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DESCRIPCION
Produccion de proteinas y polipéptidos
Campo técnico de la invencién

La invencion se refiere al campo de la produccion de proteinas y polipéptidos, y mas especificamente a la
produccioén de proteinas de tela de arafia (espidroinas), y de otras proteinas y polipéptidos que no son espidroinas.
La presente invenciéon proporciona un método para producir una proteina/polipéptido no espidroina deseada.
También se proporcionan nuevos intermedios de proteina de fusién para produccion de las proteinas y polipéptidos
deseados, asi como moléculas de acido polinucleico que codifican dichos intermedios.

Antecedentes de la invencion

La produccion de proteinas y polipéptidos a partir de ADN se puede realizar en diversos hospedantes, pero un
problema comun es la formacion de agregados de proteina/polipéptido insolubles. Esto puede dificultar seriamente o
incluso impedir la produccién de una proteina/polipéptido funcional. Una soluciéon a este problema es expresar la
proteina o el polipéptido deseado como una proteina de fusién con una proteina o polipéptido que proporcione la
solubilidad requerida. La proteina de fusiéon puede romperse, y la proteina deseada se puede aislar.

El problema se agrava habitualmente con proteinas y polipéptidos de baja solubilidad, p.ej., proteinas y polipéptidos
asociados a membrana. Por ejemplo, la proteina C tensioactiva pulmonar (SP-C; Tabla 6) es una proteina
transmembrana que es producida por células alveolares de tipo Il y es un constituyente de tensioactivo, necesario
para evitar el colapso alveolar al final de la expiraciéon. Los neonatos a menudo sufren insuficiencia respiratoria
debido a cantidades insuficientes de tensioactivo. Hoy dia esta afeccién es tratada con preparaciones tensioactivas
extraidas de pulmones de animales. La SP-C-33 es una variante de la SP-C, en la que se han intercambiado los
residuos de la hélice transmembrana (de forma habitual principalmente valinas) por leucinas. La SP-C-33 retiene la
funcién de la SP-C nativa, incluyendo una insercién apropiada en las membranas, pero es menos propensa a
agregarse y por tanto es viable para producir en grandes cantidades el desarrollo de una preparacion tensioactiva
sintética. Puesto que hasta la fecha la SP-C-33 no ha podido ser producida a partir de ADN, hoy dia se fabrica
mediante sintesis quimica.

Otros ejemplos de proteinas y polipéptidos que presentan dificultades cuando son expresados a partir de ADN
recombinante son AB-péptido, IAPP, PrP, a-sinucleina, calcitonina, prolactina, cistatina, ATF y actina; SP-B, a-
defensinas y 3-defensinas; apolipoproteinas de clase A-H; LL-37, SP-C, SP-C33Leu, Brichos, GFP, neuroserpina;
hormonas, que incluyen EPO y hormona del crecimiento (HC), y factores de crecimiento, que incluyen IGF-I e IGF-II;
avidina y estreptavidina; y proteasa 3C.

Hedhammar M. et al., Biochemistry 47: 3407-3417 (2008), discuten las propiedades estructurales de las partes
repetitivas y no repetitivas recombinantes de la espidroina ampulada mayor 1 procedente de Euprosthenops
australis y las implicaciones en la formacion de fibra de tela de arania.

Sumario de la invencién

Un objetivo de la presente invencion es proporcionar nuevos medios y métodos para la produccion de proteinas y
polipéptidos, y en particular de proteinas y polipéptidos no espidroina.

También es un objetivo de la presente invencidon proporcionar nuevos medios y métodos para la produccion de
proteinas y polipéptidos, y en particular proteinas y polipéptidos no espidroina, con baja solubilidad en agua, p.ej.,
proteinas y polipéptidos que sean propensos a agregarse cuando se producen a partir de ADN recombinante,
proteinas y polipéptidos de membrana, y proteinas y polipéptidos formadores de amiloide.

Otro objetivo adicional de la presente invencion es proporcionar medios y métodos alternativos para la produccion de
farmacos de proteina o polipéptido y de dianas farmacoldgicas.

Un objetivo de la presente invencion es proporcionar nuevos medios y métodos para la produccion de proteinas y
polipéptidos que contienen disulfuros.

También es un objetivo de la presente invenciéon proporcionar nuevos medios y métodos para la produccion de
apolipoproteinas.

Para éstos y otros objetivos que seran evidentes a partir de la siguiente especificacion, la presente invencion
proporciona segun un primer aspecto una proteina de fusion que es util en un método para producir una proteina o
polipéptido no espidroina deseada. La proteina de fusion puede ser Gtil como tal, o puede dividirse para obtener la
proteina o polipéptido en forma aislada. Las proteinas de fusion segun la invencién comprenden (i) al menos un
resto potenciador de la solubilidad que deriva del fragmento N-terminal (NT) de una proteina de tela de arafia; y (ii)
al menos un resto que es una proteina o polipéptido deseado no espidroina; en donde cada resto potenciador de la
solubilidad esta unido directa o indirectamente al resto de proteina o polipéptido deseado no espidroina.
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Cada resto potenciador de la solubilidad tiene al menos un 80% de identidad con respecto a la SEQ ID NO 6 o al
menos un 50% de identidad con respecto a la SEQ ID NO 8. En realizaciones especificas de la proteina de fusion,
cada resto potenciador de la solubilidad contiene entre 100 y 160 residuos de aminoacido.

En una realizacién, la proteina de fusién esta sometida a la condicion de que cuando la proteina de fusion
comprenda un Unico resto potenciador de la solubilidad que derive del fragmento N-terminal (NT) de una proteina de
tela de arafa, entonces la proteina o polipéptido deseado es una proteina o polipéptido no espidroina.

La proteina o polipéptido deseado es una proteina o polipéptido no espidroina. En algunas realizaciones, la proteina
o polipéptido deseado tiene menos de un 30% de identidad con respecto a cualquiera de las SEQ ID NO: 6-10.

En determinadas realizaciones, la proteina de fusién comprende al menos dos restos potenciadores de la
solubilidad, cada uno de los cuales deriva del fragmento N-terminal (NT) de una proteina de tela de arafia. En
realizaciones especificas, la proteina de fusién comprende al menos dos restos potenciadores de la solubilidad
consecutivos, cada uno de los cuales deriva del fragmento N-terminal (NT) de una proteina de tela de arafia.

En algunas realizaciones de la proteina de fusion, al menos un resto potenciador de la solubilidad esta ligado directa
o indirectamente al extremo amino-terminal o al extremo carboxi-terminal de al menos un resto de la proteina o
polipéptido deseado. En realizaciones especificas, al menos un resto potenciador de la solubilidad constituye el
extremo amino-terminal y/o el extremo carboxi-terminal de la proteina de fusion.

En una realizacion, la proteina de fusién comprende ademas (iii) al menos un sitio de division dispuesto entre al
menos un resto de proteina o polipéptido deseado y al menos un resto potenciador de la solubilidad.

En determinadas realizaciones de la proteina de fusion, la proteina o polipéptido deseado deriva de esponjas,
ctenoforos (“portadores de peines”), medusas, corales, anémonas, gusanos planos, rotiferos, gusanos redondos,
gusanos de cinta, almejas, caracoles, pulpos, gusanos segmentados, crustaceos, insectos, briozoos, braquiépodos,
foronideos, estrellas de mar, erizos de mar, tunicados, lanceolados, vertebrados, que incluyen humanos, plantas,
hongos, levaduras, bacterias, arqueobacterias o virus, o es una proteina o polipéptido artificial. En realizaciones
especificas, la proteina o polipéptido deseado deriva de moluscos, insectos, vertebrados, que incluyen humanos,
plantas, hongos, levaduras, bacterias, arqueobacterias o virus, o es una proteina o polipéptido artificial. En
realizaciones especificas adicionales, la proteina o polipéptido deseado deriva de vertebrados, que incluyen
humanos, plantas, hongos, levaduras, bacterias, arqueobacterias o virus, o es una proteina o polipéptido artificial.

La proteina o polipéptido deseado se selecciona del grupo que consiste en proteinas y polipéptidos formadores de
amiloide, SP-B y variantes de los mismos que contienen disulfuro, apolipoproteinas, proteinas y polipéptidos de
membrana, farmacos de proteina y polipéptido y dianas farmacoldgicas, proteinas y polipéptidos propensos a
agregacion, y proteasas. En realizaciones especificas de la proteina de fusion, la proteina y polipéptido deseados se
seleccionan del grupo que consiste en AB-péptido, IAPP, PrP, a-sinucleina, calcitonina, prolactina, cistatina, ATF y
actina; SP-B, a-defensinas y B-defensinas; apolipoproteinas de clase A-H; LL-37, SP-C, SP-C33, SP-C33Leu,
Brichos, GFP, neuroserpina; hormonas, que incluyen EPO y hormona de crecimiento (HC), y factores de
crecimiento, que incluyen IGF-I e IGF-II; avidina y estreptavidina; y proteasa 3C.

Las realizaciones preferidas de la proteina de fusion se seleccionan del grupo que consiste en las SEQ ID NOS 26,
28, 30, 34, 37, 39, 42 y 47, y las proteinas que tienen al menos un 80%, preferiblemente al menos un 90%, mas
preferiblemente al menos un 95% de identidad con respecto a dichas proteinas.

Segun otro aspecto, la presente invencion proporciona acidos polinucleicos aislados que codifican las proteinas de
fusion segun la invencion Las realizaciones preferidas de los acidos polinucleicos aislados se seleccionan del grupo
que consiste en acidos nucleicos que codifican una proteina de fusién seleccionada del grupo que consiste en las
SEQ ID NOS 26, 28, 30, 34, 37, 39, 42 y 47, y las proteinas que tienen al menos un 80%, preferiblemente al menos
un 90%, mas preferiblemente al menos un 95% de identidad con respecto a dichas proteinas; y el grupo de acidos
nucleicos que consiste en las SEQ ID NOS 27, 29, 31, 38, 40, 43 y 48.

Segun un aspecto, la presente invencién proporciona un nuevo uso de al menos un resto que se deriva del
fragmento N-terminal (NT) de una proteina de tela de arafia como un resto potenciador de la solubilidad en una
proteina de fusién para la produccién de una proteina o polipéptido no espidroina deseado. En una realizacion, la
proteina de fusion esta sujeta a la condicion de que cuando la proteina de fusién comprende un Unico resto
potenciador de la solubilidad que se deriva del fragmento N-terminal (NT) de una proteina de tela de arafia, entonces
la proteina o el polipéptido deseado es una proteina o polipéptido no espidroina. En una realizacién especifica, la
proteina o polipéptido deseado es una proteina o polipéptido espidroina. Cada resto potenciador de la solubilidad
tiene al menos un 80% de identidad con respecto a la SEQ ID NO 6, o al menos un 50% de identidad con respecto a
la SEQ ID NO: 8.

Segun otro aspecto, la presente invencion proporciona un método para producir una proteina de fusion, que
comprende las etapas de: a) expresar en un hospedante adecuado una proteina de fusién segun la invencion; y b)
obtener una mezcla que contenga la proteina de fusion, y opcionalmente aislar la proteina de fusion.
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Segun un aspecto relacionado, la presente invencidon proporciona un método para producir una proteina o
polipéptido no espidroina deseado, que comprende las siguientes etapas: a) expresar en un hospedante adecuado
una proteina de fusién segun la invencion; y b) obtener una mezcla que contenga la proteina o polipéptido de fusién,
y opcionalmente aislar la proteina o polipéptido de fusién. En determinadas realizaciones, este método ademas
comprende las siguientes etapas: c) dividir la proteina de fusién para proporcionar la proteina o polipéptido no
espidroina deseado; y d) aislar la proteina o polipéptido no espidroina deseado; en donde dicha proteina de fusion
comprende: (iii) al menos un sitio de divisién dispuesto entre al menos un resto de proteina o polipéptido no
espidroina deseado y al menos un resto potenciador de la solubilidad.

En determinadas realizaciones de estos métodos, la etapa b) implica ademas la purificacion de la proteina de fusion
en un medio de afinidad con un resto NT inmovilizado y/o en un medio de intercambio anidnico. En realizaciones
especificadas, la purificacion de la proteina de fusidon en un medio de afinidad se lleva a cabo en asociaciéon a un
medio de afinidad con un resto NT inmovilizado a un pH de 6,3 o inferior, seguido de la disociacion del medio de
afinidad con un medio de disociacion deseado. En realizaciones especificas adicionales, el medio de disociacion
tiene un pH de 6,4 o superior, un pH de 4,1 o inferior y/o tiene una elevada fuerza iénica. En algunas realizaciones,
la purificacién de la proteina de fusién en un medio de intercambio anidnico se lleva a cabo en asociacién al medio
de intercambio aniénico en un pH de 6,4 o superior, seguido de la disociacién del medio de intercambio aniénico con
un medio de disociacion que tiene una elevada fuerza idnica. En algunas realizaciones de estos métodos, la
purificacion de la proteina de fusion de la etapa b) se produce en una columna, sobre particulas magnéticas con
superficies funcionalizadas, o en rellenos con superficies funcionalizadas.

Lista de secuencias anexas

SEQ ID NO
1 4Rep
2 4RepCT
3 NT4Rep
4 NT5Rep
5 NT4RepCTHis
6 NT
7 CT
8 secuencia NT de consenso
9 secuencia CT de consenso
10 secuencia repetitiva de Euprosthenops australis MaSp1
11 secuencia de segmento G de consenso 1
12 secuencia de segmento G de consenso 2
13 secuencia de segmento G de consenso 3

14 NT4Rep (ADN)

15 NT4RepCT (ADN)

16 NT5Rep (ADN)

17 NT4RepCTHis 2

18 NT4RepCTHis 2 (ADN)
19 ZbasicNT4RepCT

20 NT4RepCT

21 HisTrxHisThrNT4RepCT
22 NT4RepCT 2

23 HisNTNT4RepCT
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24 HisNTNT4RepCT (ADN)

25 NT8RepCT

26 HisNTMetSP-C33Leu

27 HisNTMetSP-C33Leu (ADN)
28 HisNTNTMetSP-C33Leu

29 HisNTNTMetSP-C33Leu (ADN)

30 HisNTNTMetLL37

31 HisNTNTMetLL37 (ADN)

32 NTHis

33 HisNTNT8RepCT

34 HisNTNTBrichos

35 HisTrxHisSP-C33Leu

36 HisTrxHisSP-C33Leu (ADN)
37 HisTrxNtSP-C33Leu

38 HisTrxNtSP-C33Leu (ADN)

39 2HisNtNtQGBrichos

40 2HisNtNtQGBrichos (ADN)

41 Brichos

42 2HisNtNtQGGFP

43 2HisNtNtQGGFP (ADN)

44 GFP (Proteina Fluorescente Verde)

45 ZbGFP

46 HisABPGFP

47 2HisNtNtQGNS

48 2HisNtNtQGNS (ADN)

49 NS (Neuroserpina)
Breve descripcion de las figuras
Figura 1: muestra un alineamiento de secuencia de los dominios N-terminales de la espidroina.
Figura 2: muestra un alineamiento de secuencia de los dominios C-terminales de la espidroina.
Figura 3: muestra geles de electroforesis de proteinas de fusion.
Figura 4: muestra un gel de electroforesis de una proteina SP-C33Leu obtenida a partir de una proteina de fusion.

Figura 5: muestra la actividad superficial in vitro de suspensiones de tensioactivo que comprenden SP-C33Leu
obtenida de una proteina de fusion.

Figura 6: muestra geles de electroforesis de proteinas de fusion SP-C33Leu.
Figura 7: muestra un gel de electroforesis de una proteina de fusion Brichos.

Figura 8: muestra un gel de electroforesis de una proteina de fusion de GFP y de la GFP obtenida a partir de la
proteina de fusion.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2608 673 T3

Figura 9: muestra un gel de electroforesis de una proteina de fusion de neuroserpina y de la neuroserpina obtenida a
partir de la proteina de fusion.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere a la produccion de proteinas y polipéptidos, y en particular de proteinas vy
polipéptidos no espidroina. Dependiendo del propésito de dicha produccién, el producto final puede variar. Por
ejemplo, puede ser deseable obtener la proteina o polipéptido insertado en una membrana lipidica, en disolucién o
asociada a otras biomoléculas. También cabe destacar que también puede ser altamente deseable obtener la
proteina o polipéptido deseado como parte de una proteina de fusién, lo que puede proporcionar un medio adecuado
para la purificacion y la deteccion y/o proporcionar propiedades deseables, p.gj., estabilidad y solubilidad.

La presente invencion se basa de forma general en el descubrimiento de la utilidad del fragmento N-terminal (NT) de
una proteina de tela de arafia como resto potenciador de la solubilidad en una proteina de fusion que es producida a
partir de ADN recombinante. De esta manera, la presente invencién proporciona segun un primer aspecto una
proteina de fusion que comprende (i) al menos un resto potenciador de la solubilidad que se deriva del fragmento NT
de una proteina de tela de arafia; y (ii) al menos un resto que es una proteina o polipéptido no espidroina deseado.
En una realizacion preferida, la proteina de fusién consiste en (i) al menos un resto potenciador de la solubilidad que
deriva del fragmento NT de una proteina de tela de arafia; y (ii) al menos un resto que es una proteina o polipéptido
no espidroina deseado, que incluye opcionalmente otras caracteristicas descritas en la presente memoria, p.ej., un
péptido ligando y/o un sitio de division entre el resto potenciador de la solubilidad y la proteina o polipéptido
deseado. En determinados experimentos, de forma sorprendente, se han obtenido rendimientos elevados de
diferentes proteinas de fusion en E. coli. La proteina de fusion puede ser util como tal en forma aislada, p.ej., para
estudios de proteinas, por lo demas agregadas y de baja solubilidad, en forma soluble, o en la cristalizacion
asociada a cristalografia de rayos-X. La proteina de fusion también puede dividirse para liberar la proteina deseada.

El término “proteina de fusién” implica en la presente memoria una proteina que se prepara mediante expresion a
partir de un acido nucleico recombinante, es decir, ADN o ARN que es creado artificialmente combinando dos o mas
secuencias de acido nucleico que normalmente no existirian juntas (ingenieria genética). Las proteinas de fusion
segun la invencién son proteinas recombinantes, y por lo tanto no son idénticas a las proteinas naturales. En
particular, las espidroinas naturales no son proteina de fusién segun la invencion, ya que no son expresadas a partir
de un acido nucleico recombinante, como se ha establecido anteriormente. Las secuencias de acido nucleico
combinadas codifican diferentes proteinas, proteinas parciales o polipéptidos con determinadas propiedades
funcionales. La proteina de fusién resultante, o la proteina de fusién recombinante, es una proteina individual con
propiedades funcionales derivadas de cada una de las proteinas, proteinas parciales o polipéptidos originales.

En determinadas realizaciones, la proteina de fusién segun la invencion y los correspondientes genes son
quiméricos, es decir, los fragmentos de proteina/gen derivan de al menos dos especies diferentes. El resto
potenciador de la solubilidad deriva del fragmento N-terminal de una proteina de tela de arafia. Segun este aspecto,
se prefiere que la proteina o polipéptido deseado no sea una proteina espidroina. Esto implica que la proteina o el
polipéptido deseado no deriva del fragmento C-terminal, repetitivo o N-terminal de una proteina de tela de araria.

La proteina de fusion segun la invencidon también puede contener uno o mas péptidos ligando. El(los) péptido(s)
ligando puede(n) disponerse entre el resto potenciador de la solubilidad y el resto de proteina o polipéptido deseado,
o puede(n) disponerse en cualquier extremo del resto potenciador de la solubilidad y la proteina o polipéptido
deseado. Si la proteina de fusién contiene dos o mas restos potenciadores de la solubilidad, el(los) péptido(s)
ligando también puede(n) disponerse entre dos restos potenciadores de la solubilidad. El(los) ligando(s) puede(n)
proporcionar un espaciador entre las unidades funcionales de la proteina de fusién, pero también pueden constituir
un medio para la identificacion y la purificacion de la proteina de fusion, p.ej., una etiqueta His y/o Trx. Si la proteina
de fusion contiene dos o mas péptidos ligando para la identificacion y la purificacion de la proteina de fusion, es
preferible que estén separados por una secuencia espaciadora, p.ej., Hiss-espaciador-Hise-. El ligando también
puede constituir un péptido sefial, tal como una particula de reconocimiento de sefial, que dirija la proteina de fusion
a la membrana y/o que cause la secrecion de la proteina de fusion desde la célula hospedante al medio circundante.
La proteina de fusiéon también puede incluir un sitio de divisiéon en su secuencia de aminoacidos, lo que permite la
division y la eliminacion de el(los) ligando(s) y/o del resto o restos potenciadores de la solubilidad. Los especialistas
en la técnica conocen varios sitios de division, p.ej., sitios de division para agentes quimicos, tales como CNBr tras
residuos de Met e hidroxilamina entre residuos Asn-Gly, sitios de divisién para proteasas, tales como trombina o
proteasa 3C, y secuencias autodivisibles, tales como secuencias autodivisibles de inteina.

Cada resto potenciador de la solubilidad esta unido directa o indirectamente al resto de proteina o polipéptido
deseado. Un enlace directo implica una unién covalente directa entre los dos restos sin secuencias intervinientes,
tales como ligandos. Un enlace indirecto también implica que los dos restos estan unidos mediante enlaces
covalentes, pero que hay secuencias intervinientes, tales como ligandos y/o uno o mas restos potenciadores de la
solubilidad adicionales.

El al menos un resto potenciador de la solubilidad puede disponerse en cualquier extremo de la proteina o
polipéptido deseado, es decir, se puede disponer C-terminalmente o N-terminalmente. Se prefiere que el al menos
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un resto potenciador de la solubilidad se disponga en el extremo N-terminal de la proteina o polipéptido deseado. Si
la proteina de fusion contiene uno o mas péptidos ligando para identificacion y purificacion de la proteina de fusion,
p.ej., una etiqueta His o Trx, se prefiere que se disponga en el extremo N-terminal de la proteina de fusiéon. El al
menos un resto potenciador de la solubilidad también puede integrarse dentro de la proteina o polipéptido deseado,
por ejemplo entre los dominios o partes de una proteina deseada. En una realizacion preferida, al menos un resto
potenciador de la solubilidad constituye el extremo N-terminal y/o el extremo C-terminal de la proteina de fusion, es
decir, no hay presente ningun péptido ligando u otra secuencia terminal del resto potenciador de la solubilidad. Una
proteina de fusion tipica segun la invencion puede contener 1-6, tal como 1-4, tal como 1-2 restos potenciadores de
la solubilidad.

En una realizacion preferida, la proteina de fusién comprende al menos dos restos potenciadores de la solubilidad,
derivando cada uno de ellos del fragmento N-terminal (NT) de una proteina de tela de arafa. Los restos
potenciadores de la solubilidad, preferiblemente dos restos potenciadores de la solubilidad, pueden disponerse
consecutivamente en cualquier extremo de la proteina o polipéptido deseado, es decir, disponerse C-terminalmente
o N-terminalmente. Los restos potenciadores de la solubilidad dispuestos consecutivamente también pueden
integrarse dentro de la proteina o polipéptido deseado, por ejemplo entre dominios o partes de una proteina
deseada. Los restos potenciadores de la solubilidad también pueden disponerse no consecutivamente, tanto en
cada extremo de la proteina o polipéptido deseado, es decir, disponerse C-terminalmente y N-terminalmente, como
en un extremo de la proteina o polipéptido deseado e integrarse dentro de la proteina o polipéptido deseado. Una
proteina de fusién preferida tipica segun la invencion puede contener 2-6, tal como 2-4, restos potenciadores de la
solubilidad.

En una realizacion preferida, la proteina de fusién segun la invencioén tiene al menos un sitio de divisién dispuesto
entre al menos una proteina o polipéptido deseado y al menos un resto potenciador de la solubilidad. Esto permite la
division de la proteina de fusion y la purificacion de la proteina deseada. Sin embargo, cabe destacar que puede ser
deseable obtener la proteina o polipéptido deseado como parte de una proteina de fusién, lo cual puede
proporcionar un medio adecuado para la purificacion y la deteccion y/o proporcionar propiedades deseables, p.€j.,
estabilidad y solubilidad. En este caso, el sitio de division puede omitirse, o el sitio de division puede incluirse pero la
etapa de divisiéon omitirse.

Una proteina de fusion preferida tiene la forma de un resto potenciador de la solubilidad dispuesto N-terminalmente,
acoplado mediante un péptido ligando de 1-30 residuos de aminoacido, tal como 1-10 residuos de aminoacido, a una
proteina o polipéptido deseado dispuesto C-terminalmente. El péptido ligando puede contener un sitio de division.
Opcionalmente, la proteina de fusién tiene un péptido ligando N-terminal o C-terminal, que puede contener una
etiqueta de purificacion, tal como una etiqueta His, y un sitio de division.

Otra proteina de fusion preferida tiene la forma de un resto potenciador de la solubilidad dispuesto N-terminalmente
acoplado directamente a una proteina o polipéptido dispuesto C-terminalmente. Opcionalmente, la proteina de fusion
tiene un péptido ligando N-terminal o C-terminal, que puede contener una etiqueta de purificacion, tal como una
etiqueta His, y un sitio de division.

Una proteina de fusién preferida tiene la forma de dos restos potenciadores de la solubilidad dispuestos N-
terminalmente consecutivos, acoplados mediante un péptido ligando de 1-30 residuos de aminoacido, tal como 1-10
residuos de aminoacido, a una proteina o polipéptido deseado dispuesto C-terminalmente. El péptido ligando puede
contener un sitio de division. Opcionalmente, la proteina de fusién tiene un péptido ligando N-terminal o C-terminal,
que puede contener una etiqueta de purificacion tal como una etiqueta His, y un sitio de division.

Otra proteina de fusién preferida tiene la forma de dos restos potenciadores de la solubilidad dispuestos N-
terminalmente consecutivos acoplados directamente a una proteina o polipéptido deseado dispuesto C-
terminalmente. Opcionalmente, la proteina de fusion tiene un péptido ligando N-terminal o C-terminal, que puede
contener una etiqueta de purificacion, tal como una etiqueta His, y un sitio de division.

El resto potenciador de la solubilidad es derivado del fragmento NT de una proteina de tela de arafia, o espidroina.
Aunque los ejemplos necesariamente se refieren a fragmentos NT especificos, en este caso a proteinas derivadas
de la espidroina mayor 1 (MaSp1) de Euprosthenops australis, se considera que el método descrito en la presente
memoria es aplicable a cualquier resto de proteina similar. Los términos “espidroinas” y “proteinas de tela de arafia”
se usan de forma intercambiable a lo largo de toda la descripcidn, y abarcan todas las proteinas de tela de arafa
conocidas, que incluyen las proteinas de tela de arafia ampuladas mayores, normalmente abreviadas como “MaSp”,
o “ADF” en el caso de Araneus diadematus. Estas proteinas de tela de arafia ampuladas mayores generalmente son
de dos tipos, 1y 2. Estos términos incluyen ademas los nuevos fragmentos NT de proteina segun la invencion, tal
como se definen en las reivindicaciones anexas y en las realizaciones incluidas en la presente memoria, y otras
proteinas no naturales con un grado elevado de identidad y/o similitud con respecto a los fragmentos de proteinas
NT de tela de arafa conocidos.

El resto potenciador de la solubilidad presenta un grado elevado de similitud con respecto a la secuencia de
aminoacidos N-terminal (NT) de las proteinas de tela de arafia. Tal como se muestran en la Figura 1, esta secuencia
de aminoacidos esta bien conservada entre diversas especies y con respecto a proteinas de tela de arafa,
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incluyendo la MaSp1 y la MaSp2. En la Figura 1, los siguientes fragmentos NT de espidroina estan alineados,
denotados con las entradas de acceso al GenBank, cuando es aplicable:

TABLA 1 - Fragmentos NT de espidroina

Caodigo Especie y proteina espidroina N° acceso GenBank
Ea MaSp1 Euprosthenops australis MaSp 1 AM259067
Lg MaSp1 Latrodectus geometricus MaSp 1 ABY67420
Lh MaSp1 Latrodectus hesperus MaSp 1 ABY67414
Nc MaSp1 Nephila clavipes MaSp 1 ACF19411
At MaSp2 Argiope trifasciata MaSp 2 AAZ15371
Lg MaSp2 Latrodectus geometricus MaSp 2 ABY67417
Lh MaSp2 Latrodectus hesperus MaSp 2 ABRG68855

Nim MaSp2 Nephila inaurata madagascariensis MaSp 2 AAZ15322
Nc MaSp2 Nephila clavipes MaSp 2 ACF19413

Ab CySp1 Argiope bruennichi espidroina cilindriforme 1 BAES86855

Ncl CySp1 Nephila clavata espidroina cilindriforme 1 BAE54451
Lh TuSp1 Latrodectus hesperus espidroina tubuliforme ABD24296
Nc Flag Nephila clavipes proteina de tela flageliforme AF027972
Nim Flag Nephila inaurata madagascariensis proteina AF218623

de tela flageliforme
(traducida)

Para cada secuencia solo se muestra la parte correspondiente al dominio N-terminal, omitiendo el péptido sefal. Nc
flag y NIm flag estan traducidas y editadas de acuerdo a Rising A. et al. Biomacromolecules 7, 3120-3124 (2006)).

No es critico qué resto potenciador de la solubilidad especifico esta presente en las proteinas de fusion segun la
invencion, siempre que el resto potenciador de la solubilidad no esté completamente ausente. Por tanto, el resto
potenciador de la solubilidad segun la invencion puede seleccionarse de cualquiera de las secuencias de
aminoacidos mostradas en la Figura 1, o de secuencias con un alto grado de similitud. Se puede usar una amplia
variedad de secuencias potenciadoras de la solubilidad en la proteina de fusién segun la invencion. En base a las
secuencias homologas de la Figura 1, la siguiente secuencia constituye una secuencia de aminoacidos potenciadora
de la solubilidad de consenso:

QANTPWSSPNLADAFINSF(M/L)SA(A/)SSSGAFSADQLDDMSTIG(D/N/Q)T
LMSAMD(N/S/K)MGRSG(K/R)STKSKLQALNMAFASSMAEIAAAESGG(G/Q)
SVGVKTNAISDALSSAFYQTTGSVNPQFV(N/S)EIRSLI(G/N)M(F/L)(A/S)QAS
ANEV (SEQ ID NO 8).

La secuencia del resto potenciador de la solubilidad segun la invencion tiene al menos un 50% de identidad,
preferiblemente al menos un 60% de identidad, con respecto a la secuencia de aminoacidos de consenso SEQ ID
NO 8, que se basa en las secuencias de aminoacido de la Figura 1. En una realizacién preferida, la secuencia del
resto potenciador de la solubilidad segun la invencion tiene al menos un 65% de identidad, preferiblemente al menos
un 70% de identidad, con respecto a la secuencia de aminoacidos de consenso SEQ ID NO 8. En realizaciones
preferidas, el resto potenciador de la solubilidad segun la invencion tiene ademas un 70%, preferiblemente un 80%,
de similitud con respecto a la secuencia de aminoacidos de consenso SEQ ID NO 8.

Un resto potenciador de la solubilidad representativo segun la invencion es la secuencia de Euprosthenops australis
SEQ ID NO 6. Segun una realizacién preferida de la invencion, el resto potenciador de la solubilidad tiene al menos
un 80% de identidad con respecto a la SEQ ID NO 6 o a cualquier secuencia de aminoacidos individual de la Figura
1. En realizaciones preferidas de la invencién, el resto potenciador de la solubilidad tiene al menos un 90%, tal como
al menos un 95% de identidad con respecto a la SEQ ID NO 6 o a cualquier secuencia de aminoacidos individual de
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la Figura 1. En realizaciones preferidas de la invencion, el resto potenciador de la solubilidad es idéntico a la SEQ ID
NO 6 o a cualquier secuencia de aminoacidos individual de la Figura 1, en particular la Ea MaSp1.

La expresion “% de identidad”, tal como se usa a lo largo de la especificacion y las reivindicaciones anexas, se
calcula como se indica a continuacién. La secuencia de consulta es alineada con la secuencia diana usando el
algoritmo CLUSTAL W (Thompson, J.D., Higgins, D.G. y Gibson, T.J., Nucleic Acids Research, 22: 4673-4680
(1994)). Se realiza una comparacion para la ventana correspondiente a la mas corta de las secuencias alineadas. Se
comparan los residuos de aminoacido de cada posicion, y el porcentaje de posiciones de la secuencia de consulta
que tienen correspondencias idénticas en la secuencia diana se presenta como % de identidad.

La expresion “% de similitud”, tal como se usa a lo largo de la especificacion y de las reivindicaciones anexas, se
calcula como se ha descrito para el “% de identidad”, con la excepcién de que los residuos hidrofébicos Ala, Val,
Phe, Pro, Leu, lle, Trp, Met y Cys son similares; los residuos basicos Lys, Arg y His son similares; los residuos
acidos Glu y Asp son similares; y los residuos hidrofilicos no cargados GIn, Asn, Ser, Thr y Tyr son similares. El
aminoacido natural restante Gly no es similar a ningin otro aminoacido en este contexto.

A lo largo de la descripcion, realizaciones alternativas segun la invencion cumplen, en lugar del porcentaje de
identidad especificado, el porcentaje de similitud correspondiente. Otras realizaciones alternativas cumplen el
porcentaje especificado de identidad, asi como otro porcentaje de similitud mayor, seleccionado del grupo de
porcentajes preferidos de identidad para cada secuencia. Por ejemplo, una secuencia puede ser un 70% similar a
otra secuencia; o puede ser un 70% idéntica a otra secuencia; o puede ser un 70% idéntica y un 90% similar a otra
secuencia.

El resto potenciador de la solubilidad contiene entre 100 y 160 residuos de aminoacido. Es preferible que el resto
potenciador de la solubilidad contenga al menos 100, o mas de 110, preferiblemente mas de 120, residuos de
aminoacido. También se prefiere que el resto potenciador de la solubilidad contenga como mucho 160, o menos de
140 residuos de aminoacido. Un resto potenciador de la solubilidad tipico contiene aproximadamente 130-140
residuos de aminoacido.

Segun otro aspecto, la proteina o polipéptido deseado segun la invencion es una proteina o polipéptido no
espidroina cuando la proteina de fusion comprende un resto potenciador de la solubilidad que deriva del fragmento
N-terminal (NT) de una proteina de tela de arafa. En una realizacion preferida, la proteina o polipéptido deseado es
una proteina o polipéptido no espidroina. La secuencia de una proteina o polipéptido deseado no espidroina segun
la invencién preferiblemente tiene menos de un 30% de identidad, tal como menos de un 20% de identidad,
preferiblemente menos de un 10% de identidad, con respecto a cualquiera de las secuencias de aminoacido de
espidroina descritas en la presente memoria, y especificamente con respecto a cualquiera de las SEQ ID NO: 6-10.

En una realizacion preferida, la proteina o polipéptido deseado no espidroina deriva de esponjas, ctenoforos
(“portadores de peines”), medusas, corales, anémonas, gusanos planos, rotiferos, gusanos redondos, gusanos de
cinta, almejas, caracoles, pulpos, gusanos segmentados, crustaceos, insectos, briozoos, braquiépodos, foronideos,
estrellas de mar, erizos de mar, tunicados, lanceolados, vertebrados, que incluyen humanos, plantas, hongos,
levaduras, bacterias, arqueobacterias o virus, o es una proteina o polipéptido artificial. La palabra “deriva” significa
que la secuencia de una proteina o polipéptido deseado no espidroina segun la invencion tiene preferiblemente al
menos un 50% de identidad, preferiblemente la menos un 60%, preferiblemente al menos un 70%, mas
preferiblemente al menos un 80% de identidad, o incluso al menos un 90% de identidad, tal como un 95-100% de
identidad, con respecto a una proteina natural correspondiente, y que presente una funcion mantenida. En una
realizacién preferida, la proteina o polipéptido deseado no espidroina deriva de moluscos, insectos, vertebrados, que
incluyen humanos, plantas, hongos, levaduras, bacterias, arqueobacterias o virus, o es una proteina o polipéptido
artificial. En una realizacion preferida, la proteina o polipéptido deseado no espidroina deriva de vertebrados, que
incluyen humanos, plantas, hongos, levaduras, bacterias, arqueobacterias o virus, o es una proteina o polipéptido
artificial.

En una realizacion preferida, la proteina o polipéptido deseado no espidroina se selecciona del grupo que consiste
en proteina y polipéptidos formadores de amiloide, proteinas y polipéptidos que contienen disulfuros,
apolipoproteinas, proteinas y polipéptidos de membrana, farmacos y dianas farmacoldgicas de proteinas y
polipéptidos, proteinas y polipéptidos propensos a la agregacion, y proteasas.

Las proteinas y polipéptidos formadores de amiloide segun la invencioén incluyen proteinas y polipéptidos que estan
asociados a amiloide de enfermedad y funcional. Los ejemplos de proteinas y polipéptidos formadores de amiloide
incluyen amiloide beta péptido (AB-péptido), polipéptido amiloide de isleta (amilina o IAPP), proteina de prion (PrP),
a-sinucleina, calcitonina, prolactina, cistatina, factor natriurético atrial (ATF) y actina. En la Tabla 3 se enumeran
ejemplos de proteinas y polipéptidos formadores de amiloide segun la invencion.
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TABLA 3 - Proteinas y polipéptidos formadores de amiloide

Proteina ID Uniprot

AB1-42 P05067
Apolipoproteina SAA P02735
Cistatina C P01034
Transtiretina P02766
Lisozima P61626
a-sinucleina P37840
Proteina de prion P04156
ODAM A1E959
Lactadherina Q08431

Tau P10636
Gelsolina P06396
ABri, ADan Q9Y287
Insulina P01308
Apolipoproteina A-ll P02652
Apolipoproteina A-IV P06727
Semenogelina | P04279
Queratoepitelina Q15582
Lactotransferrina P02788
Fibrinégeno cadena a P02671

ANF P01160
IAPP P10997
2-microglobulina P61769
Calcitonina P01258
Prolactina P01236
Apolipoproteina A-I P02647
CsgA P28307
Sup35 C7GN25
Pmel17 P40967
HET-s A8HR89
Ure2p Q8NIE6

Los ejemplos de proteinas y polipéptidos que contienen disulfuro incluyen proteina tensioactiva B (SP-B) y variantes
de la misma, tales como Mini-B, Mini-B27, Mini-BLeu, a-defensinas y B-defensinas. Sin pretender establecer ninguna
teoria especifica, se contempla que el resto potenciador de la solubilidad promueve la formacion deseada de
enlaces disulfuro intracadena sobre los enlaces disulfuro intercadena en las defensinas y otras proteinas y
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polipéptidos que contienen disulfuros. En la Tabla 4 se enumeran ejemplos de proteinas y polipéptidos que
contienen disulfuros segun la invencion.

TABLA 4 - Proteinas y polipéptidos que contienen disulfuros

Proteina

Secuencia / ID Uniprot

SP-B humana

FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALAVAVAQVCRVVPL
VAGGICQCLAERYSVILLDTLLGRMLPQLVCRLVLRCSM #

SP-B de ratéon

LPIPLPFCWLCRTLIKRVQAVIPKGVLAVAVSQVCHVVPL
VVGGICQCLAERYTVLLLDALLGRVVPQLVCGLVLRCST *

SP-B de cerdo

FPIPLPFCWLCRTLIKRIQAVVPKGVLLKAVAQVCHVVPL
PVGGICQCLAERYIVICLNMLLDRTLPQLVCGLVLRCSS ?

SP-B de conejo

FPIPLPLCWLCRTLLKRIQAMIPKGVLAMAVAQVCHVVPL
VVGGICQCLAERYTVILLEVLLGHVLPQLVCGLVLRCSS

SP-B de rata LPIPLPFCWLCRTLIKRVQAVIPKGVLAVAVSQVCHVVPL
VVGGICQCLAERYTVLLLDALLGRVVPQLVCGLVLRCST ?

Mini-B CWLCRALIKRIQAMIPKGGRMLPQLVCRLVLRCS °

Mini-BLeu CWLCRALIKRIQALIPKGGRLLPQLVCRLVLRCS ®

Mini-B27 CLLCRALIKRFNRYLTPQLVCRLVLRGC ©

laAA CWLARALIKRIQALIPKGGRLLPQLVARLVLRCS ¢

b AA AWLCRALIKRIQALIPKGGRLLPQLVCRLVLRAS °

Tall CWLLRALIKRIQALIPKGGRLLPQLVLRLVLRCS *

TbLL LWLCRALIKRIQALIPKGGRLLPQLVCRLVLRLS °

Proinsulina P01308

CARD1' P78310

Brichos SEQ ID NO: 41

@ Enlaces Cys8-Cys77, Cys11-Cys71, Cys35-Cys46 y enlace intermolecular Cys48-Cys48

® Enlaces Cys1-Cys33 y C4-C27

° Enlaces Cys1-Cys27 y C4-C21

4 Enlace Cys1-Cys33

¢ Enlace Cys4-Cys27

f Receptor de virus de Coxsackie y de adenovirus

5 Los ejemplos de apolipoproteinas incluyen apolipoproteinas de clase A-H. En la Tabla 5 se incluyen ejemplos de
apolipoproteinas segun la invencion.

11
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TABLA 5 — Apolipoproteinas

Proteina Secuencia / ID Uniprot
Apolipoproteina B-100 P04114
Apolipoproteina C-1 P02654
Apolipoproteina D P05090
Apolipoproteina E P02649

Los ejemplos de proteinas y polipéptidos de membrana incluyen receptores asociados a membrana, que incluyen
receptores de citocina, KL4, LL-37, proteina tensioactiva C (SP-C) y variantes de la misma, tales como SP-C(Leu),
SP-C33, SP-C30 y SP-C33Leu. Otros ejemplos especificos incluyen las proteinas SP-C33Leu fusionada a Mini-B,
Mini-BLeu, 1a AA, 1b AA, 0 AAAA, 1a LL, 1b LL, O LLLL 6 SP-B, opcionalmente a través de un ligando, p.ej., Glyy,
Leup, Gly-Ala, o similar. La SP-C33Leu puede estar dispuesta N-terminalmente o, preferiblemente, C-terminalmente
respecto a la proteina Mini-B, Mini-BLeu, 1a AA, 1b AA, 0 AAAA, 1a LL, 1b LL, O LLLL 6 SP-B. En la Tabla 6 se
incluyen ejemplos de proteinas y polipéptidos de membrana segun la invencion.

TABLA 6 - Proteinas y polipéptidos de membrana

Proteina Secuencia / ID Uniprot
SP-C FGIPCCPVHLKRLLIVVVVVVLIVVWIVGALLMGL *
SP-C(Leu) FGIPSSPVHLKRKLLLLLLLLILLLILGALLMGL
SP-C33 IPSSPVHLKRLKLLLLLLLLILLLILGALLMGL
SP-C30 IPSSPVHLKRLKLLLLLLLLILLLILGALL

SP-C33(Leu)

IPSSPVHLKRLKLLLLLLLLILLLILGALLLGL

LL-37

LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES

KL4

KLLLLKLLLLKLLLLKLLLLK

* Cys-5 y Cys-6 de la SP-C nativa estan palmitoilados

Proteina ID Uniprot
Receptor de hormona de crecimiento P10912
Receptor 35 acoplado a proteina G Q9HC97
Receptor de insulina P06213
Receptor de hormona de liberacién de gonadotropina P30968
Receptor de lipoproteina de densidad muy baja P98155
Receptor beta de TFG, tipo 1 P36897
Receptor D2 de prostaglandina Q13258
Receptor de tirosina-proteina quinasa erbB-2 (HER2) P04626
Receptor de tirosina-proteina quinasa erbB-4 (HER4) Q15303
Receptor de tirosina-proteina quinasa erbB-3 (HER3) P21860
Acuaporina-1 P29972
Acuaporina-2 P41181

12
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Proteina de canal de cloruro CIC-Ka P51800
Proteina de canal de cloruro CIC-Kb P51801
Proteina de membrana integral DGCR2/IDD P98153
Receptor de interleucina 9 Q01113

Los ejemplos de proteinas y polipéptidos farmacos y dianas farmacolégicas incluyen hormonas que se producen
recombinantemente, que incluyen hormonas de péptido y de proteina, tales como eritropoyetina (EPO) y hormona
del crecimiento (HC), citocinas, factores de crecimiento, tales como los factores de crecimiento de tipo insulina (IGF-I
e IGF-Il), KL4, LL-37, proteina tensioactiva C (SP-C) y sus variantes, tales como SP-C(Leu), SP-C33, SP-C30 y SP-
C33Leu. Otros ejemplos especificos incluyen SP-C33Leu fusionada a proteinas Mini-B, Mini-BLeu, 1a AA, 1b AA, 0
AAAA, 1a LL, 1b LL, O LLLL o SP-B, opcionalmente a través de un ligando, p.ej., Glyn, Leu,, Gly-Ala, o similares. La
SP-C33Leu se puede disponer N-terminal o, preferiblemente, C-terminal con respecto a la proteina Mini-B, Mini-
BLeu, 1a AA, 1b AA, 0 AAAA, 1a LL, 1b LL, O LLLL o SP-B. En la Tabla 7 se presentan ejemplos de proteinas y
polipéptidos farmacos o dianas farmacoldgicas segun la invencion.

TABLA 7 - Proteinas y polipéptidos farmacos y dianas farmacolégicas

Proteina Secuencia / ID Uniprot
Factor de crecimiento de tipo insulina IA P01243
Factor de crecimiento de tipo insulina IB P05019
Hormona de crecimiento 1, variante 1 Q6IYF1
Hormona de crecimiento 1, variante 2 Q6IYFO
Hormona de crecimiento 2, variante 2 B1A4H7
Insulina P01308
Eritropoyetina P01588
Factor de coagulacion VI P00451
Factor de coagulacion IX P00740
Protrombina P0O0734
Albumina de suero P02768
Antitrombina IlI P01008
Interferén alfa P01563
Somatotropina P01241
Alérgeno de polen mayor Bet v 1-A P15494
OspA (Piscirickettsia salmonis) Q5BMB7
Variante de antigeno de 17 kDa de OspA (P. salmonis) Q9F9K8
Factor de crecimiento transformante beta-1 P01137
Factor de crecimiento transformante beta-2 P61812
Factor de crecimiento transformante beta-3 P10600
Interleucina 1 beta P01584
Interleucina 1 alfa P01583
Interleucina 2 P60568

13
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Interleucina 3 P0O8700

Interleucina 4 P05112

Interleucina 5 P05113

Interleucina 6 P05231

Interleucina 7 P13232

Interleucina 8 P10145

Interleucina 9 P15248

Interleucina 10 P22301

Interleucina 12 subunidad alfa P29459

Interleucina 12 subunidad beta P29460

Interleucina 18 Q14116

Interleucina 21 Q9HBE4

Linfopoyetina estromal timica Q969D9

Brichos SEQ ID NO: 41

Neuroserpina SEQ ID NO: 49
Proteina Secuencia

SP-C FGIPCCPVHLKRLLIVVVVVVLIVVWIVGALLMGL ?°

SP-C(Leu) FGIPSSPVHLKRLKLLLLLLLLILLLILGALLMGL

SP-C33 IPSSPVHLKRLKLLLLLLLLILLLILGALLMGL

SP-C30 IPSSPVHLKRLKLLLLLLLLILLLILGALL

SP-C33(Leu) IPSSPVHLKRLKLLLLLLLLILLLILGALLLGL

LL-37 LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES

KL4 KLLLLKLLLLKLLLLKLLLLK

1a AA CWLARALIKRIQALIPKGGRLLPQLVARLVLRCS ®

1b AA AWLCRALIKRIQALIPKGGRLLPQLVCRLVLRAS °

0 AAAA AWLARALIKRIQALIPKGGRLLPQLVARLVLRAS

1lalLL CWLLRALIKRIQALIPKGGRLLPQLVLRLVLRCS ®

1b LL LWLCRALIKRIQALIPKGGRLLPQLVCRLVLRLS ¢

OLLLL LWLLRALIKRIQALIPKGGRLLPQLVLRLVLRLS

@ Cys5 y Cys6 de la SP-C nativa estan palmitoilados

® Enlace Cys1-Cys33

¢ Enlace Cys4-Cys27

Los ejemplos de proteinas y polipéptidos propensos a la agregacion incluyen avidina, estreptavidina y partes de
union a ligando extracelulares de receptores de citocina. En la Tabla 8 se presentan proteinas y polipéptidos
propensos a la agregacion segun la invencion.
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TABLA 8 - Proteinas y polipéptidos propensos a la agregacion

Proteina ID Uniprot / otra referencia
Estreptavidina, Strepfomyces avidinii P22629
Estreptavidina, Streptomyces lavendulae B8YQO01
Estreptavidina V1, Streptomyces venezuelae Q53532
Estreptavidina V2, Streptomyces venezuelae Q53533
Estreptavidina putativa, Burkholderia mallei (cepa SAVP1) A1V7Z0
Estreptavidina putativa, Burkholderia thailandensis Q2T1V4
Estreptavidina putativa, Burkholderia mallei Q62EP2
Estreptavidina de nucleo GenBank: CAA77107.1
M4 (muteina cuadruple de estreptavidina) J Biol Chem 280(24): 23225-

23231 (2005)

Avidina, Gallus gallus P02701
GenBank: CAC34569.1

Actina P68133
Receptor de interleucina 6 subunidad alfa P08887
Receptor de interleucina 6 subunidad beta P40189
Receptor de interleucina 2 subunidad alfa P01589
Receptor de interleucina 2 subunidad beta P14784
Receptor de citocina comun subunidad gamma P31785
Proteina Fluorescente Verde (GFP) SEQ ID NO: 44

Los ejemplos de proteasas incluyen la proteasa 3C de virus de coxsackie o de rinovirus humano. En la Tabla 9 se
presentan otros ejemplos de proteasas segun la invencion.

TABLA 9 — Proteasas

Proteasa Clase N° de acceso
Tripsina (bovina) serina P0O0760
Quimotripsina (bovina) serina P0O0766
Elastasa (porcina) serina P0O0772
Endoproteinasa Arg-C (glandula maxilar de raton) serina
Endoproteinasa Glu-C (proteasa V8) serina P04188

(Staphylococcus aureus)

Enzima liberadora de acido acilamino (porcina) serina P19205
Carboxipeptidasa (Penicillium janthinellum) serina P43946
Proteinasa K (Tritirachium album) serina P06873
Subtilisina (Bacillus subtilis) serina P04189
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P029122
Carboxipeptidasa Y (levadura) serina P00729
Endoproteinasa Lys-C (Lysobacter enzymogenes) serina S77957
Enteropeptidasa (humana) serina P98073
Protrombina serina P0O0734
Factor X serina P0O0742
Pepsina aspartico P00791

P00790
Catepsina D (humana) aspartico P07339
Proteasa de VIH-1 aspartico Q9YQ34
Catepsina C cisteina
Clostripaina (endoproteinasa-Arg-C) cisteina P09870
(Clostridium histolyticum)
Papaina (Carica papaya) cisteina P0O0784
Proteasa 3C cisteina Q04107
Virus del grabado del tabaco (TEV) cisteina QO0GDUS8
Termolisina (Bacillus thermo-proteolyticus) metalo P00800
Endoproteinasa Asp-N (Pseudomonas fragi) metalo Q9R4J4
Carboxipeptidasa A (bovina) metalo P00730
Carboxipeptidasa B (porcina) metalo P00732
Proteasa IgA metalo Q97QP7

En realizaciones preferidas de la invencién, la proteina deseada no espidroina se selecciona entre proteina
tensioactiva B (SP-B) y sus variantes, tales como Mini-B, Mini-B27, Mini-BLeu, KL4, LL-37, y proteina tensioactiva C
(SP-C) y sus variantes, tales como SP-C(Leu), SP-C33, SP-C30 y SP-C33Leu. Otras proteinas no espidroina
preferidas segun la invencion son neuroserpina, GFP y las proteinas 1a AA, 1b AA, 0 AAAA, 1aLL, 1b LLy O LLLL.

En determinadas realizaciones preferidas de la invencion, la proteina de fusion se selecciona del grupo que consiste
en las SEQ ID NOS 26, 28, 30, 34, 37, 39, 42 y 47; y proteinas que tienen al menos un 80%, preferiblemente al
menos un 90%, mas preferiblemente al menos un 95% de identidad con respecto a dichas proteinas.

Segun otro aspecto, la presente invencién proporciona un acido polinucleico aislado que codifica una proteina de
fusion segun la invencion. En una realizacion preferida, el acido polinucleico aislado se selecciona del grupo que
consiste en las SEQ ID NOS 27, 29, 31, 38, 40 y 48. En otra realizacién preferida, el acido polinucleico aislado se
selecciona del grupo que consiste en las SEQ ID NOS 14-16, 18 y 24.

Segun un aspecto, la presente invencién proporciona un nuevo uso de al menos un resto que se deriva del
fragmento N-terminal (NT) de una proteina de tela de arafia como un resto potenciador de la solubilidad en una
proteina de fusién para la produccién de una proteina o polipéptido deseado no espidroina. Cuando la proteina de
fusion comprende un unico resto potenciador de la solubilidad que deriva del fragmento N-terminal (NT) de una
proteina de tela de arafia, entonces una alternativa preferida es que la proteina deseada sea una proteina o
polipéptido no espidroina. La proteina o polipéptido deseado es una proteina o polipéptido no espidroina.

Segun otro aspecto, la presente invencién proporciona un método para producir una proteina de fusién. La primera
etapa implica la expresion en un hospedante adecuado de una proteina de fusion segun la invencién. Los
hospedantes adecuados son bien conocidos por los especialistas en la técnica e incluyen, p.ej., bacterias y células
eucaridticas, tales como levaduras, lineas celulares de insecto y lineas celulares de mamifero. Tipicamente, esta
etapa implica la expresion de una molécula de acido polinucleico que codifica la proteina de fusién en E. coli.
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La segunda etapa del método implica la obtencion de una mezcla que contenga la proteina de fusiéon. La mezcla
puede obtenerse por ejemplo lisando o rompiendo mecanicamente las células hospedantes. La mezcla también
puede obtenerse recolectando el medio de cultivo celular, si la proteina de fusién es secretada por la célula
hospedante. La proteina obtenida de esta manera puede ser aislada usando procedimientos estandar. Si se desea,
esta mezcla puede someterse a centrifugacion, y se puede recolectar la fraccion apropiada (precipitado o
sobrenadante). La mezcla que contiene la proteina de fusion también puede someterse a filtracion en gel,
cromatografia, p.ej., cromatografia de intercambio aniénico, dialisis, separacion de fases o filtraciéon para producir la
separacion. Opcionalmente, se eliminan activamente los lipopolisacaridos y otros pirdgenos en esta etapa. Si se
desea, los péptidos ligando pueden eliminarse mediante division en esta etapa.

En una realizacién preferida, la mezcla obtenida comprende la proteina de fusién disuelta en un medio liquido,
tipicamente un tampoén de sales o un medio de cultivo celular. En una realizaciéon preferida, la mezcla tiene un pH
inferior a 6,3 y preferiblemente inferior a 6, lo que promueve la conformacién de dominios NT solubles. En ofra
realizacion preferida, la mezcla tiene un pH superior a 6,4, y preferiblemente superior a 7, lo que evita o disminuye la
formacién de dominios NT solubles. Un pH superior a 6,4, tal como superior a 7, puede ser particularmente Util para
mejorar la solubilidad de las proteinas de fusién segun la invencién, en donde la proteina/polipéptido deseado deriva
de una proteina espidroina o en donde la proteina/polipéptido deseado es una proteina/polipéptido formador de
amiloide o propenso a la agregacion.

Segun un aspecto relacionado, la presente invencidon proporciona un método para producir una proteina o
polipéptido deseado. La primera etapa implica la expresion en un hospedante adecuado de una proteina de fusién
segun la invencioén. Los hospedantes adecuados son bien conocidos por los especialistas en la técnica e incluyen,
p.ej., bacterias y células eucarioticas, tales como levaduras, lineas celulares de insecto y lineas celulares de
mamifero. Tipicamente, esta etapa implica la expresién de una molécula de acido polinucleico que codifica la
proteina de fusién en E. coli.

La segunda etapa del método implica la obtencidon de una mezcla que contiene la proteina de fusion. La mezcla
puede obtenerse, por ejemplo, lisando o rompiendo mecanicamente, p.ej., sonicando, las células hospedantes. La
mezcla también puede obtenerse recolectando el medio de cultivo celular, si la proteina de fusion es secretada por
la célula hospedante. La proteina obtenida de esta manera puede ser aislada usando procedimientos estandar. Si se
desea, esta mezcla puede someterse a centrifugacion, y se puede recolectar la fraccion apropiada (precipitado o
sobrenadante). La mezcla que contiene la proteina de fusion también puede someterse a filtracion en gel,
cromatografia, p.ej., cromatografia de intercambio aniénico, didlisis, separacion de fases o filtracion para producir la
separacion. Opcionalmente, se eliminan activamente los lipopolisacaridos y otros pirdgenos en esta etapa. Si se
desea, los péptidos ligando pueden eliminarse mediante division en esta etapa. Como se ha establecido antes, ésta
puede ser la forma mas adecuada de la proteina o polipéptido deseado, es decir, como parte de una proteina de
fusion. Puede proporcionar un medio adecuado para la purificacion y la detecciéon y/o proporcionar propiedades
deseables, p.ej., estabilidad y en particular solubilidad.

En una realizacion preferida, el método también puede comprender la etapa de dividir la proteina de fusién para
proporcionar la proteina o polipéptido deseado. En esta realizacion, la proteina de fusién comprende al menos un
sitio de division dispuesto entre al menos un resto de proteina o polipéptido y al menos un resto potenciador de la
solubilidad. En una proteina de fusion tipica, esto implica la presencia de un Unico sitio de divisién entre el resto o
restos potenciadores de la solubilidad y la proteina o polipéptido deseado. La divisién puede lograrse usando
procedimientos estandar, por ejemplo mediante divisidn con bromuro de cianégeno (CNBr) detras de residuos Met,
division mediante hidroxilamina entre residuos Asn y Gly, division mediante proteasa 3C entre residuos GIn y Gly en
sitios -XLETLFQGX-, y en diversos otros sitios de proteasa que son bien conocidos por el especialista en la técnica.

La proteina o polipéptido deseado asi obtenido puede aislarse usando procedimientos estandar. Si se desea, esta
mezcla puede someterse a centrifugacion, y se puede recolectar la fraccion apropiada (precipitado o sobrenadante).
La mezcla que contiene la proteina de fusiéon también puede someterse a filtracion en gel, cromatografia, p.ej.,
cromatografia de intercambio anidnico, dialisis, separacion de fases o filtracion para producir la separacion.
Opcionalmente, se eliminan activamente los lipopolisacaridos y otros pirégenos en esta etapa. Si se desea, los
péptidos ligando pueden eliminarse mediante division en esta etapa.

En una realizacién preferida, la mezcla obtenida comprende la proteina de fusién disuelta en un medio liquido,
tipicamente un tampoén de sales o un medio de cultivo celular. En una realizaciéon preferida, la mezcla tiene un pH
inferior a 6,3 y preferiblemente inferior a 6, tal como en el intervalo 4,2-6,3 6 4,2-6, lo cual promueve la conformacion
de dominios NT solubles. En otra realizacion preferida, la mezcla tiene un pH superior a 6,4, y preferiblemente
superior a 7, lo que evita o disminuye la formacion de dominios NT solubles. Un pH por encima de 6,4, tal como
superior a 7, puede ser particularmente Util para mejorar la solubilidad de proteinas de fusion segun la invencion en
donde la proteina/polipéptido deriva de una proteina espidroina o en donde la proteina/polipéptido deseado es una
proteina/polipéptido formador de amiloide o propenso a la agregacion.

Por tanto, la proteina de fusion tipicamente se obtiene como una disolucién en un medio liquido. Con los términos
“soluble” y “en disolucion” se pretende indicar que la proteina de fusién no esta agregada de forma visible y no
precipita en el disolvente a 60 000xg. El medio liquido puede ser cualquier medio adecuado, tal como un medio
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acuoso, preferiblemente un medio fisioldgico, tipicamente un medio acuoso tamponado, tal como tampén Tris-HCI
10-50 mM o tampon de fosfato. EI medio liquido preferiblemente tiene un pH de 6,4 o superior, tal como 7 o superior,
y/o una composicion iénica que evita la polimerizacion del resto potenciador de la solubilidad. Es decir, el medio
liquido tipicamente presenta un pH de 6,4 o superior, tal como 7 o superior, 0 una composicién iénica que evita la
polimerizacién del resto potenciador de la solubilidad, o ambos.

Las composiciones idnicas que evitan la polimerizacién del resto potenciador de la solubilidad pueden ser
preparadas facilmente por un especialista en la técnica. Una composicion iénica preferida que evita la polimerizacion
del resto potenciador de la solubilidad tiene una fuerza ionica de mas de 300 mM. Los ejemplos especificos de
composiciones iénicas que evitan la polimerizacion del resto potenciador de la solubilidad incluyen NaCl por encima
de 300 mM, fosfato 100 mM y combinaciones de dichos iones que presenten el efecto preventivo deseado sobre la
polimerizacion del resto potenciador de la solubilidad, p.ej., una combinacion de fosfato 10 mM y de NaCl 300 mM.

Se ha descubierto de manera sorprendente que la presencia de un resto potenciador de la solubilidad mejora la
estabilidad de la disolucién y evita la formacién de polimeros en estas condiciones. Esto puede ser ventajoso cuando
la polimerizacion inmediata puede ser indeseable, p.ej., durante la purificacion de la proteina, en la preparacion de
lotes grandes, o cuando es necesario optimizar otras condiciones. Se prefiere que el pH del medio liquido se ajuste
a 6,7 6 superior, tal como 7,0 6 superior, para alcanzar una elevada solubilidad de la proteina de fusién. También
puede ser ventajoso que el pH del medio liquido se ajuste al rango de 6,4-6,8, lo que proporciona una solubilidad
suficiente de la proteina de tela de arafia y facilita el posterior ajuste de pH a 6,3 ¢ inferior.

Otro aspecto de la invencidn se basa en la observacion de que el dominio NT forma grandes estructuras solubles
cuando el pH se reduce desde aproximadamente 7 a 6, o mas especificamente desde por encima de 6,4 hasta por
debajo de 6,3. La formacion de dichas estructuras se produce mas eficientemente a un pH por encima de 4,2, es
decir en el rango de 4,2-6,3, tal como 4,2-6. Esta propiedad puede ajustarse para purificacion por afinidad, p.ej., si
se inmoviliza NT en una columna. Esta estrategia permite la liberacion de proteinas ligadas por un cambio de pH
dentro de un intervalo fisiol6gicamente relevante, ya que la estructura se resolvera cuando el pH sea elevado, desde
aproximadamente 6 a 7.

En una realizacion preferida de los métodos segun la invencion, la etapa de aislar la proteina de fusién implica la
purificacién de la proteina de fusiéon en un medio de afinidad, tal como una columna de afinidad, con un resto NT
inmovilizado y/o en un medio de intercambio anidnico, tal como una columna de intercambio aniénico. La purificacion
de la proteina de fusién en un medio de afinidad se lleva a cabo preferiblemente en asociaciéon a un medio de
afinidad con un resto NT inmovilizado a un pH de 6,3 o inferior, preferiblemente en el rango de 4,2-6,3, seguido de la
disociacion desde el medio de afinidad con un medio de disociacién deseado, p.ej., que tenga un pH de 6,4 o
superior, un pH de 4,1 o inferior y/o que tenga una elevada fuerza iénica. La purificacion de la proteina de fusion en
un medio de intercambio anidnico se lleva a cabo de forma preferible en asociacion al medio de intercambio aniénico
a un pH de 6,4 o superior, seguida de la disociacion desde el medio de intercambio aniénico con un medio de
disociacion que tenga una elevada fortaleza iénica. Si se desea, la purificacion de la proteina de fusion en un medio
de afinidad, tal como una columna de afinidad, con un resto NT inmovilizado, se puede combinar con la purificaciéon
en un medio de intercambio aniénico, tal como una columna de intercambio aniénico. Un medio de disociacién que
tiene una elevada fortaleza i6nica tipicamente presenta una fortaleza iénica de mas de 300 mM, tal como NaCl por
encima de 300 mM.

Estos dos procedimientos basados en afinidad utilizan las propiedades inherentes del resto potenciador de la
solubilidad segun la invencion. De particular interés es la fuerte tendencia de los fragmentos de proteina NT
espidroina a asociarse a un pH inferior a 6,3, en particular en el rango de 4,2-6,3. Esto puede utilizarse de forma
ventajosa como una potente herramienta de purificacion por afinidad, que permite la purificacion en una etapa de
proteinas de fusiéon segun la invencion a partir de mezclas complejas. Aunque la cromatografia es preferible,
obviamente se pueden utilizar otros métodos de purificacion basados en afinidad, tales como particulas magnéticas
con superficies funcionalizadas o filtros con superficies funcionalizadas.

La presente invencion se ilustrara adicionalmente a continuacion a través de los siguientes ejemplos no limitativos.
Ejemplos
Ejemplo 1 — Produccién de una proteina de fusién SP-C33Leu

Se construy6 un vector de expresion que comprende un gen que codifica NT-MetSP-C33Leu como una fusion a Hisg
(SEQ ID NOS: 26-27). El vector se us6 para transformar células BL21(DE3) de Escherichia coli (Merck Biosciences)
que fueron cultivadas a 30°C en medio Luria-Bertani que contenia kanamicina hasta una DOggo de 0,9-1, inducidas
con isopropil-B-D-tiogalactopiranésido (IPTG), y se incubaron durante otras 3 horas a 25°C. Las células fueron
recolectadas mediante centrifugacion y resuspendidas en Tris-HCI 20 mM, pH 8.

Se afiadio lisozima, y las células se incubaron durante 30 minutos en hielo. Se afiadié Tween a una concentracion
final de 0,7%. Las células fueron perturbadas mediante sonicacién en hielo durante 5 minutos, alternando 2
segundos encendido y 2 segundos apagado. El lisato celular se centrifugd a 20 000 x g durante 30 minutos. El
sobrenadante se cargé en una columna de Ni-NTA sepharose, equilibrada con tampén Tris-HCI 20 mM, pH 8, que
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contenia un 0,7% de Tween. La columna se lavé con tampén Tris-HCI 20 mM, pH 8, que contenia un 0,7% de
Tween, y la proteina ligada se eluyé con tampon de Tris-HCI 20 mM, imidazol 300 mM, pH 8, que contenia un 0,7%
de Tween.

El eluato se sometié a SDS-PAGE en un gel de Tris-Glicina al 12% en condiciones reductoras. En la Figura 3A se
indica con una flecha una banda principal correspondiente a la proteina de fusién. El rendimiento se determiné por
mg de proteina purificada a partir de 1 litro de cultivo de matraz agitado desarrollado hasta una DOegy de 1. El
rendimiento fue de 64 mg/L. Se concluye que una proteina de fusiéon que contiene un unico resto NT da como
resultado un rendimiento sorprendentemente elevado en presencia de detergente en el lisato celular.

Ejemplo 2 — Produccién de una proteina de fusién SP-C33Leu

Se construyd un vector de expresion que comprende un gen que codifica NTo>-MetSP-C33Leu (es decir, NTNT-
MetSP-C33Leu) como una fusién a Hiss (SEQ ID NOS: 28-29). El vector se us6 para transformar células BL21(DE3)
de Escherichia coli (Merk Biosciences) que fueron cultivadas a 30°C en medio Luria-Bertani que contenia
kanamicina hasta una DOegy de 0,9-1, inducidas con isopropil-B-D-tiogalactopirandsido (IPTG), y se incubaron
durante otras 3 horas a 25°C. Las células fueron recolectadas mediante centrifugacion y resuspendidas en Tris-HCI
20 mM, pH 8.

Se afiadio lisozima, y las células fueron incubadas durante 30 minutos en hielo. El Tween fue afiadido, o no, hasta
una concentracion final de 0,7%. Las células fueron perturbadas mediante sonicacion en hielo durante 5 minutos,
alternando 2 segundos encendido y 2 segundos apagado. El lisato celular se centrifugd a 20 000 x g durante 30
minutos. El sobrenadante se cargd en una columna de Ni-NTA sepharose, equilibrada con tampén Tris-HCI 20 mM,
pH 8, + 0,7% de Tween. La columna se lavé con tampon Tris-HCI 20 mM, pH 8, + 0,7% de Tween, y la proteina
ligada se eluy6 con tampoén de Tris-HCI 20 mM, imidazol 300 mM, pH 8, + 0,7% de Tween.

El eluato se sometié a SDS-PAGE en un gel de Tris-Glicina al 12% en condiciones reductoras. En la Figura 3B se
indica con una flecha una banda principal correspondiente a la proteina de fusién. El rendimiento se determind por
mg de proteina purificada a partir de 1 litro de cultivo de matraz agitado desarrollado hasta una DOegy de 1. El
rendimiento fue de 40 mg/L en ausencia de Tween, y de 68 mg/L en presencia de Tween al 0,7%. Se concluye que
una proteina de fusion que contiene dos restos NT consecutivos da como resultado un rendimiento
sorprendentemente elevado en ausencia de detergente en el lisato celular, y un rendimiento incluso mas elevado en
presencia de detergente en el lisato celular.

Ejemplo 3 — Produccioén de proteinas de fusion SP-C33Leu

Se construyeron vectores de expresion que comprenden un gen que codifica NT-MetSP-C33Leu, NT2-MetSP-
C33Leu y NT-MetSP-C33Leu-NT, respectivamente. Los vectores se usaron para transformar células BL21(DE3) de
Escherichia coli (Merk Biosciences) que fueron cultivadas a 30°C en medio Luria-Bertani que contenia kanamicina
hasta una DOggo de 0,9-1, inducidas con isopropil-B-D-tiogalactopirandsido (IPTG), y se incubaron durante otras 3
horas a 25°C. Las células fueron recolectadas mediante centrifugacion y resuspendidas en Tris-HCI 20 mM, pH 8.

Se afiadio lisozima, y las células fueron incubadas durante 30 minutos en hielo. El Tween fue afiadido, o no, hasta
una concentracion final de 0,7%. Las células fueron perturbadas mediante sonicacion en hielo durante 5 minutos,
alternando 2 segundos encendido y 2 segundos apagado. Los lisatos celulares se centrifugaron a 20 000 x g durante
30 minutos.

Ejemplo 4 — Preparacion de NT-Sepharose

Se usa una construccion CysHisgT para transformar células BL21(DE3) de Escherichia coli (Merk Biosciences). Las
células son cultivadas a 30°C en medio Luria-Bertani que contiene kanamicina hasta una DOggo de 0,9-1, inducidas
con isopropil-B-D-tiogalactopiranésido (IPTG), e incubadas adicionalmente durante hasta 4 horas a temperatura
ambiente. Después, las células son recolectadas y resuspendidas en Tris-HCI 20 mM, pH 8, suplementado con
lisozima y DNasa |. Tras completar la lisis, los sobrenadantes de 15000g son cargados en una columna
empagquetada con Ni sepharose (GE Healthcare). La columna se lava intensivamente, y a continuacion las proteinas
ligadas son eluidas con imidazol 100-300 mM. Las fracciones que contienen las proteinas diana son agrupadas y
dializadas contra Tris-HCI 20 mM, pH 8,0. La proteina Cys-Hise-NT purificada es acoplada a tiol Sepharose activada
usando un protocolo estandar (GE Healthcare).

Ejemplo 5 — Purificacion de proteinas de fusion usando NT Sepharose

Los lisatos procedentes del Ejemplo 3 se cargan en una columna empaquetada con NT sepharose, se pre-equilibran
con NaPi 20 mM, pH 6. La columna se lava intensamente con NaPi 20 mM, pH 6, y después se eluyen las proteinas
ligadas con NaPi 20 mM, pH 7. Se agrupan las fracciones que contienen las proteinas diana. Las muestras de
proteina se separan en geles de SDS-PAGE y a continuacion se tifien con Azul Coomassie Brillante R-250. Se
determina el contenido de proteina a partir de la absorbancia a 280 nm.
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Ejemplo 6 — Purificacion de proteinas de fusion en intercambiador anidnico

Los lisatos celulares procedentes del Ejemplo 3 son cargados en una columna HiTrap Q FF (GE Healthcare), se pre-
equilibran con NaP 20 mM, pH 6,5. La columna se lava intensivamente y a continuacion las proteinas ligadas son
eluidas con un gradiente lineal de NaCl hasta 1 M. Las fracciones que contienen las proteinas diana son agrupadas.
Las muestras de proteina se separan en geles de SDS-PAGE y a continuacion se tifien con Azul Coomassie
Brillante R-250. Se determina el contenido de proteina a partir de la absorbancia a 280 nm.

Ejemplo 7 — Division y aislamiento de la proteina deseada

Las proteinas de fusién de los Ejemplos 3, 5y 6 se disuelven en acido férmico al 70% en agua, suplementado con
0,1 g/mL de CNBr y se dejan reposar a temperatura ambiente durante 24 horas. Después de eso se secan las
mezclas y se separan en el sistema bifasico cloroformo/metanol/agua, 8:4:3, en volumen. La SP-C33Leu se obtiene
en la fase organica y puede purificarse posteriormente de forma opcional mediante HPLC de fase inversa usando
una columna C18. La actividad de la SP-C33Leu mezclada con fosfolipidos sintéticos se puede evaluar in vitro o in
vivo, tal como se describe, p.ej., en J. Johansson et al., J. Appl. Physiol. 95, 2055-2063 (2003).

Ejemplo 8 — Produccién de proteina de fusion LL-37

Se construyd un vector de expresion que comprende un gen que codifica NT2-LL37 (es decir, NTNT-LL37) como una
fusion a Hises (SEQ ID NOS: 30-31). El vector se uso para transformar células BL21(DE3) de Escherichia coli (Merk
Biosciences) que fueron cultivadas a 30°C en medio Luria-Bertani que contenia kanamicina hasta una DOggo de 0,9-
1, inducidas con isopropil-3-D-tiogalactopirandsido (IPTG), y se incubaron durante otras 3 horas a 25°C. Las células
fueron recolectadas mediante centrifugacion y resuspendidas en Tris-HCI 20 mM, pH 8.

Se afiadio6 lisozima, y las células se incubaron durante 30 minutos en hielo. Las células fueron perturbadas mediante
sonicacion en hielo durante 5 minutos, alternando 2 segundos encendido y 2 segundos apagado. El lisato celular se
centrifugd a 20 000 x g durante 30 minutos. Los sobrenadantes se cargaron en una columna de Ni-NTA sepharose,
equilibrada con tampén Tris-HCI 20 mM, pH 8, NaCl 250 mM. La columna se lavé con tampén Tris-HCI 20 mM, pH 8,
NaCl 250 mM, y la proteina ligada se eluyd con tampén de Tris-HCI 20 mM, imidazol 300 mM, pH 8.

Ejemplo 9 — Producciéon de NT-REP4-CT

Se construy6 un vector de expresion para producir NT-REP4-CT como fusion N-terminal a Hisg (SEQ ID NOS 17-18).
El vector se uso para transformar células BL21(DE3) de Escherichia coli (Merck Biosciences) que fueron cultivadas a
30°C en medio Luria-Bertani que contenia kanamicina hasta una DOeoo de ~1, inducidas con isopropil-B-D-
tiogalactopirandsido (IPTG), y se incubaron hasta 4 horas mas a temperatura ambiente. Después de eso, las células
fueron recolectadas y resuspendidas en Tris-HCI 20 mM (pH 8,0) suplementado con lisozima y DNasa |.

Tras completar la lisis, los sobrenadantes de 15000g fueron cargados en una columna empaquetada con Ni
sepharose (GE Healthcare, Uppsala, Suecia). La columna se lavé intensivamente antes de que las proteinas ligadas
fueran eluidas con imidazol 300 mM. Las fracciones que contenian las proteinas diana fueron agrupadas y
dializadas contra Tris-HCI 20 mM (pH 8,0).

Las muestras de proteina se separaron mediante SDS-PAGE y a continuacion se tifieron con Azul Coomassie
Brillante R-250. La proteina NT-REP4-CT resultante se concentré mediante ultrafiltracion usando un filtro de celulosa
con un corte de masa molecular de 5 kDa (Millipore).

Ejemplo 10 — Produccién de NT-REP4-CT

Se construyd un vector de expresion para producir NT-REP4-CT como fusién C-terminal a Zbasic (SEQ ID NO 19).
El vector se uso para transformar células BL21(DE3) de Escherichia coli (Merck Biosciences) que fueron cultivadas a
30°C en medio Luria-Bertani que contenia kanamicina hasta una DOeoo de ~1, inducidas con isopropil-B-D-
tiogalactopiranésido (IPTG), y se incubaron hasta 2-4 horas mas a temperatura ambiente. Después de eso, las
células fueron recolectadas y resuspendidas en fosfato Na 50 mM (pH 7,5) suplementado con lisozima y DNasa |.

Tras completar la lisis, los sobrenadantes de 150009 fueron cargados en un intercambiador catiénico (HiTrap S, GE
Healthcare, Uppsala, Suecia). La columna se lavo intensivamente antes de que las proteinas ligadas fueran eluidas
con un gradiente contra NaCl 500 mM. Las fracciones que contenian las proteinas diana fueron agrupadas y
dializadas contra fosfato Na 50 mM (pH 7,5). La proteina NT-REP4-CT (SEQ ID NO 20) fue liberada de las etiquetas
Zbasic mediante division proteolitica usando una relacién de proteasa 3C:proteina de fusion de 1:50 (p/p) a 4°C
durante una noche. Para eliminar la etiqueta Zbasic liberada, la mezcla de divisién se cargd en un segundo
intercambiador catiénico, y se recogio el flujo de salida.

Ejemplo 11 — Produccién de NT-REP4-CT

Se construyd un vector de expresion para producir NT-REP4-CT como fusion C-terminal a HisTrxHis (SEQ ID NO
21). El vector se us6 para transformar células BL21(DE3) de Escherichia coli (Merck Biosciences) que fueron
cultivadas a 30°C en medio Luria-Bertani que contenia kanamicina hasta una DOggo de ~1, inducidas con isopropil-§3-
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D-tiogalactopirandsido (IPTG), y se incubaron hasta 2-4 horas mas a temperatura ambiente. Después de eso, las
células fueron recolectadas y resuspendidas en Tris-HCI 20 mM (pH 8,0) suplementado con lisozima y DNasa |.

Tras completar la lisis, los sobrenadantes de 15000g fueron cargados en una columna empaquetada con Ni-
Sepharose (GE Healthcare, Uppsala, Suecia). La columna se lavé intensivamente antes de que las proteinas ligadas
fueran eluidas con un gradiente contra NaCl 500 mM. Las fracciones que contenian las proteinas diana fueron
agrupadas y dializadas contra Tris-HCI 20 mM (pH 8,0). La proteina NT-REP4-CT (SEQ ID NO 22) fue liberada de
las etiquetas HisTrxHis mediante divisién proteolitica usando una relacion de trombina:proteina de fusion de 1:1000
(p/p) a 4°C durante una noche. Para eliminar la HisTrxHis liberada, la mezcla de division se cargd en una segunda
columna Ni-Sepharose, y se recogio el flujo de salida.

Ejemplo 12 — Produccion de NT,-REP4-CT

Se construy6 un vector de expresion que comprende un gen que codifica NT2-REP4-CT (es decir, NTNT-REP4-CT)
como fusion a Hise (SEQ ID NOS: 23-24). El vector se uso6 para transformar células BL21(DE3) de Escherichia coli
(Merck Biosciences) que fueron cultivadas a 30°C en medio Luria-Bertani que contenia kanamicina hasta una DOggo
de 0,9-1, inducidas con isopropil-B-D-tiogalactopiranésido (IPTG), e incubadas durante 3 horas a 25°C. Las células
fueron recolectadas mediante centrifugacion y resuspendidas en Tris-HCI 20 mM, pH 8,0.

Se afiadio lisozima y DNasa, y las células fueron incubadas durante 30 minutos en hielo. El lisato celular se
centrifugd a 20 000 x g durante 30 minutos. Los sobrenadantes se cargaron en una columna de Ni-NTA sepharose,
equilibrada con tampén Tris-HCI 20 mM, pH 8. La columna se lavé con tampén Tris-HCI 20 mM, pH 8, y la proteina
ligada se eluydé con tampoén Tris-HCI 20 mM, pH 8, imidazol 300 mM.

El eluato se sometié a SDS-PAGE en un gel de Tris-Glicina al 12% en condiciones reductoras. En la Figura 3C una
flecha indica una banda principal correspondiente a la proteina de fusién. El rendimiento se determin6 como mg de
proteina purificada a partir de 1 litro de cultivo en matraz agitado desarrollado hasta una DOggo de 1. El rendimiento
fue de 30 mg/L. Se concluy6 que las proteinas espidroina en miniatura pueden ser expresadas de forma ventajosa
como fusiones con dos restos NT.

Ejemplo 13 — Produccién de NT-REP4-CT, NT2-REP4-CT y NT-REPs-CT

Se construyen vectores de expresion que comprende un gen que codifica NT-REP4-CT (SEQ ID NOS: 20 y 22), NT»-
REP4-CT (SEQ ID NO: 23) y NT-REPs-CT (SEQ ID NO: 25), respectivamente. Los vectores se usan para
transformar células BL21(DE3) de Escherichia coli (Merk Biosciences) que son cultivadas a 30°C en medio Luria-
Bertani que contiene kanamicina hasta una DOeggo de 0,9-1, inducidas con isopropil-B-D-tiogalactopirandsido (IPTG),
y se incuban durante otras 3 horas a 25°C. Las células se recolectan mediante centrifugacion y se resuspenden en
Tris-HCI 20 mM, pH 8.

Se afade lisozima y las células se incuban durante 30 minutos en hielo. Se afiade Tween, o no, hasta una
concentracion final de 0,7%. Los lisatos celulares son centrifugados a 20 000 x g durante 30 minutos. Se carga una
porcidn de sobrenadante en una columna de intercambio aniénico de acuerdo al Ejemplo 6.

Se prepara un medio de afinidad NT como se ha descrito en el Ejemplo 4. Se carga otra porcion del sobrenadante
en una columna de afinidad NT de acuerdo al Ejemplo 5.

Los eluatos de la columna de intercambio aniénico y de la columna de afinidad NT son sometidos a electroforesis de
gel.

Ejemplo 14 — Produccién de NTHis, NT,-REPg-CT y NT2-Brichos
A) NTHis

Se construyd un vector de expresion para producir NT como fusion N-terminal a Hiss (SEQ ID NO 32). El vector se
uso para transformar células BL21(DE3) de Escherichia coli (Merck Biosciences) que fueron cultivadas a 30°C en
medio Luria-Bertani que contenia kanamicina hasta una DOgyw de ~1, inducidas con isopropil-B-D-
tiogalactopirandésido (IPTG), y se incubaron adicionalmente durante hasta 4 horas a temperatura ambiente. Después
de eso, las células fueron recolectadas y resuspendidas en Tris-HCI 20 mM (pH 8,0) suplementado con lisozima y
DNasa I.

Tras completar la lisis, los sobrenadantes de 15000g fueron cargados en una columna empaquetada con Ni-
Sepharose (GE Healthcare, Uppsala, Suecia). La columna se lavé intensamente antes de que las proteinas ligadas
fueran eluidas con imidazol 300 mM. Las fracciones que contenian las proteinas diana fueron agrupadas y
dializadas contra Tris-HCI 20 mM (pH 8,0). Las muestras de proteina fueron separadas mediante SDS-PAGE y
tefidas a continuacion con Azul Coomassie Brillante R-250. La proteina NT resultante (SEQ ID NO 32) se concentro
mediante ultrafiltracién usando un filtro de celulosa con un corte de masa molecular de 5 kDa (Millipore). El
rendimiento fue de 112 mg/litro de matraz agitado cultivado hasta una DOgqo de 1.
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B) NT>-REPs-CT

Se construyd un vector de expresion para producir NT2-REPs-CT (NTNT8REPCT) como fusion N-terminal a Hisg
(SEQ ID NO: 33). El vector se us6 para transformar células BL21(DE3) de Escherichia coli (Merck Biosciences) que
fueron cultivadas a 30°C en medio Luria-Bertani que contenia kanamicina hasta una DOeoo de ~1, inducidas con
isopropil-B-D-tiogalactopirandsido (IPTG), e incubadas adicionalmente durante hasta 4 horas a temperatura
ambiente. Después de eso, las células fueron recolectadas y resuspendidas en Tris-HCI 20 mM (pH 8,0)
suplementado con lisozima y DNasa |. Las muestras de proteina fueron separadas mediante SDS-PAGE y tefiidas a
continuacién con Azul Coomassie Brillante R-250.

Tras completar la lisis, los sobrenadantes de 15000g son cargados en una columna empaquetada con Ni-Sepharose
(GE Healthcare, Uppsala, Suecia). La columna se lava intensamente antes de que las proteinas ligadas sean
eluidas con imidazol 300 mM. Las fracciones que contienen las proteinas diana son agrupadas y dializadas contra
Tris-HCI 20 mM (pH 8,0). Las muestras de proteina son separadas mediante SDS-PAGE vy tefiidas a continuacion
con Azul Coomassie Brillante R-250.

C) NT2-Brichos

Se construy6 un vector de expresion para producir NT2-Brichos (NT-NT-Brichos) como fusién N-terminal a Hiss (SEQ
ID NO: 34). El vector se us6 para transformar células BL21(DE3) de Escherichia coli (Merck Biosciences) que fueron
cultivadas a 30°C en medio Luria-Bertani que contenia kanamicina hasta una DOgoo de ~1, inducidas con isopropil-§3-
D-tiogalactopirandsido (IPTG), e incubadas adicionalmente durante hasta 4 horas a temperatura ambiente. Después
de eso, las células fueron recolectadas y resuspendidas en Tris-HCI 20 mM (pH 8,0) suplementado con lisozima y
DNasa |. Ademas, las células fueron perturbadas mediante sonicaciéon en hielo durante 5 minutos, alternando 2
segundos encendido y 2 segundos apagado.

Tras completar la lisis, los sobrenadantes de 15000g fueron cargados en una columna empaquetada con Ni-
Sepharose (GE Healthcare, Uppsala, Suecia). La columna se lavo intensamente antes de que las proteinas ligadas
fueran eluidas con imidazol 300 mM. Las fracciones que contenian las proteinas diana fueron agrupadas y
dializadas contra Tris-HCI 20 mM (pH 8,0). Las muestras de proteina fueron separadas mediante SDS-PAGE y
tefiidas a continuacion con Azul Coomassie Brillante R-250. La proteina NT2-Brichos resultante (SEQ ID NO 34) se
concentré mediante ultrafiltracion usando un filtro de celulosa con un corte de masa molecular de 5 kDa (Millipore).
El rendimiento fue de 20 mg/litro de matraz agitado cultivado hasta una DOgqo de 1.

Ejemplo 15 — NT para captura reversible dependiente del pH
Propésito: usar NT (y NTNT) inmovilizado covalentemente para capturar de forma reversible proteinas de fusién NT.

Estrategia: investigar la conformacion dependiente del pH de proteinas de fusion NT (y NTNT) en fibras (y pelicula)
con NT (y NTNT) ligado covalentemente. Como control se usan fibras y peliculas sin NT.

A) Fibras

Se sumergieron fibras (~0,5 cm de longitud, ~50 ug) de NT-REP4-CT (SEQ ID NO 20), NT>-REP4-CT (SEQ ID NO
23) y REP4-CT (SEQ ID NO 2, control) en 100 pL de disolucién de 5 mg/mL de NTHis soluble (SEQ ID NO 32) o
NT,-Brichos (SEQ ID NO 34) a pH 8 durante 10 minutos. El pH se redujo mediante la adicion de 400 pL de tampon
de fosfato sddico (NaP) a pH 6 y se incubé durante 10 minutos para permitir la incorporacion de NT soluble a la fibra.
Las fibras fueron transferidas a 500 yL de NaP a pH 6, y se lavaron dos veces. Finalmente, las fibras fueron
transferidas a 500 yL de NaP a pH 7, y se incubaron 10 minutos para permitir la liberacion de NT soluble. Se realizé
lo mismo en presencia de NaCl 300 mM en todos los tampones de NaP pH 6. Las muestras de las diferentes
disoluciones fueron analizadas en SDS-PAGE.

Usando las fibras NT»-REP4-CT y NT-REP4-CT, se capturaron a pH 6 tanto NTHis como NT-Brichos. Tras aumentar
el pH a 7, se volvio a liberar tanto NTHis como NT2-Brichos y se pudieron detectar en SDS-PAGE. La adiciéon de
NaCl 300 mM disminuy¢ la captura a pH 6.

B) Pelicula:

Se prepararon peliculas de NT-REP4-CT (SEQ ID NO 20) y REP4-CT (SEQ ID NO 2, control) moldeando 50 pL de
una disolucion de proteina de 3 mg/mL en un pocillo de plastico y dejando secar durante la noche. Al siguiente dia,
se afiadieron 100 yL de disolucién de 5 mg/mL de NTHis soluble (SEQ ID NO 32) a pH 8 a los pocillos con pelicula,
y se dejo reposar durante 10 minutos. A continuacion se redujo el pH hasta 6 mediante la adicion de 400 puL de NaP
y se incubd durante 10 minutos para permitir la incorporacion de NT soluble a la pelicula. Después se lavaron las
peliculas dos veces con 500 pL de NaP a pH 6. Para la liberacién de NTHis soluble, se afiadieron 500 uL de NaP a
pH 7 y se incubd durante 10 minutos. Se realiz6 lo mismo en presencia de NaCl 300 mM en todos los tampones de
NaP pH 6. Se analizaron muestras de las diferentes disoluciones en SDS-PAGE.
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El analisis en SDS-PAGE mostré que una pelicula de NT-REP4-CT permitié la captura de NTHis a pH 6 y su
liberacién al aumentar el pHa 7.

Ejemplo 16 — NT para formacion reversible dependiente de pH de proteinas de fusion

Propésito: usar NT como etiqueta reversible que permita el analisis de la interaccién entre restos de proteina, p.€j.,
analizar la interaccion de Brichos con dianas con estructuras de lamina beta, p.ej., proteina tensioactiva C (SP-C).

Se mezcla NT2-Brichos (SEQ ID NO 34) con NT-MetSP-C33Leu (SEQ ID NO 28) o NTHis (SEQ ID NO 32) hasta un
volumen total de 100 yL a pH 8. Se afiade tampoén de NaP (400 L) para generar un pH final de 6, y la mezcla se
incuba durante 20 minutos para permitir la formacién de NT. Entonces se eleva nuevamente el pH hasta pH 7 para
permitir la reversion de la formacion de NT. Se analizan muestras de las diferentes disoluciones en gel nativo y en
cromatografia de exclusion de tamafio (SEC).

Ejemplo 17 — Division de Nt-MetSP-C33Leu y aislamiento de SP-C33Leu

Se disolvieron aproximadamente 58 mg de HisNT-MetSP-C33Leu liofilizada (SEQ ID NO: 26) obtenida en el Ejemplo
1 en 3 mL de acido férmico al 70% en agua sometiendo a vortice y sonicacion. A dicha disolucion se afiadieron 200
ML de CNBr 5 M en acetonitrilo, y la mezcla se incubd a temperatura ambiente durante 24 h. Después de eso, los
disolventes fueron evaporados en una corriente de nitrogeno, y el residuo se lavo tres veces mediante solubilizacion
en acido férmico al 70% en agua y secado en atmosfera de nitrégeno.

A continuacion se afiadié al residuo seco 4,56 mL de cloroformo/metanol/agua (8:4:3, en volumen), tras lo cual la
mezcla se llevo a vortice y se centrifugd. Se retird la fase superior y se afiadié 1 mL de cloroformo/metanol/agua
(8:4:3, en volumen) a la fase inferior, y se repiti6 el vortice, la centrifugacion y la eliminacion de la fase superior. Las
dos fases superiores se combinaron y se secaron a vacio. La fase inferior se sec6 en atmoésfera de nitrégeno.

El contenido de la fase inferior (calle izquierda) y superior (calle derecha) se analizé mediante SDS-PAGE (Figura 4).
Esto demostrd que la fase inferior contiene una banda principal con una masa molecular estimada que coincide bien
con la de SP-C33Leu. La identidad de SP-C33Leu se confirmé mediante espectrometria de masas ESI y
secuenciamiento de aminoacidos, que mostré una masa monoisotopica de 3594,6 Da (calculada 3594,4) y la
secuencia de aminoacidos esperada.

Ejemplo 18 — Analisis de actividad superficial de la mezcla SP-C33Leu/fosfolipido

Se disolvié 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC)/1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol (POPG)
(68:31, p/p) en cloroformo:metanol (1:1, v/v) y se mezclé con SP-C33Leu (obtenida en el Ejemplo 17) en el mismo
disolvente. El contenido de péptido en las preparaciones fue del 2% referido al peso de fosfolipido. Los disolventes
fueron evaporados con nitrogeno, y las preparaciones fueron resuspendidas en disolucion salina hasta una
concentracion final de fosfolipido de 10 mg/mL mediante rotacién lenta a 37°C.

Se midié la tensién superficial por triplicado en un alveolo mediante surfactémetro de burbuja cautiva (CBS)
(Schurch S et al., J. Appl. Physiol. 67: 2389-2396, 1989). En el CBS, estan presentes el tensioactivo y una burbuja
de aire que representa el alveolo pulmonar en una camara cerrada hermética. Para evaluar la actividad superficial
en circunstancias dinamicas, la camara es comprimida y se puede calcular la tension superficial estudiando la forma
y la relacion altura/anchura de la burbuja.

En el experimento, se insertaron 2 pL de la preparacion tensioactiva de SP-C33Leu (10 mg/mL) en la camara de
ensayo rellena de sacarosa. Tras la insercion, se cre6é una burbuja de aire y se midié la tensién superficial durante
cinco minutos de adsorcion. En los siguientes experimentos ciclicos cuasi-estaticos, la burbuja se comprimié por
etapas desde el volumen inicial hasta alcanzar una tension superficial inferior a 5 mN/m, alternativamente hasta una
compresion de area maxima del 50%, y después se expandio durante cinco ciclos.

Los resultados se muestran en la Figura 5, en donde se presentan el primer y el quinto ciclo de un ejemplo
representativo de las tres medidas realizadas. La actividad superficial de la mezcla SP-C33Leu/DPPC/POPG (Figura
5) fue muy similar a la de la SP-C33 sintética en la misma mezcla de fosfolipidos, véase p.ej., Johansson et al, J.
Appl. Physiol., 95: 2055-2063 (2003).

Ejemplo 19 — Produccién de una proteina de fusion SP-C33Leu
A) sin NT (ejemplo comparativo)

Se construyd un vector de expresion que comprende un gen que codifica Tiorredoxina(TRX)-SP-C33Leu como
fusion a 2xHise (SEQ ID NOS: 35-36). El vector se us6 para transformar células BL21(DE3) de Escherichia coli
(Merck Biosciences) que fueron cultivadas a 30°C en medio Luria-Bertani que contenia kanamicina hasta una DOggo
de 0,9-1, inducidas con isopropil-B-D-tiogalactopiranésido (IPTG), e incubadas durante 3 horas a 25°C. Las células
fueron recolectadas y resuspendidas en Tris-HCI 20 mM (pH 8,0).
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Se afiadio lisozima, y las células fueron incubadas durante 30 minutos en hielo. Se afadi®é Tween hasta una
concentracion final de 0,7%. Las células fueron perturbadas mediante sonicacién en hielo durante 5 minutos,
alternando 2 segundos encendido y 2 segundos apagado. El lisato celular se centrifugd a 20 000 x g durante 30
minutos. Los sobrenadantes se cargaron en una columna empaquetada de Ni-Sepharose (GE Healthcare, Uppsala,
Suecia), equilibrada con Tris-HCI 20 mM (pH 8) + 0,7% de Tween. La columna se lavo intensamente antes de que
las proteinas ligadas fueran eluidas con imidazol 300 mM + 0,7% de Tween.

La proteina diana se eluy6 con imidazol 300 mM + 0,75 de Tween y se analizé mediante SDS-PAGE (Figura 6A). El
eluato contenia una cantidad pequefa e impura de proteina diana.

B) con NT

Se construyd un vector de expresion que comprende un gen que codifica TRX-NT-SP-C33Leu como fusion a 2xHisg
(SEQ ID NOS: 37-38). El vector se us6 para transformar células BL21(DE3) de Escherichia coli (Merck Biosciences)
que fueron cultivadas a 30°C en medio Luria-Bertani que contenia kanamicina hasta una DOggo de 0,9-1, inducidas
con IPTG, e incubadas adicionalmente durante 3 horas a 25°C. Las células fueron recolectadas y resuspendidas en
Tris-HCI 20 mM (pH 8,0).

Se afiadio lisozima, y las células fueron incubadas durante 30 minutos en hielo. Se afadi® Tween hasta una
concentracion final de 0,7%. Las células fueron perturbadas mediante sonicacién en hielo durante 5 minutos,
alternando 2 segundos encendido y 2 segundos apagado. El lisato celular se centrifugd a 20 000 x g durante 30
minutos. Los sobrenadantes se cargaron en una columna empaquetada de Ni-Sepharose (GE Healthcare, Uppsala,
Suecia), equilibrada con Tris-HCI 20 mM (pH 8) + 0,7% de Tween. La columna se lavo intensamente antes de que
las proteinas ligadas fueran eluidas con imidazol 300 mM + 0,7% de Tween. Las fracciones que contenian las
proteinas de fusion se agruparon y se dializaron contra agua desionizada.

El eluato se sometiéo a SDS-PAGE en un gel de Tris-Glicina al 12% en condiciones reductoras. En la Figura 6B una
flecha indica una banda principal que corresponde a la proteina. El rendimiento se determiné como mg de proteina
purificada a partir de 1 litro de cultivo de matraz agitado desarrollado hasta una DOggo de 1. El rendimiento fue de 30
mg/L.

Ejemplo 20 — Produccion de Brichos

Se construyd un vector de expresion que comprende un gen que codifica NT2-Brichos (es decir, NTNT-Brichos)
como fusidon a HissLinkHiss (SEQ ID NOS: 39-40). El vector se us6 para transformar células BL21(DE3) de
Escherichia coli (Merck Biosciences) que fueron cultivadas a 30°C en medio Luria-Bertani que contenia kanamicina
hasta una DOggo de 0,9-1, inducidas con IPTG, e incubadas adicionalmente durante 3 horas a 25°C. Las células
fueron recolectadas y resuspendidas en Tris-HCI 20 mM (pH 8,0).

Se afadié lisozima, y las células fueron incubadas durante 30 minutos en hielo. Las células fueron perturbadas
mediante sonicacion en hielo durante 5 minutos, alternando 2 segundos encendido y 2 segundos apagado. El lisato
celular se centrifugé a 20 000 x g durante 30 minutos. Los sobrenadantes se cargaron en una columna
empaquetada de Ni-Sepharose (GE Healthcare, Uppsala, Suecia). La columna se lavé intensamente antes de que
las proteinas ligadas fueran eluidas con imidazol 300 mM. Las fracciones que contenian las proteinas de fusion se
agruparon y se dializaron contra Tris-HCI 20 mM (pH 8,0).

El eluato se sometié a SDS-PAGE en un gel de Tris-Glicina al 12% en condiciones reductoras. En la Figura 7 una
flecha indica una banda principal que corresponde a la proteina de fusion. El rendimiento se determiné como mg de
proteina purificada a partir de 1 litro de cultivo de matraz agitado desarrollado hasta una DOggo de 1. El rendimiento
fue de 28 mg/L de la proteina de fusion.

La proteina Brichos (SEQ ID NO: 41) se libera de las etiquetas 2HissNT, mediante ruptura proteolitica usando una
relacion de proteasa 3C:proteina de fusion de 1:100 (p/p) a 4°C. Para eliminar la etiqueta 2HisgNT>, la mezcla de
division se carga en una segunda Ni-Sepharose, y se recoge el flujo de salida.

Ejemplo 21 — Produccién de Proteina Fluorescente Verde (GFP)

La GFP utilizada en este ejemplo es una variante S147P, ver Kimata, Y et al., Biochem. Biophys. Res. Commun.
232: 69-73 (1997).

A) con NT

Se construyé un vector de expresion que comprende un gen que codifica NTo-GFP (es decir, NTNT-GFP) como
fusion a HisgLinkHise (SEQ ID NOS: 42-43). El vector se usé para transformar células BL21(DE3) de Escherichia coli
(Merck Biosciences) que fueron cultivadas a 30°C en medio Luria-Bertani que contenia kanamicina hasta una DOggo
de 0,9-1, inducidas con IPTG, e incubadas adicionalmente durante 3 horas a 25°C. Las células fueron recolectadas y
resuspendidas en Tris-HCI 20 mM (pH 8,0).
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Se afadié lisozima, y las células fueron incubadas durante 30 minutos en hielo. Las células fueron perturbadas
mediante sonicacion en hielo durante 5 minutos, alternando 2 segundos encendido y 2 segundos apagado. El lisato
celular se centrifugé a 20 000 x g durante 30 minutos. Los sobrenadantes se cargaron en una columna
empaquetada de Ni-Sepharose (GE Healthcare, Uppsala, Suecia). La columna se lavo intensamente antes de que
las proteinas ligadas fueran eluidas con imidazol 300 mM. Las fracciones que contenian las proteinas de fusion se
agruparon y se dializaron contra Tris-HCI 20 mM (pH 8,0). La proteina GFP (SEQ ID NO: 44) se liberé de las
etiquetas 2HisgNT, mediante ruptura proteolitica usando una relaciéon de proteasa 3C:proteina de fusién de 1:100
(p/p) a 4°C. Para eliminar la etiqueta 2HisgNT2, la mezcla de divisién se cargd en una segunda Ni-Sepharose, y se
recogio el flujo de salida.

Los eluatos se sometieron a SDS-PAGE en un gel de Tris-Glicina al 12% en condiciones reductoras (Figura 8). En la
Figura 8 las flechas indican bandas principales correspondientes a la proteina de fusiéon (primer eluato, calle
izquierda) y la proteina diana (segundo eluato, calle derecha). El rendimiento se determin6 como mg de proteina
purificada a partir de 1 litro de cultivo de matraz agitado desarrollado hasta una DOggo de 1. El rendimiento fue de 44
mg/L de la proteina de fusién y de 16 mg/L de la proteina diana.

La GFP purificada era altamente fluorescente, lo que confirma el plegamiento correcto (barril beta con enlace a
hélice alfa) que es obligado para la formacion autocatalitica del croméforo.

B) con otras etiquetas de purificacion: Zb y HissABP (ejemplo comparativo)

Se cultivaron células BL21(DE3) que albergan los vectores (pT7ZbGFP, pT7His6ABPGFP) durante una noche a
37°C en medio de caldo de soja triptico suplementado con kanamicina. A la mafiana siguiente los cultivos fueron
inoculados en 100 mL de medio fresco en matraces de agitacion de 1 litro y se cultivaron hasta alcanzar una DOggo
de 1. A continuacion se indujo la produccién de proteina mediante la adicién de IPTG hasta una concentracion final
de 1 mM, y la produccién continué durante 18 h. Las células fueron recolectadas y resuspendidas en tampoén de
fosfato sdédico 50 mM (pH 7,5). Las células fueron perturbadas mediante sonicacién en hielo durante 3 minutos,
alternando 1 segundo encendido y 1 segundo apagado. El lisato celular se centrifugé a 10 000 x g durante 20
minutos. Los sobrenadantes se cargaron en columnas.

La proteina de fusion ZbGFP (SEQ ID NO: 45) se purificé en columnas HiTrap S HP de 1 mL en fosfato sddico 50
mM, pH 7,5, y se eluyé con el mismo tampén suplementado con NaCl 160 mM.

La proteina de fusion HisBABPGFP (SEQ ID NO: 46) se purificd en columnas Talon de 1 mL en fosfato sédico 50
mM, pH 8, y se eluyoé con el mismo tampon suplementado con acido acético 30 mM y acetato sédico 70 mM, lo que
proporciona un pH de 5,0.

Los eluatos fueron sometidos a SDS-PAGE en un gel de gradiente 10-20% en condiciones reductoras. El
rendimiento se determind como mg de proteina purificada/1 litro de cultivo de matraz agitado desarrollado hasta una
DOsgoo de 1. El rendimiento fue de 10 mg/L para ZbGFP y de 7 mg/L para HissABPGFP.

Ejemplo 22 — Produccién de neuroserpina

Se construyd un vector de expresion que comprende un gen que codifica NT2-Neuroserpina (es decir, NTNT-
Neuroserpina) como fusidon a HiseLinkHiss (SEQ ID NOS: 47-48). El vector se us6 para transformar células
BL21(DE3) de Escherichia coli (Merck Biosciences) que fueron cultivadas a 30°C en medio Luria-Bertani que
contenia kanamicina hasta una DOgyo de 0,9-1, inducidas con IPTG, e incubadas adicionalmente durante 3 horas a
25°C. Las células fueron recolectadas y resuspendidas en Tris-HCI 20 mM (pH 8,0).

Se afadié lisozima, y las células fueron incubadas durante 30 minutos en hielo. Las células fueron perturbadas
mediante sonicacion en hielo durante 5 minutos, alternando 2 segundos encendido y 2 segundos apagado. El lisato
celular se centrifugé a 20 000 x g durante 30 minutos. Los sobrenadantes se cargaron en una columna
empagquetada con Ni-Sepharose (GE Healthcare, Uppsala, Suecia). La columna se lavo intensamente antes de que
las proteinas de fusién fueran eluidas con imidazol 300 mM. Las fracciones que contenian las proteinas de fusién se
agruparon y se dializaron contra Tris-HCI 20 mM (pH 8,0).

La proteina neuroserpina (SEQ ID NO: 49) se liberé de las etiquetas 2HissNT, mediante ruptura proteolitica usando
una relacién de proteasa 3C:proteina de fusion de 1:100 (p/p) a 4°C. Para eliminar la etiqueta 2HisgNT2, la mezcla
de divisidn se cargo en una segunda Ni-Sepharose, y se recogio el flujo de salida.

Los eluatos se sometieron a SDS-PAGE en un gel de Tris-Glicina al 12% en condiciones reductoras (Figura 9). En la
Figura 9 las flechas indican bandas principales correspondientes a la proteina de fusiéon (primer eluato, calle
izquierda) y la proteina diana (segundo eluato, calle derecha). El rendimiento se determin6 como mg de proteina
purificada a partir de 1 litro de cultivo de matraz agitado desarrollado hasta una DOggo de 1. El rendimiento fue de 8
mg/L de la proteina de fusion y de 4 mg/L de la proteina diana. A modo de comparacion, el rendimiento de expresion
de neuroserpina con etiqueta Hisg fue de 1,7 mg/L (Belorgey et al. Eur. J. Biochem. 271(16): 3360-3367 (2004)).
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Se determin6é que la tasa de inhibicion de tPa (activador de plasmindgeno de tejido) por la neuroserpina expresada
era igual que la publicada previamente (Belorgey et al., J. Biol. Chem. 277, 17367-17373 (2002)).

Ejemplo 23 — Produccién de proteinas de fusion de proteasa 3C

Se construyen vectores de expresion que comprenden un gen que codifica HisgNT-3C y HisgLinkHissNTNT3C,
respectivamente (Graslund T. et al., Protein Expr. Purif. 9(1): 125-132 (1997); Cordingley M.G. et al., J. Virol. 63(12):
5037-5045 (1989)). Los vectores se usan para transformar células BL21(DE3) de Escherichia coli (Merk
Biosciences) que son cultivadas a 30°C en medio Luria-Bertani que contiene kanamicina hasta una DOggo de 0,9-1,
inducidas con IPTG, y se incuban durante otras 3 horas a 25°C. Las células se recolectan y se resuspenden en Tris-
HCI 20 mM (pH 8).

Se afiade lisozima y DNasa, y las células se incuban durante 30 minutos en hielo. Las células son perturbadas
mediante sonicacion en hielo durante 3 minutos, alternando 1 segundo encendido y un 1 segundo apagado. El lisato
celular se centrifuga a 15 000 x g durante 30 minutos. Los sobrenadantes se cargan en una columna empaquetada
con Ni-Sepharose (GE Healthcare, Uppsala, Suecia), equilibrada con Tris-HCI 20 mM (pH 8,0). La columna se lava
intensivamente antes de que las proteinas ligadas sean eluidas con imidazol 300 mM. Las fracciones que contienen
las proteinas de fusion se agrupan y se dializan contra agua desionizada. El eluato es sometido a SDS-PAGE en
condiciones reductoras. El rendimiento se determina como mg de proteina purificada a partir de 1 litro de cultivo de
matraz agitado desarrollado hasta una DOggo de 1.
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Listado de secuencias

<110> Spiber Technologies AB

<120> PRODUCCION DE PROTEINAS Y POLIPEPTIDOSS
<130> PC-21046889

<150> EP 10156927
<151> 18-03-2010

<150> PCT/SE2010/050439
<151> 21-04-2010

<160> 49

<170> PatentIn versién 3.5
<210>1

<211> 149

<212> PRT

<213> Euprosthenops australis

<400> 1

Gly Ser Gly Asn Ser Gly Ile Gln Gly Gln Gly Gly Tyr Gly

1 5 10

Gly Gln Gly Gly Tyr Gly Gln Gly Ala Gly Ser Ser Ala Ala

20 25 30

Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Gly Gln Gly Gly Gln

35 40 45

Gly Gly Tyr Gly Gln Gly Ser Gly Gly Ser Ala Ala Ala Ala

50 55 60

Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Arg Gly Gln Gly

€65 70 75

Gly Gln Gly Ser Gly Gly Asn Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala

85 20

Ala Ala Ala Ala Ala Gly Gln Gly Gly Gln Gly Gly Tyr Gly

100 105

Ser Gln Gly Ala Gly Ser Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala

115 120 125

Ala Ala Ala Ala Gly Ser Gly Gln Gly Gly Tyr Gly Gln Gly

130 135 140

Gly Tyr Gly Gln Ser
145

<210>2

<211> 265

<212> PRT

<213> Euprosthenops australis

27

110

Gly

15

Ala

Gly

Ala

Gly

Ala

95

Arg

Ala

Gln

Leu

Ala

Gln

Ala

Tyr

g0

Ala

Gln

Ala

Gly
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<220>

<221> DOMINIO
<222> (1)..(167)
<223> fragmento REP

<220>

<221> DOMINIO
<222> (168)..(265)

<223> fragmento CT

<400> 2
Gly Ser
1

Gly Gln

Ala Ala

Gly Gly

Ala Ala

65

Gly Gln

Ala Ala

Ser Gln

Ala Ala

130

Gly Tyr
145

Ser Thr

Ser Arg

Gly

Gly

Ala

Tyr

Ala

Gly

Ala

Gly

115

Ala

Gly

val

val

Asn

Gly

20

Ala

Gly

Ala

Ser

Ala

100

Ala

Ala

Gln

Ala

Ser
180

Ser

Tyr

Ala

Gln

Ala

Gly

85

Ala

Gly

Gly

Ser

Asn

165

Ser

Gly

Gly

Ala

Gly

Ala

70

Gly

Gly

Ser

Ser

Ser

150

Ser

Ala

Ile

Gln

Ala

Ser

Ala

Asn

Gln

Ala

Gly

135

Ala

val

Val

Gln

Gly

Ala

Gly

Ala

Ala

Gly

Ala

120

Gln

Ser

Ser

Ser
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Gly

Ala

25

Gly

Gly

Ala

Ala

Gly

105

Ala

Gly

Ala

Arg

Ser
185

Gln

10

Gly

Gly

Ser

Gly

Ala

20

Gln

Ala

Gly

Ser

Leu

170

Leu

Gly

Ser

Gln

Ala

Arg

75

Ala

Gly

Ala

Tyr

Ala

155

Ser

val

Gly

Ser

Gly

Ala

Gly

Ala

Gly

Ala

Gly

140

Ala

Ser

Ser

28

Tyr

Ala

Gly

Ala

Gln

Ala

Tyr

Ala

125

Gln

Ala

Pro

Asn

Gly

Ala

Gln

Ala

Gly

Ala

Gly

110

Ala

Gly

Ser

Ser

Gly
190

Gly

15

Ala

Gly

Ala

Gly

Ala

95

Arg

Ala

Gln

Ala

Ala

175

Gln

Leu

Ala

Gln

Ala

Tyr

80

Ala

Gln

Ala

Gly

Ala

160

val

val
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Asn Met Ala

195

Ala

Ser Ala
210

Ser Ala

Leu Leu Glu val

225

Val Gly Tyr TIle

Ala Asn Ala Met

260

<210> 3
<211> 296
<212> PRT

<213> Euprosthenops australis

<220>

<221> DOMINIO
<222> (1)..(137)
<223> fragmento NT

<220>
<221> DOMINIO
<222> (138)..(296)

Leu

Pro

Ile

Asn

245

Ala

<223> fragmento REP

<400> 3

Gly Ser Gly
1

Asn

Glu Phe Met

20

Asn

Phe Thr Ala

35

Ser

Val Gln

50

Ser Ile

Lys Leu Gln Ala

65

Ala Ala Ser Glu

Ile Ala Ala

100

Ser

Ser

Asn

Gln

Gln

Leu

Glu

85

Met

Pro

Gly

Thr

230

Pro

Gln

His

Ser

Leu

Ser

Asn

70

Gly

Ser

Asn

Ala

215

Ala

Ser

Val

Thr

Phe

Asp

Leu

55

Met

Gly

Asn

Ile

200

Ser

Leu

Ala

Met

Thr

Met

Asp

40

Ala

Ala

Gly

Ala
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Ile Ser Asn Ile

Gly Cys Glu Val
220

Val Gln Ile val
235

Val Asn Gln Ile
250

Gly
265

Pro Trp Thr Asn

10

Gln
25

Gly Leu Ser

Met Ser Thr Ile

Ala Gln Gly Arg

60

Phe Ala Ser Ser

75

Leu Ser Thr

20

Ser

Phe
105

Leu Gln Thr

29

Ser Ser Ser Val
205

Ile Val Gln Ala

Ser Ser Ser Ser
240

Thr Asn Val Val
255

Leu Ala

15

Pro Gly

Met
30

Ser Pro Gly

Ala
45

Gln Ser Met

Thr Ser Pro Asn

Met Ala Glu Ile

80

Thr Ser Ser

95

Lys

Thr Gly val val
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Agn Gln Pro Phe Ile Asn Glu Ile Thr Gln Leu Val Ser Met Phe Ala
115 120 125

Gln Ala Gly Met Asn Asp Val Ser Ala Ser Ala Ser Ala Gly Ala Ser
130 135 140

Ala Ala Ala Ser Ala Gly Ala Ala Ser Gly Gln Gly Gly Tyr Gly Gly
145 150 155 160

Leu Gly Gln Gly Gly Tyr Gly Gln Gly Ala Gly Ser Ser Ala Ala Ala
165 170 175

Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Gly Gln Gly Gly Gln Gly
180 185 190

Gln Gly Gly Tyr Gly Gln Gly Ser Gly Gly Ser Ala Ala Ala Ala Ala
195 200 205

Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Arg Gly Gln Gly Gly
210 215 220

Tyr Gly Gln Gly Ser Gly Gly Asn Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala
225 230 235 240

Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Gln Gly Gly Gln Gly Gly Tyr Gly
245 250 255

Arg Gln Ser Gln Gly Ala Gly Ser Rla Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala
260 265 270

Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Ser Gly Gln Gly Gly Tyr Gly Gly Gln
275 280 285

Gly Gln Gly Gly Tyr Gly Gln Ser
290 295

<210>4

<211> 340

<212> PRT

<213> Euprosthenops australis

<220>

<221> DOMINIO
<222> (1)..(137)
<223> fragmento NT

<220>

<221> DOMINIO
<222> (138)..(340)
<223> fragmento REP

<400> 4
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Gly

Glu

Phe

val

Lys

65

Ala

Tle

Asn

Gln

Ala

145

Ser

Gly

Ser

Pro

Thr

225

aAla

Ser

Asn

Thr

Gln

50

Leu

Ala

Ala

Gln

Ala

130

Ala

Ser

Gln

Ser

Tyr

210

Ser

Gly

Gly

Phe

Ala

35

Ser

Gln

Ser

Ser

Pro

115

Gly

Ala

Gly

Gly

Ala

195

Gly

Gln

Ala

Asn

Met

20

Ser

Ile

Ala

Glu

Ala

100

Phe

Met

Ser

Gly

Gly

180

Ala

Thr

Gly

Ala

Ser

Asn

Gln

Gln

Leu

Glu

85

Met

Ile

Asn

Ala

Tyr

165

Pro

Ala

Ser

Gln

Gly
245

His

Ser

Leu

Ser

Asn

70

Gly

Ser

Asn

Asp

Gly

150

Ala

Gly

Ala

Tyr

Gly

230

Ala

Thr

Phe

Asp

Leu

55

Met

Gly

Asn

Glu

Val

135

Ala

Ser

Gly

Ala

Gln

215

Tvr

Gly

Thr

Met

Asp

40

Ala

Ala

Gly

Ala

Ile

120

Ser

Pro

Ser

Tyr

Ala

200

Ile

Gly

Gln

Pro

Gln

25

Met

Ala

Fha

Ser

Phe

105

Thr

Ala

Gly

Ala

Gly

185

Gly

Ser

Ser

Gly
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Trp

10

Gly

Ser

Gln

Ala

Leu

20

Leu

Gln

Ser

Tyxr

Ala

170

Pro

Ser

Thr

Ser

Gly
250

Thr

Leu

Thr

Gly

Ser

15

Ser

Gln

Leu

Ala

Ser

155

Ser

Ala

Gly

Gln

Ser

235

Tyr

Asn

Ser

Ile

Arg

60

Ser

Thr

Thr

Val

Ser

140

Pro

Ala

Pro

Gln

Tyr

220

Ala

Gly

31

Bro

Ser

Ala

45

Thr

Met

Lys

Thr

Ser

125

Ala

Ala

Ala

Asn

Gly

205

Thr

Gly

Gly

Gly

Met

30

Gln

Ser

Ala

Thr

Gly

110

Met

Gly

Pro

Ala

Gln

190

Pro

Gln

Ala

Gln

Leu

15

Pro

Ser

Pro

Glu

Ser

95

Val

Phe

Ala

Ser

Ala

175

Gly

Ser

Thr

Ala

Gly
255

Ala

Gly

Met

Asn

Ile

80

Ser

Val

Ala

Ser

Tyr

160

Ala

Ala

Gly

Thr

Ala

240

Gln



10

15

20

25

30

Gly Gly Tyr Gly Gln Gly
260

Ala Ala Ala Ala Ala Ala
275

Gly Tyr Gly Gln Gly Gly
290

Gly Tyr Gly Gln Gly Ala
305 310

Ala Ala Ala Ala Ala Ala
325

Gly Ser Gly Gly
340

<210>5

<211>424

<212> PRT

<213> Euprosthenops australis

<220>

<221> DOMINIO
<222> (1)..(136)
<223> fragmento NT

<220>

<221> DOMINIO
<222> (137)..(313)
<223> fragmento REP

<220>

<221> DOMINIO
<222> (314)..(411)
<223> fragmento CT

<220>

<221> DOMINIO
<222> (412)..(424)
<223> His tag

<400> 5

Ala

Ala

Gln

295

Gly

Ala

Gly

Ala

280

Gly

Ser

Gly
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Gly Ala

265

Gly Gln

Gly Gln

Ser Ala

Arg Gly
330

Ala

Gly

Gly

Ala

315

Gln

Ala

Gly

Gly

300

Ala

Gly

Ala

Gln

285

Gln

Ala

Gly

Ala

270

Gly

Gly

Ala

Tyr

Ala

Gly

Gln

Ala

Gly
335

Ala

Gly

Gly

Ala

320

Pro

Met Lys Ala Ser His Thr Thr Pro Trp Thr Asn Pro Gly Leu Ala Glu

1 5

10

15

Asn Phe Met Asn Ser Phe Met Gln Gly Leu Ser Ser Met Pro Gly Phe

20

25

30

Thr Ala Ser Gln Leu Asp Asp Met Ser Thr Ile Ala Gln Ser Met Vval

35

40

32

45



Gln

Leu

Ala

Ala

Gln

Ala

Ala

145

Gly

Ala

Gly

Ala

Gly

225

Ala

Gln

Ala

Gln

Ser

Gln

Ser

Ser

Pro

Gly

130

Ala

Gln

Ala

Gly

Ala

210

Gln

Ala

Ser

aAla

Gly
290

Ile

Ala

Glu

Ala

Phe

115

Met

Ser

Gly

Ala

Tyr

195

Ala

Gly

Ala

Gln

Ala

275

Gly

Gln

Leu

Glu

Met

100

Ile

Asn

Ala

Gly

Ala

180

Gly

Ala

Ser

Ala

Gly

260

Ala

Tyr

Ser

Asn

Gly

Ser

Asn

Asp

Gly

Tyr

165

Ala

Gln

Ala

Gly

Ala

245

Ala

Ala

Gly

Leu

Met

Gly

Asn

Glu

val

Ala

150

Gly

Ala

Gly

Ala

Gly

230

Ala

Gly

Gly

Gln

Ala

Ala

Gly

Ala

Ile

Ser

135

Ala

Gln

Ala

Ser

Ala

215

Asn

Gly

Ser

Ser

Ser
295

Ala

Phe

Ser

Phe

Thr

120

Ala

Ser

Gly

Ala

Gly

200

Ala

Ala

Gln

Ala

Gly

280

Ser

Gln

Ala

Leu

Leu

105

Gln

Ser

Gly

Ala

Gly

185

Gly

Ala

Ala

Gly

Ala

265

Gln

Ala
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Gly

Ser

Ser

Gln

Leu

Ala

Gln

Gly

170

Gly

Ser

Gly

Ala

Gly

250

Ala

Gly

Ser

Arg

Ser

Thr

Thr

val

Ser

Gly

155

Ser

Gln

Ala

Arg

Ala

235

Gln

Ala

Gly

Ala

Thr

Met

Lys

Thr

Ser

Ala

140

Gly

Ser

Gly

Ala

Gly

220

Ala

Gly

Ala

Tyr

Ser
300

33

Ser

Ala

Thr

Gly

Met

125

Gly

Tyr

Ala

Gly

Ala

205

Gln

Ala

Gly

Ala

Gly

285

Ala

Pro

Glu

Ser

val

110

Fhe

Ala

Gly

Ala

Gln

130

Ala

Gly

Ala

Tyr

Ala

270

Gly

Ala

Asn

Ile

Ser

val

Ala

Ser

Gly

Ala

175

Gly

Ala

Gly

Ala

Gly

255

Ala

Gln

Ala

Lys

Ala

80

Ile

Asn

Gln

Ala

Leu

160

Ala

Gln

Ala

Tyr

Ala

240

Arg

Ala

Gly

Ser



10

15

Ala Ala
305

Ala Val

Gln val

Ser val

Gln Ala
370

Ser Ser
385

val val

Leu Glu

<210>6
<211> 137

Ser

Ser

Asn

Ser

355

Leu

val

Ala

His

<212> PRT

<213> Euprosthenops australis

<220>

Thr Vval

Arg Val
325

Met Ala
340

Ala Ser

Leu Glu

Gly Tyr

Asgn Ala

405

His His
420

<221> VARIANTE

<222> (6)..
<223> delecion (deltaHis)

<400> 6
Gly Ser
1

Glu Asn

Phe Thr

val Gln
50

Lys Leu
€5

(6)

Gly

Phe

Ala

35

Ser

Gln

Agn Ser
5

Met Asn

20

Ser Gln

Ile Gln

Ala Leu

Ala

310

Ser

Ala

Ala

val

Ile

390

Met

His

Hisg

Ser

Leu

Ser

Asn
70

Asn

Ser

Leu

Pro

Ile

375

Asn

Ala

His

Thr

Phe

Asp

Leu

55

Met

Ser

Ala

Pro

Gly

360

Thr

Pro

Gln

His

Thr

Met

Asp

40

Ala

Ala

ES 2608 673 T3

val

Val

Asn

345

Ala

Ala

Ser

val

Pro

Gln

25

Met

Ala

Phe

Ser

Ser

330

Ile

Ser

Leu

Ala

Met
410

Trp

10

Gly

Ser

Gln

Ala

Arg

315

Ser

Ile

Gly

val

val

395

Gly

Thr

Leu

Thr

Gly

Ser
75

Leu

Leu

Ser

Cys

Gln

380

Asn

Lys

Aszn

Ser

Ile

Arg

60

S8er

34

Ser

val

Asn

Glu

365

Ile

Gln

Leu

Pro

Ser

Ala

45

Thr

Met

Ser

Ser

Ile

350

val

val

Ile

Ala

Gly

Met

30

Gln

Ser

Ala

Pro

Asn

335

Ser

Ile

Ser

Thr

Ala
415

Leu

15

Pro

Ser

Pro

Glu

Ser

320

Gly

Ser

val

Ser

Asn

400

Ala

Ala

Gly

Met

Asn

Ile
80
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30
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Ala Ala Ser Glu Glu Gly Gly Gly Ser Leu Ser Thr Lys Thr Ser Ser
85 20 95

Ile Ala Ser Ala Met Ser Asn Ala Phe Leu Gln Thr Thr Gly Val Val
100 105 110

Asn Gln Pro Phe Ile Asn Glu Ile Thr Gln Leu Val Ser Met Phe Ala
115 120 125

Gln Ala Gly Met Asn Asp Val Ser Ala
130 135

<210>7

<211>98

<212> PRT

<213> Euprosthenops australis

<400> 7

Ser Arg Leu Ser Ser Pro Ser Ala Val Ser Arg Val Ser Ser Ala Val
1 5 10 15

Ser Ser Leu Val Ser Asn Gly Gln Val Asn Met Ala Ala Leu Pro Asn
20 25 30

Ile Ile Ser Asn Ile Ser Ser Ser Val Ser Ala Ser Ala Pro Gly Ala
35 40 45

Ser Gly Cys Glu Val Ile Val Gln Ala Leu Leu Glu Val Ile Thr Ala
50 55 60

Leu Val Gln Ile Val Ser Ser Ser Ser Val Gly Tyr Ile Asn Pro Ser
65 70 75 80

Ala Val Asn Gln Ile Thr Asn Val Val Ala Asn Ala Met Ala Gln Val
85 20 95

Met Gly

<210> 8

<211> 131

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso derivada de fragmentos de espidroina NT

<220>

<221> VARIANTE
<222> (20)..(20)
<223> Leu

<220>

<221> VARIANTE
<222> (42)..(42)
<223> Asn

<220>

<221> VARIANTE
<222> (42)..(42)

35
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15

20

25

30

35

40

45

<223> GIn

<220>

<221> VARIANTE
<222> (50)..(50)
<223> Ser

<220>

<221> VARIANTE
<222> (50)..(50)
<223> Lys

<220>

<221> VARIANTE
<222> (56)..(56)
<223> Arg

<220>

<221> VARIANTE
<222> (84)..(84)
<223> Leu

<220>

<221> VARIANTE
<222> (114)..(114)
<223> Ser

<220>

<221> VARIANTE
<222> (121)..(121)
<223> Asn

<220>

<221> VARIANTE
<222> (123)..(123)
<223> Leu

<220>

<221> VARIANTE

<222> (124)..(124)

<223> Ser

<400> 8

Gln Ala Asn Thr Pro Trp Ser

1 5

Agn Ser Phe Met Ser Ala Ala
20

Gln Leu Asp Asp Met Ser Thr
35

Asp Asn Met Gly Arg Ser Gly

Ser

Ser

Ile

40

Lys

ES 2608 673 T3

Pro Asn
10

Ser Ser
25

Gly Asp

Ser Thr

Leu Ala

Gly Ala

Thr Leu

Lys Ser

36

Asp Ala Phe Ile
15

Phe Ser Ala Asp
30

Met Ser Ala Met
45

Lys Leu Gln Ala
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15

20

25

Leu

65

Ser

Leu

vVal

Asn

50

Asn

Gly

Ser

Asn

Glu
130

<210>9

<211> 100

Met

Gly

Ser

Glu

115

val

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso derivada de proteinas conocidas MaSp1 y MaSp2

<220> ,
<221> CARACTERISTICA_MISC

<222> (1)..(71)

Ala

Gly

Ala

100

Ile

55
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€0

Phe Ala Ser Ser Met Ala Glu Ile

70

75

Ser val Gly val Lys Thr Asn Ala

85

90

Phe Tyr Gln Thr Thr Gly Ser Val

105

Arg Ser Leu Ile Gly Met Phe Ala

120

Ala Ala Ala Glu

Ile

80

Ser Asp Ala

95

Asn Pro Gln Phe

110

Gln Ala Ser Ala

125

<223> Longitud de secuencia presente en variantes de especies conocidas

<220>
<221> VARIANTE
<222> (7)..(7)

<223> Glu

<400> 9

Ser

1

Ser

Thr

Ser

Leu

65

Ser

Leu

Arg

Asn

Ile

Gly

Vval

Ala

Gly

<210> 10

Leu

Leu

Ser

35

Cys

His

Gly

Glu

Ser

val

20

Asn

Asp

Ile

Gln

Phe
100

Ser

Ser

val

val

Leu

Ala

Pro

Ser

Val

Leu

Gly

70

Thr

Gln

Gly

Ser

val

Ser

Gln

Ala

Pro

Gln

40

Gln

Ser

Ile

Ser

Thr

25

Ile

Ala

Ser

val

Ser

10

Asn

Ser

Leu

Ile

Gly

Arg

Ser

Ala

Leu

Gly

75

Gln

Val

Ala

Ser

Glu

Gln

Ser

37

Ser

Ala

Asn

45

val

Val

val

Ser

Leu

30

Pro

val

Asn

Ala

Ala

15

Ser

Gly

Ser

Tyr

Gln

val

Asn

Leu

Ala

Gly

80

Ala
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50

55

60

65

<211> 1110
<212> PRT

<213> Euprosthenops australis

<220> ,
<221> REPETICION
<222> (7)..(19)

<220> ,
<221> REPETICION
<222> (20)..(42)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (43)..(56)

<220> ,
<221> REPETICION
<222> (57)..(70)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (71)..(83)

<220> ,
<221> REPETICION
<222> (84)..(106)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (107)..(120)

<220> ,
<221> REPETICION
<222> (121)..(134)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (135)..(147)

<220> ,
<221> REPETICION
<222> (148)..(170)

<220> ,
<221> REPETICION
<222> (171)..(183)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (184)..(197)

<220> ,
<221> REPETICION
<222> (198)..(211)

<220> ]
<221> REPETICION
<222> (212)..(234)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (235)..(248)

<220> ,
<221> REPETICION

ES 2608 673 T3
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<222> (249)..(265)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (266)..(279)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (280)..(293)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (294)..(306)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (307)..(329)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (330)..(342)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (343)..(356)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (357)..(370)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (371)..(393)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (394)..(406)

<220> ,
<221> REPETICION
<222> (407)..(420)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (421)..(434)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (435)..(457)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (458)..(470)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (471)..(488)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (489)..(502)

<220> ,
<221> REPETICION
<222> (503)..(516)
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35

40

45

50

55

60

65

<220> )
<221> REPETICION
<222> (517)..(529)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (530)..(552)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (553)..(566)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (567)..(580)

<220> ,
<221> REPETICION
<222> (581)..(594)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (595)..(617)

<220> ,
<221> REPETICION
<222> (618)..(630)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (631)..(647)

<220> ,
<221> REPETICION
<222> (648)..(661)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (662)..(675)

<220> ,
<221> REPETICION
<222> (676)..(688)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (689)..(711)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (712)..(725)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (726)..(739)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (740)..(752)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (753)..(775)

<220> ,
<221> REPETICION

ES 2608 673 T3
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<222> (776)..(789)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (790)..(803)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (804)..(816)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (817)..(839)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (840)..(853)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (854)..(867)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (868)..(880)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (881)..(903)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (904)..(917)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (918)..(931)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (932)..(945)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (946)..(968)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (969)..(981)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (982)..(998)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (999)..(1013)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (1014)..(1027)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (1028)..(1042)
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15
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<220> )
<221> REPETICION
<222> (1043)..(1059)

<220> )
<221> REPETICION
<222> (1060)..(1073)

<220> ,
<221> REPETICION
<222> (1074)..(1092)
<400> 10

Gln Gly Ala Gly Gly Asn Ala Ala Ala Ala Ala
1 5 10

Ala Ala Ala Gly Gla Gly Gly Gln Gly Gly Tyr
20 25

Gly Gly Tyr Gly Gln Gly Ala Gly Ser Ser Ala
35 40

Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Arg Gly
50 55

Gln Gly Ser Gly Gly Asn Ala Ala Ala Ala Ala
65 70 75

Ala Ala Ser Gly Gln Gly Gly Gln Gly Gly Gln
85 90

Gly Gly Tyr Gly Gln Gly Ala Gly Ser Ser Ala
100 105

Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Gln Gly
115 120

Gln Gly Ala Gly Gly Asn Ala Ala Ala Ala Ala
130 135

Ala Ala Ala Gly Gln Gly Gly Gln Gly Gly Gln
145 150 155

Ala

Gly

Ala

Gln

Ala

Gly

Ala

Gln

Ala

140

Gly

42

Ala

Gly

Ala

45

Gly

Ala

Gly

Ala

Gly

125

Ala

Gly

Ala

Leu

Ala

Gly

Ala

Gln

Ala

110

Arg

Ala

Leu

Ala

15

Gly

Ala

Tyr

Ala

Gly

95

Ala

Tyr

Ala

Gly

Ala

Gln

Ala

Gly

Ala

80

Gln

Ala

Gly

Ala

Gln
160



Gly

Ser

Gly

Ala

Gly

225

Ala

Arg

Ala

Gly

Ala

305

Gly

Ala

Ala

Ala

Gly

385

Ala

Gly

Ala

Ala

Ala

210

Gly

Ala

Tyr

Ala

Ala

290

Ala

Tyr

Ala

Gly

Ala

370

Tyr

Ala

Tyr

Ala

Gly

195

Ala

Tyr

Ala

Gly

Ala

275

Gly

Gly

Gly

Ala

Gly

355

Gly

Gly

Ala

Gly

Ala

180

Gly

Gly

Gly

Ala

Gln

260

Ala

Gly

Gln

Gln

Ala

340

Asn

Gln

Gln

Ala

Gln

165

Ala

Asn

Gln

Gln

Ala

245

Gly

Ala

Asn

Gly

Gly

325

Ala

Ala

Gly

Gly

Ala
405

Gly

Ala

Ala

Gly

Gly

230

Ala

Ala

Ala

Ala

Gly

310

Ala

Ala

Ala

Gly

Ala

380

Ala

Ala

Ala

Ala

Gly

215

Ala

Ala

Gly

Ala

Ala

295

Gln

Gly

Gly

Ala

Gln

375

Gly

Gly

Gly

Gly

Ala

200

Gln

Gly

Gly

Ser

Gly

280

Ala

Gly

Ser

Arg

Ala

360

Gly

Ser

Arg

Ser

Arg

185

Ala

Gly

Ser

Gly

Ser

265

Gln

Ala

Gly

Ser

Gly

345

Ala

Gly

Ser

Gly

ES 2608 673 T3

Ser

170

Gly

Ala

Gly

Ser

Gln

250

Ala

Gly

Ala

Gln

Ala

330

Gln

Ala

Tyr

Ala

Gln
410

Ala

Gln

Ala

Tyr

Ala

235

Gly

Ala

Gln

Ala

Gly

315

Ala

Gly

Ala

Gly

Ala

395

Gly

Ala

Gly

Ala

Gly

220

Ala

Gly

Ala

Gly

Ala

300

Gly

Ala

Gly

Ala

Gly

380

Ala

Gly

43

Ala

Gly

Ala

205

Gly

Ala

Gln

Ala

Gly

285

Ala

Leu

Ala

Tyr

Ala

365

Leu

Ala

Tyr

Ala

TYr

190

Ala

Leu

Ala

Gly

Ala

270

Tyr

Ala

Gly

Ala

Gly

350

Glu

Gly

Ala

Gly

Ala

175

Gly

Ala

Gly

Ala

Gln

255

Ala

Gly

Ala

Gln

Ala

335

Gln

Ala

Gln

Ala

Gln
415

Ala

Gln

Ala

Gln

Ala

240

Gly

Ala

Gln

Ala

Gly

320

Ala

Gly

Ala

Gly

Ala

400

Gly



Ala

Ala

Gly

Ala

465

Tyr

Ala

Ser

Ser

Tyr

545

Ala

Ala

Ala

Gly

Ala

625

Gly

aAla

Gly

Ala

Tyr

450

Ala

Gly

Ala

Gly

Gly

530

Gly

Ala

Gly

Ala

Tyr

610

Ala

Gln

Ala

Gly

Gly

435

Gly

Ala

Gln

Ala

Gly

515

Gln

Gln

Ala

Gly

Gly

595

Gly

Ala

Gly

Ala

Asn

420

Gln

Gln

Ala

Gly

Ala

500

Asn

Gly

Gly

Ala

Asn

580

Gln

Gln

Ala

Ala

Ala
660

Ala

Gly

Gly

Ala

Ala

485

Ala

Ala

Ser

Ala

Ala

565

Ala

Gly

Gly

Ala

Gly

645

Ala

Ala

Gly

Ala

Ala

470

Gly

Ala

Ala

Gln

Gly

550

Ser

Ala

Gly

Ala

Gly

€30

Ser

Gly

Ala

Gln

Gly

455

Gly

Ser

Gly

Ala

Gly

535

Ser

Gly

Ala

Gln

Gly

615

Gly

Ser

Arg

Ala

Gly

440

Ser

Gly

Ser

Arg

Ala

520

Gly

Ser

Arg

Ala

Gly

600

Ser

Gln

Ala

Gly

Ala

425

Gly

Ser

Gln

Ala

Gly

505

Ala

Gln

Ala

Gly

Ala

585

Gly

Sar

Gly

Ala

Gln
665
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Ala

Tyr

Ala

Gly

Ala

490

Gln

Ala

Gly

Ala

Gln

570

Ala

Tyr

Ala

Gly

Ala

650

Gly

Ala

Gly

Ala

Gly

475

Ala

Gly

Ala

Gly

Ala

555

Gly

Ala

Gly

Ala

Gln

635

Ala

Gly

Ala

Gly

Ala

460

Gln

Ala

Gly

Ala

Gln

540

Ala

Gly

Ala

Gly

Ala

620

Gly

Ala

Tyr

44

Ala

Leu

445

Ala

Gly

Ala

Tyr

Ala

525

Gly

Ala

Tyr

Ala

Leu

605

Ala

Gln

Ala

Gly

Ala

430

Gly

Ala

Gln

Ala

Gly

510

Ala

Gln

Ala

Gly

Ala

590

Gly

Ala

Gly

Ala

Gln
€70

Ala

Gln

Ala

Gly

Ala

485

Gln

Ala

Gly

Ala

Gln

575

Ala

Gln

Ala

Gly

Ala

655

Gly

Ala

Gly

Ala

Arg

480

Ala

Gly

Ala

Gly

Ala

560

Gly

Ala

Gly

Ala

Tyr

640

Ala

Ser



Gly

Gly

Gly

705

Ala

Gly

Gly

Gly

Ala

785

Gly

Gly

Gly

Ala

Gly

865

Gly

Gly

Ala

Gly

Gly

Gln

690

Gln

Ala

Gly

Gln

Gln

770

Ala

Gly

Gln

Gln

Ala

850

Gly

Gln

Gln

Ala

Gly

Asn

B75

Gly

Gly

Ala

Asn

Gly

155

Gly

Ala

Asn

Gly

Gly

835

Ala

Asn

Gly

Gly

Ala

915

Asgn

Ala

Gly

Ala

Ala

ala

740

Gly

Ala

aAla

Ala

Gly

820

Ala

Ala

Ala

Ser

Ala

900

ala

Ala

Ala

Gln

Gly

Ala

725

ala

Gln

Gly

Ala

Ala

805

Gln

Gly

Ala

Ala

Gln

885

Gly

Ser

Ala

Ala

Gly

Ser

710

Gly

Ala

Gly

Ser

Gly

790

Ala

Gly

Ser

Gly

Ala

870

Gly

Ser

Gly

Ala

Ala

Gly

695

Ser

Gln

Ala

Gly

Ser

775

Arg

Ala

Gly

Ser

Arg

855

Ala

Gly

Ser

Arg

Ala

Ala

680

Gln

Ala

Gly

Ala

Gln

760

aAla

Gly

Ala

Gln

Ala

840

Gly

Ala

Gln

Ala

Gly

520

Ala

Ala

Gly

Ala

Gln

Ala

745

Gly

Ala

Gln

Ala

Gly

B25

Ala

Gln

Ala

Gly

Ala

905

Gln

Ala

ES 2608 673 T3

Ala

Gly

Ala

Gly

730

Ala

Gly

Ala

Gly

Ala

810

Gly

Ala

Gly

Ala

Gly

890

Ala

Gly

Ala

Ala

Gln

Ala

715

Gly

Ala

Leu

Ala

Gly

795

Ala

Leu

Ala

Gly

Ala

875

Gln

Ala

Gly

Ala

Ala

Gly

700

Ala

Tyr

Ala

Gly

Ala

780

Tyr

Ala

Gly

Ala

Tyr

860

Ala

Gly

Ala

Tyr

Ala

Ala

685

Gln

Ala

Gly

Ala

Gln

765

Ala

Gly

Ala

Gln

Ala

g45

Gly

Ala

Gln

Ala

Gly

925

Ala

45

Ala

Gly

Ala

Gln

Ala

750

Gly

Ala

Gln

Ala

Gly

830

Ala

Gln

Ala

Gly

Ala

%10

Gln

Ala

Ala

Gly

Ala

Gly

735

Ala

Gly

Ala

Gly

Ala

815

Gly

Ala

Gly

Ala

Gly

895

Ala

Gly

Ala

Ser

Tyr

Ala

720

Ala

Ala

Tyr

Ala

val

800

Ala

Tyr

Ala

Ser

Ser

880

Tyr

Ala

Ala

Als



ES 2608 673 T3

930 935 940

Ala Gly Gln Gly Gly Gln Gly Gly Tyr Gly Gly Leu Gly Gln Gly Gly
945 950 955 960

Tyr Gly Gln Gly Ala Gly Ser Ser Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala
965 870 975

Ala Ala Ala Ala Gly Gly Gln Gly Gly Gln Gly Gln Gly Gly Tyr Gly
280 985 990

Gln Gly Ser Gly Gly Ser Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala
995 1000 1005

Ala Ala Ala Ala Ala Gly Arg Gly Gln Gly Gly Tyr Gly Gln Gly
1010 1015 1020

Ser Gly Gly Asn Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala
1025 1030 1035

Ala Ala BAla Ala Gly Gln Gly Gly Gln Gly Gly Tyr Gly Arg Gln
1040 1045 1050

Ser Gln Gly Ala Gly Ser Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala
1055 1060 1065

Ala Ala BAla Ala Ala Gly Ser Gly Gln Gly Gly Tyr Gly Gly Gln
1070 1075 1080

Gly Gln Gly Gly Tyr Gly Gln Ser Ser Ala Ser Ala Ser Ala Ala
1085 1090 1095

Ala Ser BAla Ala Ser Thr val Ala Asn Ser Val Ser
1100 1105 1110

<210> 11

<211> 23

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Consensus sequence derived from internal REPETICIONs of Euprosthenops australis MaSp1

<220>

<221> VARIANTE
<222> (4)..(4)
<223> Ser

<220>

<221> VARIANTE
<222> (8)..(8)
<223> Tyr

<220>

<221> VARIANTE
<222> (11)..(11)
<223> GIn

<400> 11

46



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2608 673 T3

Gly Gln Gly Gly Gln Gly Gly Gln Gly Gly Leu Gly Gln Gly Gly Tyr
1 5 10 15

Gly Gln Gly Ala Gly Ser Ser
20

<210> 12

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso derivada de repeticiones internas de Euprosthenops australis MaSp1

<220>

<221> VARIANTE
<222> (9)..(9)
<223> Arg

<220>

<221> VARIANTE
<222> (14)..(14)
<223> Ser

<220>
<221> VARIANTE
<222> (16)..(16)
<223> Gly

<400> 12

Gly Gln Gly Gly Gln Gly Gln Gly Gly Tyr Gly Gln Gly Ala Gly Ser
1 5 10 15

Ser

<210> 13

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso derivada de repeticiones internas de Euprosthenops australis MaSp1

<220>
<221> VARIANTE
<222> (2)..(2)
<223> GIn

<220>

<221> VARIANTE
<222> (6)..(6)
<223> Arg

<220>

<221> VARIANTE
<222> (11)..(11)
<223> Ser

<220>
<221> VARIANTE
<222> (11)..(11)
<223> Val

47



10

15

20

<400> 13

ES 2608 673 T3

Gly Arg Gly Gln Gly Gly Tyr Gly Gln Gly Ala Gly Gly Asn

1

<210> 14
<211> 888
<212> ADN

5

<213> Euprosthenops australis

<400> 14

ggttctggga
aacagtttca
atgtcaacca
acatcaccga
gcggcatccg
atgtccaacyg
actcagctcg
gcaggagcat
ctaggtcaag
gcagcecgecg
ggaggttctg
ggtcaaggag
gccgecgecg
ggtgctggtt
ggacaaggtg
<210> 15

<211> 1272
<212> ADN

attecacacac
tgecaaggect
togecacaatce
ataagctgca
aagaaggagyg
cgtttectgeca
ttagcatgtt
ccgcagcagc
gaggatatgg
cagcaggtgg
cagcecgeege
gatatggtca
ctgcagcage
cegetgetge

gatacggtgg

tacaccatgg
gagctecgatg
catggtacag
ggcccttaac
gggaagcctt
aacaactgga
tgctcaagca
atccgcagga
acaaggtgca
acaaggtgga
cgcegecgea
aggttctgga
cggacaggga
tgetgetget

acaaggtcaa

<213> Euprosthenops australis

<400> 15

10

acaaacccag
ccaggtttca
tcaatacaat
atggecttttg
tccaccaaaa
gtggtaaacc
ggtatgaatg
gcggetageg
ggaagttctg
caaggtcaag
gcagcagcag
ggtaatgetg
ggtcaaggtg
gctgotgeeg

ggaggttatg

gactecgcaga
cggcaageca
ccttggegge
catcttcogat
ctagctctat
aaccgttcat
atgtcagtgc
gtcaaggtgg
cagccgctgc
gaggatatgg
cagctgcage
ctgeccgecage
gatatggtag
ctgctgetge

gtcagagt

48

aaacttecatg
attggatgat
acaaggcagg
ggcagaaatc
agccagtgca
aaatgaaata
ttccgecatca
atatggtgga
cgccgocgea
acaaggttca
agctggacga
cgcktgeegece
acaaagccaa

tgecaggatct

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

888



10

49

ES 2608 673 T3

atgaaagcat cacacactac accatggaca aacccaggac tcgcagaaaa cttcatgaac 60
agtttcatge aaggcctgag ctcgatgecca ggtttcacgg caagccaatt ggatgatatg 120
tcaaccateg cacaatccat ggtacagtca atacaatcct tggoggcaca aggcaggaca 180
tecaccgaata agectgcagge ccttaacatg gettttgeat cttegatgge agaaategeg 240
gcatccgaag aaggaggggg aagectttce accaaaacta getctatage cagtgceaatg 300
teccaacgegt ttotgeaaac aactggagtg gtaaaccaac cgttcataaa tgaaataact 360
cagceteoegtta geatgtttge tcaageaggt atgaatgatg tcagtgette cgeatcagea 420
ggagcatceg cagcagcatce cgecaggageg goctagcggtce aaggtggata tggtggacta 480
ggtcaaggag gatatggaca aggtgcagga agttctgeag cecgetgecge cgeogeagea 540
gccgecgeag caggtggaca aggtggacaa ggtcaaggag gatatggaca aggttcagga 600
ggttctgecag cecgeoogecge cgoogeageoa gcagcageag ctgcagcage tggacgaggt 660
caaggaggat atggtcaagg ttctggaggt aatgetgetg cegeagecge tgcageegoce 720
gecgecgetyg cageageegyg acagggaggt caaggtggat atggtagaca aagecaaggt 780
getggtteceg ctgetgetge tgetgetget getgeegetg ctgetgetge aggatctgga 840
caaggtggat acggtggaca aggtcaagga ggttatggtc agagtagtgc ttctgettea 900
getgetgegt cagetgetag tactgtaget aatteggtga gtegectete atcgecttec 960
gcagtatctc gagtttcttc agcagtttct agcttggttt caaatggtca agtgaatatg 1020
gcagcgttac ctaatatcat ttccaacatt tcttcttctg tcagtgcatc tgectcctggt 1080
gcttcectggat gtgaggtcat agtgcaagct ctactcgaag tcatcactge tettgttcaa 1140
atcgttagtt cttctagtgt tggatatatt aatccatctg ctgtgaacca aattactaat 1200
gttgttgeta atgoccatgge tcaagtaatg ggeaagettg cggeocgeact cgagecaccac 1260
caccaccacc ac 1272

<210> 16

<211>1020

<212> ADN

<213> Euprosthenops australis

<400> 16
ggttcoctggga attcacacac tacaccatgg acaaacccag gactcgcaga aaacttecatg 60
aacagtttca tgcaaggcct gagctcgatg ccaggtttca cggecaageoca attggatgat 120
atgtcaacca tegecacaate catggtacag tcaatacaat cettggegge acaaggeagg 180
acatcaccga ataagctgca ggcccttaac atggettttg catcttegat ggeagaaatce 240
geggeatccg aagaaggagg gggaagectt tcecaccaaaa ctagetctat agecagtgea 300
atgtccaacg cgtttctgca aacaactgga gtggtaaacc aaccgttcat aaatgaaata 360
actcagctcg ttagcatgtt tgctcaagca ggtatgaatg atgtcagtgc ttccgcatca 420



10

gcaggagcat
agttegggag
cctgggggat
ggatcaggac
actcaaacaa
goaggegcty
caaggagccg
ggacaaggtg
caaggtcaag
gcagcagccg
<210> 17

<211> 422
<212> PRT

ccgeageage
gttatgectte
acggtccage
aaggaccatc
cgacttcaca
caggtgetgy
gaggtgctge
gacaaggtygg

gaggatatgg

ccgeageage

atccgcagga
aagtgctgee
acctaaccaa
aggaccgtac
gggacaagga
acaagggggce
cgcagcagcc
aggaggatat
acaaggtgca

aggacgaggt

<213> Euprosthenops australis

<400> 17

Met Lys
1

Asgn Phe

Thr Ala

35

Gln Ser

50

Leu Gln

65

Ala Ser

aAla Ser

Gln Pro

Ala Gly

130

Ala

Met

Ser

Ile

Ala

Glu

Ala

Phe

115

Met

Ser His

Asn Ser

20

Gln Leu

Gln Ser

Leu Asn

Glu Gly

85

Met
100

Ser
ITle

Asn

Asn Asp

Thr

Phe

Asp

Leu

Met

70

Gly

Asn

Glu

val

Thr Pro

Met

Gln

Met
40

Asp

Ala
55

Ala
Ala Phe
Gly Ser
Ala

Phe

Thr
120

Ile

Ser Ala

135

Ala

ES 2608 673 T3

gogecaggtt
tcagcageeg
ggagcttcoat
ggtacatctt
tatgggtcaa
tacggaggtc
gcegetgeeg
ggacaaggag
ggaagttctg

caaggaggat

Thr
10

Trp Asn

Gly Leu Ser

25

Ser Thr Ile

Gln Gly Arg

Ser
75

Ser

Ser Thr

20

Leu

Leu Gln Thr

105

Gln Leu Val

Ser Ala Ser

acagtcctge
ctgcagcagg
ctgecgetge
accagataag
gtagcgetgg
aaggtcaagg
cagccgetge
gacaaggagg
cagccgecge

atggtccagg

Pro Gly

Ser Met

30

Ala Gln

45

Thr
60

Ser
Met Ala
Lys Thr
Thr

Gly

Met
125

Ser

Ala
140

Gly

50

Leu

Pro

Ser

Pro

Glu

Ser

val

110

Phe

Ala

accaagctac
acaaggagga
tgcageccogea
tacacaatat
agccgcagct
aggatatggt
cgccgcagec
acaaggagga
cgccgeagea

ttetggaggt

Ala
15

Glu
Gly Phe
Met Vval
Asn

Lys

Ala
80

Ile

Ser TIle

95

Val Asn

Ala

Gln

Ser Ala

480

540

600

660

720

780

840

900

260

1020



ES 2608 673 T3

Ala Ala Ser Ala Gly Ala Ala Ser Gly Gln Gly Gly Tyr Gly Gly lLeu
145 150 155 160

Gly Gln Gly Gly Tyr Gly Gln Gly Ala Gly Ser Ser Ala Ala Ala Ala
165 170 175

Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Gly Gln Gly Gly Gln Gly Gln
180 185 190

Gly Gly Tyr Gly Gln Gly Ser Gly Gly Ser Ala Ala Ala Ala Ala Ala
195 200 205

Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala ala Ala Gly Arg Gly Gln Gly Gly Tyr
210 215 220

Gly Gln Gly Ser Gly Gly Asn Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala
225 230 235 240

Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly Gln Gly Gly Gln Gly Gly Tyr Gly Arg
245 250 255

Gln Ser Gln Gly Ala Gly Ser ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala
260 265 270

Ala Ala Ala Ala Ala Gly Ser Gly Gln Gly Gly Tyr Gly Gly Gln Gly
275 280 285

Gln Gly Gly Tyr Gly Gln Ser Ser Ala Ser Ala Ser Ala Ala Ala Ser
290 295 300

Ala Ala Ser Thr Val Ala Asn Ser Val Ser Arg Leu Ser Ser Pro Ser
305 310 315 320

Ala val Ser Arg Val Ser Ser Ala Val Ser Ser Leu Val Ser Asn Gly
325 330 335

Gln Val Asn Met Ala Ala Leu Pro Asn Ile Ile Ser Asn Ile Ser Ser
340 345 350

Ser val Ser Ala Ser Ala Pro Gly Ala Ser Gly Cys Glu val Ile val
355 360 365

Gln Ala Leu Leu Glu Val Ile Thr Ala Leu Val Gln Ile Val Ser Ser
370 375 380

Ser Ser Val Gly Tyr Ile Asn Pro Ser Ala Val Asn Gln Ile Thr Asn
385 390 395 400

Val val Ala Asn Ala Met Ala Gln Val Met Gly Ala Ala Ala Leu Glu
405 410 415

His His His His His His
420

<210> 18

<211> 1266

<212> ADN

<213> Euprosthenops australis

51
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<400> 18

atgaaagcat
agtttcatge
tcaaccateg
tcaccgaata
gcatcegaag
tccaacgcgt
cagctcgtta
ggagcatccg
ggtcaaggag
gccgecgeag
ggttctgcag
caaggaggat
geagecgetyg
getggtteeg
caaggtggat
getgetgegt
gcagtatcte
gcagcgttac
gocttctggat
atcgttagtt
gttgttgcta
caccac

<210> 19

<211> 491
<212> PRT

cacacactac
aaggcctgag
cacaatcecat
agctgcaggce
aaggagggygg
ttectgcaaac
gcatgtttge
cagcagcatc
gatatggaca
caggtggaca
ccgcegecge
atggtcaagg
cagcageegg
ctgetgetge
acggtggaca
cagctgectag
gagtttette
ctaatatcat
gtgaggtcat
cttectagtgt

atgccatgge

accatggaca
ctegatgeca
ggtacagtca
ccttaacatg
aagoectttea
aactggagtg
tcaagcaggt
cgcaggagceyg
aggtgcagga
aggtggacaa
cgccgcagea
ttctggaggt
acagggaggt
tgctgetget
aggtcaagga
tactgtagct
agcagtttet
ttcocaacatt
agtgcaagct
tggatatatt

tcaagtaatg

<213> Euprosthenops australis

<400> 19

ES 2608 673 T3

aacccaggac
ggtttcacgg
atacaatcet
gcttttgeat
accaaaacta
gtaaaccaac
atgaatgatg
gctagecggte
agttctgcag
ggtcaaggag
gcagcagcag
aatgctgetg
caaggtggat
gctgeegetg
ggttatggtc
aattcggtga
agcttggttt
tcttcttetg
ctactcgaag
aatccatctg

ggcgeggccyg

tcgcagaaaa
caagccaatt
tggcggeaca
cttcgatgge
gctetatage
cgttcataaa
tcagtgctte
aaggtggata
ccgectgoege
gatatggaca
ctgcagcagc
cogecageoge
atggtagaca
ctgetgetge
agagtagtgce
gtogectete
caaatggtea
tcagtgcatc
tcatcactge
ctgtgaacca

cactegagea

52

cttcatgaac
ggatgatatg
aggcaggaca
agaaatcgcg
cagtgcaatyg
tgaaataact
cgcatcagca
tggtggacta
cgccgeagea
aggttcagga
tggacgaggt
tgeccgecgee
aagccaaggt
aggatetgga
ttcotgettca
ategecttceo
agtgaatatg
tgctecetggt
tcttgttcaa
aattactaat

ccaccaccac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1266



Met

Asn

Leu

Arg

Leu

65

Gly

Asn

Thr

Gln

Leu

145

Ala

Ala

Gln

Ala

Ala

225

Gly

Ala

Ala

Lys

Pro

Asp

50

Asn

Pro

Phe

Ala

Ser

130

Gln

Ser

Ser

Pro

Gly

210

Ala

Gln

Ala

Ser

Phe

Asn

Asp

Asp

Asn

Met

Ser

115

Ile

Ala

Glu

Ala

Phe

195

Met

Ser

Gly

Ala

Met

Asn

20

Leu

Pro

ala

Ser

Asn

100

Gln

Gln

Leu

Glu

Met

180

Ile

Asn

Ala

Gly

Ala

Thr

Lys

Asn

Ser

Gln

His

85

Ser

Leu

Ser

Asn

Gly

165

Ser

Asn

Asp

Gly

Tyr

245

Ala

Gly

Glu

Arg

Gln

Ala

70

Thr

Phe

Asp

Leu

Met

150

Gly

Asn

Glu

val

Ala

230

Gly

Ala

Gly

Arg

Glu

Ser

55

Pro

Thr

Met

Asp

Ala

135

Ala

Gly

Ala

Ile

Ser

215

Ala

Gln

Ala

Gln

Arg

Gln

40

Ala

Lys

Pre

Gln

Met

120

Ala

Phe

Ser

Phe

Thr

200

Ala

Ser

Gly

Ala

Gln

Arg

25

Arg

Asn

Pro

Trp

Gly

105

Ser

Gln

Ala

Leu

Leu

185

Gln

Ser

Gly

Ala

Gly

ES 2608 673 T3

Met

10

Ala

Arg

Leu

Asn

Thr

30

Leu

Thr

Gly

Ser

Ser

170

Gln

Leu

Ala

Gln

Gly

250

Gly

Gly

Arg

Ala

Leu

Leu

75

Asn

Ser

Ile

Arg

Ser

155

Thr

Thr

val

Ser

Gly

235

Ser

Gln

Arg

Arg

Phe

Ala

60

Glu

Pro

Ser

Ala

Thr

140

Met

Lys

Thr

Ser

Ala

220

Gly

Ser

Gly

Gly

Glu

Ile

45

Glu

Ala

Gly

Met

Gln

125

Ser

Ala

Thr

Gly

Met

205

Gly

Tyr

Ala

Gly

53

Ser

Ile

30

Arg

Ala

Leu

Leu

Pro

110

Ser

Fro

Glu

Ser

val

130

Phe

Ala

Gly

Ala

Gln

Val

15

Arg

Ser

Lys

Fhe

Ala

95

Gly

Met

Asn

Ile

Ser

175

val

Ala

Ser

Gly

Ala

255

Gly

Asp

His

Leu

Lys

Gln

80

Glu

Phe

val

Lys

Ala

160

Ile

Asn

Gln

Ala

Leu

240

Ala

Gln



Gly Gly Tyr
275

Ala Ala Ala
2390

Gly Gln Gly
305

Ala Ala Ala

Gln Ser Gln

Ala Ala Ala
355

Gln Gly Gly
370

Ala Ala Ser
385

Ala val Ser

Gln Val Asn

Ser Val Ser
435

Gln Ala Leu
450

Ser Ser val
465

val val ala

<210> 20
<211> 411
<212> PRT

<213> Euprosthenops australis

<400> 20

260

Gly

Ala

Ser

Ala

Gly

340

Ala

Tyr

Thr

Arg

Met

420

Ala

Leu

Gly

Asn

Gln

Ala

Gly

Ala

325

Ala

Ala

Gly

val

val

405

Ala

Ser

Glu

Tyr

Ala
485

Gly

Ala

Gly

310

Ala

Gly

Gly

Gln

Ala

390

Ser

Ala

Ala

Val

Ile

470

Met

Ser

Ala

295

Asn

Gly

Ser

Ser

Ser

375

Asn

Ser

Leu

Pro

Ile

455

Asn

Ala

Gly

280

Ala

Ala

Gln

Ala

Gly

360

Ser

Ser

Ala

Pro

Gly

440

Thr

Pro

Gln

ES 2608 673 T3

265

Gly

Ala

Ala

Gly

Ala

345

Gln

Ala

val

val

Asn

425

Ala

Ala

Ser

val

Ser

Gly

Ala

Gly

330

Ala

Gly

Ser

Ser

Ser

410

Ile

Ser

Leu

Ala

Met
490

Ala

Arg

Ala

315

Gln

Ala

Gly

Ala

Arg

395

Ser

Ile

Gly

VvVal

val

475

Gly

Ala

Gly

300

Ala

Gly

Ala

Tyr

Ser

380

Leu

Leu

Ser

Cys

Gln

460

Asn

54

Ala

285

Gln

Ala

Gly

Ala

Gly

365

Ala

Ser

val

Asn

Glu

445

Ile

Gln

270

Ala

Gly

Ala

Tyr

Ala

350

Gly

Ala

Ser

Ser

Ile

430

val

Val

Ile

Ala

Gly

Ala

Gly

335

Ala

Gln

Ala

Pro

Asn

415

Ser

Ile

Ser

Thr

Ala

Tyr

Ala

320

Arg

Ala

Gly

Ser

Ser

400

Gly

Ser

Val

Ser

Asn
480



Gly

Asn

Thr

Gln

Leu

Ala

Ala

Gln

Ala

Ala

145

Gly

Ala

Gly

Ala

Gly

225

aAla

Pro

Phe

Ala

Ser

50

Gln

Ser

Ser

Pro

Gly

130

Ala

Gln

Ala

Gly

Ala

210

Gln

Ala

Asn

Met

Ser

Ile

Ala

Glu

Ala

Phe

115

Met

Ser

Gly

Ala

Tyr

195

Ala

Gly

Ala

Ser

Asn

20

Gln

Gln

Leu

Glu

Met

100

Ile

Asn

Ala

Gly

Ala

180

Gly

Ala

Ser

Ala

His

Ser

Leu

Ser

Asn

Gly

Ser

Asn

Asp

Gly

Tyr

165

Ala

Gln

Ala

Gly

Ala
245

Thr

Fhe

Asp

Leu

Met

Gly

Asn

Glu

val

Ala

150

Gly

Ala

Gly

Ala

Gly

230

Ala

Thr

Met

Asp

Ala

55

Ala

Gly

Ala

Ile

Ser

135

Ala

Gln

Ala

Ser

Ala

215

Asn

Gly

Pro

Gln

Met

Ala

Phe

Ser

Phe

Thr

120

Ala

Ser

Gly

Ala

Gly

200

Ala

Ala

Gln

Trp

Gly

Ser

Gln

Ala

Leu

Lau

105

Gln

Ber

Gly

Ala

Gly

185

Gly

Ala

Ala

Gly

ES 2608 673 T3

Thr

10

Leu

Thr

Gly

Ser

Ser

Gln

Leu

Ala

Gln

Gly

170

Gly

Ser

Gly

Ala

Gly
250

Asn

Ser

Ile

Arg

Ser

Thr

Thr

val

Ser

Gly

155

Ser

Gln

Ala

Arg

Ala

235

Gln

Pro

Ser

Ala

Thr

60

Met

Lys

Thr

Ser

Ala

140

Gly

Ser

Gly

Ala

Gly

220

Ala

Gly

55

Gly

Met

Gln

45

Ser

Ala

Thr

Gly

Met

125

Gly

Tyr

Ala

Gly

Ala

205

Gln

Ala

Gly

Leu

Pro

30

Ser

Pro

Glu

Ser

Val

110

Phe

Ala

Gly

Ala

Gln

190

Ala

Gly

Ala

Tyr

Ala

15

Gly

Met

Asn

Ile

Ser

Val

Ala

Ser

Gly

Ala

175

Gly

Ala

Gly

Ala

Gly
255

Glu

Phe

Val

Lys

Ala

Ile

Asn

Gln

Ala

Leu

160

Ala

Gln

Ala

Tyr

Ala

240

Arg
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Gln Ser

Ala Ala

Gln Gly
290

Ala Ala
305

Ala val

Gln Val

Ser Vval

Gln Ala
370

Ser Ser
385

val val

<210> 21
<211> 551

Gln

Ala

275

Gly

Ser

Ser

Asn

Ser

355

Leu

val

Ala

<212> PRT

<213> Euprosthenops australis

<400> 21

Met Gly

1

His Leu

Ala Tle

Ile Ala

Thr Val
65

His

Thr

Leu

35

Pro

Ala

Gly Ala

260

Ala Ala

Tyr Gly

Thr VvVal

Arg Vval

325

Met Ala

340

Ala Ser

Leu Glu

Gly Tyr

Asn Ala
405

His His

Asp Asp

20

Val Asp

Ile Leu

Lys Leu

Gly

Gly

Gln

Ala

310

Ser

Ala

Ala

Val

Ile

390

Met

Hisg

Ser

Phe

Asp

Asn
70

Ser

Ser

Ser

295

Asn

Ser

Leu

Pro

Ile

375

Asn

Ala

Hig

Phe

Trp

Glu

Ile

Ala

Gly

280

Ser

Ser

Ala

Pro

Gly

360

Thr

Pro

Gln

Hisg

Asp

Ala

40

Ile

Asp

ES 2608 673 T3

Ala

265

Gln

Ala

val

val

hsn

345

Ala

Ala

Ser

Val

Met

Thr

25

Glu

Ala

Gln

Ala

Gly

Ser

Ser

Ser

330

Ile

Ser

Leu

Ala

Met
410

Ala

10

Asp

Trp

Asp

Asn

Ala

Gly

Ala

Arg

315

Ser

Ile

Gly

vVal

val

395

Gly

Ser

Val

Cys

Glu

Pro
75

Ala

Tyr

Ser

300

Leu

Leu

Ser

Cys

Gln

380

Asn

Ser

Leu

Gly

Tyr

60

Gly

56

Ala

Gly

285

Ala

Ser

val

Asn

Glu

365

Ile

Gln

Asp

Lys

Pro

45

Gln

Thr

Ala

270

Gly

Ala

Ser

Ser

Ile

350

val

Val

Ile

Lys

Ala

30

Cys

Gly

Ala

Ala

Gln

Ala

Pro

Asn

335

Ser

Ile

Ser

Thr

Ile

15

Asp

Lys

Lys

Pro

Ala

Gly

Ser

Ser

320

Gly

Ser

val

Ser

Asn
400

Ile

Gly

Met

Leu

Lys
80



Tyr

val

Phe

His

His

145

Ser

Leu

Ser

Asn

Gly

225

Ser

Asn

Asp

Gly

Tyr

305

Ala

Gly

Ala

Leu

Hisg

130

Thr

Phe

Asp

Leu

Met

210

Gly

Asn

Glu

val

Ala

290

Gly

Ala

Ile

Ala

Asp

115

Hig

Thr

Met

Asp

Ala

195

Ala

Gly

Ala

Ile

Ser

275

Ala

Gln

Ala

Arg

Thr

100

Ala

Hig

Pro

Gln

Met

180

Ala

FPhe

Ser

Phe

Thr

260

Ala

Ser

Gly

Ala

Gly

85

Lys

Asn

Ser

Trp

Gly

165

Ser

Gln

Ala

Leu

Leu

245

Gln

Ser

Gly

Ala

Gly
325

Ile

Val

Leu

Ser

Thr

150

Leu

Thr

Gly

Ser

Ser

230

Gln

Leu

Ala

Gln

Gly

310

Gly

Pro

Gly

Ala

Gly

135

Asn

Ser

Ile

Arg

Ser

215

Thr

Thr

Val

Ser

Gly

285

Ser

Gln

Thr

Ala

Gly

120

Leu

Pro

Ser

Ala

Thr

200

Met

Lys

Thr

Ser

Ala

280

Gly

Ser

Gly

Leu

Leu

105

Ser

val

Gly

Met

Gln

185

Ser

Ala

Thr

Gly

Met

265

Gly

Tyr

Ala

Gly

ES 2608 673 T3

Leu

90

Ser

Gly

Pro

Leu

Pro

170

Ser

Pro

Glu

Ser

val

250

Phe

Ala

Gly

Ala

Gln
330

Leu

Lys

Ser

Arg

Ala

155

Gly

Met

Asn

Ile

Ser

235

Val

Ala

Ser

Gly

Ala

315

Gly

Phe

Gly

Gly

Gly

140

Glu

Phe

Val

Lys

Ala

220

Ile

Asn

Gln

Ala

Leu

300

Ala

Gln

57

Lys

Gln

His

125

Ser

Asn

Thr

Gln

Leu

205

Ala

Ala

Gln

Ala

Ala

285

Gly

Ala

Gly

Asn

Leu

110

Met

Gly

Phe

Ala

Ser

190

Gln

Ser

Ser

Pro

Gly

270

Ala

Gln

Ala

Gly

Gly

95

Lys

His

Asn

Met

Ser

175

Ile

Ala

Glu

Ala

Phe

2E5

Met

Ser

Gly

Ala

Tyr
335

Glu

Glu

His

Ser

Asn

160

Gln

Gln

Leu

Glu

Met

240

Ile

Asn

Ala

Gly

Ala

320

Gly
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Gln

Ala

Gly

Ala

385

Ala

Ala

Gly

val

Val

465

Ala

Ser

Glu

Tyr

Ala
545

Gly

Ala

Gly

370

Ala

Gly

Gly

Gln

Ala

450

Ser

aAla

Ala

Val

Ile

530

Met

<210> 22

<211> 412

Ser

Ala

355

Asn

Gly

Ser

Ser

Ser

435

Asn

Ser

Leu

Pro

Ile

515

Asn

Ala

<212> PRT

<213> Euprosthenops australis

<400> 22

Gly

340

Ala

Ala

Gln

Ala

Gly

420

Ser

Ser

Ala

Pro

Gly

500

Thr

Pro

Gln

Gly

Ala

Ala

Gly

Ala

4058

Gln

Ala

Vval

Val

Asn

485

Ala

Ala

Ser

val

Ser

Gly

Ala

Gly

390

Ala

Gly

Ser

Ser

Ser

470

Ile

Ser

Leu

Ala

Met
550

Ala

Arg

Ala

375

Gln

Ala

Gly

Ala

Arg

458

Ser

Ile

Gly

val

Val

535

Gly

Ala

Gly

360

Ala

Gly

Ala

Tyr

Ser

440

Leu

Leu

Ser

Cys

Gln

520

Asn

ES 2608 673 T3

Ala

345

Gln

Ala

Gly

Ala

Gly

425

Ala

Ser

Val

Asn

Glu

505

Ile

Gln

Ala

Gly

Ala

Tyr

Ala

410

Gly

Ala

Ser

Ser

Ile

450

Val

val

Ile

Ala

Gly

Ala

Gly

395

Ala

Gln

Ala

Pro

Asn

475

Ser

Ile

Ser

Thr

Ala

Tyr

Ala

380

Arg

Ala

Gly

Ser

Ser

460

Gly

Ser

Val

Ser

Asn
540

Ala

Gly

365

Ala

Gln

Ala

Gln

Ala

445

Ala

Gln

Ser

Gln

Ser

525

Val

Ala

350

Gln

Ala

Ser

Ala

Gly

430

Ala

val

Val

val

Ala

510

Ser

val

Ala

Gly

Ala

Gln

Ala

415

Gly

Ser

Ser

Asn

Ser

495

Leu

Val

Ala

Ala

Ser

Ala

Gly

400

Ala

Tyr

Thr

Arg

Met

480

Ala

Leu

Gly

Asn

Gly Ser Gly Asn Ser His Thr Thr Pro Trp Thr Asn Pro Gly Leu Ala

58



Zlu

Phe

Val

Lys

65

Ala

Ile

Asn

Gln

Rla

145

Leu

Ala

Gln

Ala

Tyr

225

Ala

Arg

Asn

Thr

Gln

50

Leu

Ala

Ala

Gln

Ala

130

Ala

Gly

Ala

Gly

Ala

210

Gly

Ala

Gln

Phe

Ala

35

Ser

Gln

Ser

Ser

Pro

115

Gly

Ala

Gln

Ala

Gly

135

Ala

Gln

Ala

Ser

Met

20

Ser

Ile

Ala

Glu

Ala

100

Fhe

Met

Ser

Gly

Ala

180

Tyr

Ala

Gly

Ala

Gln
260

Asn

Gln

Gln

Leu

Glu

85

Met

Ile

Asn

Ala

Gly

165

Ala

Gly

Ala

Ser

Ala

245

Gly

Ser

Leu

Ser

Asn

70

Gly

Ser

Asn

Asp

Gly

150

Tyr

Ala

Gln

Ala

Gly

230

Ala

Ala

Phe

Asp

Leu

55

Met

Gly

Asn

Glu

val

135

Ala

Gly

Ala

Gly

Ala

215

Gly

Ala

Gly

Met

Asp

40

Ala

Ala

Gly

Ala

Ile

120

Ser

Ala

Gln

Ala

Ser

200

Ala

Asn

Gly

Ser

Gln

25

Met

Ala

Phe

Ser

Phe

105

Thr

Ala

Ser

Gly

Ala

185

Gly

Ala

Ala

Gln

Ala
265

ES 2608 673 T3

10

Gly

Ser

Gln

Ala

Leu

30

Leu

Gln

Ser

Ala

170

Gly

Gly

Ala

Ala

Gly

250

Ala

Leu

Thr

Gly

Ser

75

Ser

Gln

Leu

Ala

Gln

155

Gly

Gly

Sear

Gly

Ala

235

Gly

aAla

Ser

Ile

Arg

60Q

Ser

Thr

Thr

val

Ser

140

Gly

ser

Gln

Ala

Arg

220

Ala

Gln

Ala

Ser

Ala

45

Thr

Met

Lys

Thr

Ser

125

Ala

Gly

Ser

Gly

Ala

205

Gly

Ala

Gly

Ala

59

Met

Gln

Ser

Ala

Thr

Gly

110

Met

Gly

Tyr

Ala

Gly

180

aAla

Gln

Ala

Gly

Ala
270

15

Pro

Ser

Pro

Glu

Ser

85

val

Phe

Ala

Ala

175

Gln

Ala

Gly

Ala

Tyr

255

Ala

Gly

Met

Asn

Ile

80

Ser

Vval

Ala

Ser

Gly

160

Ala

Gly

Ala

Gly

Ala

240

Gly

Ala
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Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gly
275

Gly Gln Gly Gly Tyr Gly Gln
290 295

Ser Ala Ala Ser Thr Val Ala
305 310

Ser Ala Val Ser Arg Val Ser
325

Gly Gln Val Asn Met Ala Ala
340

Ser Ser Val Ser Ala Ser Ala
355

Val Gln Ala Leu Leu Glu Val
370 375

Ser Ser Ser Val Gly Tyr Ile
385 390

Asn Val val Ala Asn Ala Met
405

<210> 23

<211> 534

<212> PRT

<213> Euprosthenops australis

<400> 23

Met Gly His His His His His
1 5

Asn Pro Gly Leu Ala Glu Asn
20

Ser Ser Met Pro Gly Phe Thr
35

Ile Ala Gln Ser Met Val Gln
50 55

Arg Thr Ser Pro Asn Lys Leun
65 70

Ser

280

Ser

Asn

Ser

Leu

Pro

360

Ile

Asn

Ala

Hisg

Phe

Ala

40

Ser

Gln

ES 2608 673 T3

Gly

Ser

Ser

Ala

Pro

345

Gly

Thr

Pro

Gln

Met

Met

25

Ser

Ile

Ala

Gln

Ala

Val

Val

330

Asn

Ala

Ala

Ser

val
410

Ser

10

Asn

Gln

Gln

Leu

Gly

Ser

Ser

315

Ser

Ile

Ser

Leu

Ala

395

Met

Hig

Ser

Leu

Ser

Asn
75

Gly

Ala

300

Arg

Ser

Ile

Gly

Val

380

val

Gly

Thr

Phe

Asp

Leu

60

Met

60

Tyr

285

Ser

Leu

Leu

Ser

Cys

365

Gln

Asn

Thr

Met

Bsp

45

Ala

Ala

Gly

Ala

Ser

val

Asn

350

Glu

Ile

Gln

Pro

Gln

30

Met

Ala

Phe

Gly

Ala

Ser

Ser

335

Ile

val

Val

Ile

Trp

15

Gly

Ser

Gln

Ala

Gln

Ala

Pro

320

Asn

Ser

Ile

Ser

Thr
400

Thr

Leu

Thr

Gly

Ser
80



Ser

Thr

Thr

val

Trp

145

Gly

Ser

Gln

Ala

Leu

225

Leu

Gln

Gly

Gly

Ala

305

Gly

Ala

Met

Lys

Thr

Ser

130

Thr

Leu

Thr

Gly

Ser

210

Ser

Gln

Leu

Asn

Gln

290

Ala

Ser

Ala

Ala

Thr

Gly

115

Met

Asn

Ser

Ile

Arg

195

Ser

Thr

Thr

val

Ser

275

Gly

Ala

Gly

Ala

Glu

Ser

100

Val

Phe

Pro

Ser

Ala

180

Thr

Met

Lys

Thr

Ser

260

Gly

Ala

Gly

Gly

Ala

Ile

85

Ser

Val

Ala

Gly

Met

165

Gln

Ser

Ala

Thr

Gly

245

Met

Gln

Gly

Gly

Ser

325

Gly

Ala

Ile

Asn

Gln

Leu

150

Pro

Ser

Pro

Glu

Ser

230

val

Phe

Gly

Ser

Gln

310

Ala

Arg

Ala

Ala

Gln

Ala

135

Ala

Gly

Met

Asn

Ile

215

Ser

val

Ala

Gly

Ser

295

Gly

Ala

Gly

Ser

Ser

Pre

120

Gly

Glu

Phe

Val

Lys

200

Ala

Ile

Asn

Gln

Tyr

280

Ala

Gly

Ala

Gln

Glu

Ala

105

Phe

Met

Asn

Thr

Gln

185

Leu

Ala

Ala

Gln

Ala

265

Gly

Ala

Gln

Ala

Gly

ES 2608 673 T3

Glu

20

Met

Ile

Asn

Fhe

Ala

170

Ser

Gln

Ser

Ser

Pro

250

Gly

Gly

Ala

Gly

Ala

330

Gly

Gly

Ser

Asn

Asp

Met

155

Ser

TIle

Ala

Glu

Ala

235

Phe

Met

Leu

Ala

Gln

315

Ala

Tyr

Gly

Asn

Glu

Gly

140

Asn

Gln

Gln

Leu

Glu

220

Met

Ile

Asn

Gly

Ala

300

Gly

Ala

Gly

Gly

Ala

Ile

125

Gly

Ser

Leu

Ser

Asn

205

Gly

Ser

Asn

Asp

Gln

285

Ala

Gly

Ala

Gln

61

Ser

Phe

110

Thr

Gly

Phe

Asp

Leu

190

Met

Gly

Asn

Glu

val

270

Gly

Ala

Tyr

Ala

Gly

Leu

a5

Leu

Gln

Thr

Met

Asp

175

Ala

Ala

Gly

Ala

Ile

255

Ser

Gly

Ala

Gly

Ala

335

Ser

Ser

Gln

Leu

Pro

Gln

160

Met

Ala

Phe

Ser

Phe

240

Thr

Ala

Tyr

Ala

Gln

320

Ala

Gly
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Gly Asn Ala
355

Ala Gly Gln
370

Gly Ser Ala
385

Gly Ser Gly

Gln Ser Ser

Ala Asn Ser
435

Ser Ser Ala
450

Ala Leu Pro
465

Ala Pro Gly

val Ile Thr

Ile Asn Pro
515

Met Ala Gln
530

<210> 24
<211> 1602
<212> ADN

<213> Euprosthenops australis

<400> 24

340

Ala

Gly

Ala

Gln

Ala

420

val

val

Asn

Ala

Ala

500

Ser

val

Ala

Gly

Ala

Gly

405

Ser

Ser

Ser

Ile

Ser

485

Leu

Ala

Met

Ala

Gln

Ala

390

Gly

Ala

Arg

Ser

Ile

470

Gly

val

Val

Gly

Ala

Gly

375

Ala

Tyr

Ser

Leu

Leu

455

Ser

Cys

Gln

Asn

Ala

360

Gly

Ala

Gly

Ala

Ser

440

val

Asn

Glu

Ile

Gln
520

ES 2608 673 T3

345

Ala

Tyr

Ala

Gly

Ala

425

Ser

Ser

Ile

val

Vval

505

Ile

Ala

Gly

Ala

Gln

410

Ala

Pro

Asn

Ser

Ile

490

Ser

Thr

Ala

Arg

Ala

395

Gly

Ser

Ser

Gly

Ser

475

val

Ser

Asn

atgggccatc atcatcatca tcatatgagc cataccaccc

geggaaaact ttatgaacag ctttatgeag ggectgagea

agccagctgg atgatatgag caccattgcg cagagcatgg

geggegeagyg geegtaccag cccgaacaaa ctgoaggoege

350

Ala Ala Ala Ala Ala
365

Gln Ser Gln Gly Ala
380

Ala Ala Ala Ala Ala
400

Gln Gly Gly Tyr Gly
415

Ala Ala Ser Thr val
430

Ala Val Ser Arg Val
445

Gln vVal Asn Met Ala
460

Ser Val Ser Ala Ser
480

Gln Ala Leu Leu Glu
495

Ser Ser Val Gly Tyr
510

Val Val Ala Asn Ala
525

cgtggaccaa cccgggoctg
geatgecggy ctttacegeg
tgcagagcat tcagagcctg

tgaacatggc gtttgcgage

62

60

120

180

240
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agcatggcgg
ageattgcga
tttattaacg
ggeggeacce
ggcctgagca
cagagcatgy
ctgeaggege
ggcggcggcea
ctgcagacca
atgtttgcge
ggtggactag
gcegeageag
ggttecaggag
ggacgaggtc
goecgeegeog
agccaaggtg
ggatctggac
tctgcttcag
tcgeettceceg
gtgaatatgg
gatecetggtyg
cttgttcaaa

attactaatg

<210> 25
<211> 514
<212> PRT

aaattgeggco
gegoegatgag
aaattaccca
cgtggaccaa
gcatgccggg
tgcagagecat
tgaacatgge
gectgageac
ccggcgtggt
aggcgggcat
gtcaaggagg
cocgecgeage
gttotgeage
aaggaggata
cegecgetge
ctggttcegco
aaggtggata
ctgctgegte
cagtatctcg
cagcgttacc
cttotggatyg
tegttagtte

ttgttgctaa

gagcgaagaa
caacgoegttt
gctggtgage
cocogggectg
ctttaccgeg
tecagageoctg
gtttgegage
caaaaccage
gaaccagccg
gaacgatgtg
atatggacaa
aggtggacaa
cgecgocgec
tggtcaaggt
agcagccgga
tgctgctget
cggtggacaa
agctgctagt
agtttcttca
taatatcatt
tgaggteata
ttctagtgtt

tgccatgget

<213> Euprosthenops australis

<400> 25
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ggcggeggea
ctgcagacca
atgtttgege
gcggaaaact
agccagctgg
gcggcegeagg
agcatggegg
agcattgega
tttattaacg
agcgcgggga
ggtgcaggaa
ggtggacaag
gccgeageag
tctggaggta
cagggaggtc
gctgetgetg
ggtcaaggag
actgtagcta
gcagtttcta
tccaacattt
gtgeaagetae
ggatatatta

caagtaatgg

gcctgageac
ceggegtggt
aggccggtat
ttatgaacag
atgatatgag
gcooegtaccag
aaattgegge
gegegatgag
aaattaccca
attcaggtca
gttctgeage
gtcaaggagg
cagcagcage
atgetgetge
aaggtggata
ctgccgetge
gttatggteca
attcggtgag
gcttggtttce
cttecttctgt
tactcgaagt
atccatctge

gc

caaaaccagc
gaaccagecg
gaatgacggc
ctttatgecag
caccattgcg
cccgaacaaa
gagcgaagaa
caacgegttt
gctggtgage
aggtggatat
cgctgcegee
atatggacaa
tgcagcagcect
cgeagecget
tggtagacaa
tgctgetgea
gagtagtgct
tcgecctetea
aaatggtcaa
cagtgcatct
catcactget

tgtgaaccaa

Gly Ser Gly Asn Ser His Thr Thr Pro Trp Thr Asn Prec Gly Leu Ala

1

5

10

15

Glu Asn Phe Met Asn Ser Phe Met Gln Gly Leu Ser Ser Met Pro Gly

20

25

30

Phe Thr Ala Ser Gln Leu Asp Asp Met Ser Thr Ile Ala Gln Ser Met

35

40

45

63

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1602



Val

Lys

65

Ala

Ile

Asn

Gln

Ser

145

Gly

Ala

Gly

Ser

Gly

225

Ala

Gln

Gly

Gly

Gln

Leu

Ala

Ala

Gln

Ala

130

Ser

Arg

Ala

Gly

Ser

210

Arg

Ala

Gly

Ser

Gln
290

Ser

Gln

Ser

Ser

Pro

115

Gly

Ala

Gly

Ala

Gln

195

Ala

Gly

Ala

Gly

Ser

275

Gly

Ile

Ala

Glu

Ala

100

Fhe

Met

Ala

Gln

Ala

180

Gly

Ala

Gln

Ala

Tyr

260

Ala

Gly

Gln

Leu

Glu

Met

Ile

Asn

Ala

Gly

165

Ala

Gly

Ala

Gly

Ala

245

Gly

Ala

Gln

Ser

Asn

70

Gly

Ser

A8

Asp

Ala

150

Gly

Ala

Gln

Ala

Gly

230

Ala

Gly

Ala

Gly

Leu

Met

Gly

Asn

Glu

Val

135

Ala

Tyr

Ala

Gly

Ala

215

Tyr

Ala

Leu

Ala

Gln
295

Ala

Ala

Gly

Ala

Ile

120

Ser

Ala

Gly

Ala

Gln

200

Ala

Gly

Ala

Gly

Ala

280

Gly

Ala

Phe

Ser

Phe

105

Thr

Ala

Ala

Gln

Ala

185

Gly

Ala

Gln

Ala

Gln

265

Ala

Gly

ES 2608 673 T3

Gln

Ala

Leu

Leu

Gln

Gly

Ala

Gly

170

Ala

Gly

Ala

Gly

Ala

250

Gly

Ala

Tyr

Gly

Ser

Ser

Gln

Leu

Tyr

Ala

155

Ser

Ser

Tyr

Ala

Ala

235

Ala

Gly

Ala

Gly

Arg

Ser

Thr

Thr

val

Gly

140

Ala

Gly

Gly

Gly

Ala

220

Gly

Ala

Tyr

Ala

Gln
300

64

Thr

Met

Lys

Thr

Ser

125

Gln

Ala

Gly

Gln

Gln

205

Ala

Gly

Gly

Gly

Ala

285

Gly

Ser

Ala

Thr

Gly

110

Met

Gly

Ala

Asn

Gly

190

Gly

Ala

Asn

Gln

Gln

270

Ala

Ser

Proc

Glu

Ser

val

Phe

Ala

Ala

Ala

175

Ser

Ala

Ala

Ala

Gly

255

Gly

Ala

Gly

Asn

Ile

80

Ser

Vval

Ala

Gly

Ala

160

Ala

Gln

Gly

Ser

Ala

240

Gly

Ala

Gly

Gly
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Ser Ala
305

Gly Arg

Ala Ala

Gly Gln

Ala Ala
370

Gly Gly
385

Ser Ala

Ser Arg

Ser Ser

Ile Ile

450

Ser Gly
465

Leu Val

Ala Val

Met Gly

<210> 26

<211> 176

Ala

Gly

Ala

Gly

355

Ala

Tyr

Ser

Leu

Leu

435

Ser

Cys

Gln

Asn

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Ala

Gln

Ala

340

Gly

Ala

Gly

Ala

Ser

420

val

Asn

Glu

Ile

Gln
500

Ala

Gly

325

Ala

Tyr

Ala

Gly

Ala

405

Ser

Ser

Ile

val

Val

485

Ile

<223> Proteina de fusion

<400> 26

Ala

310

Gly

Ala

Gly

Ala

Gln

390

Ala

Pro

Asn

Ser

Ile

470

Ser

Thr

Ala

Tyr

Ala

Arg

Ala

375

Gly

Ser

Ser

Gly

Ser

455

val

Ser

Asn

Ala

Gly

Ala

Gln

360

Ala

Gln

Ala

Ala

Gln

440

Ser

Gln

Ser

Val

ES 2608 673 T3

Ala

Gln

Ala

345

Ser

Ala

Gly

Ala

val

425

Val

Val

Ala

Ser

Val
505

Ala

Gly

330

Ala

Gln

Ala

Gly

Ser

410

Ser

Asn

Ser

Leu

Val

490

Ala

Ala

315

Ser

Ala

Gly

Ala

Tyr

395

Thr

Arg

Met

Ala

Leu

475

Gly

Asn

Ala

Gly

Ala

Ala

Ala

380

Gly

Val

val

Ala

Ser

460

Glu

Tyr

Ala

65

Ala

Gly

Ala

Gly

365

Gly

Gln

Ala

Ser

Ala

445

Ala

val

Ile

Met

Ala

Asn

Gly

350

Ser

Ser

Ser

Asn

Ser

430

Leu

Pro

Ile

Asn

Ala
5190

Ala

Ala

335

Gln

Ala

Gly

Ser

Ser

415

Ala

Pro

Gly

Thr

Pro

495

Gln

Ala

320

Ala

Gly

Ala

Gln

Ala

400

val

val

Asn

Ala

Ala

480

Ser

Val
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10

15

Met Gly His His His His Hig His Met Ser His Thr Thr Pro Trp Thr
1 5 10 15
Asn Pro Gly Leu Ala Glu Asn Phe Met Asn Ser Phe Met Gln Gly Leu
20 25 30
Ser Ser Met Pro Gly Phe Thr Ala Ser Gln Leu Asp Asp Met Ser Thr
35 40 45
Ile Ala Gln Ser Met Val Gln Ser Ile Gln Ser Leu Ala Ala Gln Gly
50 55 60

Arg Thr Ser Pro Asn Lys Leu Gln Ala Leu Asn Met Ala Phe Ala Ser
€65 70 75 80
Ser Met Ala Glu Ile Ala Ala Ser Glu Glu Gly Gly Gly Ser Leu Ser

85 20 95
Thr Lys Thr Ser Ser Ile Ala Ser Ala Met Ser Asn Ala Phe Leu Gln

100 105 110
Thr Thr Gly Val Val Asn Gln Pro Phe Tle Asn Glu Ile Thr Gln Leu
115 120 125
Val Ser Met Phe Ala Gln Ala Gly Met Asn Asp Val Ser Ala Met TIle
130 135 140

Pro Ser Ser Pro Val His Leu Lys Arg Leu Lys Leu Leu Leu Leu Leu
145 150 155 160
Leu Leu Leu Ile Leu Leu Leu Ile Leu Gly Ala Leu Leu Leu Gly Leu

165 170 175
<210> 27
<211> 528
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Proteina de fusién
<400> 27
atgggccate atcatcatca tcatatgagec cataccacce cgtggaccaa cccgggectg 60
geggaaaact ttatgaacag ctttatgeag ggcctgagea goatgoeggg ctttacegeg 120
agccagetgg atgatatgag caccattgeg cagagcatgg tgcagageat tcagagectg 180
gcoggcgecagg gcocgtaccag ccoccgaacaaa ctgcaggege tgaacatgge gtttgcecgage 240
agcatggcgg aaattgecgge gagcgaagaa ggcggcggca gcctgagcac caaaaccagc 300
agcattgega gegegatgag caacgoegttt ctgecagacca coggegtggt gaaccageceg 360
tttattaacg aaattaccca gctggtgagc atgtttgege aggcegggecat gaacgatgtg 420
agcgcgatga ttccgagecag cccggtgeat ctgaaacgee tgaaactget geotgotgetg 480
ctgetgetga ttcetgetget gattetggge gegetgetge tgggectg 528

66
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<210> 28

<211> 309

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Proteina de fusion

<400> 28

Met

1

Asn

Ser

Ile

Arg

Ser

Thr

Thr

Val

Trp

145

Gly

Ser

Gly

Pro

Ser

Ala

50

Thr

Met

Lys

Thr

Ser

130

Thr

Leu

Thr

His

Gly

Met

35

Gln

Ser

Ala

Thr

Gly

115

Met

Asn

Ser

Ile

Hig

Leu

20

Pro

Ser

Pro

Glu

Ser

100

val

Phe

Pro

Ser

Ala
180

His

Ala

Gly

Met

Asn

Ile

85

Ser

val

Ala

Gly

Met

165

Gln

Hisg

Glu

Phe

Val

Lys

70

Ala

Ile

Asn

Gln

Leu

150

Pro

Ser

Hig

Asn

Thr

Gln

55

Leu

Ala

Ala

Gln

Ala

135

Ala

Gly

Met

Hisg

Phe

Ala

40

Ser

Gln

Ser

Ser

Pro

120

Gly

Glu

Phe

Val

ES 2608 673 T3

Met

Met

25

Ser

Ile

Ala

Glu

Ala

105

Phe

Met

Asn

Thr

Gln
185

Ser

10

Asn

Gln

Gln

Leu

Glu

20

Met

Ile

Asn

Phe

Ala

170

Ser

Hig

Ser

Leu

Ser

Asn

75

Gly

Ser

Asn

Asp

Met

155

Ser

Ile

Thr

Phe

RAsap

Leu

&0

Met

Gly

Asn

Glu

Gly

140

Asn

Gln

Gln

67

Thr

Met

Asp

45

Ala

Ala

Gly

Ala

Ile

125

Gly

Ser

Leu

Ser

Pro

Gln

30

Met

Ala

Phe

Ser

Phe

110

Thr

Gly

Phe

Asp

Leu
1390

Trp

15

Gly

Ser

Gln

Ala

Len

95

Leu

Gln

Thr

Met

Asp

175

Ala

Thr

Leu

Thr

Gly

Ser

Ser

Gln

Leu

Pro

Gln

160

Met

Ala
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Gln Gly Arg Thr Ser Pro Asn Lys Leu Gln Ala
195 200
Ala Ser Ser Met Ala Glu Ile Ala Ala Ser Glu
210 215
Leu Ser Thr Lys Thr Ser Ser Ile Ala Ser Ala
225 230 235
Leu Gln Thr Thr Gly Val Val Asn Gln Pro Phe
245 250
Gln Leu Val Ser Met Phe Ala Gln Ala Gly Met
260 265
Gly Asn Ser Met Ile Pro Ser Ser Pro Val His
275 280
Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Ile Leu Leu
290 295
Leu Leu Leu Gly Leu
305
<210> 29
<211> 927
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Proteina de fusién
<400> 29
atgggccate atcatcatca tcatatgagec cataccacce
gcggaaaact ttatgaacag ctttatgcag ggcctgagca
agccagctgg atgatatgag caccattgecg cagagcatgg
gcggogecagg goccgtaccag cccgaacaaa ctgcaggegco
ageatggogg aaattgogge gagogaagaa ggoggoggoa
agceattgecga gecgegatgag caacgegttt ctgecagacca
tttattaacg aaattaccca gctggtgagc atgtttgcgce
ggcggcacce cgtggaccaa cccgggcctyg goggaaaact
ggcctgageca gcatgcoceggyg ctttaccgeg agocagetgg
cagagcatgg tgcagagcat tcagagecctg gcoggegcoagg
ctgeaggege tgaacatgge gtttgegage agcatggegg
ggceggeggea goctgageac caaaaccagce agcattgega

Asn
205

Leu

Glu
220

Gly

Met Ser

Ile Asn

Asn Asp

Leu Lys

285

Leu Ile

300

cgtggacecaa
gcatgccggg
tgcagagcat
tgaacatggc
gcoctgageac
ccggegtggt
aggccggtat
ttatgaacag
atgatatgag
gccgtaccag
aaattgcgge

gcgegatgag

68

Met

Gly

Asn

Glu

val

270

Arg

Leu

Ala Phe

Gly Ser

Ala Phe

240

Ile Thr

255

Ser Ala

Leu Lys

Gly Ala

coccgggectg
ctttaccgcg
tcagagcctg
gtttgecgage
caaaaccagc
gaaccagccyg
gaatgacggc
ctttatgcag
caccattgcyg
coccgaacaaa
gagcgaagaa

caacgegttt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720
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ctgcagacca ccggegtggt gaaccagecg tttattaacg aaattaccca goctggtgage 780
atgtttgecge aggcgggecat gaacgatgtg agecgegggga attctatgat tccgageage 840
ceggtgeate tgaaacgect gaaactgectg ctgetgetge tgetgeotgat tcotgotgetg 200
attctgggeg cgetgetget gggectg 927
<210> 30

<211> 313

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Proteina de fusion

<400> 30
Met Gly His His His His His His Met Ser His Thr Thr Pro Trp Thr

1 5 10 15

Asn Pro Gly Leu Ala Glu Asn Phe Met Asn Ser Phe Met Gln Gly Leu
20 25 30

Ser Ser Met Pro Gly Phe Thr Ala Ser Gln Leu Asp Asp Met Ser Thr

Ile Ala Gln Ser Met Val Gln Ser Ile Gln Ser Leu Ala Ala Gln Gly
50 55 60

Arg Thr Ser Pro Asn Lys Leu Gln Ala Leu Asn Met Ala Phe Ala Ser

Ser Met Ala Glu Ile Ala Ala Ser Glu Glu Gly Gly Gly Ser Leu Ser
85 20 95

Thr Lys Thr Ser Ser Ile Ala Ser Ala Met Ser Asn Ala Phe Leu Gln
100 105 110

Thr Thr Gly val Val Asn Gln Pro Phe Ile Asn Glu Ile Thr Gln Leu
115 120 125

Val Ser Met Phe Ala Gln Ala Gly Met Asn Asp Gly Gly Gly Thr Pro
130 135 140

Trp Thr Asn Pro Gly Leu Ala Glu Asn Phe Met Asn Ser Phe Met Gln
145 150 155 160

Gly Leu Ser Ser Met Pro Gly Phe Thr Ala Ser Gln Leu Asp Asp Met
165 170 175

Ser Thr Ile Ala Gln Ser Met Val Gln Ser Ile Gln Ser Leu Ala Ala

69
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180 185
Gln Gly Arg Thr Ser Pro Asn Lys Leu Gln Ala
195 200
Ala Ser Ser Met Ala Glu Ile Ala Ala Ser Glu
210 215
Leu Ser Thr Lys Thr Ser Ser Ile Ala Ser Ala
225 230 235
Leu Gln Thr Thr Gly Val Val Asn Gln Proc Phe
245 250
Gln Leu Val Ser Met Phe Ala Gln Ala Gly Met
260 265
Gly Asn Ser Met Leu Leu Gly Asp Phe Phe Arg
275 280
Ile Gly Lys Glu Phe Lys Arg Ile Val Gln Arg
290 295
Arg Asn Leu Val Pro Arg Thr Glu Ser
305 310
<210> 31
<211>939
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Proteina de fusion
<400> 31
atgggccate atcatcatca tcatatgagec cataccacce
geggaaaact ttatgaacag ctttatgeag ggectgagea
agccagctgg atgatatgag caccattgcg cagagcatgg
goggegeagyg gecgtaceay cccgaacaaa ctgeaggege
agceatggegy aaattgegge gagegaagaa ggeggeggea
agcattgcga gegegatgag caacgegttt ctgcagacca
tttattaacg saattaccca gectggtgage atgtttgege
ggcggcacce cgtggaccaa cccgggcectg gocggaaaact
ggcctgagea geatgeeggg ctttacegeg agecagetgg
cagagcatgg tgcagageat tcagagcctg gocggcgcagg
ctgeaggege tgaacatgge gtttgcecgage agcatggegg

190

Asn
205

Leu

Glu
220

Gly
Met Ser
Ile Asn
Agn

Asp

Ser
285

Lys

Ile
300

Lys

cgtggacecaa
gcatgecggg
tgcagagcat
tgaacatgge
goctgageac
ccggegtggt
aggccggtat
ttatgaacag
atgatatgag
gcecegtaccag

aaattgegge

70

Met

Gly

Asn

Glu

val

270

Lys

Asp

Ala Phe

Ser

Gly

Phe
240

Ala

Ile
258

Thr

Ser Ala

Glu Lys

Phe Leu

coccgggeectg

ctttacegeg
tcagagcctg
gtttgegage
caaaaccage
gaaccagccg
gaatgacggc
ctttatgcag
caccattgeg
ccocgaacaaa

gagcgaagaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660
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15

ggcggeggea
ctgcagacca
atgtttgcge
ttcttecegea

aaggattttt

<210> 32
<211> 158
<212> PRT

goctgageac caaaaccage
ccggegtggt gaaccagccg
aggcgggcat gaacgatgtg
aatctaaaga gaagattggc

tgcggaatet tgtacccagg

<213> Euprosthenops australis

<400> 32

Met Ser His

1

Thr Thr Pro Trp Thr

Met Asn Ser Phe Met Gln Gly Leu

20

Ser Gln Leu Asp Asp Met Ser Thr

40

Ile Gln Ser Leu Ala Ala Gln Gly

50

55

Ala Leu Asn Met Ala Phe ARla Ser

€65

70

Glu Glu Gly Gly Gly Ser Leu Ser

85

Ala Met Ser Asn Ala Phe Leu Gln

100

Phe Ile Asn Glu Ile Thr Gln Leu

115

120

Met Asn Asp Val Ser Ala Ser Ala

130

135

Ser Ala Gly Ala Ala Ala Leu Glu

145

<210> 33
<211> 646
<212> PRT

150

<213> Euprosthenops australis

<400> 33

ES 2608 673 T3

agcattgega

tttattaacg

agcgcgggga

aaagagttta

acagagtce

Asn

Ser

25

Ile

Arg

Ser

Thr

Thr

105

Val

Ser

His

Pro

10

Ser

Ala

Thr

Met

Lys

20

Thr

Ser

Ala

His

Gly

Met

Gln

Ser

Ala

75

Thr

Gly

Met

Gly

His
155

gegegatgag caacgegttt
aaattaccca gectggtgage
attctatgcect gctgggtgat

aaagaattgt ccagagaatc

Leu Ala Glu Asn Phe
15

Pro Gly Phe Thr Ala

Ser Met VvVal Gln Ser
45

Pro Asn Lys Leu Gln
60

Glu Ile Ala Ala Ser
80

Ser Ser Ile Ala Ser
95

Vval val Asn Gln Pro
110

Phe Ala Gln Ala Gly
125

Ala Ser Ala Ala Ala
140

His His His

71

720

780

840

200

939



His

Leu

Pro

Ser

Pro

Glu

Ser

Val

Phe

Pro

145

Ser

Ala

Thr

Met

Lys

225

Thr

His

Ala

Gly

Met

50

Asn

Ile

Ser

val

Ala

130

Gly

Met

Gln

Ser

Ala

210

Thr

Gly

His

Glu

Phe

35

val

Lys

Ala

Ile

Asn

115

Gln

Leu

Pro

Ser

Pro

195

Glu

Ser

val

His

Asn

20

Thr

Gln

Leu

Ala

Ala

100

Gln

Ala

Ala

Gly

Met

180

Asn

Ile

Ser

val

His

Phe

Ala

Ser

Gln

Ser

Ser

Pro

Gly

Glu

Phe

165

Val

Lys

Ala

Ile

Asn
245

His

Met

Ser

Ile

Ala

Glu

Ala

Fhe

Met

Asn

150

Thr

Gln

Leu

Ala

Ala

230

Gln

Ser

Asn

Gln

Gln

55

Leu

Glu

Met

Ile

Asn

135

FPhe

Ala

Ser

Gln

Ser

215

Ser

Pro

His

Ser

Leu

Ser

ASn

Gly

Ser

Asn

120

Asp

Met

Ser

Ile

Ala

200

Glu

Ala

Phe

Thr

Phe

25

Asp

Leu

Met

Gly

Asn

105

Glu

Gly

Asn

Gln

Gln

185

Leu

Glu

Met

Ile
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Thr

10

Met

Asp

Ala

Ala

Gly

Ala

Ile

Gly

Ser

Leu

170

Ser

Asn

Gly

Ser

Asn
250

Pro

Gln

Met

Ala

Phe

Ser

Phe

Thr

Gly

Phe

155

Asp

Leu

Met

Gly

Asn

235

Glu

Trp

Gly

Ser

Gln

60

Ala

Leu

Leu

Gln

Thr

140

Met

Asp

Ala

Ala

Gly

220

Ala

Ile

72

Thr

Leu

Thr

45

Gly

Ser

Ser

Gln

Leu

125

Pro

Gln

Met

Ala

Phe

205

Ser

Phe

Thr

Asn

Ser

Ile

Arg

Ser

Thr

Thr

110

val

Trp

Gly

Ser

Gln

190

Ala

Leu

Leu

Gln

Pro

15

Ser

Ala

Thr

Met

Lys

95

Thr

Ser

Thr

Leu

Thr

175

Gly

Sar

Ser

Gln

Leu
255

Gly

Met

Gln

Ser

Ala

Thr

Gly

Met

Asn

Ser

160

Ile

Arg

Ser

Thr

Thr

240

val



Ser

Gln

Ala

Gly

305

Gln

Gln

Ala

Gly

Gly

385

Gly

Ala

Gly

Ala

Gly

465

Ala

Gly

Gly

Met

Gly

Ala

290

Asn

Gly

Gly

Ala

Asn

370

Gln

Gln

Ala

Ser

Ala

450

Asn

Gly

Ser

Ser

Phe

Ala

275

Ala

Ala

Ser

Ala

Ala

355

Ala

Gly

Gly

Ala

Gly

435

Ala

Ala

Gln

Ala

Gly

Ala

260

Gly

Ala

Ala

Gln

Gly

340

Ser

aAla

Gly

Ala

Gly

420

Gly

Ala

Ala

Gly

ala

500

Gln

Gln

Ser

Gly

Ala

Gly

325

Ser

Gly

Ala

Gln

Gly

405

Gly

Ser

Gly

Ala

Gly

485

Bla

Gly

Ala

Ser

Arg

Ala

310

Gly

Ser

Arg

Ala

Gly

390

Ser

Gln

Ala

Arg

Ala

470

Gln

Ala

Gly

Gly

Ala

Gly

295

Ala

Gln

Ala

Gly

Ala

375

Gly

Ser

Gly

Ala

Gly

455

Ala

Gly

Ala

Tyr

Met

Ala

280

Gln

Ala

Gly

Ala

Gln

360

Ala

Tyr

Ala

Gly

Ala

440

Gln

Ala

Gly

Ala

Gly

Asn

265

Ala

Gly

Ala

Gly

Ala

345

Gly

Ala

Gly

Ala

Gln

425

Ala

Gly

Ala

Tyr

Ala

505

Gly
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Asp

Ala

Gly

Ala

Gln

330

Ala

Gly

Ala

Gly

Ala

410

Gly

Ala

Gly

Ala

Gly

490

Ala

Gln

Val

Ala

Tyr

Ala

315

Gly

Ala

Tyr

Ala

Leu

395

Ala

Gln

Ala

Tyr

Ala

475

Arg

Ala

Gly

Ser

Ala

Gly

300

Ala

Gln

Ala

Gly

Ala

380

Gly

Ala

Gly

Ala

Gly

460

Ala

Gln

Ala

Gln

Ala

Ala

285

Gln

Ala

Gly

Ala

Gln

365

Ala

Gln

Ala

Gly

Ala

445

Gln

Ala

Ser

Ala

Gly

73

Gly

270

Ala

Gly

Ala

Gly

Ala

350

Gly

Ala

Gly

Ala

Tyr

430

Ala

Gly

Ala

Gln

Ala

510

Gly

Tyr

Ala

Ser

Ser

Tyr

335

Ala

Ala

Ala

Gly

Ala

415

Gly

Ala

Ser

Ala

Gly

495

Ala

Tyr

Gly

Ala

Gly

Gly

320

Gly

Ala

Gly

Ala

Tyr

400

Ala

Gln

Ala

Gly

Ala

480

Ala

Ala

Gly
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Gln Ser
530

Ala Asn
545

Ser Ser

Ala Leu

Ala Pro

Val Tle
610

Tle Asn
625

Met Ala

<210> 34
<211> 387

515

Ser

Ser

Ala

Pro

Gly

595

Thr

Pro

Gln

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

Ala

val

val

Asn

580

Ala

Ala

Ser

val

Ser

Ser

Ser

565

Ile

Ser

Leu

Ala

Met
645

<223> Proteina de fusion

<400> 34
Met Gly
1

Asn Pro

Ser Ser

Ile Ala
50

Arg Thr
65

His

Gly

Met

35

Gln

Ser

Hig

Leu

20

Pro

Ser

Pro

His

Ala

Gly

Met

Asn

Ala

Arg

550

Ser

Ile

Gly

Val

Val

630

Gly

Hisg

Glu

Phe

Val

Lys
70

Ser

535

Len

Len

Ser

Cys

Gln

615

Asn

Hig

Asn

Thr

Gln

55

Len

520

Ala

Ser

val

Asn

Glu

600

Ile

Gln

Hisg

Phe

Ala

40

Ser

Gln

ES 2608 673 T3

Ala

Ser

Ser

Ile

585

val

val

Ile

Met

Met

25

Ser

Ile

Ala

Ala

Pre

Asn

570

Ser

Ile

Ser

Thr

Ser

10

Asn

Gln

Gln

Leu

Ser

Ser

555

Gly

Ser

Val

Ser

Asn
635

Hig

Ser

Leu

Ser

Asn
75

Ala

540

Ala

Gln

Ser

Gln

Ser

620

Val

Thr

Phe

Asp

Leu

60

Met

74

525

Ala

val

val

val

Ala

605

Ser

val

Thr

Met

Bsp

45

Ala

Ala

Ser

Ser

Asn

Ser

590

Leu

val

Ala

Pro

Gln

30

Met

Ala

Phe

Thr

Arg

Met

575

Ala

Leu

Gly

Asn

Trp

15

Gly

Ser

Gln

Ala

val

val

560

Ala

Ser

Glu

Tyr

Ala
640

Thr

Leu

Thr

Gly

Ser
80



Ser

Thr

Thr

val

Trp

145

Gly

Ser

Gln

Ala

Leu

225

Leu

Gln

Gly

Thr

Pro

305

Ile

Glu

Met

Lys

Thr

Ser

130

Thr

Leu

Thr

Gly

Ser

210

Ser

Gln

Leu

Asn

Gly

290

Ala

Pro

Cys

Ala

Thr

Gly

115

Met

Asn

Ser

Ile

Arg

195

Ser

Thr

Thr

val

Ser

275

Leu

Pro

Ser

Ser

Glu

Ser

100

Val

Phe

Pro

Ser

Ala

180

Thr

Met

Lys

Thr

Ser

260

Glu

val

Gly

Leu

Leu

Ile

85

Ser

Val

Ala

Gly

Met

165

Gln

Ser

Ala

Thr

Gly

245

Met

His

val

Thr

Glu

325

Gln

Ala

Ile

Asn

Gln

Leu

150

Pro

Ser

Pro

Glu

Ser

230

val

Phe

Leu

Tyr

Cys

310

Ala

Ala

Ala

Ala

Gln

Ala

135

Ala

Gly

Met

Asn

Ile

215

Ser

val

Ala

val

Asp

295

Cys

Leu

Lys

Ser

Ser

Pre

120

Gly

Glu

Phe

Val

Lys

200

Ala

Ile

Asn

Gln

Thr

280

Tyxr

Tyxr

Thr

Pr¢

Glu

Ala

105

Phe

Met

Asn

Thr

Gln

185

Leu

Ala

Ala

Gln

Ala

265

Thr

Gln

ILle

Arg

Ala

ES 2608 673 T3

Glu

20

Met

Ile

Asn

Fhe

Ala

170

Ser

Gln

Ser

Ser

Pro

250

Gly

Ala

Gln

Met

Lys

330

Val

Gly

Ser

Asn

Asp

Met

155

Ser

TIle

Ala

Glu

Ala

235

Phe

Met

Thr

Leu

Lys

315

val

Pro

Gly

Asn

Glu

Gly

140

Asn

Gln

Gln

Leu

Glu

220

Met

Ile

Asn

Phe

Leu

300

Ile

His

Thr

Gly

Ala

Ile

125

Gly

Ser

Leu

Ser

Asn

205

Gly

Ser

Asn

Asp

Ser

285

Ile

Ala

Asn

Ser

75

Ser

Phe

110

Thr

Gly

Phe

Asp

Leu

190

Met

Gly

Asn

Glu

val

270

Ile

Ala

Fro

Phe

Lys

Leu

a5

Leu

Gln

Thr

Met

Asp

175

Ala

Ala

Gly

Ala

Ile

255

Ser

Gly

Tyr

Glu

Gln

335

Leu

Ser

Gln

Leu

Pro

Gln

160

Met

Ala

Phe

Ser

Phe

240

Thr

Ala

Ser

Lys

Ser

320

Met

Gly



10

15

340

ES 2608 673 T3

345

350

Gln Ala Glu Gly Arg Asp Ala Gly Ser Ala Pro Ser Gly Gly Asp Pro

355

360

365

Ala Phe Leu Gly Met Ala Val Ser Thr Leu Cys Gly Glu Val Pro Leu

370 375
Tyr Tyr Ile
385
<210> 35
<211>178

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Proteina de fusion

<400> 35

Met Gly Hig Hig Hisg Hig Hisg
1 5

His Leu Thr Asp Asp Ser Phe
20

Ala Ile Leu Vval Asp Phe Trp
35

Ile Ala Pro Ile Leu Asp Glu
50 55

Thr val Ala Lys Leu Asn Ile
65 70

Tyr Gly Ile Arg Gly Ile Pro

val Ala aAla Thr Lys Val Gly
100

Phe Leu Asp Ala Asn Leu Ala
115

His His His His Ser Ser Gly
130 135

Met Ile Pro Ser Ser Pro Val

145 150

Leu Leu Leu Leu Leu Ile Leu

165

Gly Leu

<210> 36

<211> 537

Hisg

Asp

Ala

40

Ile

Asp

Thr

Ala

Gly

120

Leu

His

Leu

Met

Thr

25

Glu

Ala

Gln

Leu

Leu

105

Ser

Vval

Leu

Leu

Ala

10

Asp

Trp

Asp

Asn

Leu

Ser

Gly

Pro

Lys

Ile
170

Ser

val

Cys

Glu

Pro

75

Leu

Lys

Ser

Arg

Arg
155

Leu

380

Ser

Leu

Gly

Tyr

60

Gly

Phe

Gly

Gly

Gly

140

Leu

Gly

76

Asp

Lys

Pro

45

Gln

Thr

Lys

Gln

His

125

Ser

Lys

Ala

Lys

Ala

30

Cys

Gly

Ala

Asn

Leu

110

Met

Gly

Leu

Leu

Ile

15

Asp

Lys

Lys

Pro

Gly

Lys

His

Asn

Leu

Leu
175

Ile

Gly

Met

Leu

Lys

g0

Glu

Glu

His

Ser

Len
160

Leu



10

15

20
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<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Proteina de fusion
<400> 36
atgggccatec atcatcatca tcatatgget agcagcgata
gacagttttg acacggatgt actcaaagecg gacggggega
gagtggtgcg gtccgtgecaa aatgatcgcecc ccgattctgg
cagggcaaac tgaccgttge aaaactgaac atcgatcaaa
tatggecatce gtggtatcce gactcotgetyg ctgttceaaaa
aaagtgggtg cactgtctaa aggtcagttg aaagagttcc
tctggttctg gccatatgca ccatcatcat catcattctt
tctgggaatt ctatgattcc gagcagcccg gtgeatctga
ctgetgetge tgetgattet getgetgatt ctgggegege
<210> 37
<211> 313
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Proteina de fusion
<400> 37
Met Gly His His His His His His Met Ala Ser
1 5 10
His Leu Thr Asp Asp Ser Phe Asp Thr Asp Val
20 25
Ala Tle Leu Val Asp Phe Trp Ala Glu Trp Cys
35 40
Ile Ala Pro Ile Leu Asp Glu Ile Ala Asp Glu
50 55
Thr Val Ala Lys Leu Asn Ile Asp Gln Asn Pro
65 70 75

aaattattca
tactegtega
atgaaatcgc
accectggeac
acggtgaagt
tcgacgectaa
ctggtctggt
aacgcctgaa

tgctgetggg

Ser Asp

Leu

Lys

Pro
45

Gly

Tyr Gln

60

Gly Thr

77

Lys

Ala

Cys

Gly

Ala

cctgactgac
tttetgggea
tgacgaatat
tgocgeccgaaa
ggcggcaace
cctggeceggt
gccacgeggt
actgctgetg

cctgtaa

Ile
15

Ile

Asp Gly

Lys Met

Lys Leu

Pro Lys

80

60

120

180

240

300

360

420

480

537



10

Tyr Gly

Val Ala

Phe Leu

His His
130

His Met
145

Phe Met

Ala Ser

Ser Ile

Gln Ala
210

Ser Glu
225

Ser Ala

Pro Phe

Gly Met

Lys Arg
290

Ile Leu
305

<210> 38
<211> 939

Ile

Ala

Asp

115

His

Ser

Asn

Gln

Gln

195

Leu

Glu

Met

Ile

Asn

275

Leu

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

Arg

Thr

100

Ala

His

His

Ser

Leu

180

Ser

Asn

Gly

Ser

Asn

260

Asp

Lys

Ala

Gly

Lys

Asn

Ser

Thr

Phe

165

Asp

Leu

Met

Gly

Asn

245

Glu

Val

Leu

Leu

<223> Proteina de fusion

<400> 38

Ile

Val

Leu

Ser

Thr

150

Met

Asp

Ala

Ala

Gly

230

Ala

Ile

Ser

Leu

Leu
310

Pro

Gly

Ala

Gly

135

Pro

Gln

Met

Ala

Phe

215

Ser

Phe

Thr

Ala

Leu

295

Leu

Thr

Ala

Gly

120

Leu

Trp

Gly

Ser

Gln

200

Ala

Leu

Leu

Gln

Met

280

Leu

ES 2608 673 T3

Leu

Leu

105

Ser

val

Thr

Leu

Thr

185

Gly

Ser

Ser

Gln

Leu

265

Ile

Leu

Leu

Leu

Ser

Gly

Pro

Asn

Ser

170

Ile

Arg

Ser

Thr

Thr

250

val

Pro

Leu

Leu

Lys

Ser

Arg

Pro

155

Ser

ala

Thr

Met

Lys

235

Thr

Ser

Ser

Leun

Phe

Gly

Gly

Gly

140

Gly

Met

Gln

Ser

Ala

220

Thr

Gly

Met

Ser

Leu

300

78

Lys

Gln

His

125

Ser

Leu

Pro

Ser

Pro

205

Glu

Ser

val

Phe

Pro

285

Ile

Asn

Leun

110

Met

Gly

Ala

Gly

Met

190

Asn

Ile

Ser

val

Ala

270

Val

Leu

Gly

Lys

His

Asn

Glu

Phe

175

val

Lys

Ala

Ile

Asn

255

Gln

His

Leu

Glu

Glu

His

Ser

Asn

160

Thr

Gln

Leu

Ala

Ala

240

Gln

Ala

Leu

Leu



10

atgggcecate
gacagttttg
gagtggtgcg
cagggcaaac
tatggcatcee
aaagtgggtyg
tctggttetg
tctgggaatt
tttatgaaca
gatgatatga
ggecgeacca
gaaattgcgg
agcgcgatga
gaaattacce
attcegagea

attctgette

<210> 39
<211> 410
<212> PRT

atcatcatca
acacggatgt
gtcegtgeaa
tgacegttge
gtggtatece
cactgtctaa
gccatatgea
ccecatatgag
getttatgea
gcaccattge
gcccegaacaa
cgagcgaaga
gcaacgcgtt
agctggtgag
geceggtgea

tgattctggg

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Proteina de fusion

<400> 39
Met Gly
1

Gly Ser

Asn Pro

Ser Ser

50

Ile Ala

His

His

Gly

Met

Gln

Hisg
5

His

20

Leu

Pro

Ser

His His

His His

Ala Glu

Gly Phe

Met Val

tcatatgget
actcaaagcyg
aatgatcgec
aaaactgaac
gactetgety
aggtecagttg
ccatcatcat
ccataccace
gggcetgage
gcagagcatg
actgcaggeg
aggcggcggc
tctgecagacc
catgtttgeg
tetgaaacge

cgegetgetg

Hisg His

His

His

Phe
40

Asn

Thr
55

Ala

Gln Ser

Gly

Met

25

Met

Ser

Ile

ES 2608 673 T3

agcagcgata
gacggggcga
ccgattectgg
atcgatcaaa
ctgttcaaaa
aaagagttce
catcattett
coghggacea
agcatgccgg
gtgcagageca
ctgaacatgg
agcctgageca
accggcegtgg
caggcgggca
ctgaaattge

ctgggectg

Gly
10

Gly
Ser His
Asn Ser
Gln

Leu

Gln Ser

aaattattca
tecectcocgtega
atgaaatcge
accetggeac
acggtgaagt
tcgacgetaa
ctggtctggt
accegggect
gctttacege
ttecagagect
cgtttgecgag
ccaaaaccag
tgaaccagcc
tgaacgatgt

tgetgetgtt

Gly Ser

Thr Thr

30

Phe Met

45

Asp
60

Asp

Leu Ala

79

Gly

Pro

Gln

Met

Ala

cctgactgac
tttctgggea
tgacgaatat
tgegeegaaa
ggeggcaace
cctggeoggt
gccacgeggt
ggcggaaaac
gagccagekg
ggcggcgcag
cagcatggcg
cagcattgcg
gtttattaac
gagcgoegatg

actgctgetyg

Gly
15

Gly
Trp Thr
Gly Leu
Thr

Ser

Gln Gly

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

939



€5

Arg

Ser

Thr

Thr

Val
145

Trp

Gly

Ser

Gln

Ala

225

Leu

Lau

Gln

Leu

Ala

305

Gln

Thr

Met

Lys

Thr

130

Ser

Thr

Leu

Thr

Gly

210

Ser

Ser

Gln

Leu

Glu

290

Thr

Leu

Ser

Ala

Thr

115

Gly

Met

Asn

Ser

Ile

1385

Arg

Ser

Thr

Thr

val

275

Ala

Phe

Leu

Pro

Glu

100

Ser

Val

Phe

Pro

Ser

180

Ala

Thr

Met

Lys

Thr

260

Ser

Leu

Ser

Ile

Asn

Ile

Ser

Val

Ala

Gly

165

Met

Gln

Ser

Ala

Thr

245

Gly

Met

Phe

ILle

Ala
325

70

Lys

Ala

Ile

Asn

Gln

150

Leu

Pro

Ser

Pro

Glu

230

Ser

Val

Phe

Gln

Gly

310

Tyr

Leu

Ala

Ala

Gln

135

Ala

Ala

Gly

Met

Asn

215

Ile

Ser

val

Ala

Gly

295

Ser

Lys

Gln

Ser

Ser

120

Pro

Gly

Glu

Phe

val

200

Lys

Ala

Ile

Asn

Gln

280

Pro

Thr

Pro

Ala

Glu

105

Ala

Phe

Met

Asn

Thr

185

Gln

Leu

Ala

Ala

Gln

2565

Ala

Asn

Gly

Ala

ES 2608 673 T3

Leu

Glu

Met

Ile

Asn

Dhe

170

Ala

Ser

Gln

Ser

Ser

250

Pro

Gly

Ser

Leu

Pro
330

75

Asn

Gly

Ser

Asan

Asp

155

Met

Ser

ILle

Ala

Glu

235

Ala

Phe

Met

Glu

Val

315

Gly

Met

Gly

Asn

Glu

140

Gly

Asn

Gln

Gln

Leu

220

Glu

Met

Ila

Asn

His

300

val

Thr

Ala

Gly

Ala

125

Ile

Gly

Ser

Leu

Ser

205

Asn

Gly

Ser

Asn

Asp

285

Leu

Tyr

Cys

80

Phe

Ser

110

Phe

Thr

Gly

Phe

Asp

1%0

Leu

Met

Gly

Asn

Glu

270

val

val

Asp

Cys

Ala

Leu

Leu

Gln

Thr

Met

175

Asp

Ala

Ala

Gly

Ala

255

Ile

Ser

Thr

Tyr

Tyr
335

80

Ser

Ser

Gln

Leu

Pro

160

Gln

Met

Ala

Phe

Ser

240

Phe

Thr

Ala

Thr

Gln

320

Ile



10

15

Met Lys

Lys Val

val Pro
370

Ala Pro
385

Leu Cys

<210> 40
<211> 1233
<212> ADN

Ile

His

355

Thr

Ser

Gly

Ala
340

Pro
Asn Phe
Ser

Lys

Gly Gly

Glu

Gln

Leu

Asp

Ser Ile

Pro

ES 2608 673 T3

Ser Leu

345

Met Glu

360

Gly Gln

375

Pro Ala

350

Glu Val

405

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Proteina de fusion

<400> 40

atgggcecate
catcatecate
atgaacagct
gatatgagca
cgtaccagcc
attgcggega
gcgatgagca
attacccagce
tggaccaacc
atgeceggget
cagagcatte
aacatggegt
ctgagcacca
ggcgtggtga
gcgggcatga
ctggttacca
cagcetgetga
ccagagagca
tgetetetge
gatgcaggcet

ctgtgtggeg

atcatcatca
atatgageoca
ttatgcaggyg
ccattgeogea
cgaacaaact
gocgaagaagg
acgcgtttct
tggtgagcat
cgggectgge
ttaccgegag
agagcctgge
ttgoegageag
aaaccagcag
accagccgtt
acgatgtgag
ctgccacett
tcgectacaa
tcececcagtet
aggcecaagec

cagcaccctce

aggtgccgcet

Pro

Leu Tyr

tecatggegge
taccacceceg
cctgagecage
gagcatggtyg
gcaggcgetyg
cggeggeage
gcagaccace
gtttgcgcag
ggaaaacttt
ccagetggat
ggcgcagggce
catggcggaa
cattgcgage
tattaacgaa
cgcegetggaa
ctecategge
gccagecocet
tgaggctcte
cgcagtgect
cggaggggac

ctactacatc

Cys

Ala

Phe

Tyr

Ser Leu

Glu Gly

Leu Gly
395

Ile
410

ggtggtagcyg
tggaccaace
atgccggget
cagagcatte
aacatggcgt
ctgagcacca
ggcgtggtga
gcgggcatga
atgaacagct
gatatgagca
cgtaccagce
attgaggega
gcgatgagea
attacccagc
gegetgttoo
tocactgges
ggcacctget
actagaaaag
acgtetaage
ccggecttee

tag

Glu Ala

Gln Ala
365

Arg AsSp
380

Met Ala

gtggcggtgg
cgggoctgge
ttaccgegag
agagcetgge
ttgcgagecag
aaaccagcag
accagccgtt
acgatggcgg
ttatgcaggg
ccattgegea
cgaacaaact
gogaagaagg
acgcgtttet
tggtgagecat
agggcccgaa
tegtggtgta
gctacatcat
tccacaactt
tgggecagge

tgggecatgge

81

Leu Thr Arg

350

Lys Pro Ala

Ala Gly Ser

Val Ser Thr

400

cagccatcat
ggaaaacttt
ccagctggat
ggcgcaggge
catggcggaa
cattgeogage
tattaacgaa
cggcacceccg
cctgagcagc
gagcatggtg
gcaggegoetyg
cggcggeage
gcagaccacc
gtttgegeag
ttecagagcac
tgactaccag
gaagatagct
ccagatggaa
agaggggcga

cgtgagcace

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

9260

1020

1080

1140

1200

1233
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15

20

<210> 41

<211> 116

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 41
Gly Prc Asn Ser Glu

1 5

Ser Thr Gly Leu Val
20

Lys Prc¢ Ala Pro Gly
35

Ser Ile Pro Ser Leu
50

Met Glu Cys Ser Leu
65

Gly Gln Ala Glu Gly
85

Pro Ala Phe Leu Gly
100

Leu Tyr Tyr Ile
115

<210> 42

<211> 537

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Proteina de fusion

<400> 42

Hisg

Val

Thr

Glu

Gln

70

Arg

Met

Leu

Tyr

Cys

Ala

55

Ala

Asp

Ala

val

Asp

Cys

40

Leu

Lys

Ala

Val

ES 2608 673 T3

Thr

Tyr

25

Tyr

Thr

Pro

Gly

Ser
105

Thr

10

Gln

Ile

Arg

Ala

Ser

20

Thr

Ala

Gln

Met

Lys

val

75

Ala

Leu

Thr

Leu

Lys

Val

60

Pro

Pro

Cys

Phe

Leu

Ile

45

His

Thr

Ser

Gly

Ser

Ile

30

Ala

Asn

Ser

Gly

Glu
110

Ile

15

Ala

Pro

Phe

Lys

Gly

95

val

Gly

Tyr

Glu

Gln

Leu

g0

Asp

Pro

Met Gly His His His His Hisg His Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly

1 5

10

15

Gly Ser His His His His His His Met Ser His Thr Thr Pro Trp Thr

20

25

82

30



Asn

Ser

Ile

65

Arg

Ser

Thr

Thr

Val

145

Trp

Gly

Ser

Gln

Ala

225

Leu

Leu

Gln

Pro

Ser

Ala

Thr

Met

Lys

Thr

130

Ser

Thr

Leu

Thr

Gly

210

Ser

Ser

Gln

Leu

Gly

Met

Gln

Ser

Ala

Thr

115

Gly

Met

Asn

Ser

Ile

195

Arg

Ser

Thr

Thr

val
275

Leu

Pro

Ser

Pro

Glu

100

Ser

Val

Phe

Pro

Ser

180

Ala

Thr

Met

Lys

Thr

260

Ser

Ala

Gly

Met

Asn

85

Ile

Ser

val

Ala

Gly

165

Met

Gln

Ser

Ala

Thr

245

Gly

Met

Glu

Phe

Val

70

Lys

Ala

Ile

Asn

Gln

150

Leu

Pro

Ser

Pro

Glu

230

Ser

Val

Phe

Asn

Thr

55

Gln

Leu

Ala

Ala

Gln

135

Ala

Ala

Gly

Met

Asn

215

Ile

Ser

vVal

Ala

Phe

40

Ala

Ser

Gln

Ser

Ser

120

Pro

Gly

Glu

Fhe

val

200

Lys

Ala

Ile

Agn

Gln
280

Met

Ser

Ile

Ala

Glu

105

Ala

Phe

Met

Asn

Thr

185

Gln

Leu

Ala

Ala

Gln

265

Ala

ES 2608 673 T3

Asn

Gln

Gln

Leu

20

Glu

Met

Tle

Asn

Phe

170

Ala

Ser

Gln

Ser

Ser

250

Pro

Gly

Ser

Leu

Ser

Asn

Gly

Ser

Asn

Asp

155

Met

Ser

Ile

Ala

Glu

235

Ala

FPhe

Met

Phe

Asp

Leu

Met

Gly

Asn

Glu

140

Gly

Asn

Gln

Gln

Len

220

Glu

Met

Tle

Asn

83

Met

45

Asp

Ala

Ala

Gly

Ala

125

Ile

Gly

Ser

Leu

Ser

205

Asn

Gly

Ser

Asn

Asp
285

Gln

Met

Ala

Phe

Ser

110

Phe

Thr

Gly

Phe

AsSp

190

Leu

Met

Gly

Asn

Glu

270

Val

Gly

Ser

Gln

Ala

95

Leu

Leu

Gln

Thr

Met

175

Asp

Ala

Ala

Gly

Ala

255

Ile

Ser

Leu

Thr

Gly

Ser

Ser

Gln

Leu

Pro

160

Gln

Met

Ala

Phe

Ser

240

Phe

Thr

Ala
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Leu

Thr

305

His

Lys

Trp

Arg

Pro

385

Asn

Asn

Leu

Met

His

465

Asn

Leu

His

Met

Glu

290

Gly

Lys

Leu

Pro

Tyr

370

Glu

Tyr

Arg

Gly

Ala

450

Asn

Thr

Ser

Met

Aszp
530

<210> 43
<211> 1620
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Proteina de fusion

<400> 43

Ala

Val

Phe

Thr

Thr

355

Pro

Gly

Lys

Ile

His

435

Asp

Ile

Pro

Thr

Val

515

Glu

Leu

val

Ser

Leu

340

Leu

Asp

Tyr

Thr

Glu

420

Lys

Lys

Glu

Tle

Gln

500

Leu

Leu

Phe

Pro

Val

325

Lys

val

His

val

Arg

405

Leu

Leu

Gln

Asp

Gly

485

Ser

Leu

Tyr

Gln

Ile

310

Ser

Phe

Thr

Met

Gln

390

Ala

Lys

Glu

Lys

Gly

470

Asp

Ala

Glu

Lys

Gly

295

Leu

Gly

Ile

Thr

Lys

375

Glu

Glu

Gly

Tyr

Asn

455

Ser

Gly

Leu

Phe

Leu
535

Pro

val

Glu

Cys

Leu

360

Gln

Arg

val

Ile

Asn

440

Gly

val

Pro

Ser

val

520

Ile

Asn

Glu

Gly

Thr

345

Thr

His

Thr

Lys

Asp

425

Tyr

Ile

Gln

Val

Lys

505

Thr

Asn

ES 2608 673 T3

Ser

Leu

Glu

330

Thr

Tyr

Asp

Ile

FPhe

410

Phe

Asn

Lys

Leu

Leu

490

Asp

Ala

Lys

Asp

315

Gly

Gly

Gly

Phe

Phe

395

Glu

Lys

Ser

val

Ala

475

Leu

Pro

Ala

Gly

300

Gly

Asp

Lys

val

Phe

380

FPhe

Gly

Glu

His

Asn

460

Asp

Pro

Asn

Gly

84

Glu

Asp

Ala

Leu

Gln

365

Lys

Tys

Asp

Asp

Asn

445

Phe

His

Asp

Glu

Ile
525

Glu

Val

Thr

Pro

350

Cys

Ser

Asp

Thr

Gly

430

val

Lys

Tyr

Asn

Lys

510

Thr

Leu

Asn

Tyr

335

val

FPhe

Ala

Asp

Leu

415

Asn

Tyr

Ile

Gln

His

495

Arg

Leu

Phe

Gly

320

Gly

Pro

Ser

Met

Gly

400

val

Ile

Ile

Arg

Gln

480

Tyr

Asp

Gly



atgggccatc
catcatcate
atgaacagct
gatatgagca
cgtaccagcc
attgcggcga
gcgatgagea
attacccagc
tggaccaacc
atgecggget
cagagcattc
aacatggcgt
ctgagcacca
ggcgtggtga
gegggeatga
gaggagctgt
cacaagttca
aagttcatct
acctacggcg
aagtcecgcca
aactacaaga
ctgaagggcea
tacaacagcd
ttcaagatce
aacaccecca
tcegeccetga
accgecgecg
<210> 44

<211> 243
<212> PRT

atcatcatca
atatgageca
ttatgcaggg
ccattgegea
cgaacaaact
gcgaagaagg
acgegtttet
tggtgagecat
cgggcctgge
ttaccgegag
agagcctggc
ttgcgagecag
aaaccagcag
accagcegtt
acgatgtgag
tcaccggggt
gegtgtecgyg
gcaccacagg
tgcagtgett
tgcececgaagg
cocgogecga
tegacttcaa
acaacgtcta
gocacaacat
tcggegacgg
gcaaagaccao

ggatcactct

<213> Aequorea victoria

<400> 44

tcatggegge
taccaccceg
cotgageage
gagcatggtyg
gcaggcgetg
cggeggcage
gcagaccace
gtttgcgeag
ggaaaacttt
ccagetggat
ggcgcagggc
catggcggaa
cattgcgagc
tattaacgaa
cgogetggaa
ggtgccecatce
cgaggycgag
caagctgeece
cagccgctac
ctacgtccag
ggtgaagtte
ggaggacggc
tatcatggeoe
cgaggacgge
cecegtgetg
caacgagaag

cggcatggac

ES 2608 673 T3

ggtggtagcey
tggaccaacc
atgecggget
cagagcatta
aacatggcgt
ctgagcacca
ggegtggtga
gcgggcatga
atgaacagct
gatatgagca
cgtaccagcc
attgcggcga
gcgatgagca
attacccagce
gcgetgttee
ctggtcgage
ggegatgcoca
gtgocctgge
cccgaccaca
gagcgcacca
gagggcgaca
aacatcctgg
gacaagcaga
agcgtgoage
ctgccecgaca
cgegatcaca

gagctgtaca

gtggcggtygg
cgggectgge
ttacecgcgag
agagcctgge
ttgcgagecag
aaaccagcag
accagecegtt
acgatggegg
ttatgcaggg
ccattgagea
cgaacaaact
gcgaagaagg
acgcegtttct
tggtgagcat
agggcccgaa
tggacggega
cctacggeaa
ccaccctegt
tgaagcagca
tecttetteaa
ccctggtgaa
ggcacaaget
agaacggeat
tagoogacea
accactacct
tggtectget

agttaattaa

85

cagccatcat
ggaaaacttt
ccagetggat
ggcgcaggge
catggcggaa
cattgcgage
tattaacgaa
cggcaccccg
cctgagecage
gagcatggtg
gcaggcgctyg
cggcggeage
gcagaccacc
gtttgegeag
ttcaaagggce
cgtaaacggc
gctgacectyg
gaccaccoctyg
cgacttcttc
ggacgacgge
ccgeatocgag
ggagtacaac
caaggtgaac
ctaccagcag
gagcacccag
ggagttcegtg

ctaatgataa

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
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Gly Prc Asn Ser Lys

Leu Val Glu Leu Asp
20

Gly Glu Gly Glu Gly
35

Ile Cys Thr Thr Gly
50

Thr Leu Thr Tyr Gly
65

Lys Gln His Asp Phe
85

Glu Arg Thr Ile Phe
100

Glu Val Lys Phe Glu
115

Gly Ile Asp Phe Lys
130

Tyr Asn Tyr Asn Ser
145

Asn Gly Ile Lys Val
165

Ser Val Gln Leu Ala
180

Gly Pro val Leu Leu
195

Leu Ser Lys Asp Pro
210

Phe val Thr Ala Ala
225

Leu Ile Asn
<210> 45
<211> 307

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Proteina de fusion

<400> 45

Gly Glu

Gly Asp

Asp Ala

Lys Leu
55

Vval Gln
70

Phe Lys

Phe Lys

Gly Asp

Glu Asp
135

His Asn
150

Asn Phe

Asp His

Pro Asp

Asn Glu

215

Gly Ile
230

Glu

vVal

Thr

40

Pro

Cys

Ser

Asp

Thr

120

Gly

val

Lys

Tyr

Asn

200

Lys

Thr

ES 2608 673 T3

Leu

Asn

25

Tyr

val

Phe

Ala

Asp

105

Leu

Asn

Tyr

Ile

Gln

185

His

Leu

Phe

10

Gly

Gly

Pro

Ser

Met

20

Gly

val

Ile

Ile

Arg

170

Gln

Tyr

Asp

Gly

Thr

His

Lys

Trp

Arg

75

Pro

Asn

Asn

Leu

Met

155

His

Asn

Leu

His

Met
235

Gly

Lys

Leu

Pro

60

Tyr

Glu

Tyr

Arg

Gly

140

Ala

Asn

Thr

Ser

Met

220

Asp

86

val

Phe

Thr

45

Thr

Pro

Gly

Lys

Ile

125

His

Asp

Ile

Pro

Thr

205

Vval

Glu

val

Ser

30

Leu

Leu

Asp

Tyr

Thr

110

Glu

Lys

Lys

Glu

Ile

190

Gln

Leu

Leu

Pro

15

Val

Lys

val

His

val

95

Arg

Leu

Leu

Gln

Asp

175

Gly

Ser

Leu

Tyr

Ile

Ser

Phe

Thr

Met

g0

Gln

Ala

Lys

Glu

Lys

160

Gly

Asp

Ala

Glu

Lys
240



val

Leu

Ser

Lys

Gly

Leu

Gly

Ile

Thr

Lys

145

Glu

Glu

Gly

Asp

His

Leu

Lys

50

Pro

val

Glu

Cys

Leu

130

Gln

Arg

Val

Ile

Asn

Leu

Lys

35

Leu

Asn

Glu

Gly

Thr

115

Thr

His

Thr

Lys

Asp
195

Lys

Pro

20

Asp

Asn

Ser

Leu

Glu

100

Thr

Tyr

Asp

Ile

Phe

180

Phe

Phe

Asn

Asp

Asp

Lys

Asp

85

Gly

Gly

Gly

Phe

Phe

165

Glu

Lys

Asn

Leu

Pro

Ala

Gly

70

Gly

Asp

Lys

Val

Phe

150

Phe

Gly

Glu

Lys

Asn

Ser

Gln

55

Glu

Asp

Ala

Leu

Gln

135

Lys

Lys

Asp

Asp

Glu

Glu

Gln

40

Ala

Glu

val

Thr

Pro

120

Cys

Ser

Asp

Thr

Gly
200

ES 2608 673 T3

Gln

Glu

25

Ser

Pro

Leu

Asn

Tyr

105

Vval

Phe

Ala

Asp

Leu

185

Asn

Gln

10

Gln

Ala

Lys

Phe

Gly

20

Gly

Pro

Ser

Met

Gly

170

Vval

Ile

Asn

Arg

Asn

Leu

Thr

75

His

Lys

Trp

Arg

Pro

155

Asn

Asn

Leu

Ala

Asn

Leu

Glu

60

Gly

Lys

Leu

Pro

Tyr

140

Glu

Tyr

Arg

Gly

87

Phe

Ala

Leu

45

Ala

val

Phe

Thr

Thr

125

Pro

Gly

Lys

Ile

His
205

Tyr

Phe

30

Ala

Leu

val

Ser

Leu

110

Leu

Asp

Tyr

Thr

Glu

190

Lys

Glu

15

Ile

Glu

Phe

Pro

val

95

Lys

Val

His

Vval

Arg

175

Leu

Leu

Ile

Gln

Ala

Gln

Ile

Ser

Phe

Thr

Met

Gln

160

Ala

Lys

Glu
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Tyr Asn Tyr Asn Ser His
210

Agn Gly Ile Lys Val Asn
225 230

Ser Val Gln Leu Ala Asp
245

Gly Pro Val Leu Leu Pro
260

Leu Ser Lys Asp Pro Asn
275

Phe val Thr ala Ala Gly
290

Leu Ile Asn
305

<210> 46

<211> 368

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Proteina de fusion

<400> 46
His His His His Hisg His

1 5

Glu Leu Asp Lys Tyr Gly
20

Asn Ala Lys Thr Val Glu
35

Glu Ser Ala Lys Lys Ala
50

Asp Phe Leu Lys Ser Gln
65 70

Glu Leu Ala Glu Ala Lys
85

Gly Val Ser Asp Tyr Tyr
100

Asn

215

Phe

His

Asp

Glu

Ile
295

Leu

val

Gly

Arg

55

Thr

Val

Lys

Val

Lys

Tyr

Asn

Lys

280

Thr

Ala

Ser

Val

40

Ile

Pro

Leu

Asn

ES 2608 673 T3

Tyr

Ile

Gln

His

265

Arg

Leu

Glu

Asp

25

Lys

Ser

Ala

Ala

Leu
105

Ile

Arg

Gln

250

Tyr

Asp

Gly

Ala

10

Tyr

Asp

Glu

Glu

Asn

20

Ile

Met

His

235

Asn

Leu

His

Met

Lys

His

Leu

Ala

Asp

75

Arg

Asn

Ala

220

Asn

Thr

Ser

Met

Asp
300

val

Lys

Gln

Thr

60

Thr

Glu

Asn

88

Asp

Ile

Preo

Thr

Val

285

Glu

Leu

Asn

Ala

45

Asp

Vval

Leu

Ala

Lys

Glu

Ile

Gln

270

Leu

Leu

Ala

Leu

30

Gln

Gly

Lys

Asp

Lys
110

Gln

Asp

Gly

255

Ser

Leu

Tyr

Asn

15

Ile

val

Leu

Ser

Lys

95

Thr

Lys

Gly

240

Asp

Ala

Glu

Lys

Arg

Asn

Val

Ser

Ile

B0

Tyr

val
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Glu

Ser

Leu

145

Glu

Thr

Tyr

Asp

Ile

225

Phe

Phe

Asn

Lys

Leu

305

Leu

Asp

Ala

<210> 47

Gly

Lys

130

Asp

Gly

Gly

Gly

Phe

210

Phe

Glu

Lys

Ser

Val

290

Ala

Leu

Prc

Ala

Val

115

Gly

Gly

Asp

Lys

Val

195

Phe

Phe

Gly

Glu

His

275

Asn

Asp

Pro

Asn

Gly
355

<211> 692
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Proteina de fusion

<400> 47

Lys

Glu

Asp

Ala

Leu

180

Gln

Lys

Lys

Asp

Asp

260

Asn

Phe

His

Asp

Glu

340

Ile

Ala

Glu

Vval

Thr

165

Pro

Cys

Ser

Asp

Thr

245

Gly

VvVal

Lys

Tyr

Asn

325

Lys

Thr

Leu

Leu

Asn

150

Tyr

Vval

Phe

Ala

Asp

230

Leu

Asn

Tyr

Ile

Gln

310

His

Arg

Leu

Ile

Phe

135

Gly

Gly

Pro

Ser

Met

215

Gly

val

Ile

Ile

Arg

295

Gln

Tyr

Asp

Gly

Asp

120

Thr

His

Lys

Trp

Arg

200

Pro

Asn

Asn

Leu

Met

280

His

Asn

Leu

His

Met
360

Glu

Gly

Lys

Leu

Pro

185

Tyr

Glu

Tyr

Arg

Gly

265

Ala

Asn

Thr

Ser

Met

345

Asp

ES 2608 673 T3

Ile

val

Phe

Thr

170

Thr

Pro

Gly

Lys

Ile

250

His

Asp

Ile

Pro

Thr

330

Val

Glu

Leu

val

Ser

155

Leu

Leu

Asp

Tyr

Thr

235

Glu

Lys

Lys

Glu

Ile

315

Gln

Leu

Leu

Ala

Pro

140

Val

Lys

val

His

Val

220

Arg

Leu

Leu

Gln

Asp

300

Gly

Ser

Leu

Tyr

89

Ala

125

Ile

Ser

Phe

Thr

Met

205

Gln

Ala

Lys

Glu

Lys

285

Gly

Asp

Ala

Glu

Lys
365

Leu

Leu

Gly

Ile

Thr

190

Lys

Glu

Glu

Gly

Tyr

270

Asn

Ser

Gly

Leu

Phe

350

Leu

Proc

val

Glu

Cys

175

Leu

Gln

Arg

val

Ile

255

Asn

Gly

Val

Pro

Ser

335

Val

Ile

Asn

Glu

Gly

160

Thr

Thr

His

Thr

Lys

240

Asp

Tyr

Ile

Gln

Val

320

Lys

Thr

Asn



Met

Gly

Asn

Ser

Ile

65

Arg

Ser

Thr

Thr

val

145

Trp

Gly

Ser

Gln

Gly

Ser

Pro

Ser

50

Ala

Thr

Met

Lys

Thr

130

Ser

Thr

Leu

Thr

Gly
210

His

His

Gly

Met

Gln

Ser

Ala

Thr

115

Gly

Met

Asn

Ser

Ile

195

Arg

Hisg

His

20

Leu

Pro

Ser

Pro

Glu

100

Ser

val

Phe

Pro

Ser

180

Ala

Thr

His

His

Ala

Gly

Met

Asn

85

Ile

Ser

val

Ala

Gly

165

Met

Gln

Ser

His

His

Glu

Phe

Val

70

Lys

Ala

Ile

Asn

Gln

150

Leu

Pro

Ser

Pro

His

His

Asn

Thr

55

Gln

Leu

Ala

Ala

Gln

135

Ala

Ala

Gly

Met

Asn
215

His

His

Phe

Ala

Ser

Gln

Ser

Ser

120

Pro

Gly

Glu

Phe

Val

200

Lys

ES 2608 673 T3

Gly

Met

25

Met

Ser

Ile

Ala

Glu

105

Ala

Phe

Met

Asn

Thr

185

Gln

Leu

Gly

10

Ser

Asn

Gln

Gln

Leu

20

Glu

Met

Ile

Asn

Phe

170

Ala

Ser

Gln

Gly

His

Ser

Leu

Ser

75

Asn

Gly

Ser

Asn

Asp

155

Met

Ser

Ile

Ala

Gly

Thr

Phe

Asp

Leu

Met

Gly

Asn

Glu

140

Gly

Asn

Gln

Gln

Leu
220

90

Ser

Thr

Met

Asp

Ala

Ala

Gly

Ala

125

Ile

Gly

Ser

Leu

Ser

205

Asn

Gly

Pro

30

Gln

Met

Ala

Phe

Ser

110

Phe

Thr

Gly

Phe

Asp

190

Leu

Met

Gly

15

Trp

Gly

Ser

Gln

Ala

95

Leu

Leu

Gln

Thr

Met

175

Asp

Ala

Ala

Gly

Thr

Lenu

Thr

Gly

80

Ser

Ser

Gln

Leu

Pro

160

Gln

Met

Ala

Phe



Ala

225

Leu

Leu

Gln

Leu

Glu

305

Ala

Leu

Glu

Phe

Gln

385

His

Ala

Ile

Val

Ala
465

Ser

Ser

Gln

Leu

Glu

290

Glu

Thr

Ala

Ile

Ser

370

Tyr

Val

val

Asn

Ser

450

Val

Ser

Thr

Thr

val

275

Ala

Ala

Gly

Met

Arg

355

Phe

val

Asn

Asn

Lys

435

Pro

Tyr

Met

Lys

Thr

260

Ser

Leu

Ile

Glu

Gly

340

His

Leu

Met

Glu

His

420

Trp

Arg

Fhe

Ala

Thr

245

Gly

Met

Phe

Ala

Asp

325

Met

Ser

Lys

Lys

Glu

405

Vval

Val

Asp

Lys

Glu

230

Ser

Val

Fhe

Gln

Asp

310

Glu

Met

Met

Glu

Ile

350

Fhe

Asp

Glu

Phe

Gly
470

Ile

Ser

Vval

Ala

Gly

295

Leu

Asn

Glu

Gly

Phe

375

Ala

Leu

Phe

Asn

Asp

455

Asn

Ala

Ile

Asn

Gln

280

Pro

Ser

Ile

Leun

Tyr

360

Ser

Asn

Gln

Ser

Asn

440

Ala

Trp

Ala

Ala

Gln

265

Ala

Asn

Val

Leu

Gly

345

Asp

Asn

Sar

Met

Gln

425

Thr

Ala

Lys

ES 2608 673 T3

Ser

Ser

250

Pro

Gly

Ser

Asn

FPhe

330

Ala

Ser

Met

Leu

Met

410

Asn

Asn

Thr

Ser

Glu
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Ser

Leu

Ile

335

Gln

Glu

Glu

Gly

Asn

415

Asn

Asp

Ile

Glu

Ser

240

Phe

Thr

Ala

Pro

Arg

320

Ala

Lys

Glu

Ser

Phe

400

Ala

Tyr

Leu

Asn

Asn
480



10

Thr Arg Thr

Pro Met Met

Gly Ser Asn
515

Glu Gly Asp
530

Pro Leu Ala
545

Trp Ala Asn

Phe Thr Val

Gly Ile Thr
§95

Asp Asn Lys
610

Glu val Asn
625

Ala Ile Ser

Pro Phe Phe

Met Gly Arg
675

Phe Glu Glu
690

<210> 48
<211> 2085
<212> ADN

Phe Ser Phe Thr
485

Tyr Gln Gln Gly
500

Glu Ala Gly Gly

Glu Ile Ser Met
535

Thr Leu Glu Pro
550

Ser Val Lys Lys
565

Glu Gln Glu Ile
580

Glu Ile Phe Ile
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atgggccatc atcatcatca tcatggegge ggtggtageg gtggeggtgg cagceccatcat 60
catcatcatc atatgagcca taccaccceog tggaccaacc cgggcctggce ggaaaacttt 120
atgaacagct ttatgcaggg cctgagcagc atgccgggct ttaccgcgag ccagctggat 180
gatatgagca ccattgegea gageatggtg cagageatte agageetgge ggegeaggge 240
cgtaccagcec cgaacaaact gecaggegetg aacatggegt ttgegagecag catggceggaa 300
attgcggecga gocgaagaagg cggcoggcagce ctgagcacca aaaccagcag cattgogage 360
gcgatgagca acgcgtttct gcagaccacce ggogtggtga accagccgtt tattaacgaa 420
attacecage tggtgageat gtttgegeag gegggeatga acgatggeogy cggeacecog 480
tggaccaacc cgggectgge ggaaaacttt atgaacaget ttatgecaggg cctgagcage 540
atgccggget ttaccgegag ccagotggat gatatgagea ccattgegea gagecatggtg 600
cagagcattc agagcctgge ggcegcagggce cgtaccagcc cgaacaaact gcaggegetg 660
aacatggcgt ttgcgagcag catggecggaa attgecggoga gogaagaagg cggcggcage 720
ctgagcacca aaaccagcag cattgcgagc gcgatgagca acgecgtttcet gecagaccacce 780
ggcgtggtga accagecgtt tattaacgaa attacccage tggtgagcat gtttgegeag 840
gcgggcatga acgatgtgag cgcgctggaa gegctgttcc agggcccgaa ttcaacaggg %00
gccacttccc ctgaggaagc cattgctgac ttgtcagtga atatgtataa tcgtcttaga 860
gccactggtg aagatgaaaa tattctctte tctccattga gtattgeotet tgecaatggga 1020
atgatggaac ttggggccca aggatctace cagaaagaaa toccgocactc aatgggatat 1080
gacagcctaa aaaatggtga agaattttct ttcttgaagg agttttcaaa catggtaact 1140
gctaaagaga gccaatatgt gatgaaaatt gccaattcct tgtttgtgeca aaatggattt 1200
catgteaatg aggagttttt gcaaatgatqg aaaaaatatt ttaatgecage agtaaatcat 1260
gtggacttca gtcaaaatgt agcocgtggoc aactacatca ataagtgogt ggagaataac 1320
acaaacaatc tggtgazaga tttggtatcc ccaagggatt ttgatgectge cacttatctg 1380
gccctcatta atgectgtcta tttcaagggg aactggaagt cgcagtttag gcctgaaaat 1440
actagaacct tttctttcac taaagatgat gaaagtgaag tccaaattcc aatgatgtat 1500
cagcaaggag aattttatta tggggaattt agtgatggct ccaatgaagce tggtggtatc 1560
taccaagtcc tagaaatacc atatgaagga gatgaaataa gecatgatget ggtgetgtece 1620
agacaggaag ttcctcttgec tactctggag ccattagtca aagcacaget ggttgaagaa 1680
tgggcaaact ctgtgaagaa gcaaaaagta gaagtatacc tgcccaggtt cacagtggaa 1740
caggaaattg atttaaaaga tgttttgaag getettggaa taactgaaat tttcatcaaa 1800
gatgcaaatt tgacaggcct ctctgataat aaggagattt ttctttccaa agcaattcac 1860
aagtccttce tagaggttaa tgaagaagge tcagaagctg ctgectgtcte aggaatgatt 1820
gcaattagta ggatggctgt gctgtatcct caagttattg tcgaccatcc atttttcttt 1980
cttatcagaa acaggagaac tggtacaatt ctattcatgg gacgagtcat gcatcctgaa 2040
acaatgaaca caagtggaca tgatttcgaa gaactttaat gataa 2085
<210>49

<211> 398

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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REIVINDICACIONES
1. Una proteina de fusiéon que comprende

(i) al menos un resto potenciador de la solubilidad que deriva del fragmento N-terminal (NT) de una proteina de tela
de arafia; y

(i) al menos un resto que es una proteina deseada no espidroina, o polipéptido, seleccionada del grupo que
consiste en proteinas y polipéptidos formadores de amiloide, SP-B y variantes de la misma que contienen
disulfuro, apolipoproteinas, proteinas y polipéptidos de membrana, farmacos de proteina y polipéptido, proteinas y
polipéptidos propensos a la agregacion, y proteasas,

en donde cada resto potenciador de la solubilidad esta unido directa o indirectamente, con secuencias implicadas
seleccionadas entre péptidos ligandos y/o restos potenciadores de la solubilidad adicionales, al resto de proteina o
polipéptido deseado no espidroina, y en donde cada resto potenciador de la solubilidad tiene al menos un 80% de
identidad con respecto a la SEQ ID NO 6, o al menos un 50% de identidad con respecto a la SEQ ID NO 8.

2. Una proteina de fusion segun la reivindicacion 1, en donde la proteina o polipéptido deseado no espidroina tiene
menos de un 30% de identidad con respecto a cualquiera de las SEQ ID NO: 6-10.

3. Una proteina de fusidon segun cualquier reivindicacion precedente, en donde cada resto potenciador de la
solubilidad contiene entre 100 y 160 residuos de aminoacido.

4. Una proteina de fusidén segun cualquier reivindicacion precedente, en donde la proteina de fusion comprende al
menos dos restos potenciadores de la solubilidad, cada uno de los cuales deriva del fragmento N-terminal (NT) de
una proteina de tela de arana.

5. Una proteina de fusion segun cualquier reivindicacion precedente, que ademas comprende

(iii) al menos un sitio de division dispuesto entre al menos un resto de proteina o polipéptido deseado no
espidroina y al menos un resto potenciador de la solubilidad.

6. Una proteina de fusion segun cualquier reivindicacion precedente, en donde la proteina o polipéptido deseado no
espidroina se selecciona del grupo que consiste en AB-péptido, IAPP, PrP, a-sinucleina, calcitonina, prolactina,
cistatina, ATF y actina; SP-B y variantes de la misma, mini-BLeu, a-defensinas y $-defensinas; apolipoproteinas de
clase A-H; LL-37, SP-C y variantes de la misma, SP-C33, SP-C33Leu, Brichos, GFP, neuroserpina; hormonas, que
incluyen EPO y hormona del crecimiento (HC), y factores de crecimiento, que incluyen IGF-l e IGF-Il; avidina y
estreptavidina; y proteasa 3C.

7. Una proteina de fusién segun la reivindicacion 6, en donde la proteina o polipéptido deseado no espidroina se
selecciona de SP-B y variantes de la misma, y SP-C y variantes de la misma.

8. Una proteina de fusién segun la reivindicacion 7, en donde la proteina o polipéptido deseado no espidroina es
mini-BLeu.

9. Una proteina de fusién segun la reivindicacion 7, en donde la proteina o polipéptido deseado no espidroina es SP-
C33Leu.

10. Una proteina de fusidon segun cualquier reivindicacién precedente, seleccionada del grupo que consiste en las
SEQ ID NOS 26, 28, 30, 34, 37, 39, 42 y 47; y de proteinas que tengan al menos un 80% de identidad con respecto
a cualquiera de dichas proteinas.

11. Un acido nucleico aislado seleccionado del grupo que consiste en acidos nucleicos que codifican una proteina de
fusién segun cualquier reivindicacion precedente y las SEQ ID NOS 27, 29, 31, 38, 40, 43 y 48.

12. El uso de al menos un resto que se deriva del fragmento N-terminal (NT) de una proteina de tela de arafia como
resto potenciador de la solubilidad en una proteina de fusiéon para la produccién de una proteina o polipéptido
deseado no espidroina; en donde cada resto potenciador de la solubilidad tiene una identidad de al menos el 80%
con respecto a la SEQ ID NO 6, o una identidad de al menos el 50% con respecto a la SEQ ID NO 8.

13. Un método para la produccién de una proteina de fusiéon o de una proteina o polipéptido deseado no espidroina,
que comprende las siguientes etapas:

a) expresar en un hospedante adecuado una proteina de fusion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-10;
y

b) obtener una mezcla que contenga la proteina de fusion, y opcionalmente aislar la proteina de fusion.
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14. Un método para la produccion de una proteina o polipéptido deseado no espidroina segun la reivindicacion 13,
en donde la proteina de fusion comprende ademas (iii) al menos un sitio de division dispuesto entre al menos un
resto de proteina o polipéptido deseado no espidroina y al menos un resto potenciador de la solubilidad; y

en donde dicho método comprende ademas las siguientes etapas:
c) dividir la proteina de fusién para proporcionar la proteina o polipéptido deseado no espidroina; y
d) aislar la proteina o polipéptido deseado no espidroina.

15. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 13-14, en donde la etapa b) implica ademas la purificacion
de la proteina de fusion en un medio de afinidad con un resto NT inmovilizado y/o un medio de intercambio anionico.
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