctgtgcgteg
ggtttcacgg
ggcggtageg
aaggttaaca
aacaaaggtg
ctggacctga
Ectatcgaaa
cgtbttoccaa
gegeaggaat
ctgectcaace
aaagcgactg
gacgagacgt
tacateggtc
ctgatcttet
ctgggcacct
gacaacgecge
aactggctgg
ctggaaaacc
gaggaagaaa

tcecatcaaca

aattcgeaac
tgtacagtat
agatgtecgy
aattcatcga
atatcgeatc
acatgaagaa
ctgtagacaa
acaacttcgt
cagtattcaa
tgcgtaacac
acttecacaaa
acggcatcat
gcgeacgeaa
gcggtggegy
actgggattt
aagaaatcac
tccagcagta
acctgagcetc
acggtaaaaa
ttgaacacgg
cgtccegtgl
aagectgeaat
ccgaagtatce
cggctctgaa
ccggtgeggt
ttgetctggt
tgagcaaacg
ctaaggttaa
aggcggaagc
aaagcaacat

aagctatgat

154

tgatgctgcg
cgcecatcaat
tctggaagtt
cketetgeoaa
caccctgaac
cgtttttaaa
gttgaaattc
taagttettt
aatcaacatc
caacctggct
actgaaaaac
tacctccaaa
atcagcgcegt
tageggeagt
attcttcagc
ctcagatact
ctacctgacce
tgatatcatc
gtacgagetg
caaatcecgt
atacacctte
gttecttgggt
tactaccgac
cattggcaac
gatcctgetg
ttcttacatt
taacgaaaaa
tactcagatc
taccaaggca
caacttcaac

caacatcaac

660
720
780
840
800
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700

2708
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<210> 71

<211>902

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 71

Gly Ser Met Glu Phe
1 5

Asn Gly Val Asp Ile
20

Gln Pro Val Lys Ala
35

Glu Arg Asp Thr Phe

Pro Glu Ala Lys Gln
65

Ser Thr Asp Asn Glu
85

Phe Glu Arg Ile Tyr
100

Ile Val Arg Gly Ile
115

Leu Lys vVal Ile Asp
130

Ser Tyr Arg Ser Glu
145

val

Ala

Phe

Thr

val

Lys

Ser

Pro

Thr

Glu
150

Asn

Lys

Asn

Pro

Asp

Thr

FPhe

Asn

135

Leu

Lys

Ile

Ile

40

Pro

val

Asn

Asp

Trp

120

Cys

Asn

ES 2607 789 T3

Gln

Lys

25

His

Glu

Ser

Leu

105

Gly

Ile

Leu

Fhe

10

Ile

Asn

Glu

Leu

90

Gly

Gly

Asn

val

Asn

Pro

Lys

Gly

Lys

Arg

Ser

val

Ile
155

TYE

Asn

Ile

Asp

60

Asp

Gly

Met

Thr

Ile

140

Tle

155

Lys

Ala

Trp

45

Leu

Ser

val

Leu

Ile

125

Gln

Gly

Asp

Gly

30

val

Asn

Thr

Thr

Leu

110

Asp

Pro

Pro

Pro

15

Gln

Ile

Pro

Lys

95

Thr

Thr

Asp

Ser

Val

Met

Pro

Pro

Leu

80

Leu

Ser

Glu

Gly

Ala
160
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Asp Ile Ile Gln Phe Glu Cys Lys Ser Phe Gly His Glu val Leu Asn
165 170 175

Leu Thr Arg Asn Gly Tyr Gly Ser Thr Gln Tyr Ile Arg Phe Ser Pro
180 185 190

Asp Phe Thr Phe Gly Phe Glu Glu Ser Leu Glu Val Asp Thr Asn Pro
195 200 205

Leu Leu Gly Ala Gly Lys Phe Ala Thr Asp Pro Ala Val Thr Leu Ala
210 215 220

His Glu Leu Ile His Ala Gly His Arg Leu Tyr Gly Ile Ala Ile Asn
225 230 235 240

Pro Asn Arg Val Phe Lys Val 'Asn Thr Asn Ala Tyr Tyr Glu Met Ser
245 250 255

Gly Leu Glu Val Ser Phe Glu Glu Leu Arg Thr Phe Gly Gly His Asp
260 265 270

Ala Lys Phe Ile Asp Ser Leu Gln Glu Asn Glu Phe Arg Leu Tyr Tyr
275 - 280 285

Tyr Asn Lys Phe Lys Asp Ile Ala Ser Thr Leu Asn Lys Ala Lys Ser
250 295 300

Ile Val Gly Thr Thr Ala Ser Leu Gln Tyr Met Lys Asn Val Phe Lys
305 310 315 320

Glu Lys Tyr Leu Leu Ser Glu Asp Thr Ser Gly Lys Phe Ser val Asp
325 330 335

Lys Leu Lys Phe Asp Lys Leu Tyxr Lys Met Leu Thr Glu Ile Tyr Thr
340 345 is50

Glu Asp Asn Phe Val Lys Phe Phe Lys Val Leu Asn Arg Lys Thr Tyr
355 360 365

Leu Asn Phe Asp Lys Ala Val Phe Lys Ile Asn Ile Val Pro Lys Val
370 375 380 .

Asn Tyr Thr Ile Tyr Asp Gly Phe Asn Leu Arg Asn Thr Asn Leu Ala
385 390 385 400

156



Ala

Lys

val

Gln

465

Gly

Leu

Gly

Ile

Asn

545

Gly

Lys

Glu

Glu

625

Trp

Asn Phe

Leu Lys

Asp Gly
435

Gly Gly
450

Ala Leu

Gly Ser

Phe Phe

Glu Glu
515

Ser Leu
530

Glu Pro

Gln Leu

Tyr Glu

Phe Glu

595

Ala Leu
610

Val Lys

Val Glu

Asn

Asn

420

Ile

Phe

Ala

Ala

Ser

500

Ile

Asp

Glu

Glu

Leu

580

His

Leu

Lys

Gln

Gly

405

Fhe

Ile

Thr

Gly

Leu

485

Pro

Thr

Leu

Asn

Len

565

Asp

Gly

Asn

Val

Leu

Gln

Thr

Thr

Gly

Gly

470

val

Ser

Ser

Ile

Ile

550

Met

Lys

Lys

Pro

Asn

630

Val

Asn

Gly

Ser

Ala

455

Gly

Leu

Glu

Asp

Gln

5385

Ser

Pro

Ser

Ser
615

Lys

Thr

Leu

Lys

440

Arg

Gly

Gln

Asp

Thr

520

Gln

Ile

Asn

Thr

Arg

600

Arg

Ala

ES 2607 789 T3

Glu

Phe

425

Lys

Ser

Cys

Asn

505

Asn

Glu

Ile

Met

585

Ile

val

Thr

Phe

Ile

410

Glu

Lys

Ser

Gly

Ile

490

Phe

Ile

Asn

Glu

570

Phe

Ala

Glu

Thr

Asn

Phe

Ser

Ala

Gly

475

Lys

Thr

Glu

Leu

Leu

5585

Arg

His

Leu

Thr

Ala

635

Asp

Asn

Tyr

Leu

Arg

460

Gly

Val

Asn

Ala

Thr

540

Ser

Phe

Thr

Phe

620

Ala

Glu

157

Met
Lys
Ile
445
Lys
Gly
Asn
Asp
Ala
525
Phe
Ser
Pro
Leu
Asn
605
Phe

Met

Thr

Asn

Leu

430

Glu

Leu

Ser

Asn

Leu

510

Glu

Asn

Asp

Asn

Arg

590

Ser

Ser

Phe

Ser

Phe

415

Leu

Gly

Ala

Gly

Trp

495

Asn

Glu

Phe

Ile

Gly

575

Ala

Val

Ser

Leu

Glu

Thr

Cys

Arg

Asn

Glvy

480

Asp

Lys

Asn

Asp

Ile

560

Lys

Gln

Asn

Asp

Gly

640

val
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Ser Thr Thr

Gly Pro Ala
675

Gly Ala Leu
690

Glu Ile Ala
705

Ala Asn Lys

Arg Asn Glu

Leu Ala Lys
755

Glu Ala Leu
770

Gln Tyr Asn
785

Ile Asp Asp

Ile Asn Ile

Asn Ser Met
835

Ser Leu Lys
850

Leu Ile Gly
B8€S

Ser Thr Asp
Ley Leu Ser
<210>72

<211> 2709
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

Asp

660

Leu

Ile

Ile

Val

Lys

740

val

Glu

Gln

Leu

Asn

820

Ile

Asp

Gln

Ile

€45

Lys

Asn

Phe

Pro

Leu

725

Asn

Asn

Ser

805

Liys

Pro

Ala

Val

Ile

Ile

Ser

Val

710

Thr

Asp

Thr

Gln

Thr

790

Ser

Phe

Leu

Asp
870

Ala

Gly

Gly

695

Leu

val

Glu

Gln

Ala

775

Glu

Lys

Leu

Gly

Leu

855

Arg

Pro Phe Gln

885

Thr Leu Asp

900

Asp

Asn

680

Ala

Gly

Gln

Val

Ile

760

Glu

Glu

Leu

Asn

val

840

Lys

Leu

Leu

ES 2607 789 T3

Ile

665

Met

val

Thr

Thr

Tyx

745

Asp

Ala

Glu

Asn

Gln

825

Lys

Lys

Ser

650

Thr

Leu

Ile

Fhe

Ile

730

Lys

Leu

Thr

Lys

Glu

810

Cys

Arg

Ile

Asp

L¥ys
890

Ile

Leu

Ala

715

Asp

Ile

Lys

Asn

795

Ser

Ser

Leu

Lys
8§75

TYX

Ile

Lys

Leu

Ile

Asp
685

Glu

700 -

Lieu

Asn

Ile

Axg

Vval

Ala

val

Lys

. 765

Ala

780

Asn

Ile

val

Glu

Asp

860

val

Val

158

Ile

Ile

Asn

Ser

Asp

845

Asn

Asn

Asp

Pro

670

Asp

Phe

Ser

Leu

Thr

750

Lys

Ile

Asn

Lys

830

Phe

Arg

Asn

Asn

655

Phe

Ile

Ser

738

Asgn

Met

Asn

Phe

Ala

815

Leu

Asp

Gly

Thr

Gln
895

Ile

val

Pro

Ile

720

Lys

Trp

Lys

Tyxr

Asn

800

Met

Met

Ala

Thr

Leu

880

Arg



<400> 72

ggatccatgg
attgecttaca
cacaacaaaa
ctgaacccge
tctaccgata
tactecaceg
ggeggttcta
cagccggacy
gatatcatce
ggctacggtt
tcecetggaag
gttaccctgyg
ccgaaccgtg
agcttegaag
gaaaacgagt
aaagcgaaat
gaaaaatacc
gataaacttt
aaagttetga
gtygccgaaag
gctaatttta
tteactggte

actaaatcte

agttcgttaa
tcaaaatcce
tctgagttat
caccggaagce
acgaaaagga
acctgggcceyg
ccatecgatac
gttectateg
agttcgagtg
ccactcagta
tagacacgaa
ctcacgaact
tcttcaaagt
aactgegtac
tecgtotgta
ccatcgtggy
tgectecagega
acaaaatget
accgcaaaac
ttaactacac
acggccagaa
tgttcgagtt

tgatagaagg

caaacagtte
gaacgetgge
ccoggaacgt
gaaacaggtg
caactacctg
tatgctgetyg
cgaactgaaa
ttccgaagaa
taagagcttt
catccgttte
cccactgetg
gattcatgca
taacaccaac
ttttggeggt
ctactataac
taccactget
agacacctce
gactgaaatt
ctatctgaac
tatctacgat
cacggaaatc
ttacaagctg

tagatatggce

ES 2607 789 T3

aactataaag
cagatgcage
gataccttta
ccggtatctt
aaaggtgtta
actagcatcyg
gtaatcgaca
ctgaacctgg
ggtcacgaag
tctecggact
ggcgetggta
ggccaccgea
gcgtattacg
cacgacgeta
aagttcaaag
tctctccagt
ggcaaattct
tacaccgaag
ttcgacaagg
ggtttcaace
aacaacatga
ctgtgegteg

ggktttcacgg

acccagttaa
cggtaaagge
ctaacccgga
actatgacte
ctaaactgtt
ttcgeggtat
ctaacktgcat
tgatcatcgg
ttctgaacct
tcaccttcag
aattcgcaac
tgtacggtat
agatgteccgg
aattcatcga
atatcecgecatce
acatgaagaa
ctgtagacaa
acaacttcgt
cagtattcaa
tgcgtaacac
acttcacaaa
acggcatcat

gcgceacgcaa

159

cggtgttgac
attcaaaatc
agaaggtgac
cacctacctg
cgagcgtatt
cccgttetgg
caacgttatt
cccgtetget
caccogtaac
ttttgaagaa
tgatcectgeg
cgccatcaat
tectggaagtt
ctctctgecaa
caccctgaac
cgtttttaaa
gttgaaattc
taagttcttt
aatcaacate
caacctggcet
actgaaaaac
tacctccaaa

atcagcgegt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380
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aaacgtaaga
ggcggtageg
cegagtgaag
aacatcgaag
tttaattteg
ggecagetgg
gacaaatata
atcgcactga
ttctcectageg
tgggttgaac
aaaattgcgg
atgctgtaca
gagttcatec
gcaaacaagg
tgggatgaag
gacctecatee
atcattaact
atcgacgatc
aagttcctga
aaacgtctgg
aaccgtggeca
tcgaccgaca
ctagactag
<210>73

<211>902
<212> PRT

accaggeget
cactagtgct
acaacttcac
cageccgaaga
acaacgagcc
aactgatgcee
ccatgttcca
ctaactccgt
actacgtgaa
agettgttta
atatcactat
aagacgactt
cggaaatcge
ttctgactgt
tttacaaata
gcaaaaaaat
accagtacaa
tgtectectaa
accagtgcte
aggacttcga
ctetgatcgg

tcccttttea

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 73

agegggeggt
geagtgtate
caacgacctg
aaacatctcg
ggaaaacatt
gaacatcgaa
ctacctgcge
taacgaagct
aaaggtcaac
tgattttacc
catcatceey
cgttggcgea
catcecoggta
acaaaccatc
tatcgtgace
gaaagaagca
ccagtacace
actgaacgaa
tgtaagctat
tgcgtctcetyg
tcaggttgat

gctcagtaaa

ES 2607 789 T3

ggcggtageg
aaggttaaca
aacaaaggtg
ctggacctga
tctatcgaaa
cgtttcecaa
gcgcaggaat
ctgctcaacc
aaagcgactg
gacgagacgt
tacatecggte
ctgatettet
ctgggcacct
gacaacgegc
aactggctgy
ctggaaaacc
gaggaagaaa
tccatcaaca
ctgatgaact
aaagacgccce
cgbetgaagg

tatgtcgata

gecggtggegg
actgggattt
aagaaatcac
teccagcagta
acctgagctc
acggtaaaaa
ttgaacacygg
cgtcecgtgt
aagctgcaat
ccgaagtate
cgagctctgaa
ceggtgegght
ttgctetggt
tgagcaaacyg
ctaaggttaa
aggcggaagc
aaaacaacat
aagctatgat
ccatgatcec
tgctgaaata
acaaagtgaa

accaacgecct

tagcggeggt
attcttcage
ctcagatact
ctacctgace
tgatatcatc
gtacgagctyg
caaatcecgt
atacaccttc
gttcttgggt
tactaccgac
cattggcaac
gatecctgetg
ttcttacatt
taacgaaaaa
tactcagatc
taccaaggca
caacttcaac
caacatcaac
gtacggtgtt
catttacgac
caatacctta

tktbgtccact

Gly Ser Met Glu Fhe Val Asn Lys Gln Phe Asn Tyr Lys Asp Pro Val

1

5

10

160

15

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700

2703



Asn

Gln

Glu

Pro

65

Ser

Phe

Ile

Leu

Ser

145

Asp

Leu

Asp

Leu

His

225

Pro

Gly

Gly

Pro

Arg

50

Glu

Thr

Glu

Val

Lys

130

Ile

Thr

Phe

Leu

210

Glu

Asn

Leu

val

Val

35

Asp

Ala

Asp

Arg

Arg

115

Val

Arg

Ile

Arg

Thr

135

Gly

Leu

Arg

Glu

Asp

Lys

Thr

Lys

Asn

Ile

100

Gly

Ile

Ser

Gln

Asn

180

Phe

Ala

Ile

val

val

Ile

ala

Phe

Gln

Glu

Tyr

Ile

Asp

Glu

Phe

165

Gly

Gly

Gly

His

Phe

245

Ser

Ala

FPhe

Thr

val

70

TyYs

Ser

Pro

Thr

Glu

150

Glu

Tyr

Phe

Lys

Ala

230

Lys

Phe

Lys

Asn

55

Pro

ASp

Thx

Phe

Asn

135

Leu

Cys

Gly

Glu

Phe

215

Gly

val

Glu

Ile

Ile

40

Pro

Val

Asn

Asp

Trp

120

Cys

Lys

Ser

Glu

200

Ala

His

Asn

Glu

ES 2607 789 T3

Lys

25

Glu

Ser

Leu

105

Gly

Ile

Leu

Ser

Thr

185

Ser

Thr

Arg

Thr

Leu

I}e
Asn
Glu
Tyr
Leu
80

Gly
Gly
Asn
Val
Phe
170
Gln
Leu
Asp
Leu
Asn

250

Arg

Pro

Lys

Gly

Lys

Arg

Ser

val

Ile

155

Gly

Tyr

Glu

Pro

235

Ala

Thr

Asn
Ile
Asp
ASp
Gly
Met
Thr
Ile

140

Ile

Ile
Val
Ala
220

Gly

Phe

161

Ala

45

Leu

Ser

val

Leu

Ile

125

Gln

Gly

Glu

Arg

Asp

205

val

Ile

Gly

Gly

30

val

Asn

Thr

Thx

Leu

110

Asp

Pro

Pro

val

Phe

120

Thr

Thr

Ala

Glu

Gly

Gln

Ile

Pro

Lys

a5

Thr

Thx

Asp

Ser

Leu

175

Ser

Asn

Lew

Ile

Met
255

Met

Pro

Pro

Leu

BO

Leu

Ser

Glu

Gly

Ala

160

Asn

Pro

Pro

Asn
240

Ser

Asp



Ala
Tyr
Ile
305
Glu
Lys
Glu
Leu
Asn
385
Ala

Lys

Val

Gln
465

Gly

Leu

Lys

Asn

290

val

Lys

Leu

Asp

Asn

370

Asn

Leu

Asp

Gly

450

Ala

Gly

Phe

Phe
275

Lys

Gly

Lys

Asn

355

Phe

Thr

Phe

Lys

Gly

435

Gly

Leu

Sex

Phe

260

Ile

Phe

Thr

Leu

Phe

340

Phe

Asp

Ile

Asn

Asn

420

Ile

Phe

Ala

Ala

Ser
500

Asp

Lys

Thr

Leu

325

Asp

Val

Lys

Gly

405

Phe

Ile

Thr

Gly

Leu

485

Pro

Ser

Asp

Ala

310

Ser

Lys

Lys

Ala

Asp

320

Gln

Thr

Thr

Gly

Gly

47¢

Val

Ser

Leu

Ile

295

Ser

Glu

Leu

Phe

val

375

Gly

Asn

Gly

Ser

ala

455

Gly

Leu

Glu

Gln
280

aAla

Leu

Phe

360

Phe

Phe

Thr

Leu

Lys

440

Arg

Gly

Gln

ES 2607 789 T3

265
Glu
Ser
Gln
Thr
Lys
345
Lys
Lys
Asn
Glu
Phe
425
Thr
Lys
Ser

Cys

asn
505

Asn

Thr

Ser

330

Met

val

Ile

Leu

Ile

410

Glu

Lys

Ser

Gly

Ile

490

Phe

Glu

Leu

Met

315

Gly

Leu

Leu

Asn

Arg

395

Asn

FPhe

Ser

Ala

Gly

475

Lys

Thr

Phe

Asn

300

Lys

Lys

Thr

Asn

Ile

380

Asn

Asn

iy o

Leu

Arg

460

Gly

val

Asn

162

Arg

285

Lys

Asn

Phe

Glu

Arg

365

val

Thr

Met

Lys

Ile

445

Lys

Gly

Asn

Asp

270

Leu

Ala

val

Ser

Ile

350

Lys

Pro

Asn

Asn

Leu

430

Glu

Arg

Ser

Asn

Leu
510

Lys

Phe

Val
335

Tyr

Thr

Lys

Leu

Phe

415

Leu

Gly

Lys

Gly

495

Asn

Ser

Lys

320

Asp

Thr

val

Ala

400

Thr

Cys

Arg

Asn

Gly

480

Asp

Lys



Gly

Ile

Asn

545

Gly

Lys

Glu

Glu

Tyr

625

TIp

Ser

Gly

Gly

Glu

705

Ala

Glu

Ser

530

Glu

Gln

Phe

Ala

610

val

val

Thr

Pro

Ala

690

Ile

Asn

Asn

Glu

515

Leu

Pro

Lieu

Glu

Glu

595

Leu

Lys

Glu

Thr

Ala

675

Leu

Ala

Lys

Glu

Ile

Asp

Glu

Glu

Leu

580

His

Leu

Lys

Gln

Asp

660

Lieu

Ile

Ile

Val

Lys
740

Thr

Leu

Asn

Leu

565

Asp

Gly

Asn

val

Leu

645

Lys

Asn

Phe

Pro

Leu
725

Trp

Ser

Ile

Ile

550

Met

Lys

Lys

Pro

Asn

630

Val

Ile

Ile

Ser

Val

710

Thr

Asp

Asp

Gln

535

Ser

Pro

Ser

Ser

615

Lys

Ala

Gly

Gly

695

Leu

Val

Glu

Thr

520

Gln

Ile

Asn

Thr

Arg

6C0

Arg

Ala

Asp

Asn

680

Ala

Gly

Gln

val

ES 2607 789 T3

Asn

Glu

Ile

Met

585

Ile

Val

Thx

Phe

Ile

665

Met

val

745

Ile

Asn

Glu

570

Phe

Ala

TVXr

Glu

Thr

650

Thr

Leu

Ile

Phe

Ile

730

Lys

Glu

Leu

Leu

555

Arg

His

Leu

Thr

Ala

635

Asp

Ile

Leu

Ala
715

Asp

Ala

Thr

540

Ser

Phe

Thx

Phe

620

Ala

Glu

Ile

Lys

Leu

700

Leu

Asn

Ile

163

Ala

525

Fhe

Ser

Pro

Leu

Asn

605

Phe

Met

Thr

Ile

Asp

685

Glu

val

Ala

val

Glu

Asn

Asp

Asn

Arg

580

Ser

Ser

Phe

Ser

Pro

670

Asp

Phe

Ser

Leu

Thxr
750

Glu

Fhe

Ile

Gly

575

Ala

Val

Ser

Leu

Glu

655

Phe

Ile

Ser
735

Asn

Asn

Asp

Ile

560

Lys

Gln

Asn

Asp

Gly

640

Val

Ile

val

Pro

Ile

720

Lys

Trp
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Leu Ala

Lys

Val Asn

755

Ala
770

Glu

Gln
785

Tyr
Ile Asp
Ile

Asn

Asn Ser

Leu

Asn

Asp

Ile

Met

Glu asn

Gln

TYx

Ser
805

Leu

Asn
820

Lys

Ile Pro

835

Leu
850

Ser

Leu Ile

865

Ser Thr

Leu Leu

<210> 74
<211> 2889
<212> ADN

Lys

Gly

ASD

Ser

Asp Ala

Gin val

Ile Pro

885

Thr
900

Leu

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 74

ggatcecttgg
ggtaagtttt
ggtaacgcac
attgcaaccg
catacgttct

tategegtgg

tacgagatga
tecgteggege
tgagcaacgt
tcgttgatcece
attacgggca

tecgagcagaa

Ile
760

Thr Gln-

Ala Glu

7758

Gln

Thr Glu

790

Glu

Ser Lys Leu

Phe Leu Asn

Val
840

Tyr Gly

Leu
855

Leu Lys

Asp
870

Arg Leu

Phe Gln Leu

Asp

cgttgactat
cacagacctg
ccctatgatt
gcagtatgcet
atataacggc

caattacgaa

ES 2607 789 T3

Asp Leu

Thr

Ala

Glu Lys

Ile

Lys

Asn

Arg Lys

765

Ala
780

Ile

Asn Ile

795

Glu
810

Asn

Gln
825

Cys
Lys Arg
Ile

TYIr

Lys Asp

Ser

Ser

Leu

Lys

Ile Asn

Val Ser

Lys

Ile

Asn

Lys

Tyr

Met Lys

Asn

Phe Asn

800

Ala
815

Met

Leu Met

830

Glu Asp

845

Asp Asn

860

Val Asn

875

Ser Lys

890

caaattttec
tccgtecaaaa
gattttagtg
gtcagcgtcea
cataacgatg

ccgcacaaag

val Asp

gegacktttge
ataagagagg
tagcggacgt
aacatgctaa
tggctgataa

cgtggggcgce

164

Phe

Arg

Asn

aAsn

Asp Ala

Gly Thr

Thr Leu

880

Gln
895

Arg

ggaaaataaa
cecagaacatc
taataaacgg
agcggaagtt
agaaaatgaa

gagtaattta

60

120

i80

240

300

360



ggccgectyy
atecgeoeccea
agcttegtge
gaaggtaatyg
gceggaacce
ggtttceggga
gatgcgttaa
aaacagaaaa
aagagctgge
gacaacgcag
agtcatatcg
caaaacgtga
gcgggagget
tggttagggg
cctaacgggg
gtgaatcagg
gctgacaaaa
gtcttgaact
cgcctggatg
gegeogeatag
ctgatgacaa
gattactcat
aaaaattacc
aatggcgtgg
aaaaatgcaa
gaggaaaatg
cagaaacgtt
ggtaacgtge
agecgecteogta

ataaatcgca

aggactataa
cagatgctgyg
gecattggege
aaaaggggta
cgtataaaga
atcataataa
ccaattacgg
atcaatgggt
aggaatggaa
gtacggtgaa
gatcgacggce
cectttgagga
tgttctitaa
ccggtattga
accggcktgge
gtcagetgaa
aggtgcaagce
caagcaacea
ctaacgggaa
ttaatcataa
acccaaacte
actattaceg
gttattacge
ccgaaaacaa
tgaaccataa
gtaaaggtca
tccttetgac
tgcttictog
aagatgcgca

cctttaaage

catggcecgt
tgggggcctg
cggtcgtcag
cgacctecegt
tattaatatc
gcaatatage
agtgttaggc
gtttctgage
tatttataaa
ggggaacggc
cgttegectg
caacggtacc
aggcgactat
cgttacggat
aaaaatcgge
agtgggagat
ctttagccaa
aataaatccg
tgatctgacc
tactgaccat
tctgtcagta
gcegegtaga
attaaaatcc
tgactggatt
aaataaccga
caatggtgeg
tggtggcget
ccggccaac£
tttttetaaa

ggcagaaatc
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ttcaataaat
gatacctaca
ctegtgtacg
gatttgtcecoe
gatcaaacca
gcagaagage
gatagecggea
acttatgatt
aaggaattcg
gaacatcact
gcgaacaatg
ctggtcctta
actgttaagg
ggaaaaaagg
aaagggacat
gggaccgtga
gtaggaattg
gataacctgt
tttgaacata
gcatcaacta
cattccatee
ccaattccac
ggagggacggc
tttatgggtt
aggatcggtg
ctgaatctaa
aatctgaatg
ccgeatgcac
aataacgagy

geggttaatce

tcgtgaccga
aagataaéaa
agaagggtgt
aggegtateg
tgaataccga
taaagcaggc
gteegetgtt
attgggccgg
cagacaaaat
ggaagacgac
agggcgatge
accagaacat
gagcaaacaa
tgatttggca
tggaaattaa
ttctgaacea
ttagtggteg
actttagatt
tcegtaacgt
tcaccttgac
agaatgatta
aaggtaaaga
tgaatgcacc
atactcaaga
attteggegg
attttaacgg
gtaaaatcag
gtgattttgt
tegtgtttga

agagtgcgag

165

ggtagcaceg
ccgcttctet
ctatcaccag
ctacgcetatt
aggcctaatt
cctcagecaa
tgccttegat
atatggtaaa
caagcagcat
cggcacgaat
aaacaatggg
aaatcaggge
tgacatcacc
ggttaaaaac
tggtaccggt
gaaagcagac
tggcacactc
tegtggcgga
tgacgagggt
cgggaaaagt
tgatgaagac
tctttattac
tatgecgoaa
agaggctcoge
atttttcgat
caaaagtgee
tgtgacgcag
aaataaatcyg
agatgactgg

cttitcateg

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160
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ggtaggaatg
ctgggttata
tgcaacactg
gggaatgtga
aaaattcagg
acgggggact
gegtecgatg
aacggtcact
aaagaatcag
caggaaggcc
tcactcgecga
ggcataacac
tgcgtcgac
<210> 75

<211> 4296
<212> ADN

tatctgatat
agaacggtga
gcaatctgte
acctgaacca
gccagggcaa

cgcaggtgca

'cccagtcagc

ttcactactt
cgagcggaca
ttgacktatt
atcactacgt

gcctctataa

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 75

ggatccttgg
ggtaagttit
ggtaacgeac
akttgcaaccg
catacgttct
tatcgegtgg
ggcegectgyg
atecgecceca
agcttegtgc
gaaggtaatg
gccggaacec
ggttteggga

gatgcgttaa

tacgagatga
tcgtcggege
tgagcaacgt
tcgttgatce
attacgggca
tcéagcagaa
aggactataa
cagatgctgg
gcakttggegc
aaaaggggta
cgtataaaga

atcataataa

ccaattacgg

tacagcaaac

tgaagtttgt
tgataaagcyg
aaacgctgcec
ctccegtgtg
caacttgtec
taataaatat
aacggattta
ttatcagtta
tgatgcttca
tgatctgggt

tecectatgee

cgttgactat
cacagacctg
ccctatéatt
gcagtatgcet
atataacggc
caattacgaa
catggccegt
tgggggeetg
cggtcgtcag
cgacctcegt
tattaatatc
gcaatatage

agtgttaggc
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attacagecca
gttcgatcgy
cttaactett
ttggtacttg
tctctgaacc
c¢tggecgata
catacgateca
gcaaaaaact
catgtacaga
tcggtacaag
gcgétgcgct

ggtaacggcec

caaattttce
tcegtcazaa
gattttagtg
gtcagcgtca
cataacgatyg
ccgcacaaag
ttcaataaat
gatacctaca
ctegtgtacg
gatttgtcce
gatcaaacca
gcagaagagc

gatagcggca

ctgataatge
attacacggg
ttgacgccac
gtaaggccge
agcactcgaa
gccatattca
aaatcaatca
taggggataa
acaaaacagg
atcgttccag
atactataaa

gtccgygtgaa

gegactttge
ataagagagg
tagcggacgt
aacatgctaa
tggetgataa
cgtggggege
tcgtgaccga
aagataaaaa
agaagggtgt
aggegtateg
tgaataccga
taaagcaggce

gtccgetgtt

166

gaaggtcaac

ctatgttacc
gcgecattaac
gttgtggggt
gtggcacctg
ccttaacaat
cctetetgge
agtcctgéta
cgagccaaat
actgttcgtt
gacggaaaat

acctgectece

ggaaaataaa
ccagaacate
taataaacgg
agcggaagtt
agjlaaaatgaa
gagtaattta
ggtagcaccg
cegettetet
ctaktcaccag

ctacgctatt

aggcctaatt

ccteagcocaa

tgcecttegat

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2889

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



aaacagaaaa
aagagctgge
gacaacgcag
agtcatatcg
caaaacgtga
gcgggaggeh
tggttagggg
cctaacgggyg
gtgaatcagg
gctgacaaaa
gtettgaact
cgectggatg
gcgegeatag
ctgattacaa
gattactecat
aaaaattacc
aatggcgtgg
aaaaatgcaa
gaggaaaatg
cagaaacgtt
ggtaacgtgce
agcgeteogta
ataaatcgca
ggtaggaatg
ctgggttata
tgecaacactg
gagaatgtga
aaaattcagg
acgggggact

gcgtecgatg

atcaatgggt
aggaatggaa
gtacggtgaa
gatcgacgge
cctttgagga
tgttctttaa
ceggtattga
accggctgge
gtcagctgaa
aggtgcaagce
caagcaacca
ctaacgggaa
ttaatcataa
acccaaacktce
actattaccg
gttattacge
ccgaaaacaa
tgaaccataa
gtaaaggtca
tecttetgac
tgctttetag
aagatgcgea
cetttaaage
tatctgatat
aaaacggtga
gcaatctgtc
acckgaacca
gccagggcaa
cgcaggtgea

ceccagtcage

gtttctggge
tatttataaa
ggagaacggc
cgttegeoetg
caacggtacc
aggcgactat
cgtbtgcggat
aaaaatcgge
agtgggagat
ctttageccaa
aataaatceg
tgatctgacc
tacktgaccat
tctgtcagta
gccgecgtaga
attaaaatec
tgactggatt
aaataaccga
caatggtgeg
tggtggeget
cecggecaact
tttttctaaa
ggcagaaatce
tacagcaaac
tgaagtttgt
tgataaagcg
aaacgctgcc
ctecegtaty
caacttgtec

taataaatat
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acttatgatt
aaggaattcg
gaacatcact
gcgaacaatg
ctggtcctta
actgttaagyg
ggaaaaaagyg
aaagggacat
gggaccgtga
gtaggaattg
gataacctgt
tttgaacata
gcatcaacta
cattccatcec
ccaattecac
ggagggcggce
tttatgggtt
aggatcggtyg
ctgaatctaa
aatctgaatg
ccgeakgeac
aataacgagg
geggttaate
attacageca
gttcgatcgg
cttaactcett
ttggtactty
tetetgaace
ctggecgata

catacgatca

attgggccgg
cagacaaaat
ggaagacgac
agggcgatge
accagaacat
gagcaaacaa
Eggtttggca
tggaaattaa
ttctgaacca
ttagtggtcyg
actttggatt
tccgtaacgt
tcacckttgac
agaatgatta
aaggtaaaga
tgaatgcacc
atactcaaga
attteoggcag
attttaacgg
gtaaaatcag
gtgattttgt
tcgtgtttga
agagtgegag
ctgataatge
attacacggg
ttgacgceac
gtaaggccge
agcactcgaa
gccatattca

aaatcaatca

167

atatggtaaa
caagcageat
cggcacgaat
aaacaatggg
aaatcagggc
tgacatcace
ggttaaaaac
tggtacecggt
gaaageagac
tggcacactc
tcgtggegga
tgacgagggt
cgggaaaagt
tgatgaagac
tetttattac
tatgccggaa
agaggctcgc
atttttegat
caaaagtgcc
tgtgacgcag
aaataaatcg
agatgactgg
cttttecateg
gaaggtcaac
ctatgttacc
gegcattaac
gttgtgggat
gtggcacctg
ccttaaéaat

cecteketgge

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580
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aacggtcact
aaagaatcag
caggaaggcc
tcactcgega
ggcataacac
tgegtegacg
ttecacgggcg
ggtagcggeg
gttaacaact
aaaggtgaag
gacctgatee
atcgaaaacc
ttceccaaacg
caggaatttg
ctcaacecegt
gcgactgaég
gagacgtccg
atcggtcegg
atcttcteeg
ggcacctttyg
aacgegetga
tggctggeta
gaaaaccagg
gaagaaaaaa
atcaacaaag
atgaactcca
gacgcectge
ctgaaggaca

gtcgataacce

<210> 76
<211> 1431
<212> PRT

ttcactactt
cgageggaca
ttgacttatt
atcactacgt
gcctctataa
geatcattac
cacgcaaatc
gtggcggtag
gggatttatt
aaatcacctc
agcagtacta
tgagctctga
gtaaaaagta
aacacggcaa
cecgtgtata
ctgcaatgtt
aagtatctac
ctctgaacat
gtgcggtgat
ctctggttte
gcaaacgtaa
aggttaatac
cggaagctac
acaacatcaa
ctatgatcaa
tgatcccgta
tgaaatacat
aagtgaacaa

aacgecetttt

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 76

aacggattta
ttatcagtta
tgatacttca
tgatctgggt
tcectatgee
ctecaaaact
agecgcgtaaa
cggeggtgge
cttecagcecg
agatactaac
cctgaccttt
tatcatcgge
cgagctggac
atcccgtate
caccttette
cttgggttgg
taccgacaaa
tggcaacatg
cctgetggag
ttacattgea
cgaaaaatgg
tcagatcgac
caaggcaate
cttcaacate
catcaacaag
cggtgttaaa
ttacgacaac
taccttatcg

gteccactcta
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gcaaaaaact
catgtacaga
tcggtacagg
gogetgeget
ggtaacggee
aaatctetga
cgtaagaace
ggtagcgeac
agtgaagaca
atcgaagcag
aatttecgaca
cagctggaac
aaatatacca
gcactgacta
tctagegact
gttgaacagc
attgcggata
ctatacaaag
ttecatcecgg
aacaaggttc
gatgaagttt
ctecatcegea
attaactacc
gacgatctgt
ttectgaacce
cgtctggagg
cgtggecacte
accgacatec

gactag

taggggataa
acaaaacagg
atcgttccag
atactataaa
gtecggtgaa
tagaaggtag
aggcgetage
tagtgctgea
acttcaccaa
ccgaagaaaa
acgagccgga
tgatgccgaa
tgttccacta
actcegttaa
acgtgaaaaa
ttgtttatga
tcactatcat
acgacttcgt
aaatcgccat
tgactgtaca
acaaatatat
aaaaaatgaa
agtacaacca
cctctaaact
agtgctetgt
acttcgatge
tgatcggtca

cttttcagcet

168

agtccpggta
cgagccaaat
actgttcgtt
gacggaaaat
acctgctece
atttggeggt
gggeggtggce
gtgtatcaayg
cgacctgaac
catctegetg
aaacatttcet
catcgaacgt
cctgcgegcg
cgaagctctyg
ggtcadcaaa
ttttaccgac
catcececgtac
tggcgeactg
cccggtactg
aaccatcgac
cgtgaccaac
agaagcactg
gtacaccgag
gaacgaatcc
aagctatcty
gtctctgaaa
ggttgategt

cagtaaatat

2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3849
3500
3960
4020
4080
4140
4200
4260

4296



ES 2607 789 T3

Gly Ser Leu Val Arg Asp Asp Val Asp Tyr Gln Ile Phe Arg Asp Phe

Ala Glu Asn Lys Gly Lys Phe Phe Val Gly Ala Thr Asp Leu Ser Val
20 25 3o

Lys Asn Lys Arg Gly Gln Asn Ile Gly Asn Ala Leu Ser Asn Val Pro
3s 40 45

Met Ile Asp Phe Ser Val Ala Asp Val Asn Lys Arg Ile Ala Thr Vval
50 55 60

val Asp Pro Gln Tyr Ala Val Ser Val Lys His Ala Lys Ala Glu Vval
65 70 75 80

His Thr Phe Tyr Tyr Gly Gln Tyr Asn Gly His Asn Asp Val Ala Asp

Lys Glu Asn Glu Tyr Arg Val Val Glu Gln Asn Asn Tyr Glu Pro His
) 100 105 110

Lys Ala Trp Gly Ala Ser Asn Leu Gly Arg Leu Glu Asp Tyr Asn Met
115 120 125

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

Asp Ala Gly Gly Gly Leu Asp Thr Tyr Lys Asp Lys Asn Arg Phe Ser
145 150 155 160

Ser Phe Val Arg Ile Gly Ala Gly Arg ¢ln Leu Val Tyr Glu Lys Gly
165 170 175

Val Tyr His Gln Glu Gly Asn Glu Lys Gly Tyr Asp Leu Arg Asp Leu
180 185 190

Ser Gln Ala Tyr Arg Tyr Ala Ile ala Gly Thr Pro Tyr Lys Asp Ile
195 200 205

Asn Ile Asp Gln Thr Met Asn Thr Glu Gly Leu Ile Gly Phe Gly Asn

169



Hisg

225

Phe

Asp

Thr

305

Ser

Ala

Leu

Asp

Gly

385

Fro

Asn

val

Ser

210

Asn

Ala

Ala

Tyr

Lys

290

Val

His

Asn

Asn

370

Ile

Asn

Gly

Ile

Gln
450

Lys

Leu

Phe

Trp

275

Lys

Lys

Ile

Asn

Gln

388

Thx

Asp

Gly

Thr

Leu

435

val

Gin

Thr

Asp

260

Ala

Glu

Gly

Gly

Gly

340

Asn

val

val

Asp

Gly

420

Asn

Gly

Asn

245

Lys

Gly

Phe

Asn

Ser

325

Gln

Ile

Lys

Ala

Arg

405

val

Gln

Ile

Ser
230

TY™

Gln

Tvr

Ala

Gly

310

Thr

Asn

Asn

Gly

Asp

390

Leu

Asn

Lys

Val

215

Ala

Gly

Lys

Gly

Asp

295

Glu

aAla

val

Gln

Ala

375

Gly

Ala

Gln

Ala

455

Glu
val
Asn
Lys
280
Lys
His
val
Thr
Gly
360
Asn
Lys
Lvys
Gly
Asp
440

Gly
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Glu

Leu

Gln

265

Lys

Ile

His

Axg

Phe

345

Ala

Asn

Lys

Ile

Gln

425

Ala

Arg

Leu

Gly

250

Trp

Ser

Lys

Trp

Leu

330

Glu

Gly

Asp

val

Gly

410

Leu

Asp

Gly

Lys

235

Asp

val

Trp

Gln

Lys

115

aAla

Asp

Gly

Ile

val

395

Lys

Lys

Lys

Thr

220

Gln

Ser

Phe

Gln

His

300

Thr

Asn

Asn

Leu

Thx

380

Trp

Gly

val

Lys

Leu
460

170

Ala

Gly

Leu

Glu

285

Asp

Thr

Asn

Gly

Phe
3165

Trp

Gln

Thr

Gly

val

445

val

Leu

Ser

Gly

270

Trp

Asn

Gly

Glu

Thr

350

Phe

Leu

val

Leu

Asp

430

Gln

Leu

Ser

Pro

255

Asn

aAla

Thr

Gly

335

Leu

Lys

Gly

Lys

Glu

415

Gly

Ala

Asn

Gln

240

Leu

Tyr

Ile

Gly

Asn

320

Asp

val

Gly

Ala

Asn

400

Ile

Thr

Phe

Ser



Ser

465

val

Thr

Ser

Tyr

545

Lys

Pro

Gly

Asn

Lys

625

Gln

Ser

Ser

Asn

Leu

Asp

Ile

val

Gln

Asp

Glu

Thx

515

His

530 -

Tyr

Asn

Met

TYY

Arg

610

Gly

Lys

val

Arg

Lys
690

Arg

Pro

Thr

585

Arg

His

Arg

Thr

Asp

675

Asn

Ile

Ala

Gly

500

Leu

Ser

Pro

Glu

580

Gln

Ile

Asn

Phe

Gln

660

Phe

Asn

Asn

Asn

485

Ala

Thr

Ile

Arg

565

Asn

Glu

Gly

Gly

Leu

645

Gly

val

Glu

Pro

470

Gly

Arg

Gly

Gln

Arg

550

Gly

Glu

Asp

Ala

630

Leu

Asn

Asn

val

Asp

Asn

Ile

Lys

Asn

535

Pro

Ala

val

Ala

Phe

615

Leu

Thx

val

Lys

val
695

Asn

Asp

val

Ser

520

Asp

Ile

Leu

Ala

Arg

600

Gly

Asn

Gly

Leu

Ser

680

Phe
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Leu

Leu

Asn

505

Leu

Tyxr

Pro

Lys

Glu

585

Lys

Gly

Leu

Gly

Leu

665

Ser

Glu

Thr

4590

His

Ile

Asp

Gln

Ser

570

Asn

Asn

Phe

Asn

Ala

650

Ser

Ala

Asp

Phe

475

Phe

Asn

Thr

Glu

Gly

555

Gly

Asn

Ala

Phe

Phe

635

Asn

Gly

Arg

Asp

Gly

Glu

Thr

Asn

Asp

540

Lys

Gly

Asp

Met

Asp

620

Asn

Leu

Arg

Lys

Trp
700

171

Phe

His

Asp

Pro

525

Asp

Asp

Arg

Trp

Asn

605

Glu

Gly

Asn

Pro

Asp

685

Ile

Arg

Ile

His

510

Asn

Tyr

Leu

Leu

Ile

590

His

Glu

Lys

Gly

Thr

670

Ala

Asn

Gly

Arg

495

Ala

Ser

Ser

Asn

575

Fhe

Lys

Asn

Ser

Lys

655

Pro

His

Arg

Gly

480

Asn

Ser

Leu

Tyr

560

Ala

Met

Asn

Gly

Ala

640

Ile

His

Phe

Thr
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Phe Lys Ala Ala Glu Ile Ala Val Asn Gln Ser Ala Ser Phe Ser Ser
705 710 715 720

Gly Arg Asn Val Ser Asp Ile Thr Ala Asn Ile Thr Ala Thr Asp Asn
725 730 735

Ala Lys Val Asn Leu Gly Tyr Lys Asn Gly Asp Glu Val Cys Val Arg
740 745 750

Ser Asp Tyr Thr Gly Tyr Val Thr Cys Asn Thr Gly Asn Leu Ser Asp
755 760 765

Lys Ala Leu Asn Ser Phe Asp Ala Thr Arg Ile Asn Gly Asn Val Asn
770 175 780

Leu Asn Gln Asn Ala Ala Leu Val Leu Gly Lys Ala Ala Leua Trp Gly
785 790 795 800

Lys Ile Gln Gly Gln Gly Asn Ser Arg Val Ser Leu Asn Gln His Ser
805 810 815

Lys Trp His Leu Thr Gly asp Ser Gln val His Asn Leu Ser Leu Ala
820 825 830

Asp Ser His Ile His Leu Asn Asn Ala Ser Asp Ala Gln Ser Ala Asn
835 840 845

Lys Tyr His Thr Ile Lys Ile Asn His Leu Ser Gly Asn Gly His Phe
850 855 860

His Tyr Leu Thr Asp Leu Ala Lys Asn Leu Gly Asp Lys Val Leu Val
865 870 - 875 880

Lys Glu Ser Ala Ser Gly His Tyr Gln Leu His Val Gln Asn Lys Thr
885 890 895

Gly Glu Pro Asn Gln Glu Gly Leu Asp Leu Phe Asp Ala Ser Ser Val
900 905 910

Gln Asp Arg Ser Arg Leu FPhe Val Ser Leu Ala Asn His Tyr Val Asp
915 920 925

Leu Gly Ala Leu Arg Tyr Thr Ile Lys Thr Glu Asn Gly Ile Thr Arg
930 935 940
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Leu Tyr Asn Pra Tyr Ala Gly aAsn Gly Arg Pro Val Lys Pro Ala Pro
"945 950 955 - 960

Cys Val aAsp Gly Ile Ile Thr Ser Lys Thr Lys Ser Leu Ile Glu Gly
965 970 975

Arg Phe Gly Gly Phe Thr Gly Ala Arg Lys Ser Ala Arg Lys Arg Lys
980 985 990

Asn Gln Ala Leu Ala Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gl
995 rgoo 1005

Gly Gly Gly Ser Ala Leu Val Leu Gln Cys Ile Lys Val Asn Asn
1010 1015 1020

Trp Asp Leu Phe Phe Ser Pro Ser Glu Asp Asn Phe Thr Asn Asp
1025 io030 1035

Leu Asn Lys Gly Glu Glu Ile Thr Ser Asp Thr Asn Ile Glu Ala
1040 1045 1050

2la Glu @Giu Asn Ile Ser Leu Asp Leu Ile Gln Gln Tyr Tyr Leu
1055 1060 1065

Thr Phe Asn Phe Asp Asn Glu Pro Glu Asn Ile Ser 1Ile Glu Asn
1070 1075 ° 1080

Leu Ser Ser Asp Ile Ile Gly Gln Leu Glu Leu Met Pro Asn Ile
1085 1080 1095

Glu Arg Phe Pro Asn Gly Lys Lys Tyr Glu Leu Asp Lys Tyr Thr
1100 1105 1110

Met Phe His Tyr Leu Arg Ala Gln Glu Phe Glu His Gly Lys Ser
1115 11290 1125

Arg Ile Ala Leu Thr asn Ser Vval Asn Glu Ala Leu Leu Asn Pro
1130 1135 . 1140

Ser hrg Val Tyr Thr Phe Phe Ser Ser Asp Tyr Val Lys Lys Val
1145 1150 1155

Asn Lys Ala Thr Glu Ala Ala Met Phe Leu Gly Trp Val Glu Gln
1160 1165 1170

Leu Vval Tyr Asp Phe Thr Asp Glu Thr Ser Glu Val Ser Thr Thr
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1175 1180 1185

Asp Lwyvs 1Ile Ala asp Ile Thr Ile Xle Ile Pro Tyr Ile Gly Pro
1190 1195 1200

Ala Leu Asn Ile Gly Asn Met Leu Tyr Lys Asp Asp Phe Val Gly
1205 1210 1215

Ala Leu Ile Phe Ser Gly Ala Val Ile Leu Leu Glu Phe Ile Pro
1220 1225 1230

Glu Ile Ala Ile Pro Val Leu Gly Thr Phe Ala Leu Val Ser Tyr
1235 1240 1245

Ile Ala Asn Lys Val Leu Thr Val Gln Thr Ile Asp Asn Ala Leu
12590 1255 1260

Ser Lys Arg Asn Glu Lys Trp asp Glu Val Tyr Lys Tyr Ile val
1265 1270 1275

Thr Asn Trp Leu Ala Lys Val BAsn Thr Gln Ile Asp Leu Ile Arg
1280 1285 1290

Lys Lys Met Lys Glu Ala Leu Glu Asn Gln Ala Glu 2la Thr Lys
1295 1300 1305

Ala Ile Ile Asn Tyr Gln Tyr Asn Gln Tyr Thr Glu Glu Glu Lys
1310 1315 1320

Asn Asn Ile Asn Phe Asn Ile Asp Asp Leu Ser Ser Lys Leu Asn
1325 1330 1335

Glu Ser Ile Asn Lys Ala Met Ile Asn Ile Asn Lys Phe Leu Asn
13490 1345 1350

Gln Cys Ser Val Ser Tvr Leu Met Asn Sexr Met Ile Pro Tyr Gly
1355 1360 1365

Val Lys Arg Leu Glu Asp Phe pasp Ala Ser Leu Lys Asp Ala Leu
1370 1375 1380

Leu Lys Tyr Ile Tyr Asp Asn Arg Gly Thr Leu Ile @Gly Gla val
1385 1390 1395

Asp Arg Leu Lys Asp Lys Val Asn Asn Thr Leu Ser Thr Asp Ile
1400 1405 1410

Pro Phe Gln Leu Ser Lys Tyr Val Asp Asn Gln Arg Leu Leu Ser
1415 1420 1425

Thr Leu Asp
1430

<210> 77

<211> 1357
<212> ADN
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10

15

20

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 77
gctagcgggce
gcbgecagtgt
caccaacgac
agaaaacatc
gocggaaaac
gecgaacate
ccactacctg
cgttaacgaa
gaaaaaggtc
ttatgatttt
tatcatcatc
cktegttgac
cgccateceey
tgtacaaacc
atatatcgtg
aatgaaagaa
caaccagtac
taaactgaac
ctctgtaage
cgatgegtct

cggtcaggtt

ggtggcggta
atcaaggtta
ctgaacaaag
tcgectggacc
atttctateg
gaacgtttcc
cgegegeagg
getctgetea
aacaaagcga
accgacgaga
ccgtacateg
gcactgatet
gtactgggea
atcgacaacg
accaactgygc
gcactggaaa
accgaggaag
gaatccatca
tatctgatga
ctgaaagacg

gatcgtctga

geggeggtgg
acaactggga
gtgaagaaat
tgatccagca
aaaacctgag
caaacggtaa
aatttgaaca
acccgtceeg
ctgaagctge
cgtccgaagt
gtcecggetct
tctceggtge
cetttgctct
cgctgageaa
tggctaaggk
accaggegga
aaaaaaacaa
acaaagctat
actcecatgat
ccctgectgaa

aggacaaagt

ES 2607 789 T3

cggtagegge
tttattctte
cacctcagat
gtactacetg
ctectgatate
aaagtacgag
cggcaaatce
tgtatacacc
aatgttcttg
atctactacc
gaacattgge
ggtgatcctg
ggtttcttac
acgtaacgaa
taatactcag
agctaccaag
catcaactte
gatcaacatc
ccegtacggt
atacatttac

gaacaatace

ggtggcggta
agccegagkg
actaacatcg
acctttaatt
atcggceage
ctggacaaat
cgtategeac
ttcttcteta
ggttgggttig
gacaaaattg
aacatgetgt
ctggagttca
attgcaaaca
aaatgggatg
atcgaccteca
gcaatcatta
aacatcgacg
aacaagttcc
gttaaacgtc
gacaaccgty

ttatcgaccg

gcgeactagt
aagacaactt
aagcagcega
tcgacaacga
tggaactgat
ataccatgtt
tgactaactc
gcgactacgt
aacagcttgt
cggataktcac
acaaagacga
tceceggaaat
aggttctgac
dagtttacaa
tccgcaaaaa
actaccagta
atctgtecte
tgaaccagtg
tggaggactt
geactetgat

acatecettt

tcagctcagt aaatatgtecg ataaccaacg ccttttgbtce actctagaaa tagaaggtag

aagtgggcac catcaccatc accattaatg aaagctt

<210>78

<211> 2745
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 78

175

60

120

iso

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

9060

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1357



ggatccatgg
attgcettaca
cacaacaaaa
ctgaacccge
tetaccgata
tactccaccg
ggecggttcta
cagcecggacg
gatatcatcc
ggctacggtt
tccctggaag
gttaccetgg
ccgaaccatg
agcttcgaag
gaaaacgagt
aaagcgaaat
gaaaaatacc
gataaacttt
aaagttctga
gtgccgaaag
gctaatttta
ttcactggtce
actaaatcte

aaacgtaaga

agttegttaa
tcaaaatecc
tctgggttat
caccggaagc
acgaaaagga
acctgggeceg
ccategatac
gttectateg
agttegagtg
ccactcagta
tagacacgaa
ctcacgaact
tcttcaaagt
aactgcgtac
teegtctgta
ccategtggg
tgctcagcega
acaaaatgct
accgcaaaac
ttaactacac
acggccagaa
tgttcgagtt
tgatagaagg

accaggegcet

caaacagttc
gaacgctgge
ccecggaacgt
gaaacaggtyg
caactacctyg
tatgctgetg
cgaactgaaa
ttccgaagaa
taagagcttt
catcegttte
cccactgekg
gattcatgca
taacaccaac
ttttggeggt
ctactataac
taccactget
agacacctcc
gactgaaatt
ctatctgaac
tatctacgat
cacggaaatc
ttacaagctg
tagatttgge

agcgggeggt

ES 2607 789 T3

aactataaag
cagatgcage
gataccttta
ceggtatett
aaaggtgtta
actagcateg
gtaatcgaca
ctgaacctgg
ggtcacgaag
tctcoggact
ggegetggta
ggccaccgcece
gegtattacg
cacgacgcta
aagttcaaag
tctectecagt
ggcaaattct
tacaccgaag
ttcgacaagg
ggtttcaace
aacaacatga
ctgtgcgtcg
ggtttcacgg

ggcggtageg

acccagttaa
cggtaaaggc
ctaacccgga
actatgactc
ctaaactgtt
ttcgecggtat
ctaactgcat
tgatcategyg
ttctgaacct
tcaccttcgg
aattegecaac
tgtacggtat
agatgteccgg
aattcatcga
atatcgeatce
acatgaagaa
ctgtagacaa
acaacttcgt
cagtattcaa
tgcgtaacac
acttcacaaa
acggcatcat
gogcacgcaa

gcggtggegg

176

cggtgttgac
attcaaaatc
agaaggtgac
cacctacctg
cgagcogtatt
ccegttetgg
caacgttatt
cccgtctget
cacccgtaac
ttttgaagaa
tgatcctgeg
cgccatcaat
tctggaagtt
ckctetgeaa
caccctgaac
cgtttttaaa
gttgaaatte
taagttecttt
aatcaacatc
caacctgget
actgaaaaac
tacctceaaa
atcagegegt

tagcggeggt

60
120
‘180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1440
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ggcggtageyg
ccgagtgaag
aacatcgaag
tttaattteg
ggccagetay
gacaaatata
atcgecactga
ttctctageg
tgggttgaac
aaaattgcgg
atgctgtaca
gagkttcatec
gcaaacaagg
tgggatgaag
gacctcatcee
atcagtaact
atcgacgatce
aagttcetga
aaacgtetgy
aaccgtggca
tcgaccgaca
ctagaaatag
<210>79

<211>914
<212> PRT

cactagtget
acaacttcac
cagccgaaga
acaacgagec
aactgatgce
ccatgttcea
ctaactecegt
actacgtgaa
agcttgttta
atatcactat
zagacgactt
cggaaatcge
Etetgactgt
tttacaaata
gcaaaaaaat
accagtacaa
tgtcctctaa
accagtgete
aggacttcga
ctectgategy
tcecttttca

aaggtagaag

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintético

<400> 79

gcagtgtate
caacgacctg
aaacatctcg
ggaaaacatt
gaacatcgaa
ctacetgege
taacgaagct
aaaggtcaac
tgattttace
catcatcceg
cagttggcgca
catcccggta
acaaaccatc
tatcgtgace
gaaagaageca
ccagtacace
actgaacgaa
tgtaagcetat
tgegtetetyg
tcaggttgat
gctcagtaaa

tgggcaccat

ES 2607 789 T3

aaggttaaca
aacaaaggtg
ctggacctga
tctatcgaaa
cgtttceccaa
gegeaggaat
ctgctcaacc
aaagegactg
gacgagacgt
tacatcggtc
ctgatcttct
ctgggecacct
gacaacgege
aactggctgg
ctggaaaacc
gaggaagaaa
tccatcaaca
ctgatgaact
aaagacgcee
cgtctgaagg
tatgtegata

caccatecace

actgggattt
aagaaatcac
teccagcagta
acctgagetce
acggtaaaaa
ttgaacacgg
cagtecegtgt
aagctgcaat
ccgaagtate
cggetetgaa
ccggtgeggt
ttgctetggt
tgagcaaacy
ctaagéttaa
aggcggaage
aaaacaacat
aagctatgat
ccatgateccc
tgctgaaata
acaaagtgaa
accaacgect

attaa

attettcage
ctcagatact
ctacctgacc
tgatatcatc
gtacgagekg
caaatcecegt
atacacctte
gttcttgggt
tactaccgac
cattggcaac
gatcctgetg
ttettacatt
taacgaaaaa
tactcagatc
taccaaggca
caacttcaac
caacatcaac
gtacggtgtt
catttacgac
caatacctta

tttgtecact

Gly Ser Met Glu Phe Val Asn Lys Gln Phe Asn Tyr Lys Asp Pro val

1

5

10

15

Asn Gly Val Asp Ile Ala Tyr Ile Lys Ile Pro Asn Ala Gly Gln Met

177

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2745



Gln

Glu

Pro

65

Ser

Phe

Ile

Leu

Ser

145

Asp

Leu

AsSp

Leu

His

225

Pro

Gly

Pro

Arg

50

Glu

Thr

Glu

Val

Lys

130

Ile

Thr

Phe

Leu

210

Glu

Asn

Leu

val

Asp

Ala

Asp

Arg

Arg

115

Vval

Arg

Tle

Arg

Thr

195

Gly

Leu

Arg

Glu

20

Lys

Thx

Lys

Asn

Ile

i00

Gly

Ile

Ser

Gln

Asn

180

Phe

Ala

Ile

val

val
260

Ala

Phe

Gln

Glu

Tyr

Tle

ASp

Glu

Phe

165

Gly

Gly

Gly

His

Phe

245

Ser

Phe

Thr

Val

70

Lys

Ser

Pro

Thr

Glu

15¢

Glu

Phe

Lys

Ala
230

Lys

Phe

Lys

Asn

55

Pro

Asp

Thr

Phe

Asn

135

Leu

Cys

Gly

Glu

Phe

215

Gly

val

Glu

Ile

40

Pro

val

Asn

Asp

Trp

120

Cys

asn

Lys

Ser

Glu

200

Ala

His

Glu

ES 2607 789 T3

25

Glu

Ser

Leu

105

Gly

Ile

Leu

Ser

Thr

185

Ser

Thr

Arg

Thr

Leu
265

Asn

Glu

Leu

920

Gly

Gly

Asn

val

Phe

170

Gln

Leu

Leu

AsSTL
250

aArg

Lys

Gly

Ser

val

Ile

155

Gly

Glu

Pro

235

Ala

Thr

Ile

Asp

ASD

Gly

‘Met’

Thr

Ile

140

Ile

His

Ile

Val

Ala

220

Gly

Phe

178

Trp

45

Leu

Ser

val

Leu

Ile

125

Gln

Gly

Glu

Arg

Asp

205

Val

Ile

Gly

30

val

Asn

Thr

Thr

Leu

110

Asp

Pro

Pro

val

Phe

190

Thr

Thr

Ala

Glu

Gly
270

Ile

Pro

Lys

95

Thr

Thr

Asp

Ser

Leu

175

Ser

Asn

Leu

Ile

Met
255

Pro

Pro

Leu

80

Leu

Ser

Glu

Gly

Ala

i60

Asn

Pro

Pro

Ala

Asn

240

Ser

Asp



Ala

Ile

05

Glu

Lys

Glu

Leu

Asn

385

Ala

Lys

val

Phe

Gin

465

Gly

Leu

Lys

Asn

290

val

Lys

Leu

AsSp

Asn

370

Asn

Leu

Asp

Gly

450

Aa

Gly

Phe

Phe
275

Lys

Gly

Lys

Asn

355

Phe

Thr

Fhe

Lys

Gly

435

Gly

Leu

Ser

Phe

Ile

Phe

Thr

Leu

Phe

340

Phe

Asp

Ile

Aen

Asn

420

Ile

Phe

Ala

Ala

Ser
500

Asp

Lys

Thr

Leu

325

AsD

val

Lys

Gly

405

Phe

Ile

Thr

Gly

Leu

485

Pro

Ser

Asp

Ala

310

Ser

Lys

Lys

Ala

Asp

390

Gln

Thr

Thr

Gly

Gly

470

val

Ser

Leu

Ile

295

Ser

Glu

Leu

Phe

val

375

Gly

Asn

Gly

Ser

Ala

455

Gly

Leu

Glu

Gln

280

Ala

Leu

Asp

Phe

360

Phe

Phe

Thr

Leu

Lys

440

Arg

Gly

Gln

Asp

ES 2607 789 T3

Glu

Ser

Gln

Thr

Lys

345

Lys

Lys

Asn

Glu

Phe

425

Thr

Lys

Ser

Cys

Asn
505

Asn

Thr

Tyr

Ser

3390

Met

Vval

Ile

Leu

Ile

410

Glu

Lys

Ser

Gly

Ile

490

FPhe

Glu Phe

Leu Asn
300

Met Lys
315

Gly Lys

Leu Thr

Leu Asn

Asn Ile
380

Arg Asn
395

Asn Asn

Phe Tyr

Ser Leu

Ala Arg
460

Gly Gly
475

Lys Val

Thr Asn

179

Arg

285

Lys

Asn

Phe

Glu

Arg

365

val

Thr

Met

Lys

Ile

445

Lys

Gly

AsSn

Leu

Ala

Val

Ser

Ile

350

Lys

Pro

Asn

Asn

Leu

430

Glu

Arg

Ser

Asn

Leu
510

Lys

Phe

val

335

Thr

Lys

Leu

Phe

415

Leu

Gly

Lys

Gly

Trp

485

Asn

Ser

Lys

320

Asp

Thr

Tyr

Val

Ala

400

Thr

Cys

Arg

Asn

Gly

480

Asp

Lys



Gly

Ile

Asn

545

Gly

Lys

Glu

Glu

625

Trp

Ser

Gly

Gly

Glu

705

Ala

Glu

Ser

530

Glu

Gln

Phe

Ala

610

val

val

Thr

Pro

Ala

690

Ile

aAsn

Asn

Glu

515

Leu

Pro

Leu

Glu

Glu

595

Leu

Lys

Glu

Thr

Ala

675

Leu

aAla

Lys

Glu

Ile

Asp

Glu

Glu

Leu

580

His

Leu

Lys

Gin

Asp

6§60

Leu

Ile

Ile

val

Lys
740

Thr

Leu

Asn

Leu

565

Asp

Gly

Asn

Val

Leu

645

Lys

Asn

Phe

Pro

Leu
725

Trp

Sek

Ile

Ile

550

Met

Lys

Lys

Pro

Asn

630

val

Ile

Ile

Ser

val

710

Thr

Asp

Asp

Gln

535

Ser

Pro

VX

Ser

Ser

615

Lys

Ala

Gly

Gly

695

Leu

val

Glu

Thr
520
Gln
Ile
Asn
Thr
Arg
600
Axg
Ala
Asp
Asp
Asn
680
Ala
Gly

Gln

val

ES 2607 789 T3

Asn

Tyr

Glu

Ile

Met

585

Ile

val

Thx

Fhe

Ile

665

Met

val

Thr

thr

745

Ile

Tyr

Asn

Glu

570

Phe

Ala

Glu

Thr

650

Thr

Leu

Ile

Phe

Ile

730

Lys

Glu

Leu

Leu

555

Arg

His

Leu

Thr

Ala

635

Asp

Ile

Leu

Ala
715

Asp

ala

Thxy

540

Ser

Phe

TyT

Thr

Phe

620

Ala

Glu

Ile

Lys

Leu

700

Leu

Asn

Ile

180

Ala

525

Phe

Ser

Pro

Leu

Asn

605

Phe

Met

Thr

Ile

Asp

685

Glu

Val

Ala

val

Glu

Asn

Asp

Asn

Arg

590

Ser

Ser

Phe

Ser

Pro

670

Asp

Phe

Ser

Leu

Thr
750

Glu

Phe

Ile

Gly

575

Ala

val

Sexr

Leu

Glu

655

Phe

Ile

Ser
735

Asn

Asn

Asp

Ile

560

Lys

Gln

Asn

Asp

Gly

640

val

Ile

val

Pro

Ile

720

Lys
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Leu

Glu

Gln

785

Ile

Ile

Asn

Ser

Leu

865

Ser

Leu

His

Ala

Ala
770

Tyr

Asp

aAsn

Ser

Leu

850

Ile

Thx

Leu

His

<210> 80

<211> 619

Lys

155

Leu

Asn

Asp

Ile

Met

B35

Lys

Gly

Asp

Ser

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 80

gctageggge ggtggcggta goggoggtgg cggtagegge ggtggeggta
gctgecagtgt atcaatctgg attgggacgt aatccgtgat aagaccaaaa

gtctttgaaa gaacacggec cgatcaaaaa taagatgtet gaatcaccca

val

Glu

Gln

Leu

Asn

820

Ile

Asp

Gln

Ile

Thr
900

Asn

Asn

Tyr

Ser

805

Lys

Pro

Ala

val

Pro

885

Leu

Thr

Gln

Thr

790

Ser

Phe

Tyr

Leu

Asp

870

Phe

Glu

Gln

ala

775

Glu

Lys

Leu

Gly

Leu

855

Arg

Gln

Ile

Ile

760

Glu

Glu

Leu

Asn

val

840

Lys

Leu

Leu

Glu

ES 2607 789 T3

Asp

Ala

Glu

Asn

Gln

825

Lys

Lys

Ser

Gly
905

Leu

Thr

Lys

Glu

810

Cys

Ile

Lys
890

Arg

Ile Arg

Lys Ala
780

Asn Asn
795

Sexr Ile

Ser Val

Leu Glu

Tyr Asp
860

Lys Vval
875.

Tyr Vval

Ser Gly

Lys

765

Ile

Ile

Asn

Ser

Asp

845

Asn

Asn

His

Lys

Ile

Asn

Lys

830

Phe

Arg

Asn

His
910

ttcggaggaa aaagcgaaac agtatttgga agagtttcat caaacecgegc

181

Met Lys

Asn Tyr

Phe Asn
800

Ala Met
815

Leu Met

Asp Ala

Gly Thr

Thxr Leu
880

Gln Arg
895

His His

gegeactagt
caaaaatcga
ataaaactgt

ttgaacatce

60

120

180

240



10

ggagctcagt’
tgeggettgg
aaagacgacc
tggageggte
gatggttgea
caacttcgta

tctagaatga

<210> 81

<211> 1971
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 81

ggatccatgg
attgcttaca
Cacaacaaaa
ctgaacccgc
tctaccgata
tactceccaccy
ggcggttcta
cagccggacg
gatatcatece
ggctacggtt
tecctggaay
gttaccetgy
ccgaaccgtg
agcttcgaag
gaaaacgagt
aaagcgaaat
gaaaaatacc
gataaacttt

aaagttctga

gaactgaaaa
gccgtgaatg
gcagcgttaa
caccataaca
caggctatce
gaaagcatta

taaaagctt

agttcegttaa
tcaaaatcce
tctgggkttat
caccggaagc
acgaaaagga
acckgggeecg
ccatcgatac
gttectateg
agttcgagtg
ccactecagta
tagacacgaa
ctcacgaact
tcttcaaagt
aactgecgtac
tccgtetgta
ccatcgtggg
tgctcagcecga
acaaaatgct

accgcaaaac

cagtgacggg
ttagcccaagt
gcattttacc
ctgaggaaat
cactegtggg

ttaatctttt

caaacagttce
gaacgctgga
cocggaacgt
gaaacaggtg
caactacctyg
tatgctgcectyg
cgaactgaaa
ttccgaagaa
taagagcttt
catcegttte
cccactgetg
gattcatgeca
taacaccaac
ttttggcggt
ctactataac
taccactget
agacacctee
gactgaaatt

ctatctgaac

ES 2 607

aacgaatcct
aattgatagt
ggggattggt
tgtcgcccag
ggaactggtt

tcaggtggtg

aactataaag
cagatgcage
gatacecttta
ccggtatctt
aaaggtgtta
actagcateg
gtaategaca
ctgaacctgg
ggtcacgaag
tectecggact
ggcgetggta
ggccaccgec
gcgtattacg
cacgacgcta
aagkttcazag
tetetecagt
ggcaaattct
tacaccgaag

ttcgacaagg

789 T3

gtttttgeag
gagaccgcag
tcecgtgatgg
tcaatcgcte
gacataggtt

cataacagct

acccagttaa
cggtaaaggc
ctaacccgga
actatgacte
ctaaactgtt
ttegeggtat
ctaactgceat
tgatcatcgg
ttctgaacct
tcacecttegg
aattcgcaac
tgtacggtat
agatgtcegg
aattcatcga
atatcgeate
acatgaagaa
ctgtagacaa
acaacttegt

cagtattcaa

182

gegcaaacta
acaacctgga
gtatagecgyga
tgagttccct
tcgecgecta

acaaccgcecc

cggtagttgac
attcaaaatc
agaaggtgac
cacctacctg
cgagecgtatt
cecegttetgyg
caacgttatt
ccecgtetget
cacccgtaac
ttttgaagaa
tgatectgeg
cgccatcaat
tctggaagtt
ctctetgeaa
caccctgaac
cgtttttaaa
gttgaaattc
taagttcttt

aatcaacatc

300
360
420
480
540
600

619

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080

11490
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gtgeccgaaag
gctaatttta
ttcactggtc
actaaatcetce
agcggeggtg
gattgggacy
cocgatcaaaa
cagtatttgg
acagtgacgg
gttgeccaag
agcattttac
actgaggaaa
ccactcgtgé

attaatcttt

<210> 82
<211> 656
<212> PRT

ttaactacac
acggceagaa
tgttcgagtt
tgatagaagg
geggtagegy
taatcegtga
ataagatgtc
aagagtttca
gaacgaakcc
taattgatag
cggggattag
ttgtegeeca

gggaactggt

tteaggtaggt

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 82
Gly Ser
1

Asn Gly

Gln Pro
35

Glu Arg
50

Pro Glu
65

Ser Thr

Met

Val

val

Asp

Ala

Asp

Glu Phe

Asp
20

Ile
Lys Ala
Thr

Phe

Lys Gln

Val

Ala

FPhe

Thr

val

tatctacgat
cacggaaatc
ttacaagetg
tagatacggt
cggtggeggt
taagaccaaa
tgaatcaccce
tcaaaccgeg
tgtttttgea
tgagaccgca
ttecgtgatg
gtecaatcgct
tgacataggt

gcataacagc

Asn Lys
Ile
Ile

Lys

ASn
55

Pro

Bro Vval

70

Asn Glu

Lys

Asp aAsn

Gln

Lys

25

His

Glu

Serx
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ggtttcaacc
aacaacatga
ctgtgcgtceg
ggtttecctgg
agcgcactag
acaaaaatcg
aataaaactg
cttgaacatc
ggcgcaaact
gacaacctgg
ggtatagegg
ctgagttccc
ttegeegecet

tacaaccgce

Fhe
10

Asn
Ile Pro
Asn

Lys

Glu Gly

Leu Lys

tgcgtaacac
acttcacaaa
acggcakcat
cgctagegygg
tgctgcagtg
agtctttgaa
tttecggagga
cggagctcag
atgeggecttg
aazagacgac
atggagcggt
tgatggttge
acaacktegt

ctctagaatg

Lys

Asn Ala

30

Tle Trp

45

Asp Leu

60

Asp Ser

Gly Val

183

Asp

Gly

val

Asn

Thr

Thr

caacctggct
actgaaaaac
tacctccaaa
cggtggeggt
tatcaatcetg
agaacacggce
aaaagcgaaa
tgaactgaaa
ggcecgtgaat
cgcagecgtta
ccaccataac
acaggctatc
agaaagcatt

a

Pro
15

val

Gln Met

Ile Pro

Pro Pro

Leu
80

Lys Leu

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

15820

1971



Phe

Ile

Leu

Ser

145

AsD

Leu

Leu

His

225

Pro

Gly

Ala

Ile
305

Glu

Glu

val

Lys

130

Tyr

Ile

Thr

Phe

Leu

210

Glu

Asn

Leu

Lys

Asn

2990

Val

Lys

arg Ile
100

Arg Gly
115

val Ile

Arg. Ser

Ile Gln

Arg Asn

180

Thr Phe
195

Gly ala

Leu Ile

Arg Val

Glu vVal

260

FPhe Ile

275

Lys Phe

Gly Thr

Tyr Leu

a5

Ile

Asp

GlLu

Phe

165

Gly

Gly

Gly

His

Phe

245

Ser

Asp

LYS

Thx

Leu
325

Ser

Pro

Thr

Glu

150

Glu

Phe

Lys

Ala

230

Lys

Phe

Ser

Asp

Ala

310

Ser

Thr

Phe

Asn

135

Leu

Cys

Gly

Glu

Fhe

215

Gly

val

Glu

Leu

Ile

285

Ser

Glu

Asp

Trp

120

Cys

Asn

Lys

Ser

Glu

200

Ala

His

Asn

Glu

Gln

280

aAla

Leu

Asp

ES 2607 789 T3

Leu

105

Gly

Ile

Leu

Ser

Thr

185

Ser

Thr

Arg

Thr

Leu

265

Glu

Ser

Gln

Thr

90

Gly
Gly
Asn
val
Phe
170
Gln
Leu
ASp
Leu
Asn
25¢
Arg

Asn

Thr

Ser
330

Axg

Ser

Val

Ile

155

Gly

Glu

Pro

235

Ala

Thr

Glu

Leu

Met

315

Gly

Met

Thr

Ile

140

Ile

His

Ile

val

Ala

220

Gly

Tyr

Phe

Phe

Asn

300

Lys

Lys

184

Leu

Ile

125

Gln

Gly

Glu

Arg

Asp

205

val

Ile

Gly

Arg

285

Lys

Asn

Phe

Leu

110

Asp

Pro

Pro

val

Phe

130

Thr

Thr

Ala

Glu

Gly

270

Leu

Ala

val

Ser

95

Thr

Thr

Asp

Ser

Leu

175

Ser

Asn

Leu

Ile

Met
255

Lys

Phe

val
335

Ser

Glu

Gly

Ala

160

Asn

Pro

Pro

nla

Asn

240

Ser

Asp

Ser

Lys
320

Asp
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Lys Leu Lys Phe Asp Lys Leu Tyr Lys Met Leu Thr Glu Ile Tyr Thr
340 345 350

Glu Asp Asn Phe Val Lys Phe Phe Lys Val Leu Asn Arg Lys Thr Tyr
355 360 365

Leu Asn Phe Asp Lys Ala Val Phe Lys Ile Asn Ile Val Pro Lys Val
370 375 380

Asn Tyr Thr Ile Tvr Asp Gly Phe Asn Leu Arg Asn Thr Asn Leu Ala
385 390 395 400

Ala Asn Phe Asn Gly Gln Asn Thr Glu Ile Asn Asn Met Asn Phe Thr
405 410 415

Lys Leu Lys Asn Phe Thr Gly Leu Phe Glu Phe Tyr Lys Leu Leu Cys
420 425 430

Val Asp Gly Ile Ile Thr Ser Lys Thr Lys Ser Leu Ile Glu Gly Arg
435 440 445

Tyr Gly Gly Phe Leu Ala Leu Ala Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly
450 455 460

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser ala Leu Val Leu Gln Cys Ile Asn Leu
465 470 475 480

Asp Trp Asp Val Ile Arg Asp Lys Thr Lys Thr Lys Ile Glu Ser Leu
485 490 495

Lys Glu His Gly Prc Ile Lys Asn Lys Met Ser Glu Ser Pro Asn Lys
500 505 510

Thr Val Ser Glu Glu Lys Ala Lys Gln Tyr Leu Glu Glu Phe His Gln
515 520 525%

Thr Ala Leu Glu His Pro Glu Leu Ser Glu Leu Lys Thr val Thr Gly
530 535 540

Thr Asn Pro Val Phe Ala Gly Ala Asn Tyr Ala Ala Trp Ala Val Asn
545 550 555 560

Val Ala Gln Val Ile Asp Ser Giu Thr Ala Asp Asn Leu Glu Lys Thr
565 570 575

185



10

Thr Ala

Ala

Ala Leu Ser Ile Leu

580

Gly Ala Val His His

595

Ile Ala

610

Glu
625

Leu

Ile Asn

<210> 83
<211>1329
<212> ADN

Leu Ser Ser Leu Met

Val Asp Ile Gly Phe

Pro

Asn
600

Val
615

Ala

630

Leu Phe Gln Val val

645

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 83

ggatccatge
attatcatga
attactgace
tttaacccge
cgtacggaca
aagaacaatg
ggcaattctt
ctgttagaac
atttttggte
gacaataaga
tgtecggagt
ggtaagtcaa
ctgcacggect
atttatatge
gacgcgaakt

tataaagcga

ctattactat
tggaaccgcc
geatttggat
cttcatcgcet
gecgataaaga
tggccggaga
acagccktget
aagatcogag
caggtcetgt
actacttece
acgttcecegac
aatattttca
tatatggtat
agcatacecta
tgatctccat

ttgcgaacaa

‘His

taacaatttt
atattgcaaa
tgttccagag
gatcgaagga
ccgcttetta
agcactcttg
ggataaattt
tggcgcaacc
actgaataaa
atgcegtgac
gtttgataat
agatccggece
gcaagtgtec
ccegattica
cgacatcaaa

actgtcteag

ES 2607 789 T3

Gly Ile

585

Gly

Thr Glu Glu

Ala Gln Ala

Ala Asn

635

Ser
650

Asn TvTr

cgttatagcg
ggactggaca
cgttacgagt
gcatcagagt
cagaccatgg
gataagatta
gacacaaata
acgaagtetg
aatgaagtac
ggcttcggtt
gttatigaga
cttctectta
tcgcatgaaa
getgaagaght
éacgatctgt

gtgactagcet

Ser val

Met

Gly Ile

550

val
605

Ile

Ile
620

Fro

Phe Val

Asn Arg

atcecgtcaa
tttactataa
tcgggacgaa
attacgatce
tcaaactttt
tcaacgecgat
gtaattcagt
ccatgctgac
gcggceategt
cgatcatgea
atatcacgag
tgcatgaact
tcattccgte
tgtttacgtt
atgagaaaac

gcaacgatcce

186

Ala

Leu

Glu

Pro

Gln Ser

Val

Gly

Ile
640

Ser

Leu Glu

655

caatgacacc
agccttcaag
accagaagat
gaactatctg
taaccgtatt
tccatacctg
cagctttaac
aaatctgatc
tcteccgegtg
gaktggettte
tttaacaatc
gattcacgtg
caaacaggaa
tggtggecag
attaaatgac

taacattgat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

180

840

900

960
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attgattcct
cagtatatcg
accgaaaktg
aaccatgatc
gggttcaaca

aatactaacg

acaaacaaat
taaacgaaga
agttggggaa
cggtgaaaat
ttgaatctaa

ctttccgtaa

ttatcaacag
taaatttcag
gaaatttaac
ccccaatcetg
ggatctgaaa

tgttgatggt
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aaataccagt
atcctgtata
attaaaaccec
cttgatgata
tccgaataca

agtggacteg

tcgataaaga
acagcattat
gtctgtetta
ccatttataa
aaggccaaaa

tctegaaact

cagcaatggt
gtatggcktt
ttttagtatg
tgataccgaa
tatgcgtgtt

gattgggttg

tgtgtcgac

<210> 84
<211> 2736
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 84
ggatccatgce
attatcatga
attactgacc
tttaacccge
cgtacggaca
aagaacaatyg
ggraattett
ctgttagaac
atttttggte
gacaataaga
tgtccggagt
ggtaagtcaa
ctgcacgget
atttatatgc
gacgcgaatt
tataaagcga
attgattcct

cagtatatcg

ctattactat
tggaaccgcce
gecatttggat
cttecateget
gcgataaaga
tggccggaga
acagcctget
aagatccgag
caggtcctgt
actacttcce
acgttccgac
aatattttca
tatatggtat
agcataccta
tgatctccat
ttgcgaacaa
acaaacaaat

taaacgaaga

taacaatttt
atattgcaaa
tgttecagag
gatcgaagga
ccgecttetta
agcactecttg
ggataaattt
tggcgcaacc
actgaataaa
atgcegtgac
gtttgakaat
agatceggece
gcaagtgtec
cccgatttea
cgacatcaaa
actgtctcag
ttatcaacag

taaatttcag

cgttatageg
ggactggaca
cgttacgagt
gcatcagagt
cagaccatgg
gataagatta
gacacaaata
acgaagtctg
aatgaagtac
ggcttegatt
gttattgaga
cttctectta
tegeatgaaa
gctgaagagt
aacgatckgt
gtgactaget
aaataccagt

atcctgtata

187

atccecgtcaa
tttactataa
tcgggacgaa
attacgatcc
tcaaackttt
tcaacgcgat
gtaattcagt
ccatgcectgac
geggecategt
cgatcatgeca
atatcacgag
tgcatgaact
tcattcegte
tgtttacgtt
atgagaaaac
gcaacgatce
tcgataaaga

acagcattat

caatgacacc
agccttcaag
accagaagat
gaactatctg
taaccgtatt
tccatacctg
cagctttaac
aaatctgatc
tectecegegtyg
gatggcttte
tttaacaate
gattcacgtg
caaacaggaa
tggtggccag
attaaatgac
taacattgat
cagcaatggt

gtatggettt

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1328

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

10290

1080
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accgaaatty
aaccatgatc
gggttcaaca
aatactaacg
tgtgtecgacy
ttcacgggcy
ggtagecggeg
gttaacaact
aaagytgaag
gacctgatcc
atcgaaaacc
ttceccaaacyg
caggaatttyg
ctcaaccecgt
gcgactgaag
gagacgtccg
atcggtcegyg
atcttctceg
ggcacctttg
aacgecgctga
tggctggecta
gaaaaccagg
gaagaaaaaa
atcaacaaag
atgaactcca
gacgccetge
ctgaaggaca
gtcgataacc
<210> 85

<211> 911
<212> PRT

agttggggaa
cgatgaaaat
ttgaatctaa
ctttccgtaa
gcatcattac
cacgcaaatc
gtggcggtag
gggatttatt
aaatcaccte
agcagtacta
tgagctctga
gtaaaaagta
aacacggcaa
cccgtgtata
ctgcaatgtt
aagtatctac
ctctgaacat
gtgcggtgat
ctctggtttc
gcaaacgtaa
aggttaatac
cggaagctac
acaacatcaa
ctatgatcaa
tgatcceogta
tgaaatacat

aagtgaacaa

aacgecttbt,

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 85

gaaatttaac
ccccaatetg
ggatctgaaa
tgttgatggt
ctccaaaact
agcegegtaaa
cggcggtgge
cttcageceg
agatactaac
cctgaccttt
tatcategge
cgagectggac
aecccgtatc
caccttcttc
cttgagttag
taccgacaaa
tggcaacatyg
cctgetggag
ttacattgca
cgaaaaatgy
tcagatcgac
caaggcaatc
cttcaacatc
catcaacaag
cggtgttaaa
ttacgacaac
taccttatcg

gtccacteta
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attaaaaccc
cttgatgata
tccgaataca
agtggactceg
aaatctctga
cgtaagaacc
gotagcgeac
agtgaagaca
atcgaagcag
aatttcgaca
cagctggaac
aaatatacca
gcactgacta
tctagegact
gttgaacagc
attgcggata
ctgtacaaag
ttecatccecog
aacaaggtte
gatgaagttt
ctcatecgea
attaactacc
gacgatctgt
ttcectgaace
cgtctggagg
cgtggcactc
accgacatcc

gactag

gtctgtetta
ccatttataa
aaggccaaaa
tctecgaaact
tagaaggtag
aggcgctage
tagtgcetgea
acttcaccaa
ccgaagaaaa
acgagccgga
tgatgccgaa
tgttccacta
actcegttaa
acgtgaaaaa
ttgtttatga
tcactatcat
acgacttcgt
aaatcgecat
tgactgtaca
acaaatatat
aaaaaatgaa
agtacaacca
cctctaaact
agtgctetgt
acttegatge
tgateggtca

cttttecaget

188

ttttagtatg
tgataccgaa
tatgegtgtt
gattgggttg
atttggcggt
gggcggtgge
gtgtatcaag
cgacctgaac
catctegetg
aaacatttct
catcgaacgt
cetgegegeg
cgaagetety
ggtcaacaaa
ttttaccgac
catceegtac
tggcgcactg
ccecggtactg
aaccatcgac
cétgaccaac
agaagcactg
gtacaccgag
gaacgaatce
aagctatctg
gtectetgaaa
ggttgatcgt

Cagtaaatat

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

234C

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2736



Gly

Asn

ASp

Pro

Ser

65

Phe

Ile

Lys

Asp

145

Ile

Val

Gly

Asp

Ser

Asn

Ile

Glu

50

Ser

Thr

Asn

Ile

pPhe

130

Pro

Fhe

Leu

Ser

Asn
210

Met

Asp

Arg

Leu

Asp

Arg

Asn

115

Asp

Serxr

Gly

Arg

Ile

195

val

Pro

Thr

20

Tyr

Ile

Ser

Ile

100

Ala

Thr

Gly

Pro

Val

180

Met

Ile

Ile

Ile

Lys

Glu

Glu

Asp

Lys

Ile

Asn

Ala

Gly

165

Asp

Gln

Glu

Thr

Ile

Ala

Phe

Gly

790

Lys

Asn

Pro

Ser

Thr

150

Pro

Asn

Met

Asn

Ile

Met

Phe

Gly

Ala

AsD

Asn

VYT

Asn

135

Thr

val

Lys

Ala

Ile
215

Asn

Met

Lys

40

Thr

Ser

Arg

Val

Leu

120

Ser

Lys

Leu

Asn

Phe

200

Thr

ES 2607 789 T3

Asn

Glu

25

Ile

Lys

Glu

Phe

Ala

105

Gly

val

Ser

Asn

185

Cys

Ser

Phe

10

Pro

Thr

Pro

Leu

20

Gly

Asn

Ser

Ala

Lys

170

Phe

Pro

Leu

Arg

Pro

Asp

Glu

Gln

Glu

Ser

Phe

Met

i55

Asn

Pro

Glu

Thr

189

Tyr

Asp

Asp

Thr

Ala

Asn
140

Leu

Glu

Cys

Tyr

Ile
220

Ser

Cys

Ile

45

Phe

Pro

Met

Leu

Ser

125

Leu

Thr

val

Arg

val

205

Gly

Asp

Lys

30

Trp

Asn

Asn

val

Leu

110

Leu

Leu

Asn

Arg

Asp

190

Pro

Lys

Pro

15

Gly

Ile

Pro

Lys

95

Asp

Leu

Glu

Leu

Gly

175

Gly

Thr

Ser

val

Leu

val

Pro

Leu

80

Leu

Lys

Asp

Gln

Ile

160

Ile

Phe

Phe

Lys



Tyr

225

Leu

Ser

Glu

Ile

aAla

305

Tle

Asp

Tyr

"Phe

val

iss

Gly

Asn

Leu

Lys

Phe

His

Lys

Leu

Lys

290

Asn

Asp

Ser

Asn

Asn

370

Lys

Phe

Met

Val

Thr
450

Gln

Gly

Gln

Phe

275

Asn

Lys

Ser

Asn

Ser

355

Ile

Ile

Asn

Arg

Ser

435

Lys

Asp

Leu

Glu

260

Thr

Asp

Leu

Tyr

Gly

340

Ile

Lys

Pro

Ile

val

420

Lys

Ser

Pro

245

Ile

Phe

Leu

Ser

Lys

325

Gln

Met

Thr

Asn

Glu

405

Asn

Leau

Leu

Ala
230

Gly

Gly

Gln
310

Gln

Tyr

Arg

Leu

390

Ser

Thr

Ile

Ile

Leu

Met

Met

Gly

Glu

295

val

Ile

Ile

Gly

Leu

37s

Leu

Lys

Asn

Gly

Glu
455

Leu

Gln

Gln

Gln

280

Lys

Thr

val

Phe

360

Ser

ASp

Asp

Ala

Leu

440

Gly
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Leu
Val
His
2 §5
Asp
Thr
Sexr
Gln
Asn

345

Thr

Asp

Leu

Phe
425

cys

Arg

Met
Ser
250
Thr
Ala
Leu
Cys
Gln
330
Glu
Glu
Phe
Thr
Lys
410
Arg
val

Phe

His
235

Ser

Asn

Asn

Asn

315

Lys

Asp

Ile

Ser

Ile

395

Ser

Asn

Asp

Gly

Glu

His

Pro

Leu

Asp

300

Asp

TyY

Lys

Glu

Met

380

Glu

val

Gly

Gly
460

190

Leu

Glu

Ile

Ile
285

Tyr

Pro

Gln

Phe

Leu

365

Asn

Asn

Asp

Ile
445

Phe

Ile

Ile

Ser

270

Ser

Lys

Asn

Phe

Gln

350

Gly

His

Asp

Lys

Gly

430

Ile

Thr

His
Ile
255
Ala
Ile
Ala
Ile
Asp
335
Ile
LysS
Asp
Thr
Cly
415
Ser

Thr

Gly

val

240

Pro

Glu

Asp

Ile

Asp

320

Lys

Leu

Lys

Pro

Glu

400

Gln

Gly

Ser

Ala



Arg
465
Gly
Gln
Asp
Thr
Gln
545
Ile

Asn

Thr

Arg
625
Ala
aAsp
Asp

Asn

Ala

Lys

Ser

Cys

Asn

Asn
530

Tyr

Glu

Ile

Met.

Ile

610

val

Thr

Phe

Ile

Met

690

Val

Ser

Gly

Ile

Phe

515

Ile

Tyr

Asn

Glu

Phe

595

Ala

Glu

Thr

Thr

675

Leu

Ile

Ala

Gly

Lys

500

Thr

Glu

Leu

Leu

Arg

580

Leu

Thr

Ala

Asp

660

Ile

Leu

Arg

Gly

485

val

Asn

Ala

Thr

Ser

565

Phe

Tyx

Thr

Phe

ala

645

Glu

Ile

LyS

Leu

Lys

470

Gly

Asn

Agp

Ala

Phe

850

Ser

Pro

Leu

Asn

Phe

630

Met

Thr

Ile

Asp

Glu

Arg

Ser

Asn

Leu

Glu

535

Asn

ASp

Asn

Arg

Ser

615

Ser

Phe

Ser

Pro

Asp

695

Phe

Lys

Gly

Trp

Asn

520

Glu

Fhe

Tle

Gly

Ala

600

val

Ser

Leu

Glu

680

Fhe

Ile
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Asn

Gly

Asp

505

Lys

Asn

Asp

Ile

Lys

585

Gln

Asn

Asp

Gly

Val

665

Ile

val

Pro

Gln

Gly

490

Leu

Gly

Ile

Asn

Gly

570

Lys

Glu

Glu

Trp

650

Ser

Gly

Gly

Glu

Ala

475

Gly

Phe

Glu

Ser

Glu

565

Gln

Phe

Ala

vVal

635

Vval

Thr

Pro

Ala

Ile

Leu
Ser
Phe
Glu
Leu
540
Pro
Leu
Glu
Glg
Leu
620
Lys
Glu
Thr
Ala
Leau

700

Ala

191

Ala

aAla

Ser

Ile

525

Asp

Glu

Glu

Leu

His

605

Leu

Lys

Gln

Asp

Leu

685

Ile

Ile

Gly

Leu

Pro

510

Thr

Leu

Asn

Leu

Asp

590

Gly

Asn

val

Leu

Lys

670

Asn

Phe

Pro

Gly

Val

495

Ser

Ser

Ile

Ile

Met

575

LyS

Lys

Pro

Asn

val

655

Ile

Ile

Ser

Val

dly
480
Leu
Glu
Asp
Gln
Ser
560

Pro

Ser

Ser

Lys

640

Ala

Gly

Gly

Leu
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705 710 715 720

Gly Thr Phe Ala Leu Val Ser Tyr Ile Ala Asn Lys Val Leu Thr Val
725 730 735

Gln Thr Ile Asp Asn Ala Leu Ser Lys Arg Asn Glu Lys Trp Asp Glu
740 745 750

Val Tyr Lys Tyr Ile Val Thr Asn Trp Leu Ala Lys Val Asn Thr Gln
755 760 765

Ile Asp Leu Ile Arg Lys Lys Met Lys Glu Ala Leu Glu Asn Gln Ala
770 775 780

Glu Ala Thr Lys Ala Ile Ile Asn Tyr Gln Tyr Asn Gln Tyr Thr Glu
785 790 795 800

Glu Glu Lys Asn Asn Ile Asn Phe Asn Ile Asp Asp Leu Ser Ser Lys
805 810 815

Leu Asn Glu Ser Ile Asn Lys Ala Met Ile Asn Ile Asn Lys Phe Leu
820 825 830

Bsn Gln Cys Ser Val Ser Tyr Leu Met Asn Ser Met Ile Pro Tyr Gly
835 840 845

Val Lys Arg Leu Glu Asp Phe Asp Ala Ser Leu Lys Asp Ala Leu Leu
850 855 860

Lys Tyr Ile Tyr Asp Asn Arg Gly Thr Leu Ile Gly Gln Val Asp Arg
B6S 870 875 880

Leu Lys Asp Lys Val Asn Asn Thr Leu Ser Thr Asp Ile Pro Phe Gln
885 890 895

Leu Ser Lys Tyr Val Asp Asn Gln Arg Leu Leu Ser Thr Leu Asp
200 905 910

<210> 86

<211>180

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 86

ggatccacge acgtcgacgce gattgatggt cgttttggecg gtttcacggg cgcacgcaaa 60
tcagcgegta aacgbaagaa ccaggegeta gegggeggtg geggtagegg cgghtggeggt 120
agcggeggtg geggtagege actagtgctg cagacgcacg gtctagaatg ataaaagett 180
<210> 87

<211> 2715

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

192



<220>

<223> Sintético

<400> 87

ggatccgaat
aaaaacatce
tttegtatea
aatctgaata
ctgagecaccy
atcaacagce
ccgggcaaca
gatgttaaaa
attattaccyg
aacaacacct
cgcktttatge
agcgaatttt
aacctotatg
ttttacagec
accattgate
tatcgcagea
aaatatatcg
agcggcgaag
atcttecaccg
agcaacgtgt
aacggettta
cgtaatccgg

tgcgtogacg

tcatgecgat
tgtacctgga
ccggcaacat
aaccgcegeg
atagcgataa
gtgaaattgg
acaacacccc
cecegecaggyg
gbccgegega
ttgcggegea
tgacctatag
geatggacce
gcategegat
agtacaacgt
tgatteccgaa
ttgcgaaacy
gcgaatataa
ttaccgttaa
aatttaacta
ataccccggt
acatcccgaa
cgetgegtaa

cgattgatgd

caccatcaac
tacccatctg
ttgggttatt
tgttaccage
agataccttce
cgaagaacty
gatcaacace
taacaattgg
aaacattatt
ggaaggttkt
caacgcgacce
gatcctgatce
tecgaacgat
gaaactggaa
aagegegcge
tctgaacage
acagaaactg
ccgcaataaa
tgcgaaaatc
gaccgegaat
aagcaacctg
agtgaaccceg

tegtittage
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aacttcaact
aataccctgg
ccggatcgtt
cogaaaagcg
ctgaaagaaa
atctategee
tttgatttceg
gtgaaaaccy
gatccggaaa
ggcgegetga
aacgatgttyg
ctgatgcatg
cagaccatta
tatgcggaaa
aaatactteg
attaccaccg
atccgcaaat
ttecgtggaac
tataacgtge
attctggatg
aacgttetgt
gaaaacatgce

ggtttcacgg

acagcgatce
cgaacgaacc
ttagecegtaa
gttattacga
tcatcaaact
tgagcacega
atgtggattt
gcagcattaa
ccagcacctt
gcattattag
gtgaaggecg
aactgaacca
geagegtgac
tetatgegtte
aagaaaaage
cgaatccgag
atcgetttgt
tgtacaacga
agaaccgtaa
ataacgtgta
ttatgggeca
tgtacctgtt

gegcacgeaa
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ggtggataac
ggaaaaageg
cagcaaccceg
tccgaactat
gttcaaacge
tattececgttet
caacagegtt
ccecgagegtg
taaactgacc
cattagceccg
tttcagcaaa
tgcgatgeat
cagecaacatce
tggcggtecg
getggattac
cagettcaac
ggtggaaagc
actgacccag
aatctaccetyg
cgatatccag
gaacctgage
caccaaattt

atcagegegt

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320

1380



10

aaacgtaaga
ggcggtagey
tttattggeg
gaaaccgaag
aacaccagcg
attctgceag
aacagctatt
acccgcagca
ctggcgaaca
gtggtggaag
gttagcgega
ggcaatttta
gaatttacca
gaaatcatca
tatgaatgga
taccagatgt
gaatacaaaa
aaaaacagcc
gaatgcagcy
gaatttgatc
ctggtgggeg
cegtttaaca
ttcaatctag
<210> 88

<211> 904
<212> PRT

accaggecget
céctagtgct
atatcagcga
tgatctacta
aacatggtca
gcgaaaacca
actacctgga
ttgaagaagc
aagttaatgce
atttcaccac
ttattcecgta
ccgaagegtt
ttecocggeogetk
aaaccatecga
tgatgggcac
acgatagect
aatacagcgg
tggatgtgaa
tgacctacct
gcaacaccaa
aagtggataa
tettecageta

actag

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 88

agcgggcggt
gecagtgtegt
tgtgaaaace
ceeggataac
gctggatctyg
ggtgttttac
aagccagaaa
gctggataac
gggtgttcag
caacatectg
tattggteeg
tgcggttacc
gggtgcgttt
taactgeetg
ctggctgagc
gaactatcag
cagcgataaa
aattagcgaa
gttcaaaaac
agcgaaactg
actgaaagcg

taccaacaac
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ggcggtageg
gaactgctgg
gatatcttce
gtgagegttg
ctgtatecega
gataaccgta
ctgagcgata
agcgcgaaag
ggcggtctgt
cgtaaagata
gogcebgaaca
ggtgtgacca
gtgatctata
gaacagcgta
cgtattatca
gcgggtgega
gaaaacatca
gegatgaata
atgctgccga
atcaacctga
aaagttiaaca

agccbtgectga

gcggtggegg
tgaaaaacac
tgegcaazga
atcaggtgat
gcattgatag
cccagaacgt
acgtggaaga
tttacaccta
ttctgatgtg
ccctggataa
ttagcaatag
ttctgectgga
gcaaagtdca
ttaaacgctg
cccagttcaa
ttaaagcgaa
aaagccaggt
acatcaacaa
aagtgatcga
tegatageca
acagcttecca

aagatatcat

tageggcggt
cg;tctgccg
tatcaacgaa
cctgagcaaa
cgaaagcgaa
ggattacctg
ttktaccttet
ttttcogace
ggcgaacgakt
aatcagcgat
cgtgegtoegt
agegtttecg
ggaacgcaac
gaaagatagc
caacatcagce
aatcgatetg
tgaaaacctyg
attcatcege
tgaactgaac
caacattatt
gaacaccatc

caacgaatac

€ly Ser Glu Phe Met Pro Ile Thr Ile Asn Asn Phe Asn Tyr Ser Asp

1

5

10

194

15

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700

2715



Pro

Leu

val

Pro

65

Leu

Leu

Arg

Axrg

145

Tle

Phe

Leu

Ala

Mel

225

Asn

Thr

val

Ala

Ile

S0

Pro

Ser

Phe

Leu

Thr

130

Gln

Ile

Lys

Ser

Thr

210

Asp

Leu

Ser

Asp

Asn

35

Pro

Arg

Thr

Lys

Ser

115

Phe

Gly

Thr

Leu

Tle

195

Asn

Pro

Asn

Asn

20

Glu

Asp

val

Asp

Axrg

100

Thr

AsD

Asn

Gly

Thr

180

Ile

Asp

Ile

Gly

Ile

Lys

Pro

Thx

Ser

85

Ile

Phe

Asn

Pro

165

Asn

Ser

val

Leu

Ile

245

Phe

Asn

Glu

Phe

Ser

70

Asp

Asn

Ile

Trp
150
Arg
Asn
Ile
Gly
Ile
230

Ala

Ile

Lys

Ser

55

Pro

Lys

Ser

Pro

val

135

Val

Glu

Thr

Sex

Glu

215

Leu

Ile

Ser

Leu

ala

40

Arg

Lys

Asp

Arg

Phe

120

Asp

Lys

Asn

Phe

Pro

200

Gly

Met

Pro

Gln
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Phe

Asn

Ser

Thr

Glu

105

Pro

Phe

Thxy

Ile

Ala

185

Axrg

Axrg

Asn

Leu
Arg
‘Ser
Gly
Phe
Ile
Gly
Asn
Gly
Ile
170
Ala
Phe
Phe
Glu
Asp

250

Asn

Asp

Ile

ASn

Leu

Gly

Asn

Ser

Ser

155

ASp

Gln

Met

Ser

Leu

235

Gln

val

Thr

Thr

Pro

60

Lys

Glu

Asn

val

140

Ile

Pro

Glu

Leu

Lys

220

Asn

Thr

Lys

195

His

Gly

45

Asn

AsSD

Glu

Glu

Asn

125

Asp

Asn

Glu

Gly

Thr

205

sSer

Ile

Leu

Leu

30

Asn

Leu

Pro

Ile

Leu

110

Thr

val

Pro

Thr

FPhe
190

Tyr

Glu

Ala

Ser

Glu

Asn

Ile

Asn

Asn

Ile

Ile

Pro

Lys

Ser

Ser

175

Gly

Ser

Phe

Met

Ser

255

TyT

Thr

Trp

Lys

Tyxr

80

Lys

Ile

Thx

val

160

Thr

Ala

Asn

Cys

His

240

val

Ala



Glu

Ala

Ala

305

Lys

Val

Glu

Lys

Thr

385

Asn

Gln

Met

Phe

Gin

465

Gly

Thr

Ile

Arg

290

Lys

Val

Leu

Ile

370

Pro

Gly

Asn

Leu

Gly

450

Ala

Gly

Asp

275

Lys

Axg

Ile

Glu

Tyr

355

val

Phe

Leu

435

Gly

Leu

Ser

Leu

260

Ala

Tvr

Leu

Gly

Ser

340

Asn

Asn

Thr

Asn

Ser

429

Leu

Phe

Ala

Ala

Pro
500

Phe

Phe

Asn

Glu

325

Ser

Glu

Val

Ala

Ile

405

Arg

Phe

Thr

Gly

Leu

485

Phe

Gly

Glu

Ser

310

Gly

Leu

Gln

Asn

390

Pro

Asn

Thr

Gly

Gly

470

val

Tle

Gly

Glu

295

Ile

Lys

Glu

Thr

Asn

378

Ile

Lys

Pro

Lys

Ala

455

Gly

Leu

Gly

Pro

280

Lys

Thr

Gln

Val

Gln

360

Axrg

Leu

Ser

Ala

Phe

440

Arg

Gly

Gln

Asp
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265

Thr

Ala

Thr

Lys

Thr

345

Ile

Lys

Asp

Asn

Leu

425

Cys

Lys

Ser

Cys

Ile
505

Ile

Leu

Ala

Leu

330

Val

Phe

Ile

Asp

Leu

410

Arg

val

Ser

Gly

Arg

490

Ser

AsSp

Asp

Asn

315

Ile

Asn

Thr

Asn

95

Asn

Lys

Asp

Ala

Gly

475

Glu

Asp

Ley

Tyr

360

Pro

Arg

Arg

Glu

Leu

380

Val

Val

val

Ala

Arg

460

Gly

Leu

val

196

270

Ile

285

Ser

Lys

Asn

Fhe

365

Ser

Leu

Asn

Ile

445

Lys

Gly

Leu

Lys

Pro

Arg

Ser

Lys

350

Asn

Asp

Phe

Pro

430

AsSDp

Arg

Ser

val

Thr
510

Lys

Ser

Phe

Arg

338

Phe

val

Ile

Met

415

Glu

Gly

Lys

Gly

Lys

495

Asp

Ser

Ile

Asn

320

Phe

Val

Ala

Gln

400

Gly

Asn

Arg

Asn

Gly

480

Asn

Ile
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Phe Leu Arg Lys Asp Ile Asn Glu Glu Thr Glu Val Ile Tyr Tvr Pro
515 520 525

Asp Asn Val Ser val Asp Gln Val Ile Leu Ser Lys Asn Thr Ser Glu
530 ’ 535 540

His Gly Gln Leu Asp Leu Leu Tyr Pro Ser Ile Asp Ser Glu Ser Glu
545 550 555 560

Ile Leu Pro Gly Glu Asn Gln Val Phe Tvr Asp Asn Arg Thr Gln Asn
565 570 575

Val Asp Tyr Leu Asn Ser Tyr Tyr Tyr Leu Glu Ser Gln Lys Leu Ser
580 585 590

Asp Asn Val Glu Asp Phe Thr Phe Thr Arg Ser Ile Glu Glu Ala Leu
595 600 605

Asp Asn- Ser Ala Lys Val Tyr Thr Tyr Phe Pro Thr Leu Ala Asn Lys
810 615 620

Val Asn Ala Gly Val Gln Gly Gly Leu Phe Leu Met Trp Ala Asn Asp
625 630 635 640

Val Val Glu Asp Phe Thr Thr Asn Ile Leu Arg Lys Asp Thr Leu Asp
645 650 655

Lys Ile Ser Asp Val Ser Ala Ile Ile Pro Tyr Ile Gly Pro Ala Leu
660 665 670

Asn Ile Ser Asn Ser Val Arg Arg Gly Asn Phe Thr Glu Ala Phe Ala
675 680 685

Val Thr Gly Val Thr Ile Leu Leu Glu Ala Phe Pro Glu Phe Thr Ile
690 695 700

Pro Ala Leu Gly Ala Phe Val Ile Tyr Ser Lys Val Gln Glu Arg Asn
705 710 715 720

Glu Ile Ile Lys Thr Ile Asp Asn Cys Leu Glu Gln Arg Ile Lys Arg
725 730 735

Trp Lys Asp Ser Tyr Glu Trp Met Met Gly Thr Trp Leu Ser Arg Ile
740 745 750
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Ile Thr Gln Phe Asn Asn Ile Ser Tyr Gln Met Tyr Asp Ser Leu Asn
155 760 765

Tyr Gln Ala Gly 2la Ile Lys Ala Lys Ile Asp Leu Glu Tyxr Lys Lys
770 775 780

Tyr Ser Gly Ser Asp Lys Glu Asn Xle Lys Ser Gln val Glu Asn Leu
785 790 795 800

Lys Asn Ser Leu Asp Val Lys Ile Ser Glu Ala Met Asn Asn Ile Asn
805 810 815

Lys Phe Ile Arg Glu Cys Ser Val Thr Tyr Leu Phe Lys Asn Met Leu
820 825 830

Pro Lys Val Ile Asp Glu Leu Asn Glu Phe Asp Arg Asn Thr Lys Ala
835 840 845

Lys Leu Ile Asn Leu Ile Asp Ser His Asn Ile Ile Leu Val Gly Glu
850 855 860

Val Asp Lys Leu Lyes Ala Lys Val Asn Asn Ser Phe Gln Asn Thr Ile
865 870 875 880

Pro Phe Asn Ile Phe Ser Tyr Thr Asn Asn Ser Leu Leu Lys Asp Ile
885 890 895

Ile Asn Glu Tyr Phe Asn Leu Asp
900
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REIVINDICACIONES
1. Una proteina de fusion polipeptidica para su uso en la prevencion o supresion de un estado doloroso
especifico en un individuo, en donde dicho estado doloroso se selecciona del grupo que consiste en: dolor
neuropatico, dolor inflamatorio, cefalalgia, dolor somatico, dolor visceral y dolor referido, y en donde dicha proteina
de fusién polipeptidica comprende:

a. una proteasa no citotdxica, o un fragmento de la misma, proteasa o fragmento de proteasa que es capaz de dividir
una proteina del aparato de fusidn exocitésico de un aferente sensorial nociceptivo; en donde la proteasa no
citotoxica comprende una cadena L de neurotoxina clostridial o una proteasa de IgA;

b. un resto de guiado que es capaz de unirse a un sitio de union en el aferente sensorial nociceptivo, sitio de union
que es capaz de experimentar endocitosis para incorporarse en un endosoma en el aferente sensorial nociceptivo en
donde el resto de guiado se selecciona del grupo que consiste en: un opioide, nociceptina; p-endorfina, endomorfina-
1, endomorfina-2, dinorfina, metencefalina, leu-encefalina, galanina y péptido PAR-2;

c. un sitio de escision de la proteasa en el que la proteina de fusién puede ser escindida por una proteasa, en donde
el sitio de escision de la proteasa esta situado entre la proteasa no citotdxica o fragmento de la misma y el resto de
guiado; y

d. un dominio de translocacion peptidico que es capaz de translocar la proteasa o fragmento de proteasa desde el
interior de un endosoma, a través de la membrana endosomica y al citosol del aferente sensorial nociceptivo;

en donde el resto de guiado esta situado entre el sitio de escision de la proteasa y el dominio de translocacion, y en
donde el resto de guiado y el sitio de escision de la proteasa estan separados por cero residuos de aminoacidos.

2. Una proteina de fusion polipeptidica para su uso segun la reivindicacion 1, en donde el dominio de
translocacion comprende una cadena H de neurotoxina clostridial o un fragmento de la misma.

3. Una proteina de fusién polipeptidica para su uso segun cualquier reivindicacion precedente, en donde
el resto de guiado se une a un receptor ORL;.

4. Una proteina de fusién polipeptidica para su uso segun cualquier reivindicacion precedente, en donde
el resto de guiado tiene al menos el 80% de homologia con una secuencias de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en: SEQ ID No. 38 o un fragmento de la misma; SEQ ID No. 40 o un fragmento de la misma; SEQ ID
No. 42 o un fragmento de la misma; SEQ ID No. 44 o un fragmento de la misma; SEQ ID No. 46 o un fragmento de
la misma; SEQ ID No. 48 o un fragmento de la misma o SEQ ID No. 50 o un fragmento de la misma.

5. Una proteina de fusién polipeptidica para su uso segun cualquier reivindicacion precedente, en donde
la proteina de fusién polipeptidica comprende una secuencia polipeptidica segin una SEQ ID NO seleccionada del
grupo que consiste en las SEQ ID NO: 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 52, 59, 61, 64, 67, 69, 71, 73,
76,79, 82,85 u 88.

6. Una proteina de fusién polipeptidica para su uso segun cualquier reivindicacion precedente, en donde
la proteina de fusién polipeptidica esta en la forma de un polipéptido bicatenario en donde:

a. la primera cadena comprende la proteasa no citotoxica, o un fragmento constitutivo de la misma;
b. la segunda cadena comprende el RG y los componentes de translocacion; y
las cadenas primera y segunda estan ligadas entre si por enlaces disulfuro.

7. Una proteina de fusién polipeptidica para su uso segun cualquier reivindicacion precedente, en donde
el dolor neuropatico se selecciona del grupo que consiste en: neuralgia; desaferenciacion; un sindrome de dolor
regional complejo; y neuropatia.

8. Una proteina de fusion polipeptidica para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en
donde el dolor inflamatorio se selecciona de un dolor asociado con un estado inflamatorio seleccionado del grupo
que consiste en: trastorno artritico; enfermedad autoinmunitaria; trastorno de los tejidos conjuntivos; lesion;
infeccion; neuritis; o inflamacioén articular.

9. Una proteina de fusion polipeptidica para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en
donde la cefalalgia se selecciona del grupo que consiste en: cefalea muscular/miogénica; cefalea vascular; cefalea
por alta presion arterial; cefalea de traccion e inflamatoria; cefalea hormonal; cefalea de rebote; cefalea por sinusitis
cronica; cefalea organica; o cefalea ictal.

10. Una proteina de fusion polipeptidica para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en
donde el dolor somatico se selecciona del grupo que consiste en: tensidbn muscular excesiva; trastorno por
movimientos repetitivos; trastorno muscular; mialgia; infeccion; o farmacos.
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11. Una proteina de fusién polipeptidica para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en
donde el dolor visceral se selecciona del grupo que consiste en: dolor visceral funcional; inflamacién gastrointestinal
cronica; dolor autoinmunitario; dolor visceral organico; o dolor visceral inducido por el tratamiento.

12. Una proteina de fusién polipeptidica para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en
donde el dolor referido se selecciona del grupo que consiste en dolor asociado con: hernia de disco intervertebral; o

isquemia miocardica.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5

Ensayo de competencia: fusiones de nociceptina-LHN/A
con respecto a [3H]-nociceptina 1 nM en GRDe (4°C)
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8

Ensayo de competencia: fusiones de CPN con respecto
a [3H]-nociceptina 1 nM en GRDe durante 1 hora a 4°C
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Figura 9
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% inhibicion de liberacion de SP/escision de SNAP-25
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Figura 10

CPN-A en GRDe durante 1 dia
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% inhibicion de liberacion de SP/escision de SNAP-25
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Figura 11

Duracién de accidn después de exposicion a GRDe

durante 1 dia
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Figura 12
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Escisién de SNAP-25 (%)

80

=)
o

H
(=]

(%4
(=]

ES 2607 789 T3

Figura 13
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[3H]-nociceptina ligada (DPM)
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Figura 14
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Figura 15
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Escision de SNAP-25 (%)
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Figura 16
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Figura 17
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Escision de sintaxina (%)
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Figura 18
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Figura 19
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Figura 20
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Diferencial de FRP normalizado (%)
(respuesta maxima — valor de referencia)
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Figura 21
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Figura 22
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Figura 23
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Figura 24
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Figura 25
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Figura 26
70 1
60 1
,9’"&
50 1 //
s A
//
30 1 /
/
20 1 PR
7
]0 L 0’
0 7 7 !
0,1 1 10 100
[Fusién] nM

226



ES 2607 789 T3

Figura 27
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Figura 28
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Figura 29
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