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DESCRIPCION
Método basado en MGMT para obtener un rendimiento elevado de expresion de proteinas recombinantes.

La presente invencion se refiere al campo de la ingenieria genética y la biologia molecular. En particular, la
presente invencion se refiere a un nuevo aumentador de la produccién de proteinas en las células hospedadoras.
Ademas, la presente invencion se refiere a vectores que contienen la secuencia de ADN codificante de dicha
proteina aumentadora y también a la utilizacion de la misma para la expresién de proteinas recombinantes, tales
como enzimas industriales o proteinas para la utilizacion farmacéutica, incluyendo proteinas eucarioticas (por
ejemplo de mamifero, tal como humanas) y proteinas viricas.

Antecedentes de la invencion

Los sistemas de produccién de proteinas, en los que se producen polipéptidos o proteinas de interés en
organismos o células recombinantes, son la columna vertebral de la biotecnologia comercial.

A los primeros sistemas, basados en la expresion bacteriana en huéspedes tales como E. coli, les han seguido
sistemas basados en huéspedes eucaribticos, en particular células de mamifero en cultivo, células de insecto
tanto en cultivo como en forma de insectos completos, y mamiferos transgénicos tales como ovejas y cabras.

Los sistemas de cultivo de células procaridticas son faciles de mantener y de explotacion econdémica. Sin
embargo, las células procariéticas no son capaces de modificar postraduccionalmente las proteinas eucariéticas.
Ademas, muchas proteinas se pliegan incorrectamente, requiriendo procedimientos especificos para plegarlas
nuevamente, lo que se afiade al coste de produccién.

Se han descrito sistemas de cultivo de células eucaridticas para varias aplicaciones. Por ejemplo, algunas
células de mamifero son capaces de realizar modificaciones postraduccionales y generalmente producen
proteinas que estan correctamente plegadas y son solubles. Entre las desventajas principales de los sistemas de
células de mamifero se incluyen la necesidad de instalaciones de cultivo especializadas y caras, el riesgo de
infeccion, que puede llevar a la pérdida del cultivo completo y a un riesgo de contaminacién del producto final con
proteinas de mamifero potencialmente peligrosas. Las células de insecto se utilizan alternativamente para la
expresion de polipéptidos. El sistema de expresion mas extendido que se utiliza en células de insecto se basa en
vectores baculoviricos. Se construye un vector de expresion baculovirico mediante la sustitucion del gen
polihedrina de baculovirus, que codifica una proteina estructural mayor del baculovirus, con un gen heterdlogo,
bajo el control del promotor de polihedrina nativo fuerte. Las células hospedadoras de insecto en cultivo resultan
infectadas por el virus recombinante y la proteina producida de esta manera puede recuperarse a partir de las
células mismas o partir del medio de cultivo en caso de que se utilicen sefiales de secrecién adecuadas.

Sin embargo, ambos sistemas adolecen de problemas asociados a la reproducibilidad del nivel y calidad de
expresion de las proteinas recombinantes, a la infeccidon del cultivo y a que pueden requerir de instalaciones de
cultivo especializadas. Ademas, las reservas de baculovirus, que para la produccién de determinadas proteinas
podrian requerir la preparacién bajo condiciones GMP, no son estables durante el tiempo en todos los casos.

Las células de Drosophila, en particular las células de Drosophila melanogaster S2, para la expresion de
proteinas se han dado a conocer en las patentes US n° 5.550.043, n° 5.681.713 y n® 5.705.359. En contraste con
el sistema baculovirico de la técnica anterior, en el que la proteina de interés se proporciona Unicamente tras la
lisis de las células de insecto infectadas, el método basado en células S2 proporciona un sistema de expresiéon
celular continua para las proteinas heterélogas vy, por lo tanto, conduce a niveles de expresién mas elevados.

Se han propuesto algunos otros medios para intensificar la expresion de proteinas heterdlogas en células
hospedadoras: por ejemplo, la patente US n° 5.919.682 describe un método de sobreproduccién de acido nitrico
sintasa funcional en un procariota utilizando un vector pCW bajo el control del promotor tac y la coexpresion de la
proteina con chaperones. Ademas, la patente US n° 4.758.512 se refiere a la produccion de células
hospedadoras que presentan mutaciones especificas dentro de las secuencias de ADN de las mismas que
provocan que el organismo muestre una capacidad reducida de degradacion de productos foraneos. Estos
organismos huésped mutados pueden utilizarse para incrementar los rendimientos de proteinas foraneas
manipuladas genéticamente.

Las células de vertebrado, en particular las células de mamifero, también han sido utilizadas ampliamente en la
expresion de proteinas recombinantes. El nivel de produccion de proteinas durante el tiempo de las células en
cultivo depende de varios factores, tales como, por ejemplo, la densidad celular, la fase del ciclo celular, las tasas
de biosintesis celular de las proteinas, la condicién del medio utilizado para la viabilidad y crecimiento celulares,
y la longevidad de las células en cultivo (es decir, cuanto tiempo transcurre antes de que sucumban a la muerte
celular programada, o apoptosis). Se han desarrollado diversos métodos para mejorar la viabilidad y el periodo
de vida de las células en cultivo, conjuntamente con métodos de incremento de la productividad de una proteina
deseada mediante, por ejemplo, el control de los nutrientes, la densidad celular, el contenido de oxigeno y
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dioxido de carbono, la lactato deshidrogenasa, el pH, la osmolaridad, los catabolitos, etc.

Pueden utilizarse otras células hospedadoras para producir proteinas recombinantes heterélogas, notablemente
células vegetales y células de levadura.

Se han sintetizado en plantas muchas proteinas farmacéuticas de origen mamifero. Entre ellas se incluyen
productos sanguineos, tales como albumina de suero humano, para la que existe una demanda anual superior a
500 toneladas, y citoquinas y otras moléculas de sefializacion que se necesitan en cantidades mucho menores.
La mayoria de proteinas derivadas de plantas han sido producidas en plantas del tabaco transgénicas y se han
extraido directamente de las hojas. En general estas proteinas se producen a niveles bajos, tipicamente menos
de 0,1% de la cantidad total de proteinas solubles. Este nivel bajo de produccién probablemente refleja una
combinacion de factores, siendo los mas importantes un plegamiento y estabilidad pobres de las proteinas. Mas
recientemente, se ha utilizado el sistema de cloroplastos del tabaco para expresar proteinas humanas a niveles
mucho mas elevados (MA JKC et al., 2004).

Los sistemas de levadura han resultado fundamentales para producir grandes cantidades proteinas para la
utilizacién industrial y biofarmacéutica durante muchos afios. Las levaduras pueden cultivarse hasta generar
densidades de masa celular muy elevadas en un medio bien definido. Las proteinas recombinantes en levaduras
pueden sobreexpresarse de manera que el producto se secrete de la célula y se encuentra disponible para la
recuperacion en la solucion de fementacién. Las proteinas secretadas por las levaduras se encuentran
fuertemente glucosiladas en sitios de glucosilaciéon de consenso. De esta manera, la expresion de las proteinas
recombinantes en los sistemas de levadura histéricamente se ha restringido a proteinas en las que los patrones
postraduccionales de glucosilacién no afectan a la funcién de las proteinas. Se utilizan varios sistemas de
expresion de levadura para la expresion de proteinas recombinantes, entre ellos Saccharomyces,
Schizosaccharomyces pombe, Pichia pastoris y Hansanuela polymorpha. Recientemente ha aparecido un nuevo
sistema con la capacidad de producir glucoproteinas recombinantes en levaduras que presenta secuencias de
glucosilacion similares a las de las glucoproteinas humanas secretadas que se producen en las células de
mamifero. La ruta de glucosilacion de Pichia pastoris se modific6 mediante la eliminacién de enzimas
endogenos, que afiaden cadenas ricas en manosa a intermediarios de N-glucosilaciéon. Ademas, se transfirieron
especificamente al interior de P. pastoris por lo menos cinco enzimas activos participantes en la sintesis de
cadenas oligosacaridas humanizadas. La capacidad de producir grandes cantidades de glucoproteinas
humanizadas en levaduras ofrece la ventaja de que las estructuras glucosiladas pueden ser muy uniformes y
faciles de purificar. Ademas, la contaminacién cruzada por virus de mamifero y glucoproteinas de otros
huéspedes mamiferos puede eliminarse mediante la utilizacién de una produccién semicontinua en una levadura,
con tiempos de fermentacién mas cortos que en las células de mamifero.

Sin embargo, mediante la utilizacion de dichos sistemas, se producen proteinas heterdlogas a razén de
aproximadamente 1 a 2 mg/l en el sobrenadante de las células en cultivo, que es un nivel bastante bajo para los
objetivos de la produccién industrial.

De esta manera, existe una necesidad urgente de proporcionar un sistema que permita alcanzar un nivel
significativamente elevado de expresion de proteinas heterdlogas.

La presente invencion satisface dicha necesidad y proporciona métodos de expresién de proteinas que alcanzan
un nivel de produccion hasta 100 veces superior a los medios existentes de produccion de proteinas (es decir,
hasta 200 mg/l de proteinas en el sobrenadante).

Los presentes inventores en efecto han demostrado que la utilizaciéon de un vector de nucleétidos codificante de
una proteina derivada de la proteina humana 6-metilguanina-ADN metiltransferasa (MGMT _h), estando unida
dicha proteina derivada MGMT _h, directamente o no, a una proteina de interés incrementa la produccion de
dicha proteina de interés hasta un rendimiento de 40 mg/l a 200 mg/I de promedio.

Leyendas de las figuras

la figura 1 da a conocer (A) una vista esquematica del ARNm codificante de una secuencia de proteina de
fusion MGMT de la invencion, que contiene, de 5' a 3', un péptido de sefial, la secuencia de ARNm de MGMT,
un espaciador, un sitio de corte de proteasa, un gen de proteina recombinante (gen foraneo), un espaciadory
un marcaje de etiqueta (Hisg), y (B) las secuencias de ADN y de aminoacidos de la misma parte del vector,
que comprende: i) el péptido de sefial BiP monocatenario (BiPmc) de insecto (en cursiva), ii) la secuencia de
intensificador codificante de SNAP (en gris), iii) una secuencia de espaciador de ADN, iv) la secuencia
codificante de sitio de enterocinasa (en negrita), v) los sitios de clonacién EcoRV/Xmal (subrayados) y vi) el
ADN codificante del marcaje de etiqueta de His (cursiva y negrita) (ver también la SEC ID n° 5).

lafigura 2 da a conocer (A) la secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion SNAP (en gris) y la
nucleoproteina N del virus de la fiebre del valle del Rift (FVR.N., en negrita) unida a un marcaje de etiqueta de
His, separando ambas proteinas con un espaciador GGGS, (B) ensayo de inmunotransferencia en
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sobrenadante celular de células S2 transfectadas con el vector de ADN de SEC ID n° 19 (SNAP-FVR)
estimuladas o no con cadmio durante 10 dias, utilizando anticuerpos anti-Hisetiqueta, ¥ (C) un ensayo de
inmunotransferencia llevado a cabo con anticuerpos anti-His, en fracciones de proteina insolubles (INS) o
solubles (SOL) de lisados de E. coli B21, portando dichas bacterias un plasmido
pET302/FVR.N+proTEV+GST. (D) Un ensayo de inmunotransferencia que muestra la cantidad de SNAP-
FVR.N en las muestras de fraccién sucesivas, obtenidas tras una purificacidon en dos etapas de proteinas
quimérica secretada SNAP-FVR.N a partir de células S2 estimuladas durante 10 dias, utilizando columnas
Talon y Superdex 75.

la figura 3 da a conocer (A) las secuencias de ADN y de aminoacidos de la proteina de fusién SNAP (en
cursiva) y la forma soluble de la proteina de cubierta E del virus del Nilo Occidental (en gris), unido a un
marcaje de etiqueta de His (en negrita), estando separadas las proteinas por un espaciador GGGS (SEC ID
n° 20) y (B) ensayo de inmunotransferencia con anticuerpos anti-etiqueta His, que muestra la secrecién de la
forma soluble de la proteina de cubierta E del virus del Nilo Occidental en el sobrenadante de las células S2
transfectadas con el vector de ADN de la invencion codificante de SNAP-WNSsE (SEC ID n° 20) y estimuladas
0 no con cadmio durante 10 dias.

la figura 4 da a conocer (A) un esquema del casete de ADN que contiene una sefial de péptido BiP, una
secuencia codificante de tipo MGMT (tipo SNAP), dos sitios de corte de pro-TEV (proteasa del virus del
grabado del tabaco) en cada lado de la secuencia de IFNa (IFNAI_hu) y un marcaje de etiqueta His, (B) las
secuencias de ADN y de aminoacidos de la proteina de fusién SNAP (en gris, precedidas por una sefial de
péptido de insecto, en cursiva) e IFNa (en negrita), seguido de un marcaje de etiqueta de His (en cursiva y
negrita), estando separadas las proteinas SNAP e IFNa por el sitio de corte de enterocinasa (subrayado) y
una secuencia espaciadora GGGS. (C) Ensayo de inmunotransferencia con anticuerpos anti-etiqueta His,
para detectar la expresion de IFNa en el sobrenadante de células S2 transfectadas con el vector de la
invencion codificante de IFNa (S2/SNAP-IFN) o un vector de control, estimulado o no con Cd*. (D) Ensayo
de inmunotransferencia con anticuerpos anti-SNAP en 10 pl de sobrenadante de células S2/DeSNAPuniv-
IFNa inducidas o no inducidas durante 10 dias con cadmio, (E) actividad de luciferasa en células HelLa
infectadas por virus Chikungunya expresantes de una luciferasa de Renilla, en donde se tratan dichas células
con diferentes dosis de IFNa, de proveedor comercial (Intergen), o con la IFNa producida mediante el método
de la invencion. (F) Actividad de luciferasa en células Hela infectadas por virus Chikungunya expresante de
una luciferasa de Renilla, en donde se tratan dichas células con diferentes dosis de la proteina SNAP-IFNa
obtenida mediante el procedimiento de produccién de la invencion.

la figura 5 representa las diferentes etapas del procedimiento de produccion de proteinas recombinantes de la
invencion.

la figura 6 da a conocer (A) las secuencias de ADN y de aminoéacidos de la proteina de fusion SNAP (en gris,
precedida de una sefal peptidica de insecto) y el granzima M, seguido de un marcaje de etiqueta His,
estando separadas las proteinas SNAP y granzima M por el sitio de corte de enterocinasa y una secuencia
espaciadora GGGS. (B) Vista esquematica de la proteina de fusién quimérica SNAP-GrM, que subraya los
tres sitios de corte potenciales de la GrM proteasa en SNAP. (C) Ensayo de inmunotransferencia con
anticuerpos anti-SNAP vy anti-etiqueta His para la deteccion de la expresién de SNAP-GrM en el
sobrenadante de células S2 transfectadas con el vector de la invenciéon codificante de GrM (S2/SNAP-GrM,
SEC ID n° 55).

la figura 7 da a conocer (A) un esquema del casete universal de ADN que contiene una sefial peptidica de
tipo BiP, una secuencia codificante de MGMT, dos sitios de corte pro-TEV en cada lado de la secuencia de
IFNa (IFNAI_hu) y un marcaje de etiqueta His, (B) las secuencias de ADN y de aminoacidos de la proteina de
fusion SNAP (en gris, precedida de una sefial peptidica de tipo BiP de insecto) e IFNa1 humana
(aminoécidos en negrita), seguido de un marcaje de etiqueta de His, estando separadas las proteinas SNAP
e IFNa por el sitio de corte de pro-TEV y una secuencia espaciadora GGGS. (C) Ensayo de
inmunotransferencia con anticuerpos anti-SNAP para la deteccion de la expresion de SNAP-IFNa en el
sobrenadante de células HelLa transfectadas con un vector codificante de SNAP solo sin sefial peptidica
(vector pSNAPf) o un vector codificante de SNAP solo, precedido de la sefial peptidica del virus Dengue
(pDV1ssprM-SNAP) o el vector de la invencién codificante de IFNa, que comprende la secuencia de ADN tal
como se define en (A) (pDeSNAP-4/SNAP-IFNA1, SEC ID n° 57).

la figura 8A da a conocer un casete universal de ADN que contiene una sefal peptidica de tipo BiP, una
secuencia codificante de SNAP, dos sitios de corte de pro-TEV, un marcaje de etiqueta de His, cuatro sitios
de clonacién unicos, BamH1, EcoRV, Xmal y Apal para la clonacién de un gen de interés y una secuencia
espaciadora GGGS (DeSNAP Univ, SEC ID n° 59 y n° 60). Los sitios unicos Nh3l en el extremo 5' y
Notl/Hindlll en el extremo 3' resultan necesarios para la etapa de subclonacién en los vectores de expresiéon
de mamifero (por ejemplos el plasmido pcDNA3 o pCl-neo) y los sitios Unicos Bgl Il en el extremo 5' y Age |
en el extremo 3' resultan necesarios para la etapa de subclonacion en el sistema DES no de vertebrado. El
esquema en (B) da a conocer el casete universal de ADN que contiene una sefial peptidica de tipo BiP, una
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secuencia codificante de MGMT, dos sitios de corte de pro-TEV, un marcaje de etiqueta de His, cuatros sitios
de clonacion unica: BamH1, EcoRV, Smal y Apal para la clonacion de un gen de interés y una secuencia

espaciadora GGGS (DeMGMT univ, SEC ID n° 69 y n° 70).
la figura 9 da a conocer un medio para insertar un gen foraneo de interés en DeMGMT Univ.

lafigura 10 da a conocer la estabilidad térmica de las proteinas de fusion de SNAP llamadas CHIK.sE2-
SNAP, SNAP-WN.EDIII y SNAP-IFNal incubadas durante 4 dias a -80°C, a 4°C, a 25°C o a 37°C (A) o
durante dos meses a -80°C, a 4°C, a 25°C o 37°C (B).

lafigura 11 da a conocer la produccion de las proteinas de fusion SNAP-SSX2 y SNAP-sFasL por los
vectores de la invencién introducidos en células S2, tras 10 dias de induccion con cadmio (+) o sin cadmio (-)
en sobrenadante completo (A) o en diferentes fracciones (B).

la figura 12 da a conocer (A) un esquema del casete universal de ADN que contiene una sefial peptidica de
tipo BiP, una secuencia codificante de MGMT (de tipo SNAP), dos sitios de corte de pro-TEV, en cada lado
del antigeno de cancer SSX2 y un marcaje de etiqueta His, (B) un esquema del casete universal de ADN que
contiene una sefal peptidica de tipo BiP, una secuencia codificante de MGMT, dos sitios de corte de pro-TEV
en cada lados de la proteina NERMCSL y un marcaje de etiqueta His, (C) un ensayo de inmunotransferencia
en células Hela transitoriamente transfectadas durante dos dias utilizando anticuerpos de ratén anti-SNAP,
que mostraba produccion extracelular o intracelular de IFNa, SSX2 y NERMCSL.

la figura 13 da a conocer (A) un esquema del casete universal de ADN que contenia una sefial peptidica de
tipo BiP, una secuencia codificante de MGMT (de tipo SNAP), dos sitios de corte de pro-TEV en cada lado del
polipéptido SULF_h-ZATMD, y un marcaje de etiqueta de His, (B) el ADN y las secuencias de aminoacidos de
la proteina de fusion SNAP (en gris oscuro, precedido de una sefal de péptido de tipo BiP de insecto) y
hSULF-2 A™P, seguido por un marcaje Histag, estando separadas las proteinas SNAP y SULF_h-ZAT'VID por
el sitio de corte de pro-TEV y una secuencia espaciadora GGGS y (C) la actividad enzimatica de DeSNAP-
SULF_h-ZAT'VID quimérico secretado por las células HEK 293 transfectadas transitoriamente durante dos dias
con pcDNA3/DeSNAPuniv-SULF_h-22™P

la figura 14 da a conocer (A) un esquema del casete de ADN que contenia una sefial peptidica BiP, una
secuencia codificante de MGMT (de tipo SNAP), dos sitios de corte de pro-TEV en cada lado de la proteina
NERMCSL y un marcaje de etiqueta de His, y (B) un ensayo de inmunotransferencia utilizando anticuerpos
anti-SNAP, para la deteccion de la expresion de la proteina NERMCSL en el sobrenadante de células S2
transfectadas con el vector de la invencion codificante de la proteina NERMCSL (S2/SNAP-NERMCSL) o con
un ;/ector codificante de la proteina soluble E2 del virus Chikungunya (CHIK.sE2-SNAP) estimulada o no con
Cd”.

Descripcion detallada de la invencién

En el contexto de la presente invencién se aprecia que la coexpresién del enzima 6-metilguanina-ADN-
metiltransferasa (MGMT) conjuntamente con una proteina recombinante de interés mejoraba mucho la
produccion de dicha proteina recombinante en células de insecto, tales como células S2, asi como en células de
mamifero, tales como en células Hela.

El enzima 6-metilguanina-ADN-metiltransferasa (MGMT, también conocido como ATasa o AGT, y en lo sucesivo
denominado "MGMT") presenta la referencia EC 2.1.1.63 en la nomenclatura de enzimas del IUBMB. Es un
enzima de reparacion del ADN 6-alquilguanina-ADN-alquiltransferasa de 207 residuos aminoacidos la funcion del
cual en las células es reparar el ADN alquilado. Mas exactamente, MGMT actua sobre la guanina O%-metilada en
el ADN mediante la transferencia del grupo metilo en una reaccién SN2 a un residuo de cisteina reactiva (Cys
145). El mecanismo de reparacion es inusual, ya que la proteina resulta inactivada irreversiblemente (Pegg A.E.
et al., Mutat. Res. 462:82-100, 2000). Este enzima se utiliza actualmente en biologia molecular para el marcaje
de proteinas in vivo con moléculas informadoras, mediante una reaccién de marcaje irreversible con derivados
O%-bencilguanina (Juillerat A. et al., Chemistry & Biology 10:313-317, 2003 y documento n° WO 2005/085470).

Hasta el momento se han descrito diferentes enzimas derivados de MGMT (Lim A. et al., EMBO J. 15:4050-4060,
1996; Daniels D.S. et al., EMBO J. 19:1719-1730, 2000, Juillerat A. et al., Chemistry & Biology 10:313-317, 2003,
documentos n° WO 2005/085470, n°® WO 2004/031405). En particular, se ha obtenido una proteina mutante de
20 kDa que contiene las mutaciones Cys62Ala, Lys125Ala, Ala127Thr, Arg128Ala, Gly131Lys, Gly132Thr,
Met134Leu, Arg135Ser, Cys150Ser, Asn157Gly, Ser159Glu truncada en el aminoacido 182 (el mutante
denominado "AGT26" en el documento n® WO 2005/085470, también denominado "SNAP 26" en el documento
n° WO 2006/114409). Se ha demostrado que el mutante particular "SNAP26" presenta actividad de marcaje
incrementada. Sin embargo, nunca se ha demostrado o sugerido que pueda incrementar la expresién de las
proteinas recombinantes a las que se acopla.
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En la presente memoria los presentes inventores proponen por primera vez la utilizacion del enzima MGMT (EC
2.1.163), un mutante, un dominio catalitico del mismo o subfragmentos del mismo, para incrementar la
produccion de proteina en las células hospedadoras, en particular en células hospedadoras no de vertebrado y
de vertebrado. El efecto de potenciacién se observa al expresar las células hospedadoras un polipéptido de
fusion que comprende por lo menos: i) una sefial peptidica de secrecién que es funcional en dichas células
hospedadoras, ii) el enzima MGMT, mutante, dominio catalitico o subfragmentos del mismo, e iii) la proteina de
interés. Para que se produzca el efecto de potenciacion, el enzima MGMT debe unirse fisicamente, de manera
directa o indirecta (pueden introducirse espaciadores y otros aminoacidos), a la proteina de interés. Sin
restringirse a ninguna teoria, se encuentra contemplado que el enzima MGMT pueda servir como proteina
chaperona, por ejemplo favoreciendo la secrecion a partir de la célula hospedadora y estabilizando el polipéptido
de fusion sintetizado en el sobrenadante de las células hospedadoras, o evitando que resulte metabolizado
durante y después de la sintesis y secrecion del mismo a partir de las células hospedadoras.

Ademas, se ha observado que el MGMT presenta una estructura globular 3D que comprende una hélice a
(Wibley J.E.A. et al., 2000) que es compatible con una funcién de andamiaje de MGMT.

En el contexto de la presente exposicion, las células "huésped" son cualesquiera células que pueden utilizarse
para producir proteinas recombinantes, tales como células "no de vertebrado" (o de invertebrado), células de
vertebrado, células vegetales, células de levadura o células procaridticas. Preferentemente son células no de
vertebrado y de vertebrado.

Los no vertebrados (también conocidos como invertebrados) comprenden diferentes divisiones, siendo las mas
conocidas: Insectos, Aracnicos, Crustaceos, Moluscos, Anélidos, Cirripedos, Radiados, Celenterados e
Infusorios. En la actualidad se clasifican en mas de 30 divisiones, desde organismos simples tales como
esponjas de mar y platelmintos, hasta animales complejos tales como artrépodos y moluscos. En el contexto de
la invencidn, se utilizan células no de vertebrado y dichas células son células de insecto, tales como células de
Drosophila o de Mosquito, mas preferentemente células de Drosophila S2.

Entre los ejemplos de células derivadas de organismos vertebrados que se dan a conocer en la presente
memoria como lineas de células hospedadoras se incluyen células madre embrionarias no humanas o derivados
de las mismas, por ejemplo células EBX aviares, la linea CVI de rifion de mono transformada por secuencias de
SV40 (COS-7, ATCC n° CRL 1651), la linea renal embrionaria humana (293), las células renales de hamster
neonato (BHK, ATCC n° CCL 10), células de ovario de hamster chino (CHO), células de Sertoli de raton [TM4],
células renales de mono (CVI, ATCC n° CCL 70), células renales de mono verde africano (VERO-76, ATCC n°
CRL-1587), células de carcinoma cervical humano (HeLa, ATCC n° CCL 2), células renales caninas (MDCK,
ATCC n° CCL 34), células hepaticas de rata bufalo (BRL 3A, ATCC n° CRL 1442), células pulmonares humanas
(W138, ATCC n° CCL 75), células hepaticas humanas (Hep G2, HB 8065), células de tumor mamario de raton
(MMT 060562, ATCC n° CCL51), células de hepatoma de rata [HTC, MI.5], y células YB2/O (ATCC n° CRL1662),
NIH3T3, HEK y TRI. En el contexto de la invencion, las células de vertebrado preferentemente son células EBX,
CHO, YB2/0O, COS, HEK, NIH3T3 o derivados de las mismas.

Las células vegetales que pueden utilizarse en el contexto de la presente exposicion son los cultivares del tabaco
Bright Yellow 2 (BY2) y Nicotiana tabaccum 1 (NT-1).

Las células de levadura que pueden utilizarse en el contexto de la presente exposicion son: Saccharomyces
cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe y Hansenula polymorpha, asi como levaduras metilotréficas como
Pichia pastoris y Pichia methanolica.

Las células procaridticas que pueden utilizarse en el contexto de la presente exposicion son tipicamente
bacterias de E. coli o bacterias Bacillus subtilis.

La presente exposicion se refiere a un vector de expresion de nucledétidos codificantes de por lo menos a) una
sefal de secrecion peptidica, que preferentemente es funcional en células no de vertebrado o en células de
vertebrado, y b) un enzima 6-metilguanina-ADN-metiltransferasa, un mutante, un subfragmento o un dominio
catalitico de la misma. El vector de expresion de la presente invencién se describe en mayor detalle
posteriormente.

El término "vector" en la presente memoria se refiere al vehiculo en el que puede introducirse una secuencia de
ADN o ARN de un gen foraneo en una célula hospedadora de manera que se transforma y se promueve la
expresion de la secuencia introducida. Entre los vectores pueden incluirse, por ejemplo, plasmidos, fagos y virus
y se comentan en mayor detalle posteriormente. En efecto, puede utilizarse cualquier tipo de plasmido, cdsmido,
YAC o vector virico para preparar un constructo de acidos nucleicos recombinantes que pueden introducirse en
una célula hospedadora en la que se desea la expresion de la proteina de interés. Alternativamente, en el caso
de que se desee la expresion de la proteina de interés en un tipo particular de célula hospedadora, pueden
utilizarse vectores viricos que infectan selectivamente el tipo celular o tipo tisular deseado. También resulta
importante en el contexto de la invencion los vectores para la utilizacién en la terapia génica (es decir, los que
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son capaces de transportar la molécula de acidos nucleicos a un organismo huésped).

Por ejemplo, vectores viricos, tales como lentivirus, retrovirus, virus herpes, adenovirus, virus adenoasociados,
virus Vaccinia, baculovirus y otros virus recombinantes con tropismo celular deseable. Los métodos para la
construccion y la utilizacion de vectores viricos son conocidos de la técnica (ver Miller y Rosman, BioTechniques
7:980-990, 1992).

Los vectores viricos que actualmente resultan preferentes en la presente invencion y exposicion son aquellos
que resultan idéneos para la utilizacién en células de vertebrado y de no vertebrado.

Para las células no de vertebrado de la presente invencion, los vectores preferentes son los arbovirus, resultando
particularmente preferido el virus del Nilo Occidental, los cuales son vectores artrépodos. Otros vectores que es
conocido que son expresados eficientemente en las células no de vertebrado son los baculovirus.

Para las células de vertebrado de la presente exposicion resultan preferidos los vectores lentiviricos, VAA,
baculoviricos y adenoviricos. Los vectores adecuados para la expresién en las células hospedadoras de
mamifero también pueden ser de origen no virico (por ejemplo ADN plasmidico). Entre los vectores plasmidicos
adecuados se incluyen, aunque sin limitacion, pREP4, pCEP4 (Invitrogene), pCl (Promega), pCDM8 y pMT2PC,
pVAX'y pgWiz.

Como células procaritticas de la presente exposicion resultan preferidos los vectores plasmido, bacteriéfago y
cosmido. Entre los vectores adecuados para la utilizacion en sistemas procariéticos se incluyen, aunque sin
limitacién, los vectores pBR322 (Gibco BRL), pUC (Gibco BRL), pBluescript (Stratagene), pPoly, pTrc, pET 11d,
pINy pGEX.

Para las células vegetales de la presente exposicion, resultan preferentes los vectores de expresién plasmidicos,
tales como los plasmidos Ti y los vectores de expresion viricos, tales como el virus del mosaico de la coliflor
(CaMV, por sus siglas en inglés) y el virus del mosaico del tabaco (TMV, por sus siglas en inglés).

La expresion de proteinas recombinantes en las células de levadura puede llevarse a cabo utilizando tres tipos
de vector: vectores de integracion (Ylp), plasmidos episémicos (YEp) y plasmidos centroméricos (YCp). Entre los
vectores adecuados para la expresién en levaduras (por ejemplo S. cerevisiae) se incluyen, aunque sin
limitacién, pYepSec1, pMFa, pJRY88, pYES2 (Invitrogen Comoration, San Diego, Calif.) y pTEF-MF
(Dualsystems Biotech cédigo de producto P03303).

Los vectores que pueden utilizarse para la terapia génica son bien conocidos de la técnica. Son, por ejemplo,
lentivirus, retrovirus, adenovirus, poxvirus, virus herpes, virus del sarampién, virus espumoso O Vvirus
adenoasociados (VAA). Los vectores viricos pueden ser competentes para la replicacion o pueden
discapacitarse genéticamente de manera que sean defectuosos para la replicacion o de replicacidn deteriorada.
Los vectores de terapia génica preferentes son los vectores de ADN solapado ("DNA flap"), tal como se indica en
el documento n° WO 1999/055892, la patente US n° 6.682.507 y el documento n°® WO 2001/27300.

Una secuencia "codificante" de un producto de expresion, tal como un ARN, polipéptido, proteina o enzima, es
una secuencia de nucledétidos que, al expresarse, resulta en la produccién de dicho ARN, polipéptido, proteina o
enzima; es decir, la secuencia de nucledtidos "codifica" dicho ARN o codifica la secuencia de aminoacidos para
dicho polipéptido, proteina o enzima.

En el contexto de la presente exposicion, el "dominio catalitico" de un enzima se refiere al sitio activo del enzima
0, en otras palabras, la parte de una molécula de enzima en la que se produce la catalisis del sustrato (en la
presente memoria, la transferencia del grupo metilo en una reacciéon Sn2 a un residuo de cisteina reactivo). Por
lo tanto, la expresién "un dominio catalitico del mismo" se refiere a cualquier fragmento o secuencia homoéloga
del polipéptido MGMT, preferentemente que presenta una actividad catalitica de por lo menos 80% la del enzima
MGMT nativo. Estos fragmentos (también denominados "subfragmentos") pueden comprender entre 20 y 180,
preferentemente entre 30 y 100 aminoacidos. La secuencia homéloga de dicho dominio catalitico puede
presentar una o mas mutaciones, resultando en la pérdida parcial o total de dicha actividad catalitica.

En el contexto de la invencion, el enziima MGMT puede ser la MGMT humana (con la referencia NP_002403.2)
de secuencia SEC ID n° 4, la MGMT de ratén identificada como NP_032624.1 (SEC ID n° 45), la MGMT de rata
identificada como NP_036993.1 (SEC ID n° 46) o una secuencia homologa que presenta una identidad de por lo
menos 70% respecto a la SEC ID n° 4. También se dan a conocer en la presente memoria secuencias
homologas de SEC ID n° 4, SEC ID n° 45y SEC ID n° 46.

El término "homodlogo" se refiere a secuencias que presentan similitud de secuencia. La expresion "similitud de
secuencia", en todas las formas gramaticales de la misma, se refiere al grado de identidad o correspondencia
entre las secuencias de acidos nucleicos o de aminoacidos. En el contexto de la invencion, dos secuencias de
aminodacidos son "homodlogas" en el caso de que por lo menos aproximadamente 80%, alternativamente por lo
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menos aproximadamente 99% de los aminoacidos son similares. Preferentemente, las secuencias polipeptidicas
similares u homoélogas se identifican mediante la utilizacion del algoritmo de Needleman y Wunsch.

Preferentemente, la secuencia homdloga respecto al enzima 6-metilguanina-ADN-metiltransferasa comparte una
identidad de secuencia de aminoacidos de por lo menos 64%, preferentemente una identidad de secuencia de
aminodacidos de por lo menos 65%, alternativamente una identidad de secuencia de aminoacidos de por lo
menos aproximadamente 66%, alternativamente una identidad de secuencia de aminoacidos de por lo menos
aproximadamente 67%, alternativamente una identidad de secuencia de aminoacidos de por lo menos
aproximadamente 68%, alternativamente una identidad de secuencia de aminoacidos de por lo menos
aproximadamente 69%, alternativamente una identidad de secuencia de aminoacidos de por lo menos
aproximadamente 70%, alternativamente una identidad de secuencia de aminoacidos de por lo menos
aproximadamente 71%, alternativamente una identidad de secuencia de aminoacidos de por lo menos
aproximadamente 72%, alternativamente una identidad de secuencia de aminoacidos de por lo menos
aproximadamente 73%, alternativamente una identidad de secuencia de aminoacidos de por lo menos
aproximadamente 74%, alternativamente una identidad de secuencia de aminoacidos de por lo menos
aproximadamente 75%, alternativamente una identidad de secuencia de aminoacidos de por lo menos
aproximadamente 76%, alternativamente una identidad de secuencia de aminoacidos de por lo menos
aproximadamente 77%, alternativamente una identidad de secuencia de aminoacidos de por lo menos
aproximadamente 78%, alternativamente una identidad de secuencia de aminoacidos de por lo menos
aproximadamente 79%, alternativamente una identidad de secuencia de aminoacidos de por lo menos
aproximadamente 80%, alternativamente una identidad de secuencia de aminoacidos de por lo menos
aproximadamente 81%, alternativamente una identidad de secuencia de aminoacidos de por lo menos
aproximadamente 82%, alternativamente una identidad de secuencia de aminoacidos de por lo menos
aproximadamente 83%, alternativamente una identidad de secuencia de aminoacidos de por lo menos
aproximadamente 84%, alternativamente una identidad de secuencia de aminoacidos de por lo menos
aproximadamente 85%, alternativamente una identidad de secuencia de aminoacidos de por lo menos
aproximadamente 86%, alternativamente una identidad de secuencia de aminoacidos de por lo menos
aproximadamente 87%, alternativamente una identidad de secuencia de aminoacidos de por lo menos
aproximadamente 88%, alternativamente una identidad de secuencia de aminoacidos de por lo menos
aproximadamente 89%, alternativamente una identidad de secuencia de aminoacidos de por lo menos
aproximadamente 90%, alternativamente una identidad de secuencia de aminoacidos de por lo menos
aproximadamente 91%, alternativamente una identidad de secuencia de aminoacidos de por lo menos
aproximadamente 92%, alternativamente una identidad de secuencia de aminoacidos de por lo menos
aproximadamente 93%, alternativamente una identidad de secuencia de aminoacidos de por lo menos
aproximadamente 94%, alternativamente una identidad de secuencia de aminoacidos de por lo menos
aproximadamente 95%, alternativamente una identidad de secuencia de aminoacidos de por lo menos
aproximadamente 96%, alternativamente una identidad de secuencia de aminoacidos de por lo menos
aproximadamente 97%, alternativamente una identidad de secuencia de aminoacidos de por lo menos
aproximadamente 98%, alternativamente una identidad de secuencia de aminoacidos de por lo menos
aproximadamente 99% respecto a SEC ID n° 4. La secuencia homdloga respecto a la SEC ID n° 4 segun la
invencion es por lo menos 70%, y mas preferentemente 80% idéntica ala SEC ID n° 4.

Una secuencia de MGMT homologa mas preferida contiene las mutaciones indicadas en el documento
n° WO 2005/085470, las posiciones de las cuales pueden transponerse facilmente en vista de la SEC ID n° 4, el
residuo de metionina de partida de SNAP26 correspondiente al residuo de metionina en la posicion 32 de la SEC
ID n° 4 (por lo tanto, deberian afiadirse 31 aminoacidos a las posiciones dadas a conocer en el documento
n° WO 2005/085470 con el fin de obtener las correspondientes en la SEC ID n° 4).

Preferentemente, la secuencia homdéloga de MGMT (til en la invencidn corresponde a la secuencia de MGMT de
tipo salvaje de SEC ID n° 4, en la que se han eliminado entre 1 y 30, preferentemente entre 6 y 25, y en
particular 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 o 23 aminoacidos son sustituidos por otros aminoacidos, y/o 1 a 40,
preferentemente 1 a 20, en particular 10 a 20 aminoacidos, mas preferentemente 15 aminoacidos en el extremo
C-terminal.

En una forma de realizaciéon preferida, la secuencia homdéloga de MGMT contiene las mutaciones siguientes
respecto ala SEC ID n° 4:
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(A) Lys31 sustituido por Arg, o Met32 sustituido por Ser, o Cys93 sustituido por Ala, o Lys156 sustituido por
Ala, o Ala158 sustituido por Thr, o Arg159 sustituido por Ala, o Gly162 sustituido por Lys, o Gly163
sustituido por Thr, o Met165 sustituido por Leu, o Arg166 sustituido por Ser, o Cys181 sustituido por Ser,
0 Asn188 sustituido por Gly, o Ser190 sustituido por Glu, o Gly214 sustituido por Pro, o Ser215 sustituido
por Ala, o Ser216 sustituido por Gly, o Gly217 sustituido por lle, o Leu218 sustituido por Gly, o Gly220
sustituido por Pro, o Ala221 sustituido por Gly, o Trp222 sustituido por Ser, o

(B) Lys31-Met32 sustituido por Arg-Ser, o Ala158-Arg159 sustituido por Thr-Ala, r Gly162-Gly163 sustituido
por Lys-Thr, o Met165-Arg166 sustituido por Leu-Ser, o Gly162-Gly163/Met165-Arg166 sustituido por Lys-
Thr/Leu-Ser, o Asn188/Ser190 sustituido por Gly/Glu, o Gly214-Ser215-Ser216-Gly217-Leu218 sustituido
por Pro-Ala-Gly-lle-Gly, o Gly220-Ala221-Tmp222 sustituido por Pro-Gly-Ser, preferentemente en
combinacién con cualesquiera otras sustituciones de aminoacidos citadas en (A), o

(C)Truncado después de Leu223 (los aminoacidos 224 a 238 han sido eliminados), preferentemente en
combinacién con cualquier otra sustitucién de aminoacido citada en (A) o (B).

Las secuencias homologas de MGMT preferidas son las truncadas después de Leu223.

Las secuencias homoélogas de MGMT preferidas son aquellas con dos de las modificaciones de (B) y
opcionalmente con truncado después de Leu223.

Las secuencias homoélogas de MGMT preferidas son aquellas con tres de las modificaciones de (B) y
opcionalmente con truncado después de Leu223.

Las secuencias homoélogas de MGMT preferidas son aquellas con cuatro de las modificaciones de (B) y
opcionalmente con truncado después de Leu223.

Las secuencias homologas de MGMT preferidas son aquellas con cinco de las modificaciones de (B) y
opcionalmente con truncado después de Leu223.

Las secuencias homodlogas de MGMT preferidas son aquellas con seis de las modificaciones de (B) y
opcionalmente con truncado después de Leu223.

Otras secuencias homoélogas de MGMT preferentes son las que contienen una combinacién de 2, 3,4, 5,6, 7, 8,
9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20 mutaciones seleccionadas de entre las modificaciones dadas a
conocer en (A), y opcionalmente truncadas después de Leu223.

Resultan particularmente preferidas las secuencias homoélogas que contienen las mutaciones Lys31Arg,
Met32Ser, Cys93Ala, Lys156Ala, Ala158Thr, Arg159Ala, Gly162Lys, Gly163Thr, Met165Leu, Arg166Ser,
Cys181Ser, Asn188Gly, Ser190Glu, Gly214Pro, Ser215Ala, Ser216Gly, Gly217lle, Leu218Gly, Gly220Pro,
Ala221Gly, Trp222Ser y truncado después de Leu223 (es decir, la secuencia SNAP de la SEC ID n° 2).

En una forma de realizacién todavia mas preferente, el enzima MGMT es la proteina mutante SNAP de SEC ID
n° 2 o un homologo de la misma tal como se define a continuacion. El mutante SNAP de SEC ID n° 2 comparte
una homologia de 77% con la secuencia de aminoacidos de la 6-metilguanina-ADN-metiltransferasa humana
(NP_002403.2, SEC ID n° 4) y una homologia de 70% respecto a la secuencia de aminoacidos de la 6-
metilguanina-ADN-metiltransferasa de raton (NP_032624.1, SEC ID n° 45).

Dicha secuencia homdloga respecto a la proteina SNAP es por lo menos idéntica a mas del 80%,
preferentemente al 81%, mas preferentemente al 82%, mas preferentemente al 83%, mas preferentemente al
84%, mas preferentemente al 85%, mas preferentemente al 86%, mas preferentemente al 87%, mas
preferentemente al 88%, mas preferentemente al 89%, mas preferentemente al 90%, mas preferentemente al
91%, mas preferentemente al 92%, mas preferentemente al 93%, mas preferentemente al 94%, mas
preferentemente al 95%, mas preferentemente al 96% y todavia mas preferentemente al 97% respecto a la
proteina SNAP de secuencia SEC ID n° 2.

Preferentemente, el vector de expresion de nucledtidos de la invencién comprende ademas sitios de clonacion
que permiten la insercién dentro del marco de una secuencia de ADN heteréloga codificante de una proteina de
interés.

La expresion "sefial de secrecion peptidica" tal como se utiliza en la presente invencién se refiere a una cadena
peptidica corta (de 3 a 60 aminoacidos de longitud) que dirige el transporte de una proteina.

Entre los ejemplos de sefales de secrecién apropiadas para la presente invencion se incluyen, aunque sin
limitacion, las secuencias peptidicas de sefial del factor de apareamiento (MF, por sus siglas en inglés) alfa
(patente US n° 5.879.926), la invertasa (documento n°® WO84/01153), PHO5 (patente DK n° 3614/83), YAP3
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(documento n° W095/02059) y BAR1 (documento n° WO87/02670).

En el contexto de la invencién, dicha sefial de secrecion peptidica es funcional en células de insecto, que son
células de no vertebrado. Las sefiales de secrecion peptidica que son funcionales en las células de vertebrado
también se dan a conocer en la presente memoria. Las sefales de secrecion peptidica que son funcionales tanto
en células de insecto como en células de vertebrado también se encuentran comprendidas en la presente
memoria.

Son ejemplos de sefiales de secrecion peptidica que son funcionales en las células de insecto: BiPmc de insecto
(SEC ID n° 48, que presenta por ejemplo la secuencia de ADN SEC ID n° 11), la sefial peptidica de tipo BiP de
SEC ID n° 51 (por ejemplo que presenta la secuencia de ADN SEC ID n° 50) y cualquier sefial peptidica presente
en un arbovirus, por ejemplo la proteina E de cubierta del virus del Nilo Occidental (SEC ID n° 15).

Resulta interesante que la sefal peptidica de tipo BiP anteriormente indicada es funcional en células tanto de no
vertebrado como de vertebrado. Esta sefial de tipo BiP corresponde a la sefial peptidica BiP de SEC ID n° 48 en
la que el Ultimo aminoacido glicina ha sido sustituido por la secuencia de aminoacidos Pro Thr Ala Leu Ala (SEC
ID n°61), que corresponde al sitio de corte de la proteina E del virus Dengue. De acuerdo con lo anteriormente
expuesto, la sefial de tipo BiP es cortada ventajosamente tras la traduccion de la proteina y la secrecion al
sobrenadante de las células hospedadoras.

Tal como se da a conocer en la presente memoria, también se encuentra disponible una diversidad de sefiales
de secrecion para la expresion en células hospedadoras de levadura, por ejemplo en S. cerevisiae. Entre ellas se
incluyen el factor alfa Prepro, HSp150, PHO1, SUC2, KILM1 (toxina asesina tipo 1) y GGP1.

Un sitio de clonacién es una secuencia que facilita la clonacion de un gen codificante de una proteina de interés
en el sistema de expresion. Contiene sitios de restriccion, o sitios de reconocimiento de restriccion, es decir
localizaciones en una molécula de ADN que contiene secuencias especificas de nucleétidos, los cuales son
reconocidos por enzimas de restriccion (ver, por ejemplo, en las figuras). Estas son secuencias generalmente
palindrémicas (debido a que los enzimas de restriccion habitualmente se unen como homodimeros) y un enzima
de restriccion particular puede cortar la secuencia entre dos nucleétidos dentro de su sitio de reconocimiento, o
en una localizacién préxima. Los sitios de clonacidon son bien conocidos por el experto en la materia.

Mas preferentemente, el vector de expresion de nucledtidos comprende ademas una secuencia de ADN
heterdélogo codificante de una proteina de interés heterdloga o un polipéptido heterdlogo insertado en dichos
sitios de clonacion.

El término "heterdlogo” se refiere a una combinacion de elementos no natural. Por ejemplo, la presente invencion
incluye "secuencias de ADN heterélogas" codificantes de "proteinas/polipéptidos de interés", estando dichas
secuencias de ADN no situadas naturalmente en o dentro de un sitio cromosémico de la célula hospedadora que
se utiliza para la expresion de proteinas.

En el caso de que se inserte en el vector de nucleétidos de la invencidon una secuencia de ADN heterdloga
codificante de una proteina o polipéptido heterdlogo de interés, preferentemente codifica un polipéptido de fusion
que comprende dicha sefal peptidica, dicho enzima MGMT, mutante u homélogo del mismo, y dicha
proteina/polipéptido heterdlogo de interés.

En una forma de realizacion preferida de la invencién, la secuencia de ADN codificante de dicho enzima MGMT
se encuentra situada en el extremo 5' o 3' de la secuencia de ADN codificante de dicha proteina heteréloga de
interés, preferentemente en el extremo 5'. Por lo tanto, el enzima MGMT se une directa o indirectamente a la
proteina/polipéptido heterdlogo de interés y preferentemente se localiza en el extremo N-terminal de la
proteina/polipéptido heterdlogo de interés.

Resulta particularmente preferido que la secuencia de ADN codificante de dicho enzima MGMT de la misma se
encuentre situada en el extremo 5' de la secuencia de ADN codificante de dicha proteina/polipéptido heterélogo
de interés, en el caso de que el dominio de actividad de la proteina/polipéptido heterélogo de interés se
encuentre localizado en su parte C-teminal, tal como IFNa. De la misma manera, podria resultar particularmente
preferido que la secuencia de ADN codificante de dicho enzima MGMT se encuentre situada en el extremo 3' de
la secuencia de ADN codificante de dicha proteina/polipéptido heterélogo de interés, en el caso de que el
dominio de actividad de la proteina/polipéptido heterdlogo de interés se encuentre localizado en su parte N-
terminal.

Mas exactamente, en un primer aspecto, la presente exposicion se refiere a un vector para la expresion de
proteinas recombinantes en células hospedadoras, preferentemente en células hospedadoras no de vertebrado
y/o de vertebrado, mas preferentemente en células de insecto, que comprende una secuencia de nucleétidos
codificante en un Unico marco de lectura abierto, de extremo 5'a 3":
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a) una sefial de secrecion peptidica que es funcional en dicha célula hospedadora,

b) el enzima 6-metilguanina-ADN-metiltransferasa (MGMT, EC 2.1.1.63), un mutante o un dominio catalitico
del mismo y

c) una proteina recombinante.

Todavia mas exactamente, la presente invencién se refiere a un vector para la expresidon de proteinas
recombinantes en células de insecto, tal como se define en cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9.

En el contexto de la invencion, la expresion "proteina recombinante” o "proteina de interés" se refiere a productos
génicos o polipéptidos que son foraneos respecto a la célula productora de proteina y que se seleccionan
preferentemente de entre el grupo que consiste en una o mas proteinas o polipéptidos diagndsticos y
terapéuticos.

Mas preferentemente, dicha proteina o proteinas o polipéptido o polipéptidos diagndsticos y terapéuticos se
seleccionan de entre el grupo que consiste de:

— proteinas inmunogénicas bacterianas o viricas, mas preferentemente proteinas viricas (infecciosas,
patégenas), por ejemplo la proteina EDIII de los virus Dengue, de la encefalitis japonesa, de la encefalitis
transmitida por garrapatas, de la fiebre amarilla, Usutu, Rocio, de la encefalitis de Murray, Wesselbron,
Zika o del Nilo Occidental, o la nucleoproteina N del virus de la fiebre del valle del Rift o del virus Toscana,
o la forma soluble de la proteina de cubierta E2 del virus Chikungunya, o la forma soluble de la proteina
de cubierta E del virus del Nilo Occidental, y

— factores sanguineos, anticoagulantes, factores de crecimiento, hormonas, vacunas, enzimas terapéuticos,
anticuerpos monoclonales y citoquinas (tales como IFNa, granzima M y FasL),

— antigenos, por ejemplo antigenos del cancer tal como el antigeno de cancer de testiculo SSX2 o la regién
N-terminal de ERC/mesotelina (NERCMSL),

— proteinas antitumorales, por ejemplo FasL, o las heparan-sulfato 6-O-endosulfatasas (hSULF),
— polipéptidos microbianos, viricos y/o parasitarios,
— cualesquiera otras proteinas Utiles (por ejemplo contactinas).

La proteina FasL es una proteina proapoptotica que puede utilizarse como agente antitumoral. Se encuentra
codificada, por ejemplo, por la SEC ID n° 88.

Las proteinas hSulf (o hSULF) son heparan-sulfato 6-O-endosulfatasas que regulan la estructura de la heparina
sulfato y presentan un impacto drastico sobre el crecimiento y la progresion de las células malignas in vivo (Dai
et al., 2005). En el contexto de la invencion, preferentemente es la proteina hSulf2, y mas preferentemente hSulf-
28™Pen las que el dominio transmembrana (TMD) ha sido eliminado para incrementar su solubilidad,
presentando este mutante la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 95 y estando codificada, por ejemplo, en la
SECID n° 9%4.

El vector de la invencion también puede utilizarse para expresar y purificar péptidos y/o polipéptidos de interés.
En el contexto de la presente invencién, los términos "péptidos" y "polipéptidos" pretenden ser sinénimos,
refiriéndose a polimeros cortos de monémeros aminoacidos (también denominados "residuos") unidos mediante
enlaces peptidicos. Dichos polimeros preferentemente contienen menos de 100 residuos, mas preferentemente
menos de 50 residuos.

En particular, la vector de la invenciéon puede utilizarse para expresar y purificar polipéptidos microbianos
diagnosticos, tales como polipéptidos bacterianos, viricos o parasitarios. Son ejemplos de dichos polipéptidos los
péptidos antigénicos, mucinas y/o toxinas secretadas o expresadas por bacterias, virus o parasitos.
Preferentemente, dicho péptido antigénico es expresado por el virus Influenza, el virus de la hepatitis A, el virus
de la hepatitis B, el virus de la hepatitis C, el virus de la hepatitis G, el virus VIH, el virus de la fiebre amarilla, el
virus Dengue, el virus de la encefalitis japonesa, el virus de la encefalitis transmitida por garrapatas, los virus
Usutu o del Nilo Occidental, el virus de la fiebre del valle del Rift o el virus Toscana, el virus Chikungunya, el virus
sincitial respiratorio, el virus Rocio, el virus de la encefalitis de Murray, el virus Wesselbron, el virus Zika, el virus
de la coreomeningitis linfocitica, un paravovirus humano, un papilomavirus humano, el citomegalovirus humano o
cualquier virus identificado. Preferentemente, dicho péptido antigénico es expresado por protozoos parasitarios
(tal como Entamoeba histolytica o Giardia lamblia), anélidos (tales como nematodos, céstodos o trematodos) o
artropodos (tales como crustaceos, insectos o aracnidos). Preferentemente dicho péptido antigénico es
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expresado por bacterias infecciosas, por ejemplo de los géneros Streptococcus o Staphylococcus y E. coli. Las
toxinas infecciosas son bien conocidas de la técnica. Pueden citarse a titulo de ejemplos las neurotoxinas
botulinicas, la toxina epsiléon de Clostridium perfringens, la ricina, la saxitoxina, la shigatoxina, la tetrodotoxina,
las enterotoxinas estafilocdcicas, etc. Las mucinas también son bien conocidas de la técnica. Son ejemplos de
las mismas MUC5AC, MUC5B y MUC2. Dichos ejemplos no son limitativos y puede expresarse cualquier
péptido/polipéptido mediante el método de la invencion.

Las contactinas son un subgrupo de moléculas pertenecientes a la superfamilia de las inmunoglobulinas que se
expresan exclusivamente en el sistema nervioso (ver la revision de Shimoda y Watanabe, 2009). Participan en
trastornos psiquiatricos, en particular en el autismo. Las contactinas preferentes que debe producir el sistema de
la invencion son las contactinas 2 y 4. La contactina 4 (CNTN4) esta codificada por, por ejemplo, la SEC ID n° 91
(correspondiente a los aminoacidos 19 a 990 de la proteina completa NP_783200.1).

Es conocido que numerosos antigenos del cancer resultan eficientes dianas de vacuna para el tratamiento del
cancer. La produccion en cantidad elevada de dichos polipéptidos (ver las listas en Cheever et al., 2009)
aparentemente resulta muy importante para obtener una vacuna del cancer eficiente. Resulta interesante que los
vectores de la invencion permiten obtener un nivel elevado de antigenos recombinantes del cancer que pueden
utilizarse en inmunoterapia, o para producir anticuerpos o en métodos diagnésticos del cancer.

SSX2 y NERCMSL son dos ejemplos de antigenos del cancer. El antigeno de cancer SSX2 esta codificado por el
ADN que presenta la SEC ID n° 76 (GenBank: NM_175698). La region N-terminal de ERC/mesotelina
(NERCMSL) esta codificada por la SEC ID n° 83. Este antigeno se utiliza cominmente como antigeno de
deteccion en pacientes que sufren de mesotelio maligno.

Mediante los métodos de la invencién puede producirse cualquier proteina.

Sin embargo, las proteinas preferentes son las proteinas terapéuticas, tales como la insulina, IFN, FasL, la
mesotelina, hSULF o las contactinas.

Mas generalmente, las proteinas preferentes son aquellas que ha resultado dificil producir en cantidades
elevadas hasta el momento. Dichas proteinas son, por ejemplo, FasL, granzima M, hSULF, mesotelina y
contactinas.

La secuencia de ADN codificante del polipéptido de fusién que comprende dicha sefial peptidica, dicho enzima
MGMT, o mutante, y dicha proteina de interés recombinante, puede asociarse operativamente con un promotor
inducible que resulta funcional en las mismas células hospedadoras en las que es funcional la sefial peptidica.

Mas preferentemente, en el vector de la invencion, dicho marco de lectura abierto se encuentra asociado
operativamente a un promotor inducible que es funcional en la misma célula hospedadora en la que es funcional
la sefal peptidica.

Una secuencia codificante se encuentra "operativamente asociada con" una secuencia de control de la expresion
(es decir, secuencias de control transcripcional y traduccional) en una célula, en el caso de que la ARN
polimerasa transcriba la secuencia codificante en ARN, que seguidamente es procesado en trans-ARN (en caso
de contener intrones) y, en el caso de que la secuencia codifique una proteina, se traduce en dicha proteina.

Un "promotor" es una secuencia de nucleétidos a partir de la que puede iniciarse la transcripcion del ADN unido
operablemente cadena abajo (es decir, en la direccion 3' en la cadena de sentido del ADN de doble cadena).
Dentro de la secuencia del promotor se encuentra un sitio de inicio de la transcripcion (que se encuentra
convenientemente, por ejemplo, mediante el mapeado con nucleasa S1), asi como dominios de unién de
proteina (secuencias de consenso) responsables de la union de la ARN polimerasa.

Los promotores que pueden utilizarse para controlar la exprsion génica en el contexto de la presente invencion
son, por ejemplo, los funcionales en las células no de vertebrado o en las células de vertebrado. Por ejemplo,
para las células no de vertebrado, pueden utilizarse las secuencias reguladoras del gen de metalotioneina
(Brinster et al., Nature 296:39-42, 1982).

Preferentemente, el promotor inducible que se encuentra presente en el vector de la invencion presenta una
actividad de promotor en una célula de insecto, y mas preferentemente en una célula de Drosophila. Es, por
ejemplo, el promotor de metalotioneina de Drosophila (Lastowski-Perry et al., J. Biol. Chem. 260:1527, 1985) que
dirige un nivel elevado de transcripcion del gen en presencia de metales, por ejemplo CuSOj. Alternativamente,
puede utilizarse el promotor del gen actina 5C de Drosophila, que es un promotor constitutivo y no requiere la
adicion de un metal (B.J. Bond et al., Mol. Cell. Biol. 6:2080, 1986). Entre los ejemplos de otros promotores de
Drosophila conocidos se incluyen, por ejemplo, los promotores inducibles de choque térmico (Hsp70) y COPIA
LTR. El promotor temprano del SV40 proporciona un nivel mas bajo de expresion que el de metalotioneina de
Drosophila.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2627117 T3

Preferentemente, el promotor inducible que se encuentra presente en el vector de la invencién presenta una
actividad de promotor en una célula de Drosophila melanogaster, preferentemente en células S2 de Drosophila.
Es, por ejemplo, el promotor de metalotioneina que se describe en detalle en Lastowski-Perry et al., J. Biol.
Chem. 260:1527, 1985.

Entre los promotores de la exposicion adecuados para la expresion constitutiva en células de mamifero se
incluyen, el promotor temprano inmediato del citomegalovirus (CMV), el promotor tardio mayor de adenovirus, el
promotor fosfoglicerocinasa (PGK) y el promotor timidina cinasa (TK) del virus herpes simplex (VSH)-1. Entre los
promotores eucariéticos inducibles regulados por compuestos suministrados exégenamente se incluyen, aunque
sin limitacién, el promotor de metalotionneina (MT) inducible con cinc, el promotor del virus del tumor mamario de
ratéon (MMTV) inducible por dexametasona (Dex), el sistema del promotor de polimerasa de T7 (documento n°
WO 98/10088), el promotor ecdisona de insecto, el promotor reprimible por tetraciclina, el promotor inducible por
tetraciclina, el promotor inducible por RU486 y el promotor inducible por rapamicina.

Preferentemente, el promotor que se encuentra presente en el vector de la exposicidn presenta una actividad de
promotor en una célula de mamifero, preferentemente en células HelLa. Es, por ejemplo, el promotor del SV 40.

Tal como se da a conocer en la presente memoria, se encuentra disponible un abanico de promotores de
levadura para la expresion de proteinas en las células hospedadoras de levadura. Algunos, tales como ADH2 y
SUC2, son inducible, mientras que otros, como GAPDH, presentan una expresion constitutiva. Entre otros
promotores adecuados para la expresion en levaduras se incluyen los promotores TEF, PGK, MF alfa, CYC-1,
GAL-1, GAL4, GAL10, PHOS5, (dliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAP o GAPDH) y alcohol
deshidrogenasa (ADH).

Tal como se da a conocer en la presente memoria, para la utilizacién en células vegetales, el promotor utilizado
mas comunmente es el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) o su version potenciada, aunque
puede utilizarse uno de entre varios promotores alternativos, tales como el promotor hibrido (ocs)3mas o el
promotor ubiquitina del maiz y de A. Thaliana. En contraste con dichos promotores constitutivos, el promotor a-
amilasa RAmy3D del arroz es inducido por la privacion de azicar (Hellwig S. et al., 2004).

Tal como se da a conocer en la presente memoria, entre los promotores adecuados para la expresién en una
célula hospedadora de E. coli se incluyen, aunque sin limitacién, el promotor pL del bacteriéfago lambda, el
promotor lac, y los promotores pTAC inducibles por TRP e IPTG.

Resulta preferido que la sefial de secrecion peptidica y el promotor inducible son funcionales en la misma célula
hospedadora.

Mas preferentemente, la sefial de secrecion peptidica y el promotor inducible son funcionales tanto en células S2
de Drosophila como en células de vertebrado.

El término "inducible" tal como se aplica a un promotor es bien conocido por el experto en la materia. En esencia,
la expresion bajo el control de un promotor inducible resulta "activado" o incrementado en respuesta a la
aplicacién de un estimulo. La naturaleza del estimulo varia entre promotores. Algunos promotores inducibles
provocan niveles bajos o indetectables de expresion (o una expresion nula) en ausencia del estimulo apropiado.
Otros promotores inducibles causan una expresion constitutiva detectable en ausencia del estimulo. Sea cual
sea el nivel de expresion en ausencia del estimulo, la expresién a partir de cualquier promotor inducible se
encuentra incrementada en presencia del estimulo correcto.

Tras construir un vector apropiado y transfectarlo en la célula hospedadora seleccionada, preferentemente una
linea celular de Drosophila, se induce la expresién de una proteina heterdloga mediante la adicién de un agente
inductor apropiado para el promotor inducible. Por ejemplo, el cadmio o el cobre son agentes inductores para el
promotor Hsp70. Para los promotores constitutivos, tales como el promotor actina 5C, no se requiere ningun
agente inductor para la expresion.

El enzima MGMT humano de la invencién preferentemente se encuentra codificado por la secuencia del gen de
MGMT humano de referencia NM_002412.3, el gen ID 4255 (SEC ID n° 3) o por la secuencia optimizada SEC ID
n° 68 (que comprende Unicamente 50% de G/C). Sin embargo, puede utilizarse cualquier secuencia homoéloga de
la misma en el contexto de la invencién, con la condicidn de que codifique un enzima MGMT funcional, o mutante
del mismo, preferentemente la SEC ID n° 4 o la SEC ID n° 2. Las secuencias de ADN preferentes codificantes de
dicho mutante de MGMT son las secuencias de ADN de SNAP SEC ID n° 1 o las secuencias de ADN SEC ID n°
47 o SEC ID n° 67 codificantes de la SEC ID n° 2 pero que presentan un contenido de G/C de 51%.

En ofra realizacién de la exposicion, el vector de nucleétidos de la invencién codifica por lo menos un fragmento

del enzima MGMT (por ejemplo un fragmento de SEC ID n° 4) o un fragmento de un homdlogo del mismo (por
ejemplo un fragmento del mutante de MGMT de secuencia SEC ID n°® 2) que conserva la actividad biologica de
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incremento de la expresion de la proteina de interés en un factor de por lo menos 0,5 veces el nivel obtenido con
el enzima de longitud completa del que es un fragmento. A titulo de ejemplo, en el caso de que el nivel de
produccion sea de 100 mg/l con el enzima de longitud completa de SEC ID n° 4, se encuentran comprendidos
dentro de la presente invencion cualesquiera fragmentos de SEC ID n° 4 que presenta un nivel de produccién de
por lo menos 50 mg/l (bajo las mismas condiciones experimentales que para el enzima de longitud completa de
SECID n° 4).

En otra realizacion de la invencion, el vector de expresidon de nucleoétidos codifica adicionalmente por lo menos
un sitio de corte peptidico que se encuentra situado preferentemente entre el enzima MGMT vy la proteina
recombinante de interés.

Un sitio de corte peptidico (también denominado "sitio de corte del péptido") es una secuencia de aminoacidos
que resulta reconocida por como minimo un enzima proteasa (por ejemplo una serina proteasa o una cisteina
proteasa, entre otros). Un ejemplo de un sitio de corte peptidico es el sitio de corte de enterocinasa de SEC ID n°
62 (AspAspAspAspLys/Asp), por ejemplo codificado por la secuencia de ADN SEC ID n° 12. La enterocinasa es
un enzima serina proteasa (EC 3.4.21.9) que es conocido que convierte el tripsindgeno inactivo en tripsina activa
mediante el corte en el extremo C-terminal de la secuencia: Val--(Asp)s--Lys--lle--Val~ (tripsinégeno) — Val--
(Asp)s--Lys (hexapéptido) + lle--Val~ (tripsina). La enterocinasa corta después de la lisina en el caso de que Lys
se encuentre precedido por cuatro Asp y no seguido por un residuo de prolina.

Otro sitio de corte peptidico Util es el sitio de corte de la denominada "proteasa del TEV", que presenta la
secuencia de aminoacidos SEC ID n® 53 o SEC ID n° 65 (Glu Asn Leu Tyr Phe GIn Gly o Ser), y que se
encuentra, por ejemplo, codificado por la secuencia de ADN SEC ID n°® 52 o SEC ID n° 66. La proteasa del TEV
es el nombre comun para el dominio catalitico de 27 kDa de la inclusién nuclear de una proteina codificada por el
virus del grabado del tabaco. Se encuentra disponible comercialmente (Invitrogen).

El sitio de corte del precursor membranal prM del virus Dengue serotipo 1 (SEC ID n° 61) también puede
utilizarse en el vector de la invencién.

En otra realizacion, el vector de expresion de nucleétidos de la invencidon codifica ademas un marcaje,
preferentemente situado en el extremo C-terminal de la proteina recombinante en el polipéptido de fusion de la
invencion (que comprende la sefial peptidica, la proteina MGMT u homodlogo de la misma, y la proteina
recombinante).

En el contexto de la invencion, un "marcaje" esta destinado a facilitar la recuperacion del polipéptido a partir del
lisado en bruto de células hospedadoras y preferentemente se selecciona de entre el grupo que comprende:
proteinas fluorescentes, etiquetas poli-histidina (poli-his) o poli-histidina-glicina (poli-his-gly), etiquetas HA de la
gripe, etiqueta c-myc, etiquetas de glucoproteina D (gD) del virus del herpes simplex, péptidos Flag, epitopos de
alfa-tubulina o etiquetas peptidicas de proteina de gen 10 de T7. Sin embargo, podria resultar de utilidad
cualquier otro marcaje. En una forma de realizacién preferida de la invencion, los vectores comprenden el ADN
codificante de una etiqueta hexa-histidina que presenta la SEC ID n° 14.

En otra forma de realizacion, el vector de expresion de nucleétidos de la invencion codifica ademas una o mas
secuencias espaciadoras, situadas preferentemente entre el enzima MGMT y la proteina recombinante de interés
y/o entre la proteina recombinante de interés y el marcaje.

En el contexto de la invencion, una secuencia espaciadora es una secuencia de aminoacidos que comprende por
lo menos tres aminoacidos, destinada a separar espacialmente dos polipéptidos unidos (uniendo seguidamente
estos polipéptidos de manera indirecta). Dicho espaciador puede ser, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos
Glicina-Glicina-Glicina-Serina (GGGS, SEC ID n° 63) y la secuencia espaciadora de ADN codificante de la misma
puede ser SEC ID n° 13. En el contexto de la presente invencién, dicha secuencia de ADN se denomina en lo
sucesivo "secuencia espaciadora de ADN" y se encuentra situada entre el ADN codificante de MGMT o el
dominio catalitico del mismo y la secuencia de ADN recombinante, preferentemente cadena arriba de la
secuencia de ADN codificante del sitio de corte peptidico.

El vector de expresion de nucleétidos que se da a conocer en la presente invencion puede presentar la
secuencia SEC ID n° 9, la secuencia SEC ID n° 10 o la secuencia SEC ID n° 64 (correspondiente a vectores
vacios sin gen recombinante de interés insertado en los sitios de clonacion). En una forma de realizacion
particular, el vector de la invencion puede codificar:

— una sefal peptidica BiP de insecto (que preferentemente es funcional en las células S2 de Drosophila) o
una sefial de tipo BiP tal como se ha definido anteriormente,

— una proteina MGMT de SEC ID n° 4 o una proteina SNAP de SEC ID n° 2,
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— una proteina recombinante de interés,

— un sitio de corte peptidico de enterocinasa o un sitio de corte de pro-TEV tal como se ha definido
anteriormente,

— un marcaje poli-histidina, y

— dos secuencias espaciadoras que presentan la secuencia de aminoacidos Glicina-Glicina-Glicina-Serina
(GGGS, SECID n° 63).

En una forma de realizacion mas preferente, el vector de expresion de la invencion codifica:

una sefial peptidica de BiP de insecto de SEC ID n° 48,

— una proteina MGMT de SEC ID n° 4 o una proteina SNAP de SEC ID n° 2,
— una proteina recombinante de interés,

— un sitio de corte peptidico de enterocinasa de SEC ID n° 62,

— un marcaje poli-histidina, y

— dos secuencias espaciadoras que presentan la secuencia de aminoacidos Glicina-Glicina-Glicina-Serina
(GGGS).

En otra forma de realizacion preferida, el vector de expresion de la invencién codifica:

una sefial peptidica de tipo BiP de SEC ID n° 51,

— una proteina MGMT de SEC ID n° 4 o una proteina SNAP de SEC ID n° 2,
— una proteina recombinante de interés,

— un sitio de corte peptidico de pro-TEV de SEC ID n° 53,

— un marcaje poli-histidina, y

— dos secuencias espaciadoras que presentan la secuencia de aminoacidos Glicina-Glicina-Glicina-Serina
(GGGS).

Dichos vectores pueden comprender, por ejemplo, la secuencia SEC ID n° 19 (en el caso de que la proteina de
interés sea la nucleoproteina N del virus la fiebre del valle del Rift (FVR), SEC ID n° 20 (en el caso de que la
proteina de interés sea la nucleoproteina N del virus del Nilo Occidental), SEC ID n®21 on®570n°72 on®74
(en el caso de que la proteina de interés sea IFNa), SEC ID n° 77, n° 79 o n° 81 (en el caso de que la proteina de
interés sea el antigeno del cancer SSX2), SEC ID n° 55 (en el caso de que la proteina de interés sea granzima
M), SEC ID n° 89 (en el caso de que la proteina de interés sea FasL), SEC ID n° 84 o n° 86 (en el caso de que la
proteina de interés sea el antigeno del cancer NERCMSL) o SEC ID n° 92 (en el caso de que la proteina de
interés sea la contactina CNTN4).

En un segundo aspecto, la presente invencion da a conocer ademas un vector para la expresién de proteinas
recombinantes en células hospedadoras, que comprende una secuencia de nucleétidos codificante en un Unico
marco de lectura abierta, de 5'a 3'":

a) una sefal de secrecion peptidica,

b) una proteina MGMT de SEC ID n° 4 o una proteina SNAP de SEC ID n° 2,
c) por lo menos un sitio de corte peptidico,

d) un marcaje poli-histidina, y

€) por lo menos una secuencia espaciadora.

En una forma de realizacién preferida, dicha sefial de secrecion peptidica es la sefal peptidica de tipo BiP de
SEC ID n° 50.

En una forma de realizacion mas preferente, dicho vector comprende dos sitios de corte peptidico de pro-TEV de
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SEC ID n° 52 y/o dos secuencias espaciadoras que presentan la secuencia de aminoacidos SEC ID n° 63.

En una forma de realizacion particularmente preferente, dicho vector comprende la secuencia SEC ID n° 59 o
SEC ID n° 69, haciendo referencia a dichas secuencias en la presente solicitud como el casete DeSNAP
universal "DeSNAP Univ" y el casete DeMGMT "DeMGMT Univ", respectivamente.

Estas secuencias "DeSNAP Univ" (SEC ID n° 59) y "DeMGMT Univ" (SEC ID n° 69) se consideran secuencias
"universales" ya que pueden insertarse en cualquier tipo de vector destinado a la transfeccion de células
hospedadoras con el fin de producir proteinas heterélogas, es decir vectores de vertebrado (tales como el vector
pcDNAS3 o el vector pCl-neo), asi como vectores no de vertebrado (tales como pMT/BiP/V5-HisA, que resulta util
en el sistema DES; ver los ejemplos, posteriormente).

Son ejemplos de plasmido que comprende dichas secuencias universales, SEC ID n° 64 (pUC57 que comprende
DeSNAP Univ) y SEC ID n° 71 (pUC57 con DeMGMT Univ).

Tras clonar en la presente invencién la secuencia heteréloga de una proteina de interés, dicho vector puede
transfectarse ventajosamente en células hospedadoras de vertebrado o de no vertebrado, en la presente
invencién células de insecto, de manera que se produzca la proteina de interés en cantidades elevadas.

En un tercer aspecto, la presente exposicion se refiere ademas a una célula recombinante que es transfectada
establemente por un plasmido que comprende cualquier vector de expresion dado a conocer en la presente
memoria.

Por ejemplo, la presente exposicién presenta como diana la célula recombinante, que resulta establemente
transfectada por dicho vector DeSNAP Univ o DeMGMT Univ, es decir, por el vector de expresion que
comprende una secuencia de nucleétidos codificante en un unico marco de lectura abierta, de 5' a 3"

a) una sefal de secrecion peptidica,

b) una proteina MGMT de SEC ID n° 4 o una proteina SNAP de SEC ID n° 2,
c) por lo menos un sitio de corte peptidico,

d) un marcaje poli-histidina, y

€) por lo menos una secuencia espaciadora,

siendo cada componente tal como se ha definido anteriormente.

Preferentemente comprende los plasmidos de SEC ID n° 64 (pUC57 que comprende DeSNAP Univ) o SEC ID n°®
71 (pUC57 con DeMGMT Univ) o por lo menos la secuencia de nucleétidos SEC ID n° 59 (DeSNAP Univ) o SEC
ID n° 69 (DeMGMT Univ).

La célula recombinante también puede ser una bacteria, una célula de insecto, mas preferentemente células S2
de Drosophila o derivados de las mismas, células de mamifero, mas preferentemente células CHO, células
YB2/0, células COS, células HEK, células NIH3T3, células HelLa, células PER.C6 o derivados de las mismas, y
células aviares tales como células EBX, preferentemente células EB66 o derivados de las mismas.

Preferentemente, en dicho aspecto de la exposicion, dicha célula recombinante es una célula de E. coli.

Dicha célula recombinante se utiliza con el fin de amplificar y purificar los vectores de expresion de la invencion,
preferentemente aquellos que comprenden DeSNAP Univ de SEC ID n° 59 (tal como SEC ID n° 64) o DeMGMT
Univ de SEC ID n° 69 (tal como SEC ID n° 71).

Por lo tanto, la presente exposicidon también presenta como diana la utilizacién de dicha célula recombinante para
la produccion de cualquier vector de expresion de la invencion (siendo dichos vectores tal como se ha definido
anteriormente).

Los vectores de expresién de nucledtidos de la invencion y de la exposicion pueden comprender ademas un gen
codificante de un marcador de seleccién y/o una secuencia de terminador.

Los genes marcadores de seleccidn que pueden incluirse en el constructo tipicamente son los que confieren
fenotipos seleccionables, tales como resistencia a antibiéticos (por ejemplo blasticidina, ampicilina, canamicina,
higromicina, puromicina y cloranfenicol).

En un cuarto aspecto, la presente exposicion se refiere a un polipéptido de fusion que comprende una sefal de
secrecion peptidica que es funcional en células hospedadoras, preferentemente en células no de vertebrado o de
vertebrado, mas preferentemente en células de insecto y el enzima 6-metilguanina-ADN-metiltransferasa
(MGMT) (EC 2.1.1.63), mutante o dominio catalitico del mismo tal como se ha definido anteriormente.
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Mas exactamente, la presente invencion se refiere a un polipéptido de fusién tal como se define en la
reivindicacion 13.

En el polipéptido de fusion de la exposicion, dicho enzima MGMT preferentemente es la proteina de SEC ID n° 4
o0 un homologo de la misma.

El polipéptido de fusiéon de la invencién o exposicion preferentemente comprende ademas una proteina
recombinante de interés tal como se ha definido anteriormente, preferentemente situada en el extremo C-terminal
del enzima MGMT o dominio catalitico del mismo, y/o un marcaje, tal como se ha definido anteriormente. Dicho
marcaje preferentemente es un marcaje polihistidina y preferentemente se localiza en el extremo C-terminal de la
proteina recombinante de interés.

El polipéptido de fusién de la invencion puede ser la secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 33 a n° 43, SEC ID
n° 56 o SEC ID n° 58 (en el caso de que la proteina recombinante de interés sea GrM), SECID n° 73 0 n° 75 (en
el caso de que la proteina recombinante de interés sea IFNa), SEC ID n° 78 o n° 80 o n° 82 (en el caso de que la
proteina recombinante de interés sea el antigeno del cancer SSX2), SEC ID n° 85 o n° 87 (en el caso de que la
proteina recombinante de interés sea NERCMSL), SEC ID n° 90 (en el caso de que la proteina recombinante de
interés sea FasL) o SEC ID n° 93 (en el caso de que la proteina recombinante de interés sea CNTN4).

Resulta interesante que las proteinas de fusion de la invencion pueden almacenarse a 4°C durante varios meses
sin degradacion. Este efecto de estabilizacion in vitro durante el almacenamiento podria ser el resultado de las
propiedades de andamiaje de la proteina MGMT y/o de la elevada concentracion que se obtiene gracias a la
presencia de la proteina MGMT (tipicamente de por lo menos 40 mg/ml).

Mas importante, la asociacion con MGMT estabiliza las proteinas recombinantes durante el procedimiento de
purificacién de las proteinas secretadas. De esta manera, podria utilizarse para estabilizar proteinas
recombinantes in vivo tras la administracién en un sujeto que lo necesita. El acoplamiento con MGMT seria un
medio para incrementar el periodo de vida de dichas proteinas recombinantes in vivo. Este efecto de
estabilizacion in vivo se esta investigando en la actualidad.

En un quinto aspecto, la presente exposicion se refiere a una célula hospedadora recombinante de no vertebrado
que comprende el vector de expresion de la exposicion.

Mas exactamente, la presente invencién se refiere a una célula de insecto recombinante tal como se define en
cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12.

Las células de no vertebrado pueden ser cualesquiera células de las divisiones Insectos, Aracnidos, Crustaceos,
Moluscos, Anélidos, Cirripedios, Radiados, Celenterados e Infusorios.

En el contexto de la invencién, se utilizan células de no vertebrado y son células de insecto, tales como células
de Drosophila o de Mosquito. Mas preferentemente son células S2 de Drosophila.

Las células S2 de Drosophila han sido ampliamente descritas. Resultan especialmente adecuadas para la
produccion de alto rendimiento de proteinas debido a que pueden mantenerse en cultivos en suspension a
temperatura ambiente (24 + 1°C). El medio de cultivo era M3 complementado con 5% a 10% (v/v) de suero de
feto bovino (SFB) inactivado por calor. En la puesta en practica preferida de la invencion el medio de cultivo
contiene SFB al 5%. Tras la induccion las células se cultivan en medio sin suero. En dicho medio, las células S2
pueden cultivarse en cultivos en suspensién, por ejemplo en matraces de agitacion de 250 a 2.000 ml bajo
agitacion a 50-60 rpm. Las densidades celulares tipicamente se mantienen entre 10° y 107 células por ml.

La presente invencion también presenta como diana células S2 recombinantes de Drosophila que comprenden
los vectores de expresion de la invencion, comprendiendo dichos vectores de expresion preferentemente la
secuencia de nucledtidos seleccionada de entre el grupo que consiste de:

— la secuencia plasmidica SEC ID n° 64 (pUC57 con DeSNAP Univ) o la secuencia de nucleétidos clonada
en la célula que ha sido depositada segun el Tratado de Budapest en el Centre National de Culture et de
Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur, 25, rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia, el 9
de diciembre de 2011, con el nimero CNCM [-4581,

— el vector que comprende la SEC ID n° 19 o la secuencia de nucleoétidos clonada en la célula que ha sido
depositada segun el Tratado de Budapest en el Centre National de Culture et de Microorganismes
(CNCM), Institut Pasteur, 25, rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia, el 19 de agosto de
2010, con el nUmero CNCM [-4357,

— el vector de la invenciéon que comprende SEC ID n° 22 o la secuencia de nucleétidos clonada en la célula
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que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur,
el 27 de octubre de 2010 con el nimero CNCM 1-4381,

el vector de la invencion que comprende SEC ID n° 21 o la secuencia de nucleétidos clonada en la célula
que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur,
el 27 de octubre de 2010 con el nimero CNCM 1-4382,

el vector de la invencién que comprende SEC ID n° 9 o la secuencia de nucleétidos clonada en la célula
que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur,
el 29 de septiembre de 2010 con el nimero CNCM 14368, y

el vector de la invencién que comprende la SEC ID n° 20 la secuencia de nucleétidos clonada en la célula
que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur,
el 29 de septiembre de 2010 con el nimero CNCM 14369,

el vectorde laSEC ID n° 71,

el vector de la invencion que comprende la SEC ID n° 57 o n°® 72 o n° 74 (en el que la proteina de interés
es IFNa), SEC ID n° 77, n° 79 o n° 81 (en el caso de que la proteina de interés sea el antigeno del cancer
SSX2), SEC ID n° 55 (en el caso de que la proteina de interés sea granzima M), SEC ID n° 89 (en el caso
de que la proteina de interés sea FasL), SEC ID n° 84 o n° 86 (en el caso de que la proteina de interés
sea el antigeno del cancer NERCMSL) o SEC ID n° 92 (en el caso de que la proteina de interés sea la
contactina CNTN4) o SEC ID n® 96 (en el caso de que la proteina de interés sea hSULF-2™P),

Las células S2 transfectadas establemente de la invencion también pueden seleccionarse de entre el grupo que
consiste de:

la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM), Institut
Pasteur, 25, rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia, el 19 de agosto de 2010, con el
nimero CNCM [-4357,

la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM), Institut
Pasteur, 25, rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia, el 27 de octubre de 2010, con el
nimero CNCM [-4381,

la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM), Institut
Pasteur, 25, rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia, el 27 de octubre de 2010, con el
nimero CNCM [-4382,

la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM), Institut
Pasteur, 25, rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia, el 29 de septiembre de 2010, con el
nimero CNCM [-4368,

la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM), Institut
Pasteur, 25, rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia, el 29 de septiembre de 2010, con el
nimero CNCM [-4369,

la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM), Institut
Pasteur, 25, rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia, el 5 de diciembre de 2011, con el
numero CNCM [-4565,

la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM), Institut
Pasteur, 25, rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia, el 5 de diciembre de 2011, con el
nimero CNCM [-4566,

la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM), Institut
Pasteur, 25, rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia, el 5 de diciembre de 2011, con el
nimero CNCM [-4567,
la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM), Institut
Pasteur, 25, rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia, el 5 de diciembre de 2011, con el
nimero CNCM [-4568,

la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM), Institut
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Pasteur, 25, rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia, el 5 de diciembre de 2011, con el
nimero CNCM [-4569,

— la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM), Institut
Pasteur, 25, rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia, el 5 de diciembre de 2011, con el
numero CNCM 1-4570,

— la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM), Institut
Pasteur, 25, rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia, el 5 de diciembre de 2011, con el
nimero CNCM [-4571,

— la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM), Institut
Pasteur, 25, rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia, el 5 de diciembre de 2011, con el
nimero CNCM [-4572,

— la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM), Institut
Pasteur, 25, rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia, el 8 de diciembre de 2011, con el
numero CNCM [-4576,

— la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM), Institut
Pasteur, 25, rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia, el 8 de diciembre de 2011, con el
nimero CNCM [-4577,

— la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM), Institut
Pasteur, 25, rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia, el 8 de diciembre de 2011, con el
numero CNCM [-4578,

— la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM), Institut
Pasteur, 25, rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia, el 8 de diciembre de 2011, con el
nimero CNCM [-4579,

— la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM), Institut
Pasteur, 25, rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia, el 8 de diciembre de 2011, con el
numero CNCM 1-4580,

— la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM), Institut
Pasteur, 25, rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia, el 9 de diciembre de 2011, con el
nimero CNCM [-4582,

— la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM), Institut
Pasteur, 25, rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia, el 9 de diciembre de 2011, con el
numero CNCM [-4583,

— la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM), Institut
Pasteur, 25, rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia, el 9 de diciembre de 2011, con el
nimero CNCM [-4584,

— la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM), Institut
Pasteur, 25, rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia, el 9 de diciembre de 2011, con el
nimero CNCM 1-4585, y

— la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM), Institut
Pasteur, 25, rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia, el 9 de diciembre de 2011, con el
nimero CNCM [-4586.

La célula recombinante depositada con el numero CNCM 14357 es la linea celular S2 estable de macrofagos de
Drosophila que comprende el vector plasmidico de SEC ID n° 19 (pMT/BiP/SNAP-FVR.N/Hisetiqueta), €N €l que
FVR.N es el antigeno N del virus de la fiebre del valle del Rift (FVR) (ver Brehin et al., Virology 371:185, 2008).

La célula recombinante depositada con el numero CNCM 14381 es la linea celular S2 estable de macrofagos de
Drosophila que comprende un vector plasmidico pMT/BiP/V5-Hisetiqueta €n el que la SEC ID n° 22
(SNAPMWN.EDIII) ha sido insertado después de la secuencia de BiP, en la que NO.EDIII es el dominio Ill de la
glucoproteina E del virus del Nilo Occidental.

La célula recombinante depositada con el numero CNCM 14382 es la linea celular S2 estable de macrofagos de
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Drosophila que comprende el vector plasmidico pMT/N/5-Hisetiqueta €N €l que ha sido insertada la SEC ID n° 21
(BiP/SNAP/IFNa1). IFNa1 es el interferon alfa 1 humano de SEC ID n°® 32 (Mokkim et al., Protein expression
purif. 63:140, 2009).

La célula recombinante depositada con el numero CNCM 14369 es la linea celular S2 estable de macrofagos de
Drosophila que comprende un vector plasmidico pMT/BiP/V5-Hisetiqueta €n el que la SEC ID n° 20
(NO.sE/SNAP/Hiseiqueta), €n el que NO.sE es la forma soluble de la proteina de cubierta E del virus del Nilo
Occidental.

La célula recombinante depositada con el numero CNCM 14369 es la linea celular S2 estable de macrofagos de
Drosophila que comprende un vector plasmidico pMT/BiP/V5-Hisetiqueta €n el que la SEC ID n° 20
(NO.sE/SNAP/Hiseiqueta), €n el que NO.sE es la forma soluble de la proteina de cubierta E del virus del Nilo
Occidental.

La célula recombinante depositada con el numero CNCM 14565 es la linea celular S2 estable de macrofagos de
Drosophila que comprende un vector plasmidico pMT/BiP/SNAP+DV1.EDIlI/Hisetiqueta €n €l que DV1.EDIII

codifica la proteina EDIII del virus Dengue 1 y presenta la secuencia SEC ID n° 27.

La célula recombinante depositada con el numero CNCM 14566 es la linea celular S2 estable de macrofagos de
Drosophila que comprende un vector plasmidico pMT/BiP/SNAP+DV2.EDIII/Hisetiqueta €n €l que DV2.EDIII

codifica la proteina EDIII del virus Dengue 2 y presenta la secuencia SEC ID n° 28.

La célula recombinante depositada con el numero CNCM 14567 es la linea celular S2 estable de macrofagos de
Drosophila que comprende un vector plasmidico pMT/BiP/SNAP+DV3.EDIlI/Hisetiqueta €n €l que DV3.EDIII
codifica la proteina EDIII del virus Dengue 3 y presenta la secuencia SEC ID n° 29.

La célula recombinante depositada con el numero CNCM 14568 es la linea celular S2 estable de macrofagos de
Drosophila que comprende un vector plasmidico pMT/BiP/SNAP+DV4.EDIlI/Hisetiqueta €n €l que DV4.EDIII
codifica la proteina EDIII del virus Dengue 4 y presenta la secuencia SEC ID n° 30.

La célula recombinante depositada con el numero CNCM 14569 es la linea celular S2 estable de macrofagos de
Drosophila que comprende un vector plasmidico pMT/BiP/SNAP+YF .EDIlI/Hisetiqueta €n €l que YF.EDIII codifica la

proteina EDIII del virus de la fiebre amarilla y presenta la secuencia SEC ID n° 31.

La célula recombinante depositada con el numero CNCM 14570 es la linea celular S2 estable de macrofagos de
Drosophila que comprende un vector plasmidico pMT/BiP/SNAP+JE.EDIII/Hisetiqueta €N €l que JE.EDIII codifica la

proteina EDIII del virus de la encefalitis japonesa y presenta la secuencia SEC ID n° 25.

La célula recombinante depositada con el numero CNCM 14571 es la linea celular S2 estable de macrofagos de
Drosophila que comprende un vector plasmidico pMT/BiP/SNAP+USU.EDIII/Hisetiqueta €n el que USU.EDIII
codifica la proteina EDIII del virus Usutu y presenta la secuencia SEC ID n° 24.

La célula recombinante depositada con el numero CNCM 14572 es la linea celular S2 estable de macrofagos de
Drosophila que comprende un vector plasmidico pMT/BiP/SNAP+TBE.EDIII/Hisetiqueta €n €l que TBE.EDIII
codifica la proteina EDIII del virus de la encefalitis transmitida por garrapatas y presenta la secuencia SEC ID n°
26.

La célula recombinante depositada con el numero CNCM 14576 es la linea celular S2 estable de macrofagos de
Drosophila que comprende un vector plasmidico pMT/BiP/SNAP+MVE.EDIII/Hiseiqueta €n el que EVM.EDIII
codifica la proteina EDIII del virus de la encefalitis del valle de Murray.

La célula recombinante depositada con el numero CNCM 14577 es la linea celular S2 estable de macrofagos de
Drosophila que comprende un vector plasmidico pMT/BiP/SNAP+Rocio.EDIII/Hisetiqueta €N €l que Rocio.EDIII
codifica la proteina EDIII del virus Rocio.

La célula recombinante depositada con el numero CNCM 14578 es la linea celular S2 estable de macrofagos de
Drosophila que comprende un vector plasmidico pMT/BiP/SNAP+SLE.EDIII/Hisetiqueta €n €l que ESL.EDIII codifica

la proteina EDIII del virus de la encefalitis de Saint Louis.

La célula recombinante depositada con el numero CNCM 14579 es la linea celular S2 estable de macrofagos de
Drosophila que comprende un vector plasmidico pMT/BiP/SNAP+WSL.EDIII/Hisetiqueta €n el que WSL.EDIII

codifica la proteina EDIII del virus Wesselbron.
La célula recombinante depositada con el numero CNCM 14580 es la linea celular S2 estable de macrofagos de

Drosophila que comprende un vector plasmidico pMT/BiP/SNAP+Zika.EDIII/Hisetiqueta €N €l que Zika.EDIII codifica
la proteina EDIII del virus Zika.
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La célula recombinante depositada con el numero CNCM 14583 es la linea celular S2 estable de macrofagos de
Drosophila que comprende un vector plasmidico pMT/BiP/SNAP+SSX2/Hisetiqueta €n €l que SSX2 es de SEC ID
n°76.

La célula recombinante depositada con el numero CNCM 14584 es la linea celular S2 estable de macrofagos de
Drosophila que comprende un vector plasmidico pMT/BiP/SNAP+NERCMSL/Hisetiqueta €N €l que NERCMSL es

de SEC ID n° 83.

La célula recombinante depositada con el numero CNCM 14585 es la linea celular S2 estable de macrofagos de
Drosophila que comprende un vector plasmidico pMT/BiP/SNAP+GrM/Hisetiqueta €n €l que GrM es de SEC ID n°

54.

La célula recombinante depositada con el numero CNCM 14586 es la linea celular S2 estable de macrofagos de
Drosophila que comprende un vector plasmidico pMT/BiP/ProTEV/Hisetiqueta €N €l que proTEV es de SEC ID n°
52.

En un sexto aspecto, la presente exposicién también presenta como diana una célula hospedadora recombinante
de vertebrado que se encuentra establemente transfectada con el vector de expresion de la exposicion.

Preferentemente, dicha célula recombinante de vertebrado es una célula de mamifero, preferentemente una
célula CHO, YB2/O, COS, HEK, NIH3T3, HelLa o derivados de las mismas. Mas preferentemente, en este caso,
el vector de la expresion de la invencién comprende la SEC ID n° 57 o n° 72 o n° 74 (en el caso de que la
proteina de interés sea IFNa), SEC ID n® 77, n° 79 o n° 81 (en el caso de que la proteina de interés sea el
antigeno del cancer SSX2), SEC ID n° 55 (en el caso de que la proteina de interés sea granzima M), SEC ID n°
89 (en el caso de que la proteina de interés sea FasL), SEC ID n° 84 o n° 86 (en el caso de que la proteina de
interés sea el antigeno del cancer NERCMSL) o SEC ID n° 92 (en el caso de que la proteina de interés sea la
contactina CNTN4) o SEC ID n° 96 (en el caso de que la proteina de interés sea hSULF-2°™P). En un séptimo
aspecto, la presente invencion se refiere a un método de incremento de la expresion de la proteina o proteinas
recombinantes que comprende coexpresar dicha proteina o proteinas con una sefial de secrecidon peptidica,
conjuntamente con el enzima 6-metilguanina-ADN-metiltransferasa (MGMT) (EC 2.1.1.63), un mutante o un
dominio catalitico del mismo. Dicha coexpresién se lleva a cabo preferentemente en células de no vertebrado v,
mas preferentemente, células de insecto.

Mas preferentemente, en dicho método, el enzima MGMT es la proteina de SEC ID n° 4 o un homologo de la
misma, por ejemplo la proteina SNAP de SEC ID n° 2 o un homdlogo de la misma.

En el contexto de la invencion, la expresion "que potencia la expresidon" de una proteina heteréloga se refiere a
que la expresion de dicha proteina en el sobrenadante de las células recombinantes o dentro de las células
mismas mejora en un factor de por lo menos 2 veces, preferentemente de 5 veces, mas preferentemente de 10
veces, y todavia mas preferentemente de 20 veces, en comparacién con la expresion y/o la secrecion de dicha
proteina obtenida con un vector recombinante de la técnica anterior, es decir, que no coexpresa la proteina con
una proteina MGMT o una proteina SNAP. En una forma de realizacién preferida, la expresion "que potencia la
expresion" se refiere a que resulta posible recuperar del sobrenadante de las células hospedadoras que han sido
transfectadas con el vector de la invencién por lo menos 40 mg/l, preferentemente por lo menos 50 mg/l, mas
preferentemente por lo menos 60 mg/l de una proteina de interés.

El término "coexpresantes” se refiere a que las secuencias de ADN codificantes de i) la proteina recombinante, ii)
el enzima MGMT, o un mutante del mismo, e iii) la sefial de secrecién peptidica, se encuentran operablemente
ligadas y reguladas por la misma secuencia de control de la expresion (es decir, secuencias de control
transcripcional y traduccional). La traduccién de las secuencias de ADN codificantes de la sefial de secrecion
peptidica, la proteina heteréloga de interés y el enzima MGMT conduce por lo tanto a la formaciéon de un
polipéptido de fusion, en el que las proteinas pueden separarse con una secuencia espaciadora y/o un sitio de
corte de enzima tal como se ha definido anteriormente.

La "sefal de secrecion peptidica" del polipéptido de fusidn de la exposicién es una sefial de secrecién que
preferentemente es funcional en células no de vertebrado o en células de vertebrado, o ambas, y mas
preferentemente en células de insecto, todavia mas preferentemente en células S2 de Drosophila. Mas
exactamente, la "sefal de secrecion peptidica" del polipéptido de fusion de la invenciéon es una sefial de
secrecion que es funcional en las células de insecto, todavia mas preferentemente en células S2 de Drosophila.

Son ejemplos de sefales de secrecion peptidica que son funcionales en las células de insecto: ssBiP de insecto
de SEC ID n° 48, la sefial de tipo BiP de SEC ID n° 51 y cualquier sefial peptidica presente en un arbovirus, por
ejemplo la proteina E de cubierta del virus del Nilo Occidental (SEC ID n° 15).

Un ejemplo de una sefial de secrecion peptidica que es funcional en células tanto de vertebrado como de no
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vertebrado es la sefial de tipo BiP de SEC ID n° 51.

En un octavo aspecto, la presente exposicion se refiere a un método para mejorar la produccion de una proteina
recombinante de interés o para producir las proteinas recombinantes en cultivo celular, comprendiendo la
utilizacion del vector tal como se ha indicado anteriormente, o las células hospedadoras recombinantes tal como
se ha indicado anteriormente.

Mas exactamente, dicho método para mejorar la producciéon de una proteina recombinante de interés o para
producir proteinas recombinantes en cultivo celular comprende las etapas de:

a) proporcionar el vector de expresion de nucleétidos tal como se ha indicado anteriormente, codificante de
dicha proteina de interés,

b) introducir dicho vector de expresién en células hospedadoras, preferentemente células de no vertebrado o
de vertebrado,

c) proporcionar la expresion del nucleétido introducido en dichas células hospedadoras para producir dicha
proteina recombinante de interés.

Preferentemente, dichas células hospedadoras de no vertebrado son células de insecto, por ejemplo células S2
de Drosophila.

Preferentemente, dichas células hospedadoras de vertebrado son células de mamifero, por ejemplo células
CHO, YB2/O, COS, HEK, NIH3T3, HeLa o derivados de las mismas.

Mediante la utilizacién de dicho método se expresa la proteina recombinante de interés a razén de por lo menos
40 mg/ml del sobrenadante de cultivo celular recuperado o superior.

La utilizacion de la linea celular S2 de Drosophila que secreta el producto génico directamente al medio es una
forma de realizacion preferida de la presente invencion (la secrecion directa al medio permite la utilizacion de un
sistema de purificacion eficiente en una etapa).

En una novena forma de realizacion, la presente exposicion se refiere a la utilizacion del enzima 6-metilguanina-
ADN-metiltransferasa (MGMT) (EC 2.1.1.63), mutante o dominio catalitico del mismo, para potenciar el nivel de
produccion de una o mas proteinas recombinantes, preferentemente en células hospedadoras de no vertebrado
ylo de vertebrado, mas preferentemente en células de insecto o células de mamifero, infectadas con vectores
replicativos o defectuosos.

Mas exactamente, la presente invencion se refiere a la utilizacion tal como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6.

El enzima MGMT puede ser la MGMT humano (de referencia NP_002403.2) de secuencia SEC ID n° 4, la MGMT
de raton identificada como NP_032624.1 (SEC ID n° 45), la MGMT de rata identificada como NP_036993.1 (SEC
ID n° 46), una secuencia homéloga de la misma, o subfragmentos de la misma.

Preferentemente, el enzima MGMT mutante es la proteina SNAP de SEC ID n° 2 o es homdloga de la misma, es
decir, es por lo menos idéntica a un nivel superior al 80%, preferentemente 85%, mas preferentemente 90%
respecto a la proteina SNAP de secuencia SEC ID n° 2.

Dichas células hospedadoras de no vertebrado preferentemente son células de insecto, por ejemplo células S2
de Drosophila.

En una forma de realizacion preferida, la presente exposicion se refiere a la utilizacion del enzima 6-
metilguanina-ADN-metiltransferasa (MGMT) (EC 2.1.1.63), mutante o dominio catalitico del mismo, para
potenciar el nivel de produccion de una o mas proteinas recombinantes en células de vertebrado, por ejemplo en
células de mamifero, infectadas con vectores replicativos o defectuosos.

Dichas células de vertebrado preferentemente son células EBX, CHO, YB2/0, COS, HEK, NIH3T3 o derivados de
las mismas.

Ademas, la presente exposicion se refiere a la utilizacion de una secuencia de ADN codificante de un enzima
MGMT, mutante o dominio catalitico del mismo, para mejorar el nivel de produccién de una o mas proteinas de
interés en células recombinantes.

La presente exposicion se refiere ademas a la utilizaciéon de una secuencia de ADN codificante de un enzima
MGMT, mutante o dominio catalitico del mismo, para i) estabilizar una o mas proteinas recombinantes de interés
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in vitro e in vivo, y, de esta manera, ii) potenciar el periodo de vida in vitro e in vivo.

Dicha secuencia de ADN es, por ejemplo, la secuencia del gen de MGMT humano NM_002412.3, gen ID 4255
(SEC ID n° 3) o cualquier secuencia homologa de la misma codificante de un enzima MGMT funcional, un
mutante o un dominio catalitico del mismo (preferentemente SEC ID n° 1, SEC ID n° 47, SEC ID n® 67 6 SEC ID
n° 68).

En particular, la presente exposicion se refiere a la utilizacion del enzima 6-metilguanina-ADN-metiltransferasa
(MGMT, EC 2.1.1.63), mutantes o dominio catalitico del mismo como polipéptido protector fusionado o unido a
proteinas recombinantes para mejorar la semivida de la proteina recombinante en medio de almacenamiento, en
plasma o en tampédn, para mejorar la semivida de la proteina recombinante utilizada como medicamento o
vacuna, o para mejorar la semivida de la proteina recombinante utilizada en kits diagnésticos.

Mas exactamente, la presente invencion se refiere a la utilizacion segun se define en la reivindicacion 14.

En el contexto de la invencion, la expresién "mejorar el nivel de produccién" o "potenciar el nivel de produccién"
de una proteina heterdloga se refiere a que la expresién de dicha proteina en el sobrenadante de dichas células
o dentro de las células mejora en un factor de por lo menos 2 veces, preferentemente de 5 veces, mas
preferentemente de 10 veces, y todavia mas preferentemente de 20 veces, en comparacion con la expresion y/o
la secrecién de dicha proteina obtenida con un vector recombinante de la técnica anterior, es decir, que no
comprende el vector de la invencion. En una forma de realizacién preferida, la expresién "que mejora la
produccion” se refiere a que resulta posible recuperar del sobrenadante de las células hospedadoras que han
sido transfectadas con el vector de la invencion por lo menos 40 mg/l, preferentemente por lo menos 50 mg/l,
mas preferentemente por lo menos 60 mg/l de una proteina de interés.

En una forma de realizacion preferida, dicha proteina recombinante se selecciona de entre: insulina, IFN, SSX2,
granzima M, FasL, mesotelina (NERMCSL), endosulfatasa (hSUFL) o contactinas.

En una forma de realizacién particular, dicha utilizacién es un método para la produccién de una proteina
recombinante de interés, comprendiendo el método las etapas de:

(a) obtener una secuencia de ADN heterdlogo codificante de una proteina recombinante de interés,

(b) insertar dicha secuencia de ADN heterdlogo en el vector de expresion de nucleétidos de la invencion,
presentando dicho vector, por ejemplo, la secuencia de ADN SEC ID n° 9, SEC ID n° 10, SEC ID n° 64 o
SECIDn° 71,

(c) transfectar una célula hospedadora (preferentemente una célula de insecto o una célula de mamifero) con
el polinucleétido obtenido en la etapa (b),

(d) proporcionar la expresiéon de dicho polinucleétido obtenido en la etapa (c) para producir la proteina de
interés,

(e) opcionalmente, cortar el polipéptido MGMT,
(f) recuperar la proteina de interés,
(g) opcionalmente, recuperar la proteina de interés.

Para llevar a cabo las diferentes etapas de dicho método pueden utilizarse técnicas convencionales de biologia
molecular, microbiologia y de ADN recombinante comprendidas dentro de conocimiento del experto en la
materia. Dichas técnicas se explican en detalle en la literatura. Ver, por ejemplo, Sambrook, Fitsch & Maniatis,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, segunda edicion, 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, N.Y. (en la presente memoria, "Sambrook et al., 1989"); DNA Cloning: A Practical Approach,
volimenes | y Il (D. N. Glover ed. 1985); Oligonucleotide Synthesis (M. J. Gait ed. 1984); Nucleic Acid
Hybridization (B. D. Hames & S. J. Higgins, eds. 1984); Animal Cell Culture (R. |. Freshney, ed. 1986);
Immobilized Cells and Enzymes (IRL Press, 1986); B. E. Perbal, A Practical Guide to Molecular Cloning, 1984; F.
M. Ausubel et al. (editores), Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons, Inc., 1994.

El término "transfeccion” se refiere a la introduccion de un acido nucleico foraneo en una célula hospedadora
eucaridtica de manera que la célula hospedadora exprese el gen o secuencia introducido para producir una
sustancia deseada, en la presente invencion una proteina codificada por el gen o secuencia introducido. Una
célula hospedadora que recibe y expresa el ADN o ARN introducido ha sido "transfectada" y es un
"transfectante” o un "clon". El ADN o ARN introducido en una célula hospedadora puede proceder de cualquier
fuente, incluyendo células del mismo género o especie que la célula o células hospedadoras de un género o
especie diferente.
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En el contexto de la invencion, la transfeccion de las células hospedadoras con los polinucleétidos puede llevarse
a cabo mediante un método clasico de la técnica, por ejemplo mediante transfeccion, infeccién o electroporacion.
En otra forma de realizacion, el vector de la invencion puede introducirse in vivo mediante lipofeccién (en forma
de ADN desnudo) o con otros agentes facilitadores de la transfeccion (péptidos, polimeros, efc.). Los lipidos
catidnicos sintéticos pueden utilizarse para preparar liposomas para la transfeccion in vivo de un gen codificante
de un marcador (Felgner et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 84:7413-7417, 1987). Los compuestos y
composiciones lipidicos Utiles para la transferencia de acidos nucleicos se describen en los documentos n°® WO
95/18863 y n° WO 96/17823 y en la patente US n° 5.459.127. Los lipidos pueden acoplarse quimicamente a
otras moléculas con el propédsito de la administracion dirigida (ver Mackey et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
85:8027-8031, 1988). Los péptidos dirigidos, tales como hormonas o neurotransmisores, y proteinas tales como
anticuerpos o las moléculas no peptidicas pueden acoplarse quimicamente a liposomas. Otras moléculas
también resultan Utiles para facilitar la transfeccidon de un acido nucleico in vivo, tal como los oligopéptidos
cationicos (ver el documento n® WO 95/21931), péptidos derivados de proteinas de union a ADN (ver el
documento n° WO 96/25508) o polimeros cationicos (ver el documento n° WO 95/21931). También resulta
posible introducir el vector in vivo en forma de un plasmido de ADN desnudo. Los vectores de ADN desnudo para
la terapia génica pueden introducirse en las células hospedadoras deseadas mediante métodos conocidos de la
técnica, tales como la electroporacioén, la microinyeccion, la fusion celular, DEAE-dextrano, la precipitacion con
fosfato de calcio, la utilizacion de una pistola génica o la utilizacion de un transportador de vector de ADN (ver
Wu et al., J. Biol. Chem. 267:963-967, 1992; Wu y Wu, J. Biol. Chem. 263:14621-14624, 1988; Williams et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 88:2726-2730, 1991).

La expresion "que proporciona la expresiéon" de un polinucleétido en la presente memoria se refiere a que el
estimulo de las secuencias reguladoras presentes en el vector (por ejemplo el estimulo que activa el promotor
inducible) y todos los componentes necesarios se encuentran presentes en cantidad suficiente para que se
produzca la traduccion del polinucledétido.

En caso necesario, el corte del polipéptido MGMT/SNAP de la proteina de fusion producido se obtiene mediante
la adicién de una proteasa que presenta un sitio de corte definido en el sobrenadante o en el interior de las
células recombinantes. Por ejemplo, el corte del sitio de corte de enterocinasa DDDK/D se obtiene mediante la
adicion de un enzima enterocinasa al sobrenadante de las células recombinantes. Alternativamente, el
polipéptido MGMT/SNAP puede mantenerse de manera que se incremente el periodo de vida de las proteinas
recombinantes.

Ademaés, el experto en la materia apreciard que puede detectarse una proteina o polipéptido expresado o
secretado al medio de cultivo utilizado para mantener o cultivar las células hospedadoras presentes. El medio de
cultivo puede separarse de las células hospedadoras mediante procedimientos conocidos, tales como la
centrifugacion o la filtracion. A continuacion, la proteina o polipéptido puede detectarse en el medio de cultivo sin
células aprovechando las propiedades conocidas caracteristicas de la proteina o polipéptido. Entre dichas
propiedades pueden incluirse las propiedades inmunoldgicas, enzimaticas o fisicas diferenciadas de la proteina o
polipéptido. Por ejemplo, en el caso de que la proteina o polipéptido presente una actividad enzimatica unica,
puede llevarse a cabo un ensayo para dicha actividad en el medio de cultivo utilizado por las células
hospedadoras. Ademas, en el caso de que se encuentren disponibles anticuerpos reactivos con una proteina o
polipéptido dado, dichos anticuerpos pueden ser utilizados para detectar la proteina o polipéptido en cualquier
ensayo inmunoldgico conocido (por ejemplo tal como en Harlowe et al., Antibodies: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 1988).

La recuperacion de la proteina de interés estd mediada por medios bien conocidos de la técnica, entre ellos,
aunque sin limitacion, la electroforesis preparativa de disco en gel, el enfoque isoeléctrico, la HPLC, la HPLC de
fase inversa, la filtracion en gel, el intercambio i6nico y la cromatografia de reparticion, la precipitacion y la
cromatografia de precipitacién en concentracion salina, la extraccion y la distribuciéon contracorriente, y similares.
Debido a que resulta preferible producir la proteina de interés en el sistema recombinante de la invencién unida a
un marcaje, dicho marcaje facilita la recuperacién del polipéptido a partir del lisado en bruto de la célula
hospedadora mediante cromatografia en una matriz de fase sélida apropiada. Alternativamente, pueden utilizarse
como reactivos de recuperacion anticuerpos producidos contra la proteina o contra péptidos derivados de la
misma.

Puede llevarse a cabo una etapa adicional (g) de purificacion aunque resulta interesante que no resulta
necesaria.

Un material purificado puede contener menos de aproximadamente 50%, preferentemente menos de
aproximadamente 75% y todavia mas preferentemente menos de aproximadamente 90% de los componentes
celulares con los que se encontraba originalmente asociado. La expresion "sustancialmente puro" indica el grado
mas alto de pureza que puede conseguirse utilizando técnicas de purificacién convencionales conocidas de la
técnica.
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En una forma de realizacion de la invencion, los métodos de la invencién permiten obtener por lo menos 40 mg/I,
preferentemente por lo menos 50 mg/l, mas preferentemente por lo menos 60 mg/l de la proteina
sustancialmente pura de interés en el sobrenadante de cultivo celular recuperado.

Las proteinas recombinantes de interés y las proteinas de fusién de la invencion (es decir, las proteinas
recombinantes acopladas con el polipéptdo MGMT/SNAP, que son mas estables que las proteinas
recombinantes solas) pueden resultar utiles en una diversidad de productos. Por ejemplo, dichas proteinas
recombinantes y/o de fusién pueden utilizarse en composiciones farmacéuticas, por ejemplo para el tratamiento
de infecciones viricas.

En una forma de realizacion preferida, dicha proteina recombinante se selecciona de entre: insulina, IFN, FasL,
granzima M, SSX2, mesotelina (NERMCSL), endosulfatasa (RSUFL) o contactinas.

En otra forma de realizacion, la presente exposicion proporciona particulas viricas infecciosas que comprenden
los vectores de acidos nucleicos anteriormente indicados: Tipicamente, dichas particulas viricas se producen
mediante un procedimiento que comprende las etapas de:

(a) introducir el vector virico de la invencion en una linea celular adecuada,

(b) cultivar dicha linea celular bajo condiciones adecuadas de manera que se permita la produccién de dicha
particula virica infecciosa,

(c) recuperar la particula virica infecciosa producida a partir del cultivo de dicha linea celular, y
(d) opcionalmente purificar dicha particula virica infecciosa recuperada.

En el caso de que el vector virico sea defectuoso, las particulas infecciosas habitualmente se producen en una
linea celular complementaria o mediante la utilizaciéon de un virus ayudante, que suministra in trans los genes
viricos no funcionales. Por ejemplo, entre las lineas celulares adecuadas para complementar los vectores
adenoviricos con delecién de E1 se incluyen las células 293, asi como las células PER-C6. Las particulas viricas
infecciosas pueden recuperarse a partir del sobrenadante de cultivo o de las células después de la lisis. Pueden
purificarse adicionalmente segun técnicas estandares (cromatografia, ultracentrifugacion en un gradiente de
cloruro de cesio tal como se indica en, por ejemplo, los documentos n°® WO96/27677, n° W098/00524, n°
W098/22588, n° W098/26048, n° WO00/40702, n° EP 1 016 700 y n° WO00/50573).

De esta manera, la presente exposicion se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden el vector de
expresion, las proteinas recombinantes, las proteinas de fusion, las células hospedadoras o las particulas viricas
de la invencioén, o cualquier combinacién de los mismos. Dichas composiciones farmacéuticas comprenden una
cantidad terapéutica del vector, particulas, células o proteinas obtenidas mediante el método indicado en la
presente memoria mezclado con un portador farmacéuticamente aceptable.

La composicion puede administrarse sistematicamente por via parenteral, intravenosa o subcutanea. En el caso
de que se administre sistematicamente, la composicién terapéutica para la utilizacion en la presente invencion se
encuentra en forma de una solucién de proteina libre de pirébgenos parenteralmente aceptable. La preparacion de
dicha solucion de proteina parenteralmente aceptable, considerando debidamente el pH, la isotonicidad, la
estabilidad y similares, se encuentra dentro de los conocimientos del experto en la materia.

El régimen de administracion sera determinado por el médico responsable a partir de la consideracion de
diversos factores que modifican la accién de los farmacos, por ejemplo, la condicién, peso corporal y dieta del
paciente, la gravedad de la infeccion, el tiempo de administraciéon y otros factores clinicos. El portador
farmacéutico y otros componentes de una composicion farmacéutica son seleccionados por el experto en la
materia.

Adicionalmente, las proteinas de fusién y recombinantes de la presente invencion pueden utilizarse como
componentes de vacunas para la inoculacion de sujetos humanos contra la infeccion virica, por ejemplo. Estas
proteinas pueden utilizarse solas o con otras proteinas recombinantes o agentes vacunales terapéuticos. Los
componentes de dicha vacuna seran determinados por un experto en la materia.

La presente exposicion comprende ademas la utilizacion de las proteinas de fusion, los vectores de expresion,
las particulas viricas infecciosas, las células hospedadoras o las composiciones farmacéuticas de la invencion
para la preparacién de un medicamento, en particular una vacuna. Mas exactamente, la presente invencion se
refiere a un polipéptido de fusién o a un homologo del mismo tal como se define en la reivindicacion 15.

La presente exposicion proporciona ademas un método para el tratamiento o la prevencién de un organismo

humano o animal, que comprende administrar en dicho organismo una cantidad terapéuticamente eficaz de las
proteinas de fusion, los vectores de fusion, las particulas viricas infecciosas, las células hospedadoras o las
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composiciones de la invencion.

Finalmente, las proteinas de la presente invencion, y especialmente la fusion de SNAP-proteina de interés,
pueden resultar ttiles como agentes diagnosticos para la deteccién de la presencia de cancer, infeccién virica o
anticuerpos contra proteinas viricas en liquidos bioldgicos, tales como sangre, suero, saliva y similares. Estas
proteinas también pueden utilizarse en métodos para identificar y/o aislar proteinas viricas en liquidos y tejidos
bioldgicos. De esta manera, las proteinas pueden ser componentes en kits para llevar a cabo dichos métodos.

De esta manera, en otro aspecto, la presente exposicidon se refiere ademas a la utilizacion de proteinas
recombinantes o proteinas recombinantes etiquetadas con MGMT o SNAP de microorganismos patégenos o no
patégenos obtenidos mediante cualquier método descrito en la presente memoria para la identificacion de la
presencia de dichos microorganismos patégenos o no patégenos en una muestra bioldgica. En una forma de
realizacion preferida, dicho microorganismo patdgeno es un virus, y la proteina etiquetada con MGMT o SNAP es
una proteina virica, tal como EDIIl de los virus Chikungunya, Dengue, de la encefalitis japonesa (EJ), de la
encefalitis transmitida por garrapatas (ETG), de la fiebre amarilla (FA), Usutu (USU) o del Nilo Occidental, o la
nucleoproteina N de los virus de la fiebre del valle del Rift o del virus Toscana.

En el contexto de la exposicion, dicha muestra bioldgica se refiere a una muestra de sangre, una muestra de
orina o cualquier muestra biolégica que posiblemente se encuentre infectada por virus.

Ejemplos
1. Construccion de uno o mas plasmidos

1.1. Se utilizé el plasmido pMT/BiP/V5-His A. Contiene 3.642 nucledtidos y los elementos siguientes:

— promotor metalotioneina: bases 412 a 778

— Inicio de transcripcion: base 778

— sitio de cebador directo MT: bases 814 a 831

— Secuencia de sefial de BiP: bases 851 a 904 (SEC ID n° 11).
— Sitio de clonacién multiple: bases 906 a 999

— etiqueta epitopo V5: bases 1.003 a 1.044

— regidn polihistidina: bases 1.054 a 1.074

— sitio de cebador inverso BGH: bases 1.094 a 1.111

— sefal de poliadenilacion tardia del SV40: bases 1.267 a 1.272
— origen de pUC: bases 1.765 a 2.438 (cadena complementaria)
— promotor bla: bases 3.444 a 3.542 (cadena complementaria)
— ORF de gen de resistencia a la ampicilina (b/a) bases 2.583 a 3.443 (cadena complementaria)

El vector pUC57 Amp también puede utilizarse para los fines de la invencion. Dicho vector comprende:

el sitio de clonacién unica EcoRI/

— el promotor metalotioneina,
— laregion no codificante 5' del ARN gendmico del virus del Nilo Occidental cepa 1S-98-ST1,
— un codon de inicio de traduccion (ATG),

— el péptido de seiial de la proteina E de cubierta del virus del Nilo Occidental cepa 1S-98-ST1 (SEC ID n°
15),

— Laregion no codificante 3' del ARN gendmico del virus del Nilo Occidental cepa 1S-98-ST1 en el que han
sido eliminadas dos secuencias repetidas y el tallo-bucle del extremo 3',

— el motivo de sefial poliA de SV40,

un unico sitio de clonacion Apal.
1.2. Clonacion de SNAP

La amplificacion del ADN codificante de la secuencia SEC ID n° 2 de la proteina SNAP se llevé a cabo en el
molde pMT/BiP/CHIK.sE2+etiqueta SNAP mediante PCR utilizando el par de cebadores 5'-SNAP y 3'-MCS tal
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como se indica posteriormente.

Cebador 5'-SNAP: 5'-aaaaaagatctgacaaagactgcgaaatg-3' (SEC ID n° 7)
Cebador 3'-MCS: 5'-gaggagagggttagggataggcttacc-3' (SEC ID n° 8)

A continuacion, se digirié el producto de PCR con Bglll y Nofl y se insertd entre los sitios unicos Bglll (en el
extremo 5' de MCS) y Nofl (en el extremo 3' de MCS) del plasmido linearizado p/MT/BiP/V5-A en el sistema DES.

El plasmido resultante es el vector pMT/BiP/SNAP-Hisetiqueta de SEC ID n° 9, que comprende:

la secuencia de BiPmc de insecto de SEC ID n° 11,

la secuencia de ADN de SNAP de SEC ID n° 1,

el sitio de corte de enterocinasa de SEC ID n° 12,

un sitio de restricciéon EcoRV-Smal,

el ADN codificante de una etiqueta Hiss (SEC ID n° 14) situada cadena abajo del sitio de restriccion, y

dos secuencias espaciadoras de ADN de SEC ID n° 13 situadas i) entre la secuencia de intensificador y el
sitio de restriccion EcoRV-Smal, e ii) entre el sitio de restriccion EcoRV-Smal y el ADN codificante de una
etiqueta Hiss.

También puede obtenerse un vector pMT/BiP/SNAP-Hisetiqueta @ partir de un esqueleto de pUC57 y se obtiene un
vector que presenta la secuencia SEC ID n° 10. Dicho vector comprende:

el sitio de clonacién unica EcoRI

promotor metalotioneina

la region no codificante 5' del ARN gendmico del virus del Nilo Occidental cepa 1S-98-ST1,
un codoén de inicio de traduccion,

el péptido de sefial de la proteina E de cubierta del virus del Nilo Occidental cepa 1S-98-ST1 de SEC ID n°®
15

la secuencia de ADN de SNAP de SEC ID n° 47,

sitios de clonacién uUnicos EcoRV y Smal/Xmal para la insercion dentro del marco de la secuencia
foranea,

el sitio de corte de enterocinasa de SEC ID n° 12, situado entre el ADN intensificador de SNAP vy los sitios
de clonacion,

un ADN codificante de una secuencia de etiqueta hexa-histidina (SEC ID n°® 14),

dos secuencias espaciadoras de ADN de SEC ID n° 13 situadas i) entre la secuencia de intensificador y el
sitio de restriccion EcoRV-Smal, e ii) entre el sitio de restriccion EcoRV-Smal y el ADN codificante de una
etiqueta Hiss.

dos codones de parada de traduccion,

La region no codificante 3' del ARN gendmico del virus del Nilo Occidental cepa 1S-98-ST1 en el que han
sido delecionadas dos secuencias repetidas y el tallo-bucle del extremo 3',

motivos de sefial poliA de S40 y

un unico sitio de clonacion Apal.

También puede obtenerse un vector pMT/tipo BiP/SNAP-Hiseiqueta @ partir de un esqueleto de pUC57 en el que
se ha insertado la SEC ID n° 59 (ver también la figura 8) entre los sitios Unicos EcoRV e Hindlll. Dicho vector
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presenta la secuencia SEC ID n° 64. Comprende:

el sitio de clonacién unica EcoRI

promotor metalotioneina

la region no codificante 5' del ARN gendmico del virus del Nilo Occidental cepa 1S-98-ST1,
un codoén de inicio de traduccion,

El péptido de sefial de la proteina E de cubierta del virus del Nilo Occidental cepa IS-98-ST1 de SEC ID n°
15,

la secuencia de ADN de SNAP de SEC ID n° 47,

sitios de clonacién unicos BamH1, EcoRV, Apal y Xmal para la inserciéon en el marco de la secuencia
foranea,

dos sitios de corte de pro-TEV de SEC ID n° 52, situados entre el ADN intensificador de SNAP y la
etiqueta de His,

un ADN codificante de una secuencia de etiqueta hexa-histidina (SEC ID n°® 14),

dos secuencias espaciadoras de ADN de SEC ID n° 13 situadas i) entre la secuencia de intensificador y el
sitio de restriccion EcoRV-Smal, e ii) entre el sitio de restriccion Apal y el ADN codificante de una etiqueta
Hise.

dos codones de parada de traduccion,

La region no codificante 3' del ARN genomico del virus del Nilo Occidental cepa 1S-98-ST1 en el que han
sido eliminadas dos secuencias repetidas y el tallo-bucle del extremo 3',

motivos de sefial poliA de S40 y

Sitio de clonacion unico Apal.

1.3. Clonacién de un gen de interés

1.3.1. Nucleoproteina N del virus de la fiebre del valle del Rift (FVR-N)

Se llevé a cabo la mutagénesis dirigida en un ADNc codificante de la secuencia proteica de FVR-N mediante
PCR utilizando el par de cebadores 5'-Ny 3'-N tal como se lista posteriormente.

Cebador 5'-N:

5'- aaaaaggcgcgccagggggtggcggatctgacaactatcaagagcettcgagtceagtttgetgete- 3' (SEC ID n° 17)

Cebador 3'-N:

5'- aaaaaaccggtcaatgatgatgatgatgatgacttccaccgccggctgctgtettgtaagecctgagegg- 3' (SEC ID n° 18)

1.3.2. Proteina no virica, por ejemplo IFNa1 o granzima M

También puede utilizarse la secuencia de la proteina IFNa1 humana de SEC ID n° 32.

También puede utilizarse la secuencia de la proteina granzima M humana de SEC ID n° 54. La granzima M es
una serina proteasa de tipo quimiotripsina que corta preferentemente sus sustratos después de Met o Leu. Se
expresa constitutivamente en células asesinas naturales efectoras innatas activadas. Esta proteasa también
presenta propiedades antiviricas y antitumorales (van Domselaar R. et al, The Journal of Immunology, 2010; Hu
D. et al., The Journal of Biological Chemistry, 2010).

1.4. Insercion de un gen codificante de proteina en el vector pMT/BiP/SNAP-Hiseiiqueta 0 pMT/tipo BiP/SNAP-
HiSetiqueta, de manera que se obtiene el vector pMT/BiP/PROTEINA SNAP-Hisetiqueta 0 €l vector pMT/tipo
BiP/PROTEINA SNAP-Hiseiqueta
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14.1.FVR.N

Los productos de PCR obtenidos en el punto 1.3.1 se digirieron con BssHIl y AGel y se insertaron entre los sitios
unicos BssHII (en el extremo 3' del gen SNAP) y Agel (en el extremo 3' del MCS del vector lanzadera) del
plasmido linearizado pMT/BiP/SNAP-Hisetiqueta Obtenido en el punto 1.2.

El plasmido resultante es, por ejemplo, pMT/BiP/SNAP-FVR.N/Hisetiqueta (SEC ID n°® 19).

1.4.2. Proteinas ED Illl de diferentes flavivirus

Para potenciar la especificidad de los ensayos ELISA o de inmunotransferencia basados en antigenos flaviviricos
recombinantes, el dominio antigénico Ill de la proteina E (ED lll) aparentemente es un enfoque prometedor
(Ludolfs et al., 2007). La produccién de EDIII recombinante de los virus del Nilo Occidental (NO), Usutu (USU),
de la encefalitis japonesa (EJ), de la encefalitis transmitida por garrapatas (ETG), dengue serotipos 1 a 4 (DEN-1,
-2,-3 y-4)y de lafiebre amarilla (FA) han sido sometida a ensayo con el método de la invencion.

Los virus NO, USU y EJ pertenecen al serocomplejo EJ. El sistema de expresién inducible de S2 de Drosophila
(DES, Invitrogen) se ha seleccionado para la produccion en masa de EDIII individual de flavivirus en células no
de vertebrado. Los genes sintéticos codificantes del dominio Ill de longitud completa de las proteina E de los
flavivirus NO, USU, EJ, ETG, DEN-1 a DEN-4 y FA se listan en SEC ID n°® 23 a SEC ID n® 31. Las secuencias de
ED Il se fusionaron dentro del marco con el extremo C-terminal de la proteina SNAP en el plasmido
pMT/BiP/SNAP-Hisetiqueta Obtenido en 1.2 para generar las proteinas de fusién SNAP-EDIII.

1.4.3.1FNa

Se obtuvieron los plasmidos pMT/BiP/SNAP-IFN-Hisetiqueta (ver la figura 4) y pMT/tipo BiP/SNAP-IFN-Hisetiqueta
(ver datos en la figura 8).

1.4.4. Granzima M

Se obtuvo el plasmido pMT/BiP/SNAP-GrM-Hisetiqueta (ver datos en la figura 6).

2. Transfeccion en células hospedadoras

2.1. Transfeccion en células S2

Los plasmidos resultantes pMT/BiP/PROTEINA SNAP-Hisetiqueta que permiten la produccion de proteinas
etiquetadas con SNAP como proteinas de fusion secretadas terminadas en Hisetiqueta S€ Cotransfectaron con el
marcador de seleccion pCo-Blast en células S2 para generar la linea celular estable S2/sPROTEINA-SNAP-

Hisetiqueta que mMostraba resistencia a la ampicilina.

Las lineas celulares S2 estables cultivadas en matraz de agitacion (1.000 ml) se estimularon durante 10 dias con
metal pesado cadmio (Cd2+) y las proteinas del medio extracelular se concentraron y se purificaron.

Se observo la acumulacion de proteina etiquetada con SNAP secretada en los sobrenadantes de células
S2/sPROTEINA-SNAP-Hisetiqueta tras 10 dias de inducciéon con metal pesado cadmio.

Los ensayos de inmunotransferencia permitieron detectar las proteinas etiquetadas con SNAP extracelulares
utilizando anticuerpo sérico de cabra anti-Hisetiqueta (ver las figuras 2B, 3B, 4B y 6C).

2.2. Transfeccién en células HelLa
Se transfecto el plasmido pMT/tipo BiP/SNAP-IFN-Hisetiqueta €n células Hel a.

Los ensayos de inmunotransferencia permiten detectar IFN extracelular etiquetado con SNAP utilizando
anticuerpos anti-SNAP (ver la figura 7B).

3. Purificacién de proteinas recombinantes

Se purificaron proteinas etiquetadas con His extracelular y etiquetadas con SNAP utilizando resina quelante de
metales y el método de HPLC.

3.1.FVR-Ny TOS-N

FVR-N
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En colaboracion con Plate-Forme 5 Production de Protéines recombinantes et d'Anticorps (Institut Pasteur), se
han obtenido hasta 97 mg de proteina FVR-N etiquetada con SNAP altamente purificada a partir de 2 litros de
sobrenadantes de células S2/sSNAP-FVRV.N-Hisetiqueta 10 dias después de la estimulacion con Cd?*.

TOS-N

En colaboracion con Plate-Forme 5 Production de Protéines recombinantes et d'Anticorps (Institut Pasteur), se
han obtenido hasta 41 mg de proteina FVR.N etiquetada con SNAP altamente purificada a partir de 2 litros de
sobrenadantes de células S2/sSNAP-TOS.N-Hisetiqueta 10 dias después de la estimulacion con Cd®*.

Resumen de los niveles de produccién:

Antigenos viricos Plasmidos Lineas celulares Pr(.)t.emas Concentracion (/2L)
estables purificadas

Gen Nde FVR pMT/BiP/SNAP+FVR.N | S2/SNAP+FVR.N SNAP-FVR.N 97 mg

GenNde TOS pMT/BiP/SNAP+TOS.N | S2/SNAP+TOS.N SNAP-TOS.N 41 mg

3.2. IFNa1 soluble

Las proteinas IFNa1 solubles se liberaron de la etiqueta SNAP mediante el corte con el enzima enterocinasa (kit

de Novagen).

3.3. Antigenos de diferentes flavivirus

Reservas de proteinas etiquetadas con SNAP secretadas utilizando el sistema de expresion de Drosophila

Produccién L
. - A Proteinas por cada litro Concentrgmon
Antigenos viricos Plasmidos o . de proteinas
purificadas de cultivo o
purificadas
celular
EDIII de DEN-1 pMT/BiP/SNAP+DV1.EDIII sSNAP-DV1.EDIII 132 mg 4,93 mg/ml
EDIII de DEN-2 pMT/BiP/SNAP+DV2.EDIII sSNAP-DV2.EDIII 59 mg 2,67 mg/ml
EDIII de DEN-3 pMT/BiP/SNAP+DV3.EDIII sSNAP-DV3.EDIII 124 mg 3,5 4mg/ml
EDIII de DEN-4 pMT/BiP/SNAP+DV4.EDIII sSNAP-DV4.EDIII 43 mg 1,67 mg/ml
EDIlIl de WN pMT/BiP/SNAP+WN.EDIII sSNAP-WN.EDIII 176 mg 4,2 mg/mi
EDIII de JE pMT/BiP/SNAP+EJ.EDIII sSNAP-EJ.EDIII 223 mg 6,38 mg/ml
EDIII de USU pMT/BiP/SNAP+USU.EDIII sSNAP-USU.EDIII 182 mg 4,8 mg/ml
EDIlI de TBE pMT/BiP/SNAP+ETG.EDIII sSNAP-ETG.EDIII 180 mg 5,13 mg/ml
EDIll de YF pMT/BiP/SNAP+FA.EDIII sSNAP-FA.EDIII 120 mg 3,46 mg/ml
EDIIl de MVE pMT/BIP/SNAP+EVM.EDIII sSNAP-EVM.EDIII 87 mg
EDIIl de ROCIO | pMT/BIP/SNAP+Rocio.EDIII sSNAP-Rocio.EDIII 79 mg
EDIII de WSL pMT/BIP/SNAP+WSL.EDIII sSNAP-WSL.EDIII 63 mg 2 mg/ml
EDIlI de ZIKA pMT/BIP/SNAP+Zika.EDIII sSNAP-ZIKA.EDIII 152 mg 3,8 mg/ml
SNAP-DV1ectoM | pMT/BiP/SNAP-DV1ectoM SNAP-DV1ectoM 49 mg 1,4 mg/ml
Gen Nde FVR pMT/BiP/SNAP+N.FVR sSNAP-N.FVR 97 mg 1,3 mg/ml
GenNde TOS pMT/BiP/SNAP+N.TOS sSNAP-N.TOS 41 mg 1,65 mg/ml
SNAP pMT/BiP/SNAP SNAP 13 mg 1 mg/ml
sk de NO pMT/BiPMWN.sE+SNAP WN.sE+SNAP 40 mg 2,3 mg/ml
sE2 de CHIK pMT/BiP/CHIK.sE2+SNAP | CHIK.sE2-etiqueta SNAP 90 mg 1,2 mg/ml
SNAP-EKS-IFNA1 | pMT/BiP/SNAP-EKS-IFNA1 SNAP-EKS-IFNA1 49 mg 3,5 mg/ml

e EDIII : dominio antigénico Ill de proteinas E de flavivirus (Dengue [DEN], Nilo Occidental [NO], encefalitis
japonesa [EJ], Usutu [USU], encefalitis transmitida por garrapatas [ETG], fiebre amarilla [FA], encefalitis
del valle de Murray [EVM], Wesselbron [WSL], Rocio, Zika)

e ectoM: ectodominio de la proteina M del virus Dengue de tipo 1

e Gen Nde FVR: nucleoproteina N del virus de la fiebre del valle del Rift (antigeno virico mayor)

e Gen Nde TOS: nucleoproteina N del virus Toscana (antigeno virico mayor)

e sE de WN : forma soluble de la proteina E de cubierta del virus del Nilo Occidental
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e sE2 de CHIK: forma soluble de la proteina E2 de cubierta del virus Chikungunya
e SNAP-IFNAI: interferon-alfa 1 en fusion con SNAP.
3.4. Produccion de granzima M
Se recuperaron 10 mg de proteina SNAP-GrM por cada litro de sobrenadante de cultivo en 7 dias.

Tras las etapas de purificacion, se detectaron tres formas de SNAP-GrM (ver la figura 6C), que correspondian al
corte de la proteina SNAP por el enzima GrM acoplado.

Lo anterior significa claramente que la proteasa humana se encuentra activa tras su produccion mediante el
método de la invencion (ver posteriormente).

4. Control de las proteinas etiquetadas con SNAP

Los ensayos de inmunotransferencia utilizando anticuerpos especificos (que reconocian la proteina de interés y/o
el marcaje de etiqueta histidina) detectaron una produccién sustancial de proteinas extracelulares etiquetadas
con SNAP:

el ensayo de inmunotransferencia detectd proteina extracelular FVR.N etiquetada con SNAP utilizando
anticuerpo sérico de cabra anti-Hisetiqueta (figura 2B). Los sueros inmunolégicos humano y de ratén contra
FVR.N reconocen especificamente proteina FVR.N recombinante etiquetada con SNAP.

Los ensayos de inmunotransferencia no mostraron reactividad cruzada entre ED Il de NO y USU recombinantes
utilizando sueros policlonales de raton especificos a pesar del elevado nivel de similitud de las secuencias. De
esta manera, la proteina SNAP-EDIII soluble secretada de los virus NO, EJ y USU resultan adecuados como
antigenos viricos recombinantes para el diagnéstico especifico de miembros del serocomplejo EJ ya que el virus
USU y, en menor medida, los virus EJ han sido identificados recientemente como arbovirus potencialmente
emergentes en Europa.

5. Actividad de las proteinas recombinantes etiquetadas con SNAP

* La proteina SNAP-IFNal recombinante soluble secretada a partir de células S2/SNAP-IFNal inducidas muestra
un potente efecto antivirico contra CHIKV.

Se recolectaron sobrenadantes (5 ml) de células S2/SNAP-IFNal (5x10° células/ml) estimuladas con Cd* diez
dias después de la induccién. Se observd acumulacion de la proteina SNAP-IFNal soluble en el sobrenadante
celular mediante inmunotransferencia utilizando anticuerpo anti-Hisetiqueta (ver posteriormente). Se evalué la
actividad antivirica de SNAP-IFNal en células Hela infectadas por virus Chikungunya que expresaba el gen
luciferasa (Luc). Se determind la actividad de Luc 6 h después de la infeccion. Se utilizo IFN alfacon1 (Infergen)
como un ensayo interno al conocer su potente efecto antivirico contra CHIKV en células HelLa. El sobrenadante
de células S2/SNAP-Tos.N (la proteina N del virus Toscana) estimuladas con Cd?* sirvié de control negativo. El
grafico ilustrado en la figura 4C demuestra que 1 pl de SNAP-IFNal secretado o 0,1 pg de Infergen podrian
suprimir la replicacion del CHIKV en el interior de las células hospedadoras infectadas. En el grafico se muestra
un efecto dependiente de la dosis de SNAP-IFNa. Todavia se observd un veinte por ciento de actividad de Luc
con 0,1 uyl de SNAP-IFNal soluble o 0,01 ug de Infergen. No se observé ningln efecto antivirico utilizando SNAP-
TOS-N a la dosis mas alta sometida a ensayo.

« El granzima M es activo tras ser producido en el sobrenadante de las células S2

Tal como se ha indicado anteriormente, se han detectado tres formas de SNAP-GrM en el sobrenadante de las
células S2 transfectadas con el vector pMT/BiP/SNAP-GrM-Hisetiqueta (ver la figura 6C).

Dichas tres formas corresponden al corte de la proteina SNAP por el enzima GrM acoplado. SNAP en efecto
contiene tres sitios potenciales de corte de GrM (ver la figura 6B). Los inmunoensayos con anticuerpos anti-His o
anti-SNAP han revelado que dichas tres formas en efecto son fragmentos de la proteina de fusion secretada
SNAP-GrM.

La foma mas pequeiia (35 kDa) corresponde a GrM, que ha sido delecionada con la mayor parte de SNAP
durante el procedimiento de purificacion.

Estos resultados demuestran claramente que la proteasa GrM que ha sido producida por el sistema de la
invencion se encuentra activo, aunque acoplado con la proteina SNAP.
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Lo anterior resulta realmente interesante debido a que es conocido que las proteasas humanas activas resultan
muy dificiles de producir recombinantemente.

e hSULF-2"™P se encuentra activa tras ser producida en el sobrenadante de las células HEK 293. hSULF-
28™P fe expresado y purificado a NPartir de células HEK-293 transfectadas con un plasmido recombinante
pcDNA3/De SNAPuniv-hSULF-22™P (ver Ia figura 13A).

La actividad enzimética del polipéptido hSULF-22™P obtenido en el sobrenadante se evaludé de la manera
siguiente:

se transfectaron transitoriamente células HEK 293 con pcDNA3/DeSNAP-hSULF2ATMDs. Tras dos dias, se
incubé una alicuota del sobrenadante celular con el pseudosustrato no fluorescente 4-metil-umbeliferona
(4-MUS) a una concentracion de 20 mM en Tris 50 mM, pH 7,5, con MgC12 20 mM, y se incub6 (1:1, v/v) con
el enzima (en medio condicionado) durante 2 a 4 horas a 37°C en una placa de 96 pocillos. Se detuvo la
reaccion enzimatica mediante la adicion (1:1 v/v) de NaHCO3/Na;CO3 1,5 M, pH 10,5 y se monitorizd la
generacion del producto fluorescente 4-metil-umbeliferona mediante fluorimetria (excitacion: 360 nm). Se
midieron los valores de la actividad de SULF en el sobrenadante celular a partir de la densidad éptica (DO) a
460 nm.

Resulta interesante que la proteina secretada (acoplada a SNAP?) se encuentra activa, tal como se muestra en
la figura 13B.

6. Estabilidad de las proteinas recombinantes etiquetadas con SNAP

Inesperadamente se ha observado que las proteinas de fusion que comprenden el péptido SNAP son mucho
mas estables in vitro que en su ausencia.

Se incubaron las proteinas CHIK.sE2-SNAP, SNAP-WN.EDIIl y SNAP-IFNAI altamente purificadas a las
concentraciones no saturantes de 0,1 mg/ml (vol.: 0,1 ml) en PBS estéril durante 4 dias a -80°C, a4°C, a25°C o
a 37°C, o durante dos meses a la misma temperatura.

Se separaron muestras de proteina (1 ug) en SDS-PAGE al 4-12% y se visualizaron con pigmento azul brillante
de Coomassie G-250 utilizando la solucion de tincion de proteinas PageBlue (Fermentas).

Las figuras 10A y B dan a conocer los resultados obtenidos mediante la comparacién de la estabilidad de tres
proteinas de fusion diferentes in vitro.

Resulta importante que todas las proteinas de fusion aparentemente se encontraban intactas tras dos meses a
4°C y también tras cuatro dias de incubacion a temperatura ambiente (25°C) o a 37°C.

En particular, IFN no resulta afectado tras 4 dias a la temperatura corporal (37°C) y todavia se observa tras dos
meses a 37°C, de manera que la estabilidad in vivo es probable que resulte altamente incrementada mediante su
acoplamiento con SNAP.

7. Deteccioén in vitro de SNAP-FVR.N producido por células S2

Se tilizaron proteinas de fusibn SNAP-FVR.N que habian sido producidas siguiendo los protocolos
anteriormente indicados como herramienta diagnéstica para la deteccién de anticuerpos anti-FVR.N en el suero
de ovinos infectados.

Dichas proteinas de fusidon se sometieron a ensayo y se compararon con kits comerciales de deteccion (kit de
deteccion de IgG de FVR de BDSL y FVR multiespecie de IdVet).

Los ensayos se llevaron a cabo con 46 sueros de oveja, estando las ovejas inmunizadas con vacunas de FVR.
Se utilizaron las proteinas de fusion SNAP-FVR.N para recubrir directamente el fondo de los pocillos o se
biotinilaron y se afiadieron a pocillos con recubrimiento de estreptavidina.

Se detectaron anticuerpos anti-FVR mediante el método de ELISA indirecto utilizando placas de microtitulacion
de 96 pocillos directamente recubiertos con 0,2 ug de antigeno SNAP-FVR.N recombinante altamente purificado
en BS (concentracion: 2 pug de proteina/ml) durante la noche a 4°C. Tras la saturacion, los sueros diluidos se
incubaron con SNAP-FVR.N. Como anticuerpo secundario se utilizé anticuerpo de cabra anti-lgG conjugado con
peroxidasa. Se llevé a cabo el ELISA con el sistema de sustrato de peroxidasa y se midi6 la densidad éptica
(DO) a 450 nm. Los sueros de muestra se consideraron positivos en el caso de que la OD fuese el doble de la
DO de los sueros no inmunoldgicos.

Resulta interesante que los resultados demuestran que las proteinas de fusién SNAP-FVR.N proporcionan la
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misma sensibilidad y especificidad que las proteinas comerciales al utilizarse para recubrir directamente los
pocillos (no mostrado). Los resultados son menos reproducibles en el caso de que las proteinas se encuentren
biotiniladas.

Se obtuvieron los mismos resultados con sueros obtenidos de bovinos inmunizados naturalmente (datos no
mostrados).

Estos resultados demuestran que las proteinas de fusidn de la invencion pueden ser utilizadas como
herramientas diagndsticas para la identificacion de infecciones viricas o bacterianas en muestras bioldgicas.

8. Inmunoensayo basado en perlas multiplex
En el contexto de la invencién, se desarroll6 un inmunoensayo basado en perlas multiplex para la deteccion
rapida y simultanea de anticuerpos contra arbovirus en liquidos bioldgicos.
El sistema se basa en la tecnologia xMAP (Luminex Corporation) y utiliza una mezcla de microesferas
recubiertas con antigenos como reactivos de captura para inmunoglobulinas humanas especificas. Se acoplaron
grupos diferentes de microesferas (Magplex, Luminex Corporation) con proteinas de fusion de MGMT
purificadas, es decir, las proteinas recombinantes viricas etiquetadas con SNAP indicadas en la seccion 3.3:
sSNAP-DV1.EDIII, sSNAP-DV2.EDIIl, sSNAP-DV3.EDIII, sSNAP-DV4.EDIIl, sSNAP-WN.EDIII, sSNAP-EJ.EDIII,
sSNAP-USU.EDIIl, sSNAP-ETG.EDIIl, sSNAP-FA.EDIIl, sSNAP-EVM.EDIII, sSNAP-Rocio.EDIIl, sSNAP-
WSL.EDIII, sSNAP-ZIKA.EDIII, SNAP-DVlectoM, sSNAP-N.FVR, sSNAP-N.TOS y CHIK.sE2-SNAP. Los
antigenos recombinantes se acoplaron covalentemente con la superficie carboxilo de las microesferas utilizando
un sustrato de la proteina MGMT como conector (BG-PEG-NH2, New England Biolabs), incrementando de esta
manera la eficiencia de captura de los anticuerpos en comparacion con los procedimientos estandares de
acoplamiento de amina.
La validacion técnica utilizando anticuerpos anti-etiqueta SNAP y anticuerpos monoclonales de raton especificos
confirmo la eficiencia de acoplamiento y demostro la estabilidad a largo plazo de los antigenos (hasta seis
meses). La presente solicitud no se limitada a antigenos viricos, ya que puede utilizarse cualquier péptido o
polipéptido para el recubrimiento de perlas y la posterior captura de anticuerpos.
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<400>1
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agatctgaca
gaactgtctg
goagecgacy
atgecaggcca
cctgtgccag
tggaaactgc
ctggccggea
cccattetga
ggcgggcteg
gggctgggte
<210>2

<211> 193
<212> PRT

aagactgcga
ggtgcgaaca
ccegtggaagt
ccgectgget
ccctgecacca
tgaaagtggt
atcccgccge
tceccotgaca
ccgtgaaaga

ctgecaggtat

<213> Secuencia artificial

<220>

aatgaagcge
gggcetgecac
goectgeacca
caacgcctac
cccagtgttce
gaagttogga
caccgeccgec
cegggtggtyg
gtggctgetg

aggegegeca
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accaccctgg
gagatcaagc
gocegecgtge
tttcaccage
cagcaggaga
gaggtcatca
gtgaaaaccyg
tetagetetyg
gcccacgagg

gggtceccta

<223> Secuencia de aminoacidos de SNAP

<400> 2

atagccctet
tgctgggcaa
tgggeggace
ctgaggccat
gctttacceg
gctaccageca
ccctgagegg
gegeegtggyg

gccacagact

gggcaagctg
aggaacatct
agagccactg
cgaggagtte
ccaggtgctg
gctggecgee
aaatcccgtg
gggctacgag

gggcaagccet

Arg Ser Asp Lys Asp Cys Glu Met Lys Arg Thr Thr Leu Asp Ser Pro

1

5

10

35

15

60

120

180

240

300

360

42Q

480

540

579
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Leu Gly

Lys Leu

35

Ala Pro

50

Ala
65

Trp

Pro val

Arg Gln

Ile Ser

Ala Ala

130

Pro
145

Cysg

Gly Gly

Leu Gly

Leu

<210>3
<211> 1265
<212> ADN

Lys

Leu

Ala

Leu

Pro

Vval

Tyr

115

Val

His

Len

Lys

Leu Glu

20

Gly Lys Gl

Ala val

Asn
70

Ala Leu Hi

85

Leu
100

Trp

Gln Gln

Lys Thr Al

Arg Val

15

Ala Val

165

Pro
180

Gly

<213> homo sapiens

<400> 3

ctcggecoeg
cgtcecegacg
tggacaagga
tgtctggttyg

ctgatgeeogt

cccocgegec
ccegeaggte
ttgtgaaatg
tgagcagggt

ggaggtccea

Leu

Leu

Ala Tyr

Lys

Leu

Val

Lys

Leu

Ser Gly

Ser
40

y Thr

Gly Gly

Phe His

s His Pro

Leu Leu

Ala Ala

120

a Leu Ser

135

Ser Ser

0

Glu Trp

Gly Prc

ccggatatge
ctegeggtge
aaacgcacca
ctgeacgaaa

goccceegetg
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Cys Glu Gln

25

Ala Ala Asp

Pro Glu Pro

Gln Glu

75

Pro

val Phe

S0

Gln

Lys Val Val

105

Leu Ala Gly

Gly Asn Pro

Ala
155

Ser Gly

Leu Ala

170

Leu

Ala
185

Gly Ile

tgggacagcc
gcaccgtttg
cactggacag
taaagectect

cggttetegg

36

Gly Leu

30

Ala Val

45

Leu Met

Ala Ile
Gln

Glu

Lys Phe

His

Glu

Gln

Glu

Ser

Gly

Glu Ile

Val Pro

Ala Thr

Glu Phe

80

Phe
95

Thr

Glu Val

110

Pro
125

Asn

Val
140

Pro
Val Gly
Glu

His

Gly Ala

Ala

Ile

Gly

Gly

Pro

Ala Thr

Ile

Leu

Glu
160

Tyr

His
175

Arg

Gly Ser

190

cgcgeccacta
cgacttggta
ccctttgggy
gggcaagggyg

aggtccggag

gaacgctttg
cttggaaaaa
aagctggagce
acgtatgcag

ccectgatge

60

120

130

240

300



agtgcacagce
tgccggcetcet
agetgetgaa
caggcaacce
tectecatece
gactggccgt
tgggagggag

cccecgectge

gtocectgggaa
gacgcooccgeg
catgtecatt
caggatgggg
ccagctaagg
atgcctecct
gcatceccaca
cagag
<210>4

<211> 238
<212> PRT

ctggctgaat
tcaccatcece
ggttgtgaaa
caaagccgeg
gtgccacaga
gaaggaatgg
ctcaggtetg

tggccgaaac

caagegtgte
gtoectgoaca
aaaacaggec
cagtcotggea
cccatcccag
toctggotgt

cccaggtcte

<213> homo sapiens

<400> 4

Met Leu
1

Gln Val

Asp Lys
35

Lys Leu
50

Leu Gly
65

Gly

Leu

Asp

Glu

Lys

Gln Pro

Ala
20

val
Cys Glu
Ser

Leu

Gly Thr

Ala

Arg

Met

Gly

Ser
70

gcoctatttee
gttttccage
tteggagaag
cgagcagtgg
gkbggtctgeca
cttctggcce
geaggggect
tgagtatgtg
CHFGGTICTY
tgcocectttet
catttgttte
aagtgagtgt
cectocaggoe
gccgtccaca
gtccatggcet

actgaaagaa

Pro Leu

Thr Val

Lys Arg

44Q

Cys Glu

55

Ala Ala

Glu

Cys

25

Thr

Gln

Asp
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accagcccga
aagagtcgtt
tgatttetta
gaggagcaat
gcagcggage
atgaaggcca
ggctcaaggg
cagtaggatg
aggcacoget
gtttccatat
cttctctaac
ggaaggectg
acagacggct
ctagaaagct
gtgatggcat

aggggaacaqg

Arg Phe

10

Asp Leu

Thr Leu
Leu

Gly

Ala val

75

37

ggctatcgaa
caccagacag
ccageaatta
gagaggcaat
cgtgggecaac
ccggttgggg
agecgggaget

gatgtttgag

tttacagcag
gotgeoecttg
gcteatgttyg
gocatagocyg
ggccctgcce
tctecactea

gccatggeag

Ala Ser

val

Leu

Ser
45

Asp

His Glu

60

Glu val

Arg

Gly

Pro

Ile

Pro

gagttccecg
gtgttatgga

geagacetygy

cectgtoececa
tacteeggag
aagccaggct
acctaggget
cgacacacac
aagTFGeag

gatgagttca
ctetattttt
ggccacaged
ctgtccagygy
catccccacc
gcagttecta

tcagtgctta

Arg Pro

15

Lys Met

Leu Gly

Lys Leu

Ala Pro

80

360

420

480

540

600

660

720

960

1020

1080

1140

1200

1260

1265
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Leu Met

20

Pro

Glu
105

Ala Tle

Gln Gln Glu

Val Lys Phe

Gly Pro

155

Asn

val
170

Pro Pro

Ala
185

Val Gly

Ala His Glu

Gly Leu Ala

Ala
235

Pro Pro

Gln Cys

Glu Glu

Thr Ala

Phe

Trp
95

Pro Val

110

Phe
125

Ser

Gly Glu

140

Lys Ala

Ile

Leu

Asn Tyr

Thr Arg

Val

Ile

Ser

Gln

Tle Ser

Ala Arg Ala

160

Pro
175

Cys

Gly Gly

130

His
205

Gly

Gly Ala

220

Gly

Arg

Trp

Leu Gly

Leu Lys

Arg Asn

<223> Secuencia de ADN de BiP + SNAP+ sitio de enterocinasa + EcoRV/Xmal+Etiqueta de His

Ala Ala Val Leu Gly Gly Pro Glu
85
Leu Asn Ala Tyr Phe His Gln Pro
100
Pro Ala L.eu His His Prc Val Phe
115 120
Val Leu Trp Lys Leu Leu Lys Val
130 135
Tyr Gln Gln Leu Ala Ala Leu Ala
145 150
Val Gly Gly Ala Met Arg Gly Asn
165
His Arg Val Val Cys Ser Ser Gly
180
Leu Ala Val Lys Glu Trp Leu Leu
185 200
Lys Pro Gly Leu Gly Gly Ser Ser
210 215
Gly Ala Gly Ala Thr Ser Gly Ser
225 230
<210>5
<211>713
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<400>5
atgaagttat gcatattact ggccgtcgtg
gacaaagact gcgaaatgaa gcgcaccacc
tctgggtgecg aacagggcect gcacgagatc
gacgcegtgg aagtgectge cccageecgec
gecacaegect ggectcaacge ctacttteac
ccagcecctge accacccagt gttcoccageag
ctgectgaaag tggtgaagtt cggagaggte
ggcaatccoeg ccgocaccge cgecgtgaaa
ctgateceoct gecaccegggt ggtgtctage
ctogecgtga aagagtgget gctggeccac
ggtcctgeag gtataggoge goccagggtec
gatatcaaaa acccgggegg tggaagtcat

gectttgttg
ctggatagcc
aagctgctgg
gtgctgggeg
cagcctgagg
gagagcttta

atcagectace
accgcocectga

tctggegecyg
gagggccaca
ctaggtggcg

catcatcate

38

goctctoget
ctctgggcaa
gcaaaggaac
gaccagagcc
ccatcgagga
cccgccaggt

agcagetgge
gcggaaatce

tggggggcta
gactgggcaa
gatctgatga

atcattgace

cgggagatct
gctggaactg
atctgccgece
actgatgcag
gttccotgtg
gctgtggaaa

cgececetggee
cgtgcccatt

cgagggcggyg
gcectgggectg
cgatgataaa

ggt

60

120

180

240

300

360

420
480

540

600

660

713
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Secuencia de ADN de SNAP+Etiqueta de His

<400> 6
agatctgaca

gaactgtetg
gccgecgacg
atgecaggcca
cctgtgecag
tggaaactge
ctggceggea
cccattetga
ggcgggcteg
gggctgggte
tgatgagcgg
<210>7

<211> 29
<212> ADN

aagactgcga
ggtgcgaaca
ccgtggaagt
cagectgget
ccctgeacea
tgaaagtggt
atcecegecge
tececctgeoca
ccgtgaaaga
ctgcaggtat

cege

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador 5'-SNAP

<400>7

aaaaaagatc tgacaaagac tgcgaaatg

<210> 8
<211>27
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

aatgaagecge
gggectgeac
gcctgeccca
caacgcctac
cccagtgtte
gaagttcgga
cacegeegec
ccgggtggtg
gtggctgctyg

aggcgcgeca

<223> Cebador 3'-MCS (SNAP)

<400> 8

gaggagaggg ttagggatag gcttacc 27

<210>9
<211> 4181
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

accaccctgg
gagatcaagca
gccgecgtge
tttcaccage
cagcaggaga
gaggtcatca
gtgaaaaccg
tctagetetg
gcccacgagg

gggtccctgg

29

atagcecctet
tgcotgggeaa
tgggcggacce
ctgaggccat
getttaceccg
gctaccagea
ccctgagegg
gcgeegtggg
gccacagact

agcatcatca

<223> Secuencia de ADN del vector de la invencion (DeSNAP1)

<400> 9

39

gggcaagctg
aggaacatct
agagccactg
cgaggagtte
ccaggtgetg
gctggeegee
aaatccegtg
gggctacgag
gggcaagcect

tcatcatcat

60

120

180

240

300

360

420

430

540

600

614



tcgegegttt
cagcttgtct
ttggcgggtyg
accatatgcg
attegecatt
tacgcecaget
tttccecagte
caggatgtgg
gataagagac
acgcaagtaa
caagtecoca

acgtcteecac

atcagttgtyg
cgatctcaat
cgggagatct
gctggaactyg
atctgccgee
actgatgcag
gttccctgtg
gctgtggaaa
cgcecctggee
cgtgeecatt
cgagggcggy

gcctgggetg

cggtgatgac
gtaagcggat
teggggetgg
gtgtgaaata
caggctgege
ggcgaaaggg
acgacgttgt
tgecegatgt
ccagaactec
gagtgecctge
aagtggagaa
tcgaatttgg
aaagcogogt
gtcagcageca
atgaagttat
gacaaagact
tctgggtgeg
gacgccgtgg
gccacegect
ccagcecctge
ctgctgaaag
ggcaatcccg
ctgateceet
ctegeegtga

ggtcctgeag

ggtgaaaacc
gccgggagea
cttaactatg
ccgecacagat
aactgttggg
ggatgtgcetg
aaaacgacgg
gactagetet
ggoeoacecac
gcatgeccoceca
cogaaccaat

agecggeccgyg
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tctgacacat
gacaagcccg
cggcatcaga
gcgtaaggag
aagggegate
caaggegatt
ccagtgocag
ttgetgeagg
cgeccacege
tgtgocccac
tettegeggg

cgtgtgcaaa

aaatcaagtg
gcatattact
gcgaaatgaa
aacagggcct
aagtgcctge
ggctcaacge
accacccagt
tggtgaagtt
ccgccaccge
gecacegggt
aagagtgget

gtataggege

aatcatctca
ggccgtegtyg
gogcaccaca
gcacgagatc
cccageegec
ctactttcac
gttccagcag
cggagaggtc
cgccgtgaaa
ggtgtetage
gotggeccac

geecagggteco

40

gcagctceccg
tcagggcgeg
gecagattgta
aaaataccgc
ggtgegggee
aagttgggta
tgaattttaa
cegtectate
cacccecata
caagagtttt
cagaacaaaa

agaggtgaat

gtgcaactaa
gcetttgttyg
ctggatagcc
aagctgetgyg
gtgctgggeyg
cagcctgagg
gagagcttta
atcagctacc
accgcecctga
tetggegeey
gagggccaca

ctggageate

gagacggtca
tcagcgggtg
ctgagagtge
atcaggcgcec
tettegetat
acgccagggt
cgttgcagga
ctetggttec
catatgtggt
gcatcccata
gettotgeac

cgaacgaaag

aggggggatc
gecteteget
ctctgggcaa
gcaaaggaac
gaccagagcc
ccatcgagga
cccgocaggt
agcagctggce
gcggaaatce
tggggggeta
gactgggcaa

atcatcatca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

800

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



tcattgatga
ctetectegy
cccgetgatc
aggatccaga
gaaaaaaatg
gctgeaataa
aggtgtggga
atcagtogac
gaaattgtta
cetggggtye
tecagteggg
gcggtttgeg
ttcggcotgeg
caggggataa
aaaaggccgc
atcgacgctc
cccctggaag
ccgectttet
gttcggtgta
accgetgege
cgecactgge
cagagttctt
gcgctoctget
aaaccaccgce
aaggatcteca
actcacgtta
taaattaaaa
gttaccaatg
tagttgectyg
ccagtgotge
accagcrcage

agtctattaa

geggecgete
tetegattet
agcctcgact
catgataaga
ctttatttgt
acaagttaac
ggttttttaa
ctgoaggoat
tocgctcoaca
ctaatgagty
aaacctgteg
tattgggcge
gcgagcggta
cgeaggaaag
gttgctggeg
aagtcagagg
cteecctegtg
ccettocggga
ggtegttege
cttatecggt
agcagccact
gaagtggtgg
gaagccagtt
tggtagcggt
agaagatcct
agggattttg
atgaagtttt
cttaatcagt
actcccogte
aatgataccqg
cggaagggec

ttgttgccagg

gagtctagag
acgegtacey
gtgccetteta
tacattgatg
gaaatttgtg
aacaacaatt
agcaagtaaa
geaagoettgg
attccacaca
agctaactca
tgocagatge
tcttecogett
tcagctcact
aacatgtgag
tttttccata
tggcgaaacc
cgctectectg
agegtggcge
tccaagetgg
aactategte
ggtaacagga
cctaactacg
accttcggaa
ggtttttttyg
ttgatctttt
gtecatgagat
aaatcaatet
gaggcaccta
gtgtagataa
cgagacccac
gagegcagaa

gaagctagag

ES 2627117 T3

ggcccttega
gtcatecatca
aggcctgage
agtttggaca
atgctattge
geattcattt
acctctacaa
cgtaatcatyg
acatacgagc
cattaattge
attaatgaat
cctegetcac
caaaggcggt
caaaaggccea
ggctcogeoce
cgacaggact
tteegacecet
tttctecatag
gctgtgtgea
ttgagtccaa
ttagcagage
getacactag
aaagagttgg
tttgecaagea
ctacggggte
tatcaaaaaqg
aaagtatata
toeteagegat
ctacgatacg
gotcacegge
gtggteoctge

taagtagttc

aggtaagecct
ccatcaccat
tcgetgatca
aaccacaact
tttatttgta
tatgtttcag
atgtggtatg
gteatagotg
cggaagcata
gttgegetea
cggccaacge
tgactegctg
aatacggtta
gcaaaaggcc
ccctgacgag
ataaagatac
gecgettace
ctcacgetgt
cgaacccocce
cceggtaaga
gaggtatgta
aaggacagta
tagctcttga
goagattacg
tgacgctcag
gatcttcacc
tgagtaaact
ctgtetattt
ggagggctta
tccagattta
aactttatee

gccagttaat

41

atcecctaace
tgagtttaaa
gcctegateg
agaatgcagt
accattataa
gttecaggggg
gctgattatg
tttoctgtgt
aagtgtaaag
ctgocogett
gcggggagag
cgcteggteg
tccacagaat
aggaaccgta
catcacaaaa
caggcgttte
ggatacctgt
aggtatctca
gttcagceceg
cacgacttat
ggcggtgcta
tttggtatct
tccggcaaac
cgcagaaaaa
tggaacgaaa
tagatccttt
tggtcetgaca
cgttcatoca
ccatctggcec
tcagcaataa
gectecateo

agtttgecgea

1560
1620
1680
1740
1300
1860
1820
1280
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2%40
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360

3420
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acgttgttge
tcagctccgg
cggttagete
tcatggttat
ctgtgactgg
gatocttgace
tcatcattgg
ccagttcgat
gcocgtttetgg
cacggaaatg
gttattgtct
tteccgegeac

cattaaccta

<210> 10
<211>1720
<212> ADN

cattgectaca
ttcccaacga
ctteggteet
ggcagcactg
tgagtactca
ggcgtcaata
aaaacgttet
gtaacccact
gtgagcaaaa
ttgaatactc
catgagcgga
atttcececga

taaaaatagg

<213> Secuencia artificial

<220>

ggcatcgtgy
tcaaggcgag
ccgategttg
cataattcte
accaagtcat
cgggataata
teggggegaa
cgtgcaccea
acaggaaggc
atactcttce
tacatatttg
aaagtgccac

cgtatcacga
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tgtcacgctc
ttacatgatc
tcagaagtaa
ttactgtcat
tctgagaata
cogcgecaca
aactctcaag
actgatctte
aaaatgececge
tttttcaata
aatgtattta
ctgacgtcta

ggoccttteg

gtocgtttggt
ccccatgttg
gttggcegea
gocatcegta
gtgtatgegg
tagcagaact
gatcttaceg
agcatetttt
aaaaaaggga
ttattgaage
gaaaaataaa
agaaacecatt

t

<223> Secuencia de ADN del vector DeSNAP2 de la invencion

<400> 10
gaattegttg

ctatcctctg
ccatacatat
gttttgeate
caaaagctte
tgaatcgaac
atctggacca
actaaagggg
aagaaaccag
ctattgettt
gaaatgaaaa
caaggattge

gttccagecac

caggacagga
gttccgataa
gtggtacgea
ccatacaagt
tgcacacgte
gaaagacccg
tgtgcatcag
ggatccgate
gagggccggy
tggtggccce
gaactacatt
atgaaattaa

cagcagetgt

tgtggtgcece
gagacccaga
agtaagagtg
ccccaaagtg
tecactegaa
tgtgtaaage
ttgtggtcag
tcaatgegag
caagagccgg
agcttacage
ggattcacca
gettetggga

tettggaggt

gatgtgacta
actccggccc
cctgegeatg
gagaaccgaa
tttggagecg
cgegttteoca
cagcaaaatc
ctgtttctta
gctgtcaata
cttgatattg
cttgggaagt
aaaggaactt

cctgagecce

42

gctetttget
cccacegeec
ccceatgtge
ccaattctte
gceggegtgt
aaatctataa
aagtgaatca
gcacgaagat
ccatggttgt
aatttacaga
tggaactgag
ctgecagetga

tcatgecaage

atggcttcat
tgcaaaaaag
gtgttatcac
agatgetttt
cgaccgagtt
ttaaaagtgce
ctgttgagat
actttcacca
ataagggcga
atttatcagg

caaatagggg

attatcatga

gcaggceegte
accgccacce
cccaccaaga
gecgggcagaa
gcaaaagagqg
aaccgagagc
tctcagtgea
ctcgatgtet
gtttgtcgtg
caaagactgc
tggatgcgag
tgecagttgaa

cacagectgg

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3800

3960

4020

4080

4140

41381

60

120

180

240

300

360

420

480

540

€00

660

720

780
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15

20

25

30

35

cttaacgcat
catcctgtgt
gtcaagtttg
gctacagetg
cacagagteg
gagtggctge
tctgatgacg
cactgataaa
ttatagtagt
ggccgggaag
ggaggactgg
aggaggacce
ctctgeggag
ctageecegy
gtttaaagtg

acaaaacacce

<210> 11
<211> 54
<212> ADN

atttccacca
ttcagcagga
gtgaagtgat
cegtgaaaac
tttcatctte
tggectcatga
atgataaaga
tatttaatca
atttagtggt
ttcoccgocac
gtgaacaaaqg
cacatgttgt
agtgcagtct
taatggtgtt
cacggcocag

acaacaaaac

<213> Secuencia artificial

<220>

gcctgaggee
aagcttcacc
ttcatatecag
tgcteteage
cggagetgta
aggtcataga
tatcatatac
attgtaaata
gttagtgtaa
cggaagttga
ccgegaagtyg
aacttcaaag
gcgatagtgt
aaccagggeg
cectggectgaa

agcataaata
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attgaggaat
cgccaggtcc
caacttgctg
ggaaatcctg
ggtggetatg
cttggaaaac
ccgggeggtg
gacaatataa
atagttaaga
gtagacggtg
atccatgtaa
cccaatgtea
aacaaaggca
aaaggactag
getgtaggte

aacagggccce

ttccagtecce
tgtggaaatt
cattggeegyg
tgcccatect
aaggaggact
ctggtttggg
gaagtcatca
gtatgcataa
aaattttgag
ctgecectgega
gccctcagaa
gaccacgcta
aatcaacgce
aggttagagg

aggggtggag

<223> Secuencia de ADN codificante de la secuencia de BiPmc

<400> 11

atgaagttat gcatattact ggccgtegtg gectttgttg gcctcteget cggg 54

<210> 12
<211> 18
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN codificante del sitio de corte de enterocinasa

<400> 12

gatgacgatg ataaagat

<210> 13
<211> 12
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

18

<223> Secuencia espaciadora de ADN

<400> 13

ggtggcggat ct

<210> 14
<211> 18
<212> ADN

12

43

cgcccttcac
gctgaaggtg
taacccogea
gatcecettgt
ggcagttaag
aggtggegga
tcaccatcac
aagtgtagtt
gagaaagtca
ctcaaccceca
ccgtctegga
cggegtgeta
ccacgcggec
agacccegeg

accecegtgee

840

%00

860

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1720



10

15

20

25

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Secuencia de ADN codificante de la etiqueta de His

<400> 14

catcatcatc atcatcat 18

<210> 15
<211> 17
<212> PRT

<213> Cepa de virus del Nilo Occidental 1S-98-ST1

<400> 15

Met Val Val Phe Val Val Leu Leu Leu Leu Val Ala Pro Ala Tyr Ser

1

Leu

<210> 16
<211> 1361
<212> ADN

5

<213> Secuencia artificial

<220>

10

<223> Secuencia de ADN de SNAP/FVR.N/Etiqueta de His

<400> 16
agatctgaca

gaactgtetg
gocgocgacy
atgcaggeoca
cctgtgccag
tggaaactge
ctageeggea
cccattetga
ggcgggcteg

gggctgggtce

caagagctte

aagactgcga
ggtgcgaaca
ccgtggaagt
cegectgget
ccctgcacca
tgaaagtggt
ateccogecage
teccectgeea
cecghbgaaaga
ctgcaggtat

gagtcecagtt

aatgaagcge
gggectgeac
goeetgeeccea
caacgectac
cccagtgttce
gaagttegga
cacegeegee
ccgggtggtg
gtggetgetg
aggegegeca

tgetgeteaa

accaccctgyg
gagatcaage
gocgeecgtge
tttcaccage
cagcaggaga
gaggtcatca
gtgaaaaccg
tctagetetg
gocccacgagg

gggtccctag

gcagtggace

44

atagccctct
tgcoctgggeaa
tgggcggace
ctgaggeocat
gctttaceccg
gctaccagea
cectgagegyg
gegeegtggg
gocacagact

gtggcggate

gcaatgagat

15

gggcaagctyg
aggaacatct
agagccactg
cgaggagtto
ccaggtgctg
gctggeegee
aaatccegtg
gggctacgag
gggcaagcct
tgacaactat

tgaacagtgg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660
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15

20

25

30

gteccgagagt
tatggtgggy
ggcaacaagc
gotcteatcea
tcacgagttyg
tggcttcctg
atgcacccca
atattagatg
cgaggtagaa
aatagcaact
gattccaatg
gcecggeggtg
<210> 17

<211> 66
<212> ADN

ttgcttatca
ctgactggga
ccaggaggat
acaagtataa
ctgccgeett
tcactgggac
gctttgetgg
ctcactctet
caaaagagga
ttataagcca
ggaagccgtc

gaagtcatca

<213> Secuencia artificial

<220>

agggtttgat
gaaggatgee
gatgatgaaa
gctaaaggaa
ggctggetgy
taccatggac
catggtggat
gtatctgectg
ggttgctgea
tgagaagagg
agctgctgtc

tcatcatcat
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geccgtagag
aagaaaatga
atgtcgaaag
gggaatcctt
acatgccagg
ggcctatccc
ccttetetac
cagttctece
acgtteacge
agagaattct
atggcagccg

cattgacegg

<223> Cebador 5'N (para la clonaciéon de FVR-N)

<400> 17

ttatcgaact
ttgttetgge
aaggcaaagc
cccgggatga
ctttggtegt
ctgcataccc
caggagacta
gggtcatcaa
agccaatgaa
tgaaagcett
ctcaggctta

t

cttaaagcag
tetaactegt
aactgtggag
gttgactcta
cttgagtgag
gaggcatatg
tctaagggca
cccaaacctco
tgcageagtyg
tggacttgtyg

caagacagca

aaaaaggege gccagggggt ggcggatctg acaactatca agagcecttcga gtcoccagtttg

ctgete

<210> 18
<211>69
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador 3'N (para la clonaciéon de FVR-N)

<400> 18

aaaaaaccgg tcaatgatga tgatgatgat gacttcecace geeggetget gtcttgtaag

cctgagegg

<210> 19
<211> 4854
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN de pMT/BiP/SNAP-FVR.N/Etiqueta de His

<400> 19

45

720

780

840

900

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1361

60

66

60

69



tegegegttt
cagcttgtet
ttggegggty
accatatgeg
attcgccratt
tacgecaget
tttccocagte
caggatgtayg
gataagagac
acgcaagtaa
caagtcococa
acgtctccac
acccgtgtgt
atcagttgtg
cgatctcaat
cgggagatct
getggaactg
atctgeegeo
actgatgcag
gttccctgtg
gctgtggaaa
cgecctggec
cgtgcccatt
cgagggcggyg
geetgggctyg
ctatcaagag
gtgggtoega
gceagtatggt
tcgtggcaac
ggaggctete
tetatcacga

tgagtggctt

cggtgatgac
gtaagcggat
teggggetgy
gtgtgaaata
caggctgoge
ggcgaaagyyg
acgacgttgt
tgeccgatgt
ccagaactcc
gagtgeotge
aagtggagaa
tcgaatttgg
aaagccgegt
gtcagcagca
atgaagttat
gacaaagact
tetgggtgeg
gacgccgtgg
gocaccgect
ccageectge
ctgctgaaag
ggcaatcecg
ctgatccect
ctoegoogtga
ggtcoctgcag
cttcgagtcee
gagtttgett
ggggetgact
aagcccagga
atcaacaagt
gttgetgeeg

cctgtcactg

ggtgaaaacc
gecgggagea
cttaactatg
cegeacagat
aactgttoggg
ggatgtgetg
aaaacgacgg
gactagaeteot
ggcoccccac
geatgeocea
ccgaaccaat
agecggcecgg
ttccaaaatg
aaatcaagtg
gcatattact
gcgaaatgaa
aacagggcct
aagtgcctge
ggctcaacge
acecacccagt
tggtgaagtt
ccgcecaccgce
gecaccgggt
aagagtgget
gtataggcgc
agtttgctge
atcaagggtt
gggagaagga
ggatgatgat
ataagctaaa
coettggetgg

ggactaccat
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tetgacacat
gacaagcccy
cggcatcaga
gegtaaggag
aagggcgatce
caaggcegatt
ccagtgecag
ttgotgeagg
cgcccaccga
tgtgecceac
tettegeggg
cgtgtgcaaa
tataaaaccg
aatcatctca
ggccgtcegtg
gcgcaccace
gcacgagatc
cccagecges
ctactttcac
gtteccageag
cggagaggte
cgeccgtgaaa
ggtgtctage
gotggeoccac
gecagggtee
tcaagcagty
tgatgecogt
tgccaagaaa
gaaaatgtcg
ggaagggaat
ctggacatge

ggacggecta

gcagetceecg
tcagggegey
gcagattgta
aaaataccge
ggtgcgggec
aagttgggta
tgaattttaa
acgtoctate
cacccccata
caagagtttt
cagaacaaaa
agaggtgaat
agagcatctg
gtgcaactaa
goctttgttg
ctggatagecc
aagctgetgg
gtgctgggeg
cagcctgagg
gagagcttta
atcagctacc
accgeectga
tctggegeog
gagggccaca
ctaggtggcg
gaccgcaatg
agagttateg
atgattgtte
aaagaaggca
cettoeccggg
caggetttgg

tccococtgeat

46

gagacggtca
tecagcgggty
ctgagagtge
atcaggegec
tecttegetat
acgecagggt
cgttgcagga
ctetggttea
catatgtggt
gcatcccata
gottetgeoac
cgaacgaaag
gccaatgtge
aggggggatc
gcctoteget
ctctgggcaa
gcaaaggaac
gaccagagce
ccatcgagga
cccgecaggt
agcagctgge
gcggaaatce
tggggggcta
gactgggcaa
gatctgacaa
agattgaaca
aactcttaaa
tggetctaac
aagcaactgt
atgagttgac
tegtettgag

acccgaggea

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
260

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

1820



tatgatgcac
ggcaatatta
cctcecgaggt
agtgaatage
tgtggattee
agcagccggce
cattgagttt
teagoctega
actagaatge
gtaaccatta
caggttcagg
atggctgatt
ctgtttcoctg
ataaagtgta

tcactgececeg

ctgogetegg
ttatccacag
gccaggaacce
gagcatcaca
taccaggegt
accggatace
tgtaggtatc
ccegttaage
agacacgact
gtaggcggtg
gtatttggta
tgatccggea
acgcgcagaa
cagtggaacg

acctagatce

cccagetttg
gatgctcact
agaacaaaaqg
aactttataa
aatgggaagc
ggtggaagtc
aaacccgetg
taegaggatcoce
agtgaaaaaa
taagctgcaa
gggaggtgty
atgatcagtc
tgtgaaattg
aagcetgggg

ctttccagte

tegttegget
aatcagggga
gtaaaaaggc
aaaatcgacg
tteocecetgyg
tgtcegeett
tcagttceggt
cagaccgetg
tategecact
ctacagagtt
tetgegetet
aacaaaccac
aaaaaggatc
aaaactcacg

ttttaaatta

ctggcatggt
ctctgtatet
aggaggttge
goecatgagaa
cgtcagetge
atcatcatca
atcageccetceg
agacatgata
atgetttatt
taaacaagtt
ggaggttttt
gacctgcagg
ttatcegete
tgectaatga

gggaaacctg

geggcgageg
taacgcagga
cgcgttgetg
ctcaagtcag
aagcteeete
tcteceetteg
gtaggtegtt
cgecttatcoe
ggcagcagee
cttgaagtgg
gctgaageca
cgetggtage
tcaagaagat
ttaagggatt

aaaatgaagt

ES 2627117 T3

ggatccttet
gctgcagttc
tgcaacgttc
gaggagagaa
tgtcatggca
tcatcattga
actgtgecett
agatacattyg
tgtgaaattt
aacaacaaca
taaagcaagt
catgcaaget
acaattccac
gtgagctaac

tcgtgccage

gtatcagcte
aagaacatgt
gcogtttttec
aggtggcgaa
gtgegetete
ggaagcegtgg
cgcteocaage
ggtaactate
actggtaaca
tggecctaact
gttacetteg
ggtggttttt
cctttgatet
ttggtcatga

tttaaatcaa

47

ctaccaggag
tecegggtcea
acgcagccaa
ttettgaaag
gccgeteagg
ccggtecatca
ctaaggectg
atgagtttgg
gtgatgectat
attgcattca
aaaacctcta
tggcgtaate
acaacatacg
tcacattaat

tgcattaatg

actcaaagge
gagcaaaagg
ataggctccg
acccgacagg
ctgttecgac
cgctttctea
tgggctgtgt
gtettgagte
ggattagecag
acggctacac
gaaaaagagt
ttgtttgcaa
tttctacggg
gattatcaaa

teotaaagtat

actatctaag
tcaacccaaa
tgaatgcagc
cotttggact
cttacaagac
tcaccatecac
agctcgectga
acaaaccaca
tgctttattt
ttttatgttt
caaatgtggt
atggtecatag
agccggaagce
tgegttgege

aatcggccaa

ggtaatacgg
ccagcaaaag
ccceccctgac
actataaaga
cetgeoegett
tagctecacge
gcacgaacee
caaccceggta
agcgaggtat
tagaaggaca
tggtagetet
gcageagatt
gtctgacgcet
aaggatctte

atatgagtaa

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

34290

3480

3540

3600

3660

3720

3780
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acttggtcty
ttteogtteat
ttaccatetg
ttatcagcaa
tcegocecteca
aatagtttge
ggtatggett
ttgtgcaaaa
gcagtgttat
gtaagatgct
cggcgaccga
actttaaaag
cegetgttga
tttacttteca
ggaataaggg
agcatttate
aaacaaatag

attattatca

<210> 20
<211> 1957
<212> ADN

acagttacca
ccatagttge
gececagtge
taaaccagecc
tccagtctat
gcaacgttgt
cattcagete
aageggttag
cactcatggt
tttctgtgac
gttgctettg
tgctcatecat
gatccagtte
ccagegttte
cgacacggaa
agggttattg
gggttccgeg

tgacattaac

<213> Secuencia artificial

<220>

atgcttaatce
ctgacteecec
tgcaatgata
agccggaagg
taattgttge
tgecattget
cggttaccaa
ctoeotteggt
tatggcagea
tggtgagtac
cccggegtea
tggaaaacgt
gatgtaacce
tgggtgagea
atgttgaata
toetcatgage
cacatttece

ctataaaaat
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agtgaggcac
gtegtgtaga
cogegagaca
gccgagegea
cgggaagcta
acaggecatcg
cgatcaagge
cctecgateg
ctgcataatt
tcaaccaagt
atacgggata
tecttegggge
actcgtgecac
aaaacaggaa
ctcatactct
ggatacatat
cgaaaagtge

aggcogtatca

ctatctcage
taactacgat
cacgctcace
gaagtggtcc
gagtaagtag
tggtgtcacyg
gagttacatg
ttgtcagaag
ctcttactgt
cattctgaga
ataccgcogcee
gaaaactcte
ccaactgate
ggcaaaatgc
tcctttttca
ttgaatgtat
cacctgacgt

cgaggeoeactt

<223> Secuencia de ADN de WNsE/SNAP/Etiqueta de His

<400> 20
agatctttea

acatgggtgg
cctaccatcg
tattgctatt
gaagctcaca
aggggctggyg
tttgcetget
gtggccattt

gttggagcca

actgcecttgg
atttggttct
atgtgaagat
tggctacecgt
atgacaaacg
gcaacggctg
ctaccaagge
ttgtccatgg

ctcaggcagg

aatgagcaac
cgaaggcgac
gatgaatatg
cagecgatcte
tgectgacecea
cggactattt
aataggaaga
accaactact

gagattecage

agagacttct
agctgegtga
gaggcggcca
tccaccaaag
gettttgtgt
ggcaaaggaa
accatcttga
gtggagtege

atcactcctg

48

tggaaggagt
ctatcatgte
acctggcaga
ctgegtgece
gcagacaagg
gcattgacac
aagagaatat
acggaaacta

cggegectte

gatctgtcta
acgggagggc
ggctcocagat
tgcaacttta
ttegeecagtt
ctegtegtit
atcccccatyg
taagttggec
catgecatec
atagtgtatg
acatagcaga
aaggatctta
ttecagecatct
cgcaaaaaag
atattattga
ttagaaaaat
ctaagaaacc

teogt

gtetggageca
taaggacaag
ggtccgecagt
gaccatggga
agtagtggac
atgcgccaaa
caagtacgaa
cteccacacag

atacacacta

3840

3300

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4854

60

120

180

240

300

360

420

480

540
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aagcttggag
aatgcatact
atggacctca
ttaatggagt
gagggagctc
gtcaagttga
ggaacaacct
ggtcacggca
cctatctegt
aacccttttg
tttggagact
aagtctggaa
gccgctetag
gggaaggctyg
ctggatagcce
aagctgctgg
gtgctgggceyg
cagcctgagg
gagagcttta
atcagctacc
accgccctga
tctggcgccg
gagggccaca

ctggageate

<210> 21
<211> 960
<212> ADN

aatatggaga
acgtgatgac
acctcecttg
ttgaggaacc
tgcatcaagec
cgtcgggtca
atggcgtctg
ctgtggtgtt
cagtggctte
tttcagtgge
catacatagt
gcagcattgg
gagacacagc
tgcggecget
ctctgggcaa
gcaaaggaac
gaccagagcc
ccatcgagga
cccgocaggt
agcagctgge
gcggaaatce
tggggggcta

gactgggeaa

atcatcatca

<213> Secuencia artificial

<220>

ggtgacagtyg
tgttggaaca
gagcagtgct
acacgccacg
tttggetgga
tttgaagtgt
ttcaaaggct
ggaattgcag
attgaacgac
cacggccaac
ggtgggcaga
caaagccttt
ttgggacttt
gggcggaggt
gctggaactyg
atctgccgcece
actgatgcag
gttccctgtg
gctgtggaaa
cgcecctggeo
cgtgcccatt
cgagggcgygyg
gectgggetyg

tcattgatga

ES 2627117 T3

gactgtgaac
aagacgttct
ggaagtactg
aagcagtctg
gcecattectg
agagtgaaga
ttcaagtttc
tacactggca
ctaacgccag
gctaaggtce
ggagaacaac
acaaccaccc
ggatcagttg
agcaaagact
tctgggtgey
gacgcegtgg
gccaccgcct
ccagccctge
ctgctgaaag
ggcaatececeg
ctgatcccct
ctcgccgtga
ggtcctgeag

cgggeee

cacggtcagg
tggtccatcg
tgtggaggaa
tgatagcatt
tggaattttce
tggaaaaatt
ttgggactcc
cggatggacc
tgggcagatt
tgattgaatt
agattaatca
tcaaaggagc
gaggggtgtt
gcgaaatgaa
aacagggcct
aagtgcctgce
ggctcaacgc
accacccagt
tggtgaagtt
ccgccaccgce
gccaccgggt
aagagtggct

gtataggege

<223> Secuencia de ADN de BiP/SNAP-IFN/Etiqueta de His

<400> 21

gattgacace
tgagtggttc
cagagagacyg
gggctcacaa
aagcaacact
gcagttgaag
cgcagacaca
ttgcaaagtt
ggtcactgte
ggaaccaccc
ccattggcac
gcagagacta
cacctcagtt
gcgcaccace
gcacgagatc
cccagccgeo
ctactttcac
gttccagcag
cggagaggtc
cgccgtgaaa
ggtgtctage
gctggcccac

gocagggtes

atgaagttat gcatattact ggcecgtegtg gectttgttg gectcteget cgggagatcet

gacaaagact gcgaaatgaa gcgcaccacc ctggatagecc ctctgggcaa gctggaactg

49

€00

€60

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1557

60

120
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15

tctgggtgeg
gacgccgtgg
gocacegoet
ccagccctge
ctgctgaaag
ggcaatececeg
ctgatcceoct
ctegeegtga
ggtcctgecag
gatatctgtyg
gcacaaatga
ccccaggagg
gagctgatcc
gaggacctcc

<210> 22
<211> 957
<212> ADN

aacagggcct
aagtgcctgce
ggctcaacge
accacccagt
tggtgaagtt
ccgccacege
geccaccgggt
aagagtgget
gtataggege
atctceoctga
gcagaatcte
agtttgatgg
agcagatctt

tagacaaatt

<213> Secuencia artificial

<220>

gcacgagatc
cccagccgeo
ctacttteac
gttccagcag
cggagaggtc
cgcegtgaaa
ggtgtctage
getggeccac
gecagggtae
gacccacage
tccttectee
caaccagttc
caacctcttt

ctgcaccgaa

ES 2627117 T3

aagctgctgg
gtgctgggeg
cagcctgagg
gagagcttta
atcagctace
accgecctga
tctggegecg
gagggccaca
ctaggtggey
ctggataaca
tgtctgatgg
cagaaggctc
accacaaaag

ctctaccage

gcaaaggaac
gaccagagcc
ccategagga
cccgccaggt
agcagctgge
gcggaaatce
tggggggcta
gactgggcaa
gatctgatga
ggaggacctt
acagacatga
cagccatctc
attcatctge

agctgaatga

<223> Secuencia de ADN de SNAP-EDIIIWN/Etiqueta de His

<400> 22
agatctgaca

gaactgtctg
gccgcoccgacg
atgcaggccea
cctgtgecag
tggaaactge
ctggccggea
cccattcetga
ggegggcteg
gggctgggte
acctatggcg
ggcactgtgg

tegtcagtgg
tttgtttcag

gactcataca
ggaagcagca

<210> 23
<211> 398

aagactgcega
ggtgcgaaca
ccgtggaagt
cegectgget
ccctgeacea
tgaaagtggt
atcccgecge
tccecctgeeca
ccgtgaaaga
ctgcaggtat
tctgttcaaa
tgttggaatt

cttcattgaa
tggccacgge

tagtggtggy

ttggcaaagy

aatgaagcge
gggcctgcac
gcectgeccca
caacgcctac
cecagtgtte
gaagttegga
caccgccgcece
ccgggtagtyg
gtggetgetg
aggcgegcea
ggctttcaag
gcagtacact

cgacctaacg
caacgctaag

cagaggagaa

aggtggccat

accaccctgg
gagatcaagc
gccgecgtgoe
tttcaccage
cagcaggaga
gaggtcatca
gtgaaaaccg
tctagectcetg
goccacgagyg
ggaggtggcyg
tttcttggga

ggcacggatg

ccagtgggca
gtcctgattg

caacagatca

caccatcacc

50

atagccetct
tgctgggcaa
tgggcggacc
ctgaggccat
getttaceocg
gctaccagea
ccctgagegg
gegeegtggy
gccacagact
ggtctcagtt
ctceccocgecaga
gaccttgcaa

gattggtcac
aattggaacc

atcaccattg

atcactgatg

atctgccgece
actgatgcag
gtteeetgtg
gctgtggaaa
cgececotggece
cgtgcccatt
cgaggygcggy
gcctgggetyg
cgatgataaa
gatgctectg
ctttggattt
tgtcctecat
tgcttgggat

cttggaagcc

gggcaagctg
aggaacatct
agagccactg
cgaggagtte
ccaggtgetyg
gotggoegee
aaatccegtg
gggctacgag
gggcaagcct
gaagggaaca
cacaggtcac
agttcctatce

tgtcaaccct
accctttgga

gcacaagtct

accggtt

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

860

60

120

180

240

300

360

420

480

540

€00

660

720

780
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300
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<212> ADN

<213> virus del Nilo Occidental

<220>

<221> misc_feature
<223> Secuencia de ADN de la proteina ED Il del virus WN

<400> 23
taggcgegcee

aggctttcaa
tgcagtacac
acgacctaac
ccaacgctaa
gcagaggaga
gaggtggcca

<210> 24
<211> 398
<212> ADN

aggaggtgge
gtttcttggg
tggcacggat
gccagtggge
ggtcctgatt
acaacagate

tcaccatcac

gggtctcagt
actcccocgcag
ggaccttgca
agattggtca
gaattggaac
aatcaccatt

catcactgat

<213> Aislado USU629-05 de virus Usutu

<220>

<221> misc_feature
<223> Secuencia de ADN de la proteina ED Il del virus USU

<400> 24
taggcgecgec

aaaagtttte
tgcagtacac
ccgatctecac
ccaacgcgaa
gaagagggga
gtggaggcca
<210> 25

<211> 410
<212> ADN

aggaggtggce
ttttgcaaaa
gggatctgac
cccecattggt
agtgttggtt
taagcagata

ccatcaccat

gggtctacac
aatccggctg
ggaccttgea
agaatggtta
gagatggaac
aaccatcact

caccattgat

ES 2627117 T3

tgaagggaac
acacaggtca
aagttcctat
ctgtcaaccc
caccctttgg
ggcacaagtc

gaccggtt

taaaaggcac
acacgggtca
aaatcccaat
cagcaaaccc
caccatttgg
ggcacaaagc

gaccggtt

<213> cepa GPO05 de virus de la encefalitis japonesa

<220>

<221> misc_feature
<223> Secuencia de ADN de la proteina ED Il del virus EJ

<400> 25
taggcgecgec

gcatgtgtac
ttgtcattga
tcgecgagect
cggcttecag

atatcgtggt

cgetgggeaa

agggtccctyg
agaaaaattc
actctcectac
caatgacatg
tgccaactea
tggaagggga

gggaggtgge

gagggaggtyg
tegttegega
tcoctgggagtg
actcctgttg
aaggtgctgg
gacaagcaga

catcaccate

gcgggtotge
aaaatccgge
atggecceetg
ggcggetggt
tcgagatgga
tcaaccacca

accatcactg

51

aacctatggce
cggcactgtg
ctcgtcagtg
ttttgtttca
agactcatac

tggaagcagce

cacctacggce
cggcactgtg
ttccattgtyg
ttatgtgget
agattcatac

aggaagttcc

tctgaaagge
ggacactggt
caaaattccyg
gacagtgaac
accccectte
ttggcacaga

atgaccggtt

gtctgttcaa
gtgttggaat
gcttcattga
gtggccacgg
atagtggtgg

attggraaag

atgtgecacgg

gtccttgaac
gcatcacttt
tcatccgaag
attgtggttg

attggaaaag

acaacctatg
cacggaacag
attgtctceg
ccetttgteg
ggagactcct

gctggaagca

60

120

180

240

300

360

398

60

120

180

240

300

360

398

60

120

180

240

300

360

410
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35

<210> 26
<211> 398
<212> ADN

ES 2627117 T3

<213> Cepa A 52 del virus Kumlinge de la encefalitis transmitida por garrapatas

<220>

<221> misc_feature
<223> Secuencia de ADN de la proteina ED Il del virus ETG

<400> 26
taggcgecgec

gtottacgta
gtgggcatga
cagtcagggce
accctacaat
acatcatcta
gaggtggecca
<210> 27

<211> 404
<212> ADN

agggtccctyg
cacaatgtgt
cacagtggtc
agtggcacat
tgaaaacaat

tgttggggaa

tcaccatcac

gagggaggtyg
gacaaaacaa
atggaagtca
ggatctccag
ggaggtggct
ctgagtcacc

catcactgat

gegggtetet
agttcoacatg
cattctctgg
atgtgaacgt
tcatagagat
aatggttcca

gaccggtt

<213> Cepa FGA/NA d1d del virus Dengue tipo 1

<220>

<221> misc_feature
<223> Secuencia de ADN de la proteina ED Il del virus DEN-1

<400> 27
taggecgegece

atgtgatgtg
ctgtcctagt

cccaagatga
ctgacaaaga
tagtaggggce
ggaaaggagg

<210> 28
<211> 404
<212> ADN

agggtcectg

cacaggctca
gcaggttaaa

gaaaggagtg
aaaaccaatc
aggtgaaaaa

tggccatcac

<213> virus Dengue-2

<220>

<221> misc_feature
<223> Secuencia de ADN de la proteina ED IlI de virus DEN-2

<400> 28

gagggaggtg

tttaagctag
tacgaaggaa

acccagaatg
aacattgaga
gectbttgaaac

catcaccate

gecgggtetet

agaaggaagt
cagatgegec

ggagattgat
cagaaccacc
taagcoctggtt

actgatgace

52

ggaaaaactyg
gaagagagcet
aacaaagcce
ggcecatgetg
gcagctgece

aaaagggagc

gactttaaaa

ggctgagacc
atgcaagatc

aacagccaat
ttttggtgag
caagaaagga

ggtt

aagatgaaag
cdaacagata
tgtaggatce
ataacgccaa

ccaggggata

agcattggag

gggatgtcat

cagcatggaa
cocttttoga

cccatagtta
agctacatca

agcagcatag

60

120

180

240

300

360

398

60

120
180

240

300

360

404
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taggcgecgec
attctatgtg
caatagttct
taatggattt

cagaaataga

ttataggagt
gccaaggagg

<210> 29
<211> 401
<212> ADN

agggtccctyg
tacaggaaag
cagagtacaa
ggaaaaaaga
cagcccagteo
agaaccggga

tggccatcac

<213> virus Dengue-3

<220>

<221> misc_feature
<223> Secuencia de ADN de la proteina ED Il del virus DEN-3

<400> 29
taggcgecgec

caatgtgctt

tactcattaa

aggatggaca
agaaggagga
ttggagttgg
agggaggtgg
<210> 30

<211> 401
<212> ADN

agggtccctyg
gaataccttt
ggttgagtac
agggaaagcc
gcctgteaac
agacaaagcc

ccatcaccat

<213> virus Dengue-4

<220>

<221> misc_feature
<223> Secuencia de ADN de la proteina ED Il del virus DEN-4

<400> 30
taggcgegee

cgatgtgete
cagtggtgaa
gagatgtaaa
ataccaacag
taggtgttgg
agggaggtgg

<210> 31
<211> 410
<212> ADN

agggtcecctg
aggaaagttc
agtcaagtat
taaggaaaaa
tgtgaccaac
gaacagtgea

ccatcaccat

gagggaggty
tttaaagttg
tatgaagggg
catgtcttag
aacatagaag
caactgaagc

catcaccate

gagggaggtyg
gtgttgaaga
aaaggggaag
cacaatggta
attgaggetg
ttgaaaatta

caccatcact

gagggaggtg
tcaattgaca
gaaggtgctyg
gtggttggge
atagaactgg
ttgacactece

caccatcact

ES 2627117 T3

gegggtetet
tgaaggaaat
acggttctce
gtcgettgat
cagaacctcec
tcagctggtt

actgatgace

gcgggtctga
aagaagtctc
atgcaccttg
gactgatcac
aacctecttt
actggtacaa

gatgaccggt

gegggtetag
aagagatgge
gagctecegtg
gtgtcatctc
aaccccectt
attggttecag

gatgaccggt

<213> Cepa ASIBI del virus de la fiebre amarilla

<220>

<221> misc_feature

53

acagctcaaa
agcagaaaca
gtgcaagatc
cacagtcaac
attcggagac
taagaaagga

ggtt

actcaaggygyg
cgaaacgcag
caagattcct
agccaaccca
tggggaaagc
gaagggaage

t

aatcaaggga
agaaacacag
taaagtecce
atccaccecct
tggggacagt
gaaaggaagt

t

ggaatgtcat
caacatggaa
ccttttgaaa
ccaattgtta
agctacatca

agttccattg

atgagectatg
catgggacaa
ttctccacag
gtggttacta
aacatagtga

tecgattggga

atgtcataca
catgggacaa
atagagatac
ctagctgaga
tacatagtca

totattggea

60
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180

240

300
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<223> Secuencia de ADN de la proteina ED Il del virus Asibide la FA

<400> 31
taggcgecgec

catcctacaa
atggcactgt
tagtagctga
tecgectcaac
acattatcgt
caataggaaa
<210> 32

<211> 595
<212> ADN

agggtccctyg
aatgtgcact
tgtgatgcag
tgatcttaca
caatgatgat
tgggacagga

gggaggtgge

<213> Secuencia artificial

<220>

gagggaggtyg
gacaaaatgt
gtgaaagtge
gcggcaatca
gaagtgctga
gattcacgtc

catcaccate

gegggtette
cttttgtcaa
caaaaggagc
ataaaggcat
ttgaggtgaa
tcacttacca

accatcactg

<223> Secuencia de ADN del gen sintético IFNAI

<400> 32

gcgegeccagg gtccctaggt

ctgagaccca
tetctectte
atggcaacca
tcttcaacct
aattctgcac
agagggtggg
tccgaagaat
tcagagcaga
ggaaggaagg
<210> 33

<211> 469
<212> PRT

cagcctggat
ctoctgteotyg
gttecagaag
ctttaccaca
cgaactctac
agaaactcce
cactotctat
aatcatgaga

caagtggggc

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusidon BiP-SNAP-espaciador-FVR-N + espaciador-etiqueta

(His)s

<400> 33

ggcggatctg atgacgatga

aacaggagga
atggacagac
gotocagaca
aaagattcat
cagcagctga
ctgatgaatg
ctgacagaga
tcoectetett

ggtggaagtc

ccttgatget
atgactttgg
tetetgtect
ctgctgettg
atgacttgga
cggactccat
agaaatacag
tatcaacaaa

atcatcatca

54

agctttgaca
gaacccaact
cceoctgeaag
tttggttaca
cccacctttt

gtggcacaaa

atgaccggtt

taaagatatc

cctggecacaa
attteoccecag
ccatgagetg
ggatgaggac
agcctgtgtg
cttggetgtg
ccecttgtgee
cttgcaagaa

tcatcattga

ctcaagggga
gacactggcc
attccagtga
gttaacccca
ggagacagct

gagggaagct

tgtgatctcc
atgagcagaa
gaggagtttg
atccagcaga
ctcctagaca
atgcaggagg
aagaaatact
tgggaggttg
agattaagga

ccggt

60

120

180

240

300

360

410

60
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180

240
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360

420
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540
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Met

Leu

Ser

Glu

val

65

Ala

Glu

Phe

Lys

Gly

Pro

Ile

50

Pro

Thr

Phe

Thr

Leu

Arg

Leu

35

Lys

Ala

Ala

Pro

Arg
115

Cys

Ser

Gly

Leu

Pro

Trp

Val

100

Gln

Ile

Asp

Lys

Leu

Ala

Leu

85

Pro

val

Leu

Lys

Leu

Gly

Ala

70

Asn

Ala

Leu

Leu

Asp

Glu

Lys

55

Val

Ala

Leu

Trp

Ala

Cys

Leu

40

Gly

Leu

Tyr

His

Lys
120
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val

Glu

Ser

Thr

Gly

Phe

His

105

Leu

val

10

Met

Gly

Ser

Gly

His

20

Pro

Leu

Ala

Lys

Cys

Ala

Pro

75

Gln

Val

1ys

55

Phe

Arg

Glu

Ala

60

Glu

Pro

Phe

Val

Vval

Thr

Gln

45

Agp

Pro

Glu

Gln

val
125

Gly

Thr

Gly

Ala

Leu

Ala

Gln

110

Lys

Leu

15

Leu

Leu

Val

Met

Ile

95

Glu

Phe

Ser

Asp

His

Glu

Gln

80

Glu

Ser

Gly



Glu

Ala

145

Leu

Tyr

His

Gly

Phe

225

Glu

Lys

val

Met

Lys

305

val

Ser

Ala

Pro

val

130

Thr

Ile

Glu

Arg

Ser

210

Ala

Phe

Gln

Leu

Ser

290

Leu

Ala

Glu

Tyr

Ser
370

Ile

Ala

Pro

Gly

Leu

195

Leu

Ala

Ala

Tyr

Ala

275

Lys

Lys

Ala

Trp

Pro

355

Leu

Ser

Ala

Cys

Gly

180

Gly

Gly

Gln

Tyr

Gly

260

Leu

Glu

Glu

Ala

Leu

340

Arg

Pro

Tyr

Val

His

165

Leu

Lys

Gly

Ala

Gln

245

Gly

Thr

Gly

Gly

Leu

325

Pro

His

Gly

Gln

Lys

150

Arg

Ala

Pro

Gly

val

230

Gly

Ala

Arg

Lys

Asn

310

Ala

val

Met

Asp

Gln

135

Thr

Val

val

Gly

Ser

215

Asp

Phe

Asp

Gly

Ala

295

Pro

Gly

Thr

Met

Tyr
375

Leu

Ala

Val

Lys

Leu

200

Asp

Asp

Trp

Asn

280

Thr

Ser

Trp

Gly

His

360

Leu

Ala

Leu

Ser

Glu

185

Gly

Asn

Asn

Ala

Glu

285

Lys

Val

Arg

Thr

Thr

345

Pro

Arg
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Ala

Ser

Ser

170

Trp

Pro

Tyr

Glu

Arg

250

Lys

Pro

Glu

Asp

Cys

330

Thr

Ser

Ala

Leu

Gly

155

Ser

Leu

Ala

Gln

Ile

235

Arg

Asp

Arg

Ala

Glu

315

Gln

Met

Phe

Ile

Ala

140

Asn

Gly

Leu

Gly

Glu

220

Glu

Val

Ala

Arg

Leu

300

Leu

Ala

Asp

Ala

Leu
380

56

Gly

Pro

Ala

Ala

Ile

205

Leu

Gln

Ile

Lys

Met

285

Ile

Thr

Leu

Gly

Gly

365

Asp

Asn

val

Val

His

190

Gly

Arg

Trp

Glu

Lys

270

Met

Asn

Leu

val

Leu

350

Met

Ala

Pro

Pro

Gly

175

Glu

Ala

Val

val

Leu

255

Met

Met

Lys

Ser

val

335

Ser

val

His

Ala

Ile

160

Gly

Gly

Pro

Gln

Arg

240

Leun

Ile

Lys

Tyr

Arg

320

Len

Pro

Asp

Ser
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Leu Tyr Leu Leu Gln Phe Ser Arg Val Ile Asn Pro Asn Leu Arg Gly
385 390 395 400

Arg Thr Lys Glu Glu Val Ala Ala Thr Phe Thr Gln Pro Met Asn Ala
405 410 415

Ala Val Asn Ser Asn Phe Ile Ser His Glu Lys Arg Arg Glu Phe Leu
420 425 430

Lys Ala Phe Gly Leu Val Asp Ser Asn Gly Lys Pro Ser Ala Ala Val
435 440 445

Met Ala Ala Ala Gln Ala Tyr Lys Thr Ala Ala Gly Gly Gly Ser His
450 455 460

His His His His His
465

<210> 34

<211> 398

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion BiP-SNAP-espaciador- IFNa + espaciador-etiqueta
(His)s

<400> 34
Met Lys Leu Cys Ile Leu Leu Ala Val Val Ala Phe Val Gly Leu Ser
1 5 10 15

Leu Gly Arg Ser Asp Lys Asp Cys Glu Met Lys Arg Thr Thr Leu Asp
20 25 30

Ser Pro Leu Gly Lys Leu Glu Leu Ser Gly Cys Glu Gln Gly Leu His
35 40 45

Glu Ile Lys Leu Leu Gly Lys Gly Thr Ser Ala Ala Asp Ala Val Glu
50 55 60

Val Pro Pro Ala Ala Val Leu Gly Gly Pro Glu Pro Leu Met Gln Ala
65 70 75 80

Thr Ala Trp Leu Asn RAla Tyr Phe His Gln Pro Glu Ala Ile Glu Glu
85 90 95

Phe Pro Pro Ala Leu His His Prc Val Phe Gln Gln Glu Ser Phe Thr
100 105 110
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Arg Gln Val lLeu Trp lys Leu lLeu lLys Val Val lLys Phe Gly Glu Val
115 120 125

Ile Ser Tyr Gln Gln Leu Ala Ala Leu Ala Gly Asn Pro Ala Ala Thr
130 135 140

Ala Ala Val Lys Thr Ala Leu Ser Gly Asn Pro Val Pro Ile Leu Ile
145 150 155 160

Pro Cys His Arg Val Ser Ser Ser Gly Ala vVal Gly Gly Tyr Glu Gly
1€5 170 175

Gly Leu Ala val Lys Glu Trp Leu Leu Ala His Glu Gly His Arg Leu
180 185 190

Gly Lys Pro Gly Leu Gly Pro Ala Gly Ile Gly Ala Pro Gly Ser Leu
195 200 205

Gly Gly Gly Ser Asp Asp Asp Asp Lys Asp TIle Cys Asp Leu Pro Glu
219 215 220

Thr His Ser Leu Asp Asn Arg Arg Thr Leu Met Leu Leu Ala Gln Met
225 230 235 240

Ser Arg Ile Ser Pro Ser Ser Cys Leu Met Asp Arg His Asp Phe Gly
245 250 255

Phe Pro Gln Glu Glu Phe Asp Gly Asn Gln Phe Gln Lys Ala Pro Ala
260 265 270

Ile Ser Val Leu His Glu Leu Ile Gln Gln Ile Phe Asn Leu Phe Thr
275 280 285

Thr Lys Asp Ser Ser Ala Ala Trp Asp Glu aAsp Leu Leu Asp Lvs Phe
290 295 300

Cys Thr Glu Leu Tyr Gln Gln Leu Asn Asp Leu Glu Ala Cys Val Met
305 310 315 320

Gln Glu Glu Arg Val Gly Glu Thr Pro Leu Met Asn Ala Asp Ser Ile
325 330 335

Leu Ala Val Lys Lys Tyr Phe Arg Arg Ile Thr Leu Tyr Leu Thr Glu
340 345 350

Lys Lys Tyr Ser Pro Cys Ala Trp Glu val val Arg Ala Glu Ile Met

355 360 365
Arg Ser Leu Ser Leu Ser Thr Asn Leu Gln Glu Arg Leu Arg Arg Lys
370 375 380

Glu Gly Lys Trp Gly Gly Gly Ser His His His His His His
385 390 395

<210> 35

<211> 333

<212>PRT

<213> Secuencia artificial

58
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<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusiéon BiP-SNAP-espaciador-EDIIl WN+ espaciador- etiqueta
(His)s

<400> 35
Met Lys Leu Cys Ile Leu Leu Ala Val Val Ala Phe Val Gly Leu Ser
1 5 10 15

Leu Gly Arg Ser Asp Lys Asp Cys Glu Met Lys Arg Thr Thr Leu Asp
20 25 30

Ser Pro Leu Gly Lys Leu Glu Leu Ser Gly Cys Glu Gln Gly Leu His
35 40 45

Glu Ile Lys Leu Leu Gly Lys Gly Thr Ser Ala Ala Asp Ala Val Glu
50 55 60

Val Pro Ala Pro Ala Ala Val Leu Gly Gly Pro Glu Pro Leu Met Gln
65 70 75 80

Ala Thr Ala Trp Leu Asn Ala Tyr Phe His Gln Pro Glu Ala Ile Glu

Glu Phe Pro Val Pro Ala lLeu His His Pro Val Phe Gln Gln Glu Ser
100 105 110

Phe Thr Arg Gln Val Leu Trp Lys Leu Leu Lys Val Val Lys Phe Gly
115 120 125

Glu Val Ile Ser Tyr Gln Gln Leu Ala Ala Leu Ala Gly Asn Pro Ala
130 135 140

Ala Thr Ala Rla Val Lys Thr Ala Leu Ser Gly Asn Pro Val Pro Ile
145 150 155 160

Leu Ile Pro Cys His Arg Val Val Ser Ser Ser Gly Ala val Gly Gly
165 170 175
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Tyr Glu Gly Gly Leu Ala Val
180

His Arg Leu Gly Lys Pro Gly
195

Gly Gly Gly Gly Ser Gln Leu
210 215

Lys Ala Phe Lys Phe Leu Gly
225 230

Val Val Leu Glu Leu Gln Tyr
245

Pro Ile Ser Ser Val Ala Ser
260

Leu Val Thr Val Asn Pro Phe
275

Val Leu Ile Glu Leu Glu Pro
2390 295

Gly Arg Gly Glu Gln Gln Ile
305 310

Ser Ile Gly Lys Gly Gly Gly
325

<210> 36

<211> 335

<212>PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos
etiqueta (His)s

<400> 36
Met Lys Leu Cys Ile Leu Leu
1 5

Leu Gly Arg Ser Asp Lys Asp
20

Ser Pro Leu Gly Lys Leu Glu
35

ES 2627117 T3

Lys Glu Trp Leu Leu Ala His Glu Gly
185 190

Leu Gly Pro Ala Gly Ile Gly Ala Pro
200 205

Lys Gly Thr Thr Tyr Gly Val Cys Ser
220

Thr Pro Ala Asp Thr Gly His Gly Thr
235 240

Thr Gly Thr Asp Gly Pro Cys Lys Val
250 255

Leu Asn Asp Leu Thr Pro Val Gly Arg
265 270

Val Ser Val Ala Thr Ala Asn Ala Lys
280 285

Prc Phe Gly Asp Ser Tyr Ile Val val
300

Asn His His Trp His Lys Ser Gly Ser
315 320

His His His His His His
330

de la proteina de fusion BiP-SNAP-espaciador-EDIII DEN-1+espaciador-

Ala val val Ala Phe Val Gly Leu Ser
10 15

Cys Glu Met Lys Arg Thr Thr Leu Asp
25 30

Leu Ser Gly Cys Glu Gln Gly Leu His
40 45
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Glu Ile Lys Leu Leu Gly Lys Gly Thr Ser Ala Ala Asp Ala Val Glu
S0 55 60

Val Pro Ala Pro Ala Ala Val Leu Gly Gly Pro Glu Pro Leu Met Gln
65 70 75 80

Ala Thr Ala Trp Leu Asn Ala Tyr Phe His Gln Pro Glu Ala Ile Glu
85 90 95

Glu Phe Pro Val Pro Ala Leu His His Pr¢o Val Phe Gln Gln Glu Ser
100 105 110

Phe Thr Arg Gln Val Leu Trp Lys Leu Leu Lys Val Val Lys Phe Gly
115 120 125

Glu Val Ile Ser Tyr Gln Gln Leu Ala Ala Leu Ala Gly Asn Pro Ala
130 135 140

Ala Thr Ala Ala Val Lys Thr Ala Leu Ser Gly Asn Pro Val Pro Ile
145 150 155 160

Leu Ile Pro Cys His Arg vVal Val Ser Ser Ser Gly Ala Val Gly Gly
165 170 175

Tyr Glu Gly Gly Leu Ala Val Lys Glu Trp Leu Leu Ala His Glu Gly
180 185 190

His Arg Leu Gly Lys Pro Gly Leu Gly Proc Ala Gly Ile Gly Ala Pro
195 200 205

Gly Ser Leu Glu Gly Gly Gly Gly Ser Leu Thr Leu Lys Gly Met Ser
210 215 220

Tyr Val Met Cys Thr Gly Ser Phe Lys Leu Glu Lys Glu Val Ala Glu
225 230 235 240

Thr Gln His Gly Thr Val Leu Val Gln Val Lys Tyr Glu Gly Thr Asp
245 250 255

Ala Pro Cys Lys Ile Pro Phe Ser Thr Gln Asp Glu Lys Gly Vval Thr
260 265 270

Gln Asn Gly Arg Leu Ile Thr Ala Asn Pro Ile Val Thr Asp Lys Glu
275 280 285

Lys Pro Ile Asn Ile Glu Thr Glu Pro Pr¢ Phe Gly Glu Ser Tyr Ile
290 295 300

Tle Val Gly Ala Gly Glu Lys Ala Leu Lys8 Leu Ser Trp Phe Lys Lys
305 310 315 320

Gly Ser Ser Ile Gly Lys Gly Gly Gly His His His His His His
325 330 335

<210> 37
<211> 335
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion BiP-SNAP-espaciador-EDIII DEN-2+espaciador-
etiqueta (His)s

<400> 37
Met Lys Leu Cys Ile Leu Leu Ala Val Val Ala Phe Val Gly Leu Ser
1 5 10 15

Leu Gly Arg Ser Asp Lys Asp Cys Glu Met Lys Arg Thr Thr Leu Asp
20 25 30

Ser Pro Leu Gly Lys Leu Glu Leu Ser Gly Cys Glu Gln Gly Leu His
35 40 45

Glu Ile Lys Leu Leu Gly Lys Gly Thr Ser Ala Ala Asp Ala Val Glu
50 55 60

Val Pro Ala Pro Ala Ala Val Leu Gly Gly Pro Glu Pro Leu Met Gln
65 70 75 80

.
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Glu Phe Pro Val Pro Ala Leu His His Pro Val Phe Gln Gln Glu Ser
100 105 110

Phe Thr Arg Gln Val Leu Trp Lys Leu Leu Lys Val Val Lys Phe Gly
115 120 125

Glu Val Ile Ser Tyr Gln Gln Leu Ala Ala Leu Ala Gly Asn Pro Ala
130 135 140

Ala Thr Ala Ala Val Lys Thr Ala Leu Ser Gly Asn Pro Val Pro Ile
145 150 155 160

Leu Ile Pro Cys His Arg Val Val Ser Ser Ser Gly Ala Val Gly Gly
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165 170 175

Tyr Glu Gly Gly Leu Ala Val Lys Glu Trp Leu Leu Ala His Glu Gly
180 185 180

His Arg Leu Gly Lys Prc Gly Leu Gly Pro Ala Gly Ile Gly Ala Pro
195 200 205

Gly Ser Leu Glu Gly Gly Gly Gly Ser Leu Gln Leu Lys Gly Met Ser
210 215 220

Tyr Ser Met Cys Thr Gly Lys Phe Lys val val Lys Glu Ile Ala Glu
225 230 235 240

Thr Gln His Gly Ile Val Leu Arg

N

=
R
M <
(W, 1)
@

Gln Tyr Glu Gly Asp Gly

Ser Pro Cys Lys Ile Pro Phe Glu Ile Met Asp Leu Glu Lys Arg His
260 265 270

vVal Leu Gly Arg Leu Ile Thr Val Asn Pro Ile Val Thr Glu Ile Asp
275 280 285

Ser Pro vVal Asn Ile Glu ARla Glu Pro Pro Phe Gly Asp Ser Tyr Ile
290 295 300

Ile Ile Gly Val Glu Pro Gly Gln Leu Lys Leu Ser Trp Phe Lys Lys
308 310 315 320

Gly Ser Ser Ile Gly Gln Gly Gly Gly His His His His His His
325 330 335

<210> 38

<211> 334

<212>PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion BiP-SNAP-espaciador-EDIII DEN-3+espaciador-
etiqueta (His)s

<400> 38
Met Lys Leu Cys Ile Leu Leu Ala Vval Val Ala Phe Val Gly Leu Ser
1 5 10 15

Leu Gly Arg Ser Asp Lys Asp Cys Glu Met Lys Arg Thr Thr Leu Asp
20 25 30

Ser Pro Leu Gly Lys Leu Glu Leu Ser Gly Cys Glu Gln Gly Leu His
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35 40 45

Glu Ile Lys Leu Leu Gly Lys Gly Thr Ser Ala Ala Asp Ala Val Glu
50 33 60

Val Pro Ala Pro Ala Ala Val Leu Gly Gly Pro Glu Prc Leu Met Gln
65 70 75 80

Ala Thr Ala Trp Leu Asn Ala Tyr Phe His Gln Prc Glu Ala Ile Glu

Glu Phe Pro vVal Prc Ala Leu Hig His Pro Val Phe Gln Gln Glu Ser
100 105 110

Phe Thr Arg Gln Val Leu Trp Lys Leu Leu Lys Val Val Lys Phe Gly
115 120 125

Glu Val Ile Ser Tyr Gln Gln Leu Ala Ala Leu Ala Gly Asn Pro Ala
130 135 140

Ala Thr Ala Ala Val Lys Thr Ala Leu Ser Gly Asn Pro Val Pro Ile
145 150 155 160

Leu Ile Pro Cys His Arg Val Val Ser Ser Ser Gly Ala Val Gly Gly
165 170 175

Tyr Glu Gly Gly Leu Ala Val Lys Glu Trp Leu Leu Ala His Glu Gly
180 185 190

His Arg Leu Gly Lys Pro Gly Leu Gly Pro Ala Gly Ile Gly Ala Pro
195 200 205

Gly Ser Leu Glu Gly Gly Gly Gly Ser Glu Leu Lys Gly Met Ser Tyr
210 215 220

Ala Met Cys Leu Asn Thr Phe Val Leu Lys Lys Glu Val Ser Glu Thr
225 230 235 240

Gln His Gly Thr Ile Leu Ile Lys Val Glu Tyr Lys Gly Glu Asp Ala
245 250 255

Pro Cys Lys Ile Prc Phe Ser Thr Glu Asp Gly Gln Gly Lys Ala His
260 265 270

Asn Gly Arg Leu Ile Thr Ala Asn Pro Val Val Thr Lys Lys Glu Glu
275 280 285
Pro Val Asn Ile Glu Ala Glu Pro Pro Phe Gly Glu Ser Asn Ile Val
290 295 300

Ile Gly Val Gly Asp Lys Ala Leu Lys Ile Asn Trp Tyr Lys Lys Gly
305 310 315 320

Ser Ser Ile Gly Lys Gly Gly Gly His His His His His His
325 330

<210> 39

64
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<211> 334
<212>PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion BiP-SNAP-espaciador-EDIII DEN-4+espaciador-
etiqueta (His)s

<400> 39
Met Lys Leu Cys Ile Leu Leu Ala Val Val Ala Phe Val Gly Leu Ser
1 5 10 15

Leu Gly Arg Ser Asp Lys Asp Cys Glu Met Lys Arg Thr Thr Leu Asp
20 25 30

Ser Pro Leu Gly Lys Leu Glu Leu Ser Gly Cys Glu Gln Gly Leu His
35 40 45

Glu Ile Lys Leu Leu Gly Lys Gly Thr Ser Ala Ala Asp Ala Val Glu
50 55 60

Val Pro Ala Pro Ala Ala Val Leu Gly Gly Pro Glu Pro Leu Met Gln
65 70 75 80

Ala Thr Ala Trp Leu Asn Ala Tyr Phe His Gln Pro Glu Ala Tle Glu
85 90 95

Glu Phe Pro Val Pro Ala Leu His His Pro Val Phe Gln Gln Glu Ser
100 105 110

Phe Thr Arg Gln Val Leu Trp Lys Leu Leu Lys Val Val Lys Phe Gly
115 120 125

Glu Val Ile Ser Tyr Gln Gln Leu Ala Ala Leu Ala Gly Asn Pro Ala
130 135 140

Ala Thr Ala Ala Val Lys Thr Ala Leu Ser Gly Asn Pro Val Pro Ile
145 150 155 160
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Leu Ile Pro Cys His Arg Val Val Ser Ser Ser Gly Ala val Gly Gly
165 170 175

Tyr Glu Gly Gly Leu Ala Val Lys Glu Trp Leu Leu Ala His Glu Gly
180 185 190

His Arg Leu Gly Lys Prc Gly Leu Gly Pro Ala Gly Ile Gly Ala Pro
1585 200 205

Gly Ser Leu Glu Gly Gly Gly Gly Ser Arg Ile Lys Gly Met Ser Tyr
210 215 220

Thr Met Cys Ser Gly Lys Phe Ser Ile Asp Lys Glu Met Ala Glu Thr
225 230 235 240

Gln His Gly Thr Thr Val Val Lys Val Lys Tyr Glu Gly Ala Gly Ala
245 250 255

Pro Cys Lys Val Pro Ile Glu Ile Arg Asp Val Asn Lys Glu Lys Val
260 265 270

Val Gly Arg Val Ile Ser Ser Thr Pro Leu Ala Glu Asn Thr Asn Ser
275 280 285

Val Thr Asn Ile Glu Leu Glu Pro Pro Phe Gly Asp Ser Tyr Ile Val
290 295 300

Ile Gly Val Gly Asn Ser Ala Leu Thr Leu His Trp Phe Arg Lys Gly
305 310 315 320

Ser Ser Ile Gly Lys Gly Gly Gly His His His His His His
325 330

<210> 40

<211> 338

<212>PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusiéon BiP-SNAP-espaciador-EDIII EJ+espaciador- etiqueta
(His)s

<400> 40
Met Lys Leu Cys Ile Leu Leu Ala Val Val Ala Phe Val Gly Leu Ser
1 5 10 15

Leu Gly Arg Ser Asp Lys Asp Cys Glu Met Lys Arg Thr Thr Leu Asp
20 25 30

66



Ser

Glu

Val

65

Ala

Glu

Phe

Glu

Ala

145

Leu

Tyr

His

Gly

Tyr

225

Thr

Gly

Thr

Pro

Ile

50

Pro

Thr

Phe

Thr

val

130

Thr

Ile

Glu

Arg

Ser

210

Gly

Gly

Pro

Pro

Leu

35

Lys

Ala

Ala

Pro

Arg

115

Ile

Ala

Pro

Gly

Leu

195

Leu

Met

His

Cys

val
275

Gly

Leu

Pro

Trp

val

100

Gln

Ser

Ala

Cys

Gly

180

Gly

Glu

Cys

Gly

Lys

260

Gly

Lys

Leu

Ala

Leu

Pro

Val

Tyr

val

His

165

Leu

Lys

Gly

Thr

Thr

245

Ile

Arg

Leun

Gly

Ala

70

Asn

Ala

Leu

Gln

Lys

150

Arg

Ala

Pro

Gly

Glu

230

Val

Pro

Leu

Glu

Lys

55

Val

Ala

Leu

Trp

Gln

135

Thr

Val

val

Gly

Gly

215

Lys

Vval

Ile

val

Leu

40

Gly

Leu

Tyr

His

Lys

120

Leu

Ala

val

Lys

Leu

200

Gly

Phe

Ile

val

Thr
280

Ser

Thr

Gly

Phe

His

105

Leu

Ala

Leu

Ser

Glu

185

Gly

Ser

Ser

Glu

Ser

265

val
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Gly

Ser

Gly

His

Pro

Leu

Ala

Ser

Ser

170

Trp

Pro

Ser

Phe

Leu

250

val

Asn

Cys

Ala

Pro

75

Gln

val

Lys

Leu

Gly

155

Ser

Leu

Ala

Ala

Ala

235

Ser

Ala

Pro

Glu

Ala

&0

Glu

Pro

Phe

Val

Ala

140

Asn

Gly

Leu

Gly

Leu

220

Lys

Tyxr

Ser

Phe

67

Gln

45

Asp

Pro

Glu

Gln

Val

125

Gly

Dro

Ala

Ala

Ile

205

Lys

Asn

Ser

Leu

val
285

Gly

Ala

Leu

Ala

Gln

110

Lys

Asn

Val

Val

His

190

Gly

Gly

Pro

Gly

Asn

270

Ala

Leu

val

Met

Ile

Glu

Phe

Pro

Pro

Gly

175

Glu

Ala

Thr

Ala

Ser

235

Asp

Ala

His

Glu

Gln

Glu

Ser

Gly

Ala

Ile

160

Gly

Gly

Pro

Thr

Asp

240

Asp

Met

Ser
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Ser Ala Asn Ser Lys Val Leu Val Glu Met Glu Pro Pro Phe Gly Asp

290 295

Ser Tyr Ile Val Val Gly Arg
305 310

His Arg Ala Gly Ser Thr Leu
325

His His

<210> 41

<211> 333

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos
etiqueta (His)s

<400> 41
Met Lys Leu Cys Ile Leu Leu
1 5

Leu Gly Arg Ser Asp Lys Asp
20

Ser Pro Leu Gly Lys Leu Glu

Glu Ile Lys Leu Leu Gly Lys
50 55

Val Pro Ala Pro Ala Ala Val

Ala Thr Ala Trp Leu Asn Ala
85

Glu Phe Pro Val Pro Ala Leu
100

Phe Thr Arg Gln Val Leu Trp
115

Glu vVal Ile Ser Tyr Gln Gln
130 135

300

Gly Asp Lys Gln Ile Asn His His Trp

315

320

Gly Lys Gly Gly Gly His His His His

de la proteina de fusion BiP-SNAP-espaciador-EDIII TBE + espaciador-

Ala

Cys

Leu

Gly

Leu

Tyr

His

Lys

120

Leu

val

Glu

25

Ser

Thr

Gly

Phe

His

105

Leu

Ala

330

val

10

Met

Gly

Ser

Gly

His

30

Pro

Leu

Ala

Ala

Lys

Cys

Ala

Pro

Gln

val

Lys

Leu

68

Phe

Arg

Glu

Ala

60

Glu

Pro

Phe

val

Ala
140

Vval

Thr

Gln

45

Asp

Pro

Glu

Gln

val

125

Gly

Gly

Thr

30

Gly

Ala

Leu

Ala

Gln

110

Lys

Asn

335

Leu Ser

15

Leu Asp

Leu His

val Glu

Met Gln

Ile Glu

95

Glu Ser

Phe Gly

Pro Ala
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Ala Thr Ala Ala Val Lys Thr Ala Leu Ser Gly Asn Pro Val Pro Ile
145 150 155 160

Leu Ile Pro Cys His Arg Val Val Ser Ser Ser Gly Ala Val Gly Gly
165 170 175

Tyr Glu Gly Gly Leu Ala Val Lys Glu Trp Leu Leu Ala His Glu Gly
180 185 190

His Arg Leu Gly Lys Pro Gly Leu Gly Prc Ala Gly Ile Gly Ala Pro
195 200 205

Gly Ser Leu Glu Gly Gly Gly Gly Ser lLeu Glu lys Leu Lys Met Lys
210 215 220

Gly Leu Thr Tyr Thr Met Cys Asp Lys Thr Lys Phe Thr Trp Lys Arg
225 230 235 240

Ala Pro Thr Asp Ser Gly His Asp Thr Val Val Met Glu Val Thr Phe
245 250 255

Ser Gly Thr Lys Pro Cys Arg Ile Pro Val Arg Ala Val Ala His Gly
260 265 270

Ser Pro Asp Val Asn Val Ala Met Leu Ile Thr Pro Asn Pro Thr Ile
275 280 285

Glu Asn Asn Gly Gly Gly Phe Ile Glu Met Gln leu Pro Pro Gly Asp
290 295 300

Asn Ile Ile Tyr Val Gly Glu Leu Ser His Gln Trp Phe Gln Lys Gly
308 310 315 320

Ser Ser Ile Gly Gly Gly Gly His His His His His His
325 330

<210> 42

<211> 337

<212>PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusionBiP-SNAP-espaciador-EDIII USU+espaciador-etiqueta
(His)s

<400> 42
Met Lys Leu Cys Ile Leu Leu Ala Val Val Ala Phe VvVal Gly Leu Ser
1 5 10 15

69



Leu

Ser

Glu

val

aAla

Glu

Phe

Glu

Ala

145

Leu

Tyr

His

Gly

Gly

225

Gly

Pro

Gly

Pro

Ile

50

Pro

Thr

Phe

Thr

Val

130

Thr

Ile

Glu

Arg

Ser

210

Met

His

Cys

Arg

Leu

35

Lys

Ala

Ala

Pro

Arg

115

Ile

Ala

Pro

Gly

Leu

195

Leu

Cys

Gly

Lys

Ser

20

Gly

Leu

Pro

Trp

Val

100

Gln

Ser

Ala

Cys

Gly

180

Gly

Glu

Thr

Thr

Ile
260

Asp

Lys

Leu

&la

Leu

Pro

val

Tyr

val

His

165

Leu

Lys

Gly

Glu

val

245

Pro

Lys

Leun

Gly

Ala

Asn

Ala

Leu

Gln

Lys

150

Arg

Ala

Pro

Gly

Lys

230

val

Ile

Asp

Glu

Lys

55

val

Ala

Leu

Tre

Gln

135

Thr

val

Val

Gly

Gly

215

Phe

Leu

Ser

Cys

Leu

40

Gly

Leu

Tyr

His

Tys

120

Leu

Ala

val

Lys

Leu

200

Gly

Ser

Glu

Ile

Glu

25

Ser

Thr

Gly

Fhe

His

105

Leu

Ala

Leu

Ser

Glu

185

Gly

Ser

Phe

Leu

val
265
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Met

Gly

Ser

Gly

His

Pro

Leu

Ala

Ser

Ser

170

Trp

Pro

Thr

Ala

Gln

250

Ala

Lys

Cys

Ala

Pro

Gln

Val

Lys

Leu

Gly

155

Ser

Leu

Ala

Leu

Lys

235

Tyr

Ser

Arg

Glu

Ala

Glu

Pro

Phe

val

Ala

140

Asn

Gly

Leu

Gly

Lys

220

Asn

Thr

Leu

70

Thr

Gln

45

Asp

Pro

Glu

Gln

val

125

Gly

Pro

Ala

Ala

Ile

205

Gly

Pro

Gly

Ser

Thr

30

Gly

Ala

Leu

Ala

Gln

110

Lys

Asn

Val

val

His

190

Gly

Thr

Ala

Ser

Asp
270

Leu

Leu

Val

Met

Ile

Glu

Phe

Pro

Pro

Gly

175

Glu

Ala

Thr

Asp

Asp

255

Leu

Asp

His

Glu

Gln

Glu

Ser

Gly

Ala

Ile

160

Gly

Gly

Pro

Tyr

Thr

240

Gly

Thr
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Pro Ile Gly Arg Met Val Thr Ala Asn Pro Tyr Val Ala Ser Ser Glu
275 280 285

Ala Asn Ala Lys Val Leu Val Glu Met Glu Pro Pro Phe Gly Asp Ser
290 295 300

Tyr Ile Val Val Gly Arg Gly Asp Lys Gln Ile Asn His His Trp His
305 310 315 320

Lys Ala Gly Ser Ser Ile Gly Lys Gly Gly Gly His His His His His
325 330 335

His

<210>43

<211> 337

<212>PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion BiP-SNAP-espaciador-EDIII FA+espaciador- etiqueta
(His)s

<400> 43
Met Lys Leu Cys Ile Leu Leu Ala Val Val Ala Phe Val Gly Leu Ser
1 5 10 15

Leu Gly Arg Ser Asp Lys Asp Cys Glu Met Lys Arg Thr Thr Leu Asp
20 25 30

Ser Pro Leu Gly Lys Leu Glu Leu Ser Gly Cys Glu Gln Gly Leu His

Glu Ile Lys Leu Leu Gly Lys Gly Thr Ser Ala Ala Asp Ala Val Glu
50 55 60

Val Pro Ala Pro Ala Ala Val Leu Gly Gly Pro Glu Pro Leu Met Gln
65 70 75 80

Ala Thr Ala Trp Leu Asn Ala Tyr Phe His Gln Pro Glu Ala Ile Glu
85 30 95

Glu Phe Pro Val Pro Ala Leu His His Pro Val Phe Gln Gln Glu Ser
100 105 110

Phe Thr Arg Gln Val Leu Trp Lys Leu Leu Lys Val Val Lys Phe Gly
115 120 125

71



ES 2627117 T3

Glu Val Ile Ser Tyr Gln Gln Leu Ala Ala Leu Ala Gly Asn Pro Ala
130 135 140

Ala Thr Ala Ala Val Lys Thr Ala Leu Ser Gly Asn Pro Val Pro Ile
145 150 155 160

Leu Ile Pro Cys His Arg Val Val Ser Ser Ser Gly Ala Val Gly Gly
165 170 175

Tyr Glu Gly Gly Leu Ala Val Lys Glu Trp Leu Leu Ala His Glu Gly
180 185 180

His Arg Leu Gly Lys Prc Gly Leu Gly Pro Ala Gly Ile Gly Ala Pro
195 200 205

Gly Ser Leu Glu Gly Gly Gly Gly Ser Ser Ala Leu Thr Leu Lys Gly
210 215 220

Thr Ser Tyr Lys Met Cys Thr Asp Lys Met Ser Phe Val Lys Asn Pro
225 230 235 240

Thr Asp Thr Gly His Gly Thr val Val Met Gln Val Lys Val Pro Lys
245 250 255

Gly Ala Pro Cys Lys Ile Proc Val Ile Val Ala Asp Asp Leu Thr Ala
260 265 270

Ala Ile Asn Lys Gly Ile Leu Val Thr val Asn Pro Ile Ala Ser Thr
275 280 285

Asn Asp Asp Glu Val Leu Ile Glu Val Asn Pro Pro Phe Gly Asp Ser
290 295 300

Tyr Ile Ile Val Gly Thr Gly Asp Ser Arg Leu Thr Tyr Gln Trp His
305 310 315 320

Lys Glu Gly Ser Ser Ile Gly lys Gly Gly Gly His His His His His
325 330 335

His

<210> 44

<211> 234

<212>PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos del polipéptido de fusion: péptido de sefial BiP+SNAP+sitio de
enterocinasa+EcoRV/Xmal+Etiqueta de His

<400> 44

72



Met

Leu

Ser

Glu

val

€65

Ala

Glu

g
22

Glu

Ala

145

Leu

Tyr

His

Gly

Pro

225

Lys

Gly

Pro

Ile

50

Pro

Thr

Phe

val

130

Thr

Ile

Glu

Arg

Ser

210

Gly

<210> 45

<211> 211

Leu

Arg

Leu

35

Lys

Ala

Ala

Pro

L e d
Fovats

115

Ile

Ala

Pro

Gly

Leu

195

Leu

Gly

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 45

Cys

Ser

20

Gly

Leu

Pro

Trp

val

100

Ser

Ala

Cys

Gly

180

Gly

Gly

Gly

Ile

Asp

Lys

Leu

Ala

Leu

85

Pro

ol
bl
[0

TyE

val

His

165

Leu

Lys

Gly

Ser

Leu

Lys

Leu

Gly

Ala

70

Asn

Ala

o
]
12

Gln

Lys

150

Arg

Ala

Pro

Gly

His

230

Leu

Asp

Glu

Lys

55

val

Ala

Leu

Gln

135

Thr

Val

Val

Gly

Ser

215

His

Ala

Cys

Leu

40

Gly

Leu

Tyr

His

Leu

Ala

val

Lys

Leu

200

Asp

His

ES 2627117 T3

val

Glu

25

Ser

Thr

Gly

Phe

Ala

Leu

Ser

Glu

185

Gly

Asp

His

val

10

Met

Gly

Ser

Gly

His

90

Pro

-
[ih]
14

Ala

Ser

Ser

170

Trp

Pro

Asp

His

Ala

Lys

Cys

Ala

Pro

75

Gln

val

b=
L4

Len

Gly

155

Ser

Leu

Ala

Asp

73

Phe

Arg

Glu

Ala

Glu

Pro

Phe

Ala

140

Asn

Gly

Leu

Gly

Lys
220

Vval

Thr

Gln

45

Asp

Pro

Glu

Gln

e
N
wm =

Gly

Pro

Ala

Ala

Ile

205

Asp

Gly

Thr

30

Gly

Ala

Leu

Ala

Gln
110

=
et
W

Asn

Val

Val

His

150

Gly

Ile

Leu

15

Leu

Leu

Val

Met

Ile

95

Glu

g
43

Pro

Pro

Gly

175

Glu

Ala

Lys

Ser

Asp

His

Glu

Gln

80

Glu

Ser

5]

Ala

Ile

160

Gly

Gly

Pro

Asn



Met

Gly

Leu

Thr

Gln

65

Glu

Ser

Gly

Lys

Ile

145

His

Glu

Gly

Gly

Ala

Lys

Leu

Pro

50

Cys

Gly

Phe

Glu

Ala

130

Leu

Tyr

Gly

Thr

Arg

210

<210> 46

<211> 209

Glu

Met

Ser

35

Glu

Thr

Leu

Thr

Thr

115

Ala

Ile

Ser

Ile

Trp
195

Asn

<212> PRT
<213> Ratus norvegicus

<400> 46

Thr

Glu

20

Gly

Val

Ala

Pro

Arg

100

val

Arg

Pro

Gly

Pro

180

Leu

Cys

Leu

Lys

Leu

Trp

Leu

85

Gln

Ser

Ala

Cys

Gly

165

Thr

Lys

Lys

Ser

Thr

Gly

Leu

70

Pro

val

Tyr

Val

His

150

Gly

Gly

Ser

Met

Gly

Pro

Gly

55

Glu

Ala

Leu

Gln

Gly

135

Arg

Gln

Gln

Ser

Lys

Cys

Asn

40

Pro

Ala

Leu

Trp

Gln

120

Gly

Val

Ala

Pro

Phe
200

ES 2627117 T3

Tyr

Glu

25

Thr

Glu

Tyr

His

Lys

105

Leu

Ala

Val

val

Ala

185

Glu

Ser

10

Arg

Asp

Gly

Phe

His

Leu

Ala

Met

Lys
170

Ser

Ser

val

Gly

Pro

val

Arg

75

Pro

Leu

Ala

Arg

Ser

155

Glu

Lys

Thr

74

Leu

Leu

Thr

Pro

60

Glu

Val

Llys

Leu

Ser

140

Asp

Trp

Gly

Ser

Asp

His

Glu

45

Glu

Pro

Phe

val

Ala

125

Asn

Gly

Leu

Leu

Ser
205

Ser

Gly

Ala

Pro

Ala

Gln

val

110

Gly

Pro

aAla

Leu

Gly

190

Glu

Pro

15

Ile

Pro

Leu

Ala

Gln

95

Lys

Asn

Val

Ile

Ala

175

Leu

Pro

Leu

Arg

Ala

Val

Thr

80

Asp

Phe

Pro

Pro

Gly

160

His

Thr

Ser



10

Met

Gly

Phe

Cys

Gln

65

Glu

Ser

Gly

Lys

Ile

145

Asn

Glu

Gly

Gly

Ala

Lys

Leu

Pro

50

Cys

Gly

Phe

Glu

Ala

130

Leu

Tyr

Gly

Ser

<210> 47

<211> 555

Glu

Ile

Ser

35

Glu

Thr

Leu

Thr

Met

115

Ala

Ile

Ser

Ile

Trp
195

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN codificante de SNAP contenido bajo de G/C

<400> 47

Ile

Glu

20

Gly

Val

Ala

Pro

Arg

100

val

Arg

Pro

Gly

Pro

180

Leu

Cys

Leu

Lys

Leu

Trp

Leu

85

Gln

Ser

Ala

Cys

Gly

165

Thr

Lys

Lys

Ser

Thr

Gly

Leu

70

Pro

val

Tyr

Val

His

150

Gly

Gly

Pro

Met

Gly

Pro

Gly

55

Glu

Ala

Leu

Gln

Gly

135

Arg

Gln

Gln

Ser

Lys

Cys

Asn

40

Pro

Ala

Leu

Trp

Gln

120

Gly

Val

Thr

Pro

Phe
200
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Tyr

Glu

25

Thr

Glu

Tyr

His

Lys

105

Leu

Ala

Ile

val

Ala

185

Glu

Thr

10

Arg

Asp

Gly

Phe

His

Leu

Ala

Met

Arg

Lys

170

Ser

Ser

val

Gly

Pro

val

His

75

Pro

Leu

Ala

Arg

Ser

155

Glu

Lys

Ser

75

Leu

Leu

Thr

Pro

60

Glu

Val

Llys

Leu

Ser

140

Asp

Trp

Gly

Ser

Asp

His

Glu

45

Glu

Pro

Phe

val

Ala

125

Asn

Gly

Leu

Leu

Pro
205

Ser

Gly

Ala

Pro

Ala

Gln

val

110

Gly

Pro

aAla

Leu

Gly

190

Lys

Pro

15

Ile

Pro

Leu

Ala

Gln

95

Lys

Asn

Val

Ile

Ala

175

Leu

Pro

Leu

Arg

Ala

Val

Thr

80

Asp

Phe

Pro

Pro

Gly

160

His

Ile

Ser
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15

20

25

attgaattta
aagttggaac
acttctgcag
ccecteatge
gaatttccag
gtcctgtgga
gotgcattgg
cctgtgcececa
tatgaaggag
aaacctggtt

<210> 48
<211> 18
<212> PRT

cagacaaaga
tgagtggaty
ctgatgcagt
aagccacagce
tececegecet
aattgctgaa
ccggtaacce
tecctgatece
gactggcagt

tggga

<213> Secuencia artificial

<220>

ctgcgaaatg
cgagcaagga
tgaagttcca
ctggcttaac
tcaccatect
ggtggtcaag
cgcagctaca
ttgtcacaga

taaggagtgg

<223> Secuencia de aminoacidos de BiP

<400> 48

ES 2627117 T3

aaaagaacta
ttgcatgaaa
gcaccageag
gcatatttee
gtgtttcage
tttggtgaag
gctgcecgtga
gtcgtttcat

ctgctggete

cattggattc
ttaagettet
ctgttettgg
accagectga
aggaaagctt
tgatttcata
aaactgctct
ctteoeggage

atgaaggtca

accacttggg
gggaaaagga
aggtcctgag
ggccattgag
caccegeocag
tcagcaactt
cagcggaaat
tgtaggtggc

tagacttgga

Met Lys Leu Cys Ile Leu Leu Ala Val Val Ala Phe Val Gly Leu Ser

1

Leu Gly

<210> 49
<211>738
<212> ADN

5

<213> virus TOSCANA

<400> 49
atggacaact

attgaacagt

ctcttaaage
getctaacte

gcaactgtgg
gagttgactc
gtettgagtg
ccgaggeata
tatctaaggg
aacccaaacce
aatgcagcag
tttggacttg

tacaagacag

<210> 50
<211> 66
<212> ADN

atcaagagct
gggtecgaga

agtatggtgg
gtggcaacaa

aggctcoteat
tatcacgagt
agtggettec
tgatgcaccc
caatattaga
tccgaggtag
tgaatagcaa
tggattccaa

cagcctaa

tcgagtcecag
gtttgettat

ggctgactgg
gcccaggagy

caacaagtat
tgectgeegee
tgtcactggg
cagetttget
tgctcactct
aacaaaagag

ctttataagc

tgggaagccg

10

tttgctgcte

caagggtttyg

gagaaggatg
atgatgatga

aagctaaagg
ttggctgget
actaccatgg
ggcatggtgg
ctgtatctge
gaggttgctg
catgagaaga

tcagctgetg

76

aagcagtgga
atgecegtag

ccaagaaaat
aaatgtcgaa

aagggaatce
ggacatgcca
acggecctate
atcecttetet
tgcagttctc
caacgttcac
ggagagaatt

tcatggcage

15

ccgcaatgag
agttatcegaa

gattgttctg
agaaggcaaa

ttecogggat
ggetttggte
cactgeatac
accaggagac
ccgggtcatc
gcagccaatg
cttgaaagcc

cgetcagget

60

120

180

240

300

360

420

480

540

555

60

120

180
240

300

360

420

480

540

€00

€60

720

738
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40

ES 2627117 T3

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Seiial de tipo BiP: péptido de sefial de insecto BiP extendida para células de mamifero

<400> 50
atgaaactat gtattctact tgcagttgtt gcgttegtag gattgtectt acctacaget 60

ctggea 66

<210> 51

<211> 22

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Seiial de tipo BiP: péptido de sefial de insecto BiP extendida para células de mamifero

<400> 51
Met Lys Leu Cys Ile Leu Leu Ala Val Val Ala Phe Val Gly Leu Ser
1 5 10 15

Leu Pro Thr Ala Leu Ala
20

<210> 52

<211> 21

<212> ADN

<213> virus del grabado del tabaco

<400> 52
gaaaaccetgt acttocagag ¢ 21

<210> 53

<211>7

<212> PRT

<213> Virus del grabado del tabaco

<400> 53

Glu Asn Leu Tyr Phe Gln Ser
1 5

<210> 54

<211> 699

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 54

77



10

gatatcatag
agaaatggtt
gctcactgee
gacagccoeyg
gtacctgcac
cggaccatcc
tgcagcatgg
gagctagacc
agcctateoce
ggtgactcgy
ttcagctcca

tacgtttcct

<210> 55
<211> 1400
<212> ADN

gaggtcgaga
cccacctatg
ttgcececageg
gtctecacctt
ttgagaacga
gaccgttgge
caggctgggg
ttcaagtact
caagcatggt
gtggaccect
gggtatgcac

ggatcaggaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN
células S2 (fig. 6)

<400> 55
atgaagttat

gacaaagact
tctgggtygeg
gacgccgtygy

gecacegect

gcatattact
gcgaaatgaa
aacagggect
aagtgecctge

ggctcaacge

agttattece
cggtggtgta
gatggctcag
cecacatcaag
cctagctecta
tctacctagt
acttacccac
ggacacccgc
ttgcctagea
ggtttagtgge
tgacatcttc

ggtcacecggt

de proteina de tipo BiP de insecto/SNAP/enterocinasa/GrM/Etiqueta de His para

ggcecgtegtyg
gcgcaccaceo
gcacgagatc
cccagecgece

ctactttcac

ES 2627117 T3

cactcacgcce
ctagttecace
ctaaggcttg
gcagetatee
cttcagectag
aagcgccagg
cagggtggac
atgtgtaaca
gcetgacteca
aaaggccgygg
aagcctccag

cgateoggece

gectttgttg
ctggatagcec
aagctgetgg
gtgctgggey

cagcctgagg

78

cttacatgge
caaagtgggt
tacttggact
agcacccteg
acggtaaagt
tagttgcagc
gccttteceg
acagcegcett
aggaccagge
tgttagcegg

ttgcaaccgc

gcctcteget
ctctgggcaa
gcaaaggaac
gaccagagcc

ccatcgagga

atcacttcag
tctaacggea
tcacacccta
atacaagcca
aaagcctagec
aggtactcgg
agtacttcgg
ttggaacgga
tcocetgeoaag
agttctttce

tgttgcacct

cgggagatct
gctggaactg
atctgccgec
actgatgcag

gttcectgtyg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

699

60

120

180

240

300
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ccagcectge
ctgctgaaag
ggcaatcccg
ctgatccecct
ctcgecegtga
ggtcctgecag
gatatcatag
agaaatggtt
gctcactgee

Jalaglllly

gtacctgcac
cggaccatce
tgcagcatgg
gagctagace
agoctatece
ggtgactcgg
ttcagctecca
tacgtttect

catcatecate

<210> 56
<211> 434
<212> PRT

accacccagt
tggtgaagtt
ccgeccacege
gccaccgggt
aagagtgget
gtataggcgce
gaggtcgaga
cccacctatg

ttgcccageg

ttgagaacga
gaccgttgge
caggctgggg
ttcaagtact
caagcatggt
gtggacccct
gggtatgecac
ggatcaggaa

attgaccggt

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de proteina de tipo BiP/SNAP/enterocinasa/GrM/Etiqueta de His para células

S2 (fig. 6)

<400> 56

gttccagcag
cggagaggtc
cgccgtgaaa
ggtgtctage
gctggecccac
gccagggtee
agttattccc
cggtggtgta

gatggcteag

cctagctcta
tetacctagt
acttacccac
ggacaccege
ttgoctagea
ggtttgtgge
tgacatctte

ggtcaceggt

ES 2627117 T3

gagagcttta
atcagctacc
accgccctga
tctggegeeg
gagggccaca

ctaggtggeg

cactcacgcc
ctagttcacc

ctaaggettg

cttcagctag
aagcgccagg
cagggtggac
atgtgtaaca
gctgactceeca
aaaggccggyg
aagcctccag

cgatcggece

cccgoccaggt
agcagctggce
gcggaaatcce
tggggggcta
gactgggcaa
gatctgatga
cttacatggc
caaagtgggt

tacttggact

acggtaaagt
tagttgecage
gccttteceg
acagccgctt
aggaccagge
tgttagccgg
ttgcaacecge

cgggcggtgg

gctgtggaaa
cgcecctggee
cgtgccecatt
cgagggcggyg
gcctgggetg
cgatgataaa
atcacttcag
tctaacggca

tcacacccta

aaagcctagce
aggtactcgg
agtacttcgg
ttggaacgga
tecctgeaag
agttctttce
tgttgcacct

aagtcatcat

Met Lys Leu Cys Ile Leu Leu Ala Val Val Ala Phe Val Gly Leu Ser

1

5

10

15

Leu Gly Arg Ser Asp Lys Asp Cys Glu Met Lys Arg Thr Thr Leu Asp

20

25

30

Ser Pro Leu Gly Lys Leu Glu Leu Ser Gly Cys Glu Gln Gly Leu His

35

40

45

Glu Ile Lys Leu Leu Gly Lys Gly Thr Ser Ala Ala Asp Ala Val Glu

79

360

420

480

540

600

€60

720

780

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1400



Val

€5

Ala

Glu

Phe

Glu

Ala

145

Leu

Tyr

His

Gly

Gly

225

Arg

val

Leu

Ile

50

Pro

Thr

Phe

Thr

Val

130

Thr

Ile

Glu

Arg

Ser

210

Arg

Asn

Leu

Val

Lys
290

Ala

Ala

Pro

Arg

115

Ile

Ala

Pro

Gly

Leu

195

Leu

Glu

Gly

Thr

Leu

275

Ala

Pro

Trp

val

100

Gln

Ser

Ala

Cys

Gly

180

Gly

Gly

val

Ser

Ala

260

Gly

Ala

Ala

Leu

85

Pro

val

Tyr

val

His

165

Leu

Lys

Gly

Ile

His

245

Ala

Leu

Ile

Ala

70

Asn

Ala

Leu

Gln

Lys

150

Arg

Ala

Pro

Gly

Pro

230

Leu

His

His

Gln

55

Val

Ala

Leu

Trp

Gln

135

Thr

Vval

val

Gly

Ser

215

His

Cys

Cys

Thr

His
295

Leu

Tyr

His

Lys

120

Leu

Ala

Val

Lys

Leu

200

Asp

Ser

Gly

Leu

Leu

280

Pro

ES 2627117 T3

Gly

Phe

His

105

Leu

Ala

Leu

Ser

Glu

185

Gly

Asp

Arg

Gly

Ala

265

Asp

Arg

Gly

His

90

Pro

Leu

Ala

Ser

Ser
170

Trp

Pro

Asp

Pro

val

250

Gln

Ser

Tyr

Pro

75

Gln

val

Lys

Leu

Gly

155

Ser

Leu

Ala

Asp

Tyr

235

Leu

Arg

Pro

Lys

80

60

Glu

Pro

Phe

Val

Ala

140

Asn

Gly

Leu

Gly

Lys

220

Met

val

Met

Gly

Pro
300

Pro

Glu

Gln

val

125

Gly

Pro

Ala

Ala

Ile

205

Asp

Ala

His

Ala

Leu

285

Val

Leu

Ala

Gln

110

Lys

Asn

val

val

His

190

Gly

Ile

Ser

Pro

Gln

270

Thr

Pro

Met

Ile

85

Glu

Phe

Pro

Pro

Gly

178

Glu

Ala

Ile

Leu

Lys

255

Leu

Phe

Ala

Gln

Glu

Ser

Gly

Ala

Ile

160

Gly

Gly

Pro

Gly

Gln
240

Trp

Arg

His

Leu



10

Glu
305

Asn
Arg Thr
Ala

Gly

Gly

Asp

Ile

Thr

Leu

Leu Ala

Leu

Leu Gln

310

Pro
325

Arg

Arg
340

Cys

Ser Arg

355

Thr Arg

370

Ser Met

385

Gly Asp

Gly Vval

Pro Val

<210> 57
<211> 1243
<212> ADN

Met

Val

Ser

Leu

Cys Asn

Cys Leu

Leu

Ser

val

Asn

Ala

Ala Leu

Met Ala

Leu Arg

360

Ser
375

Arg

Ala Asp

390

Gly Gly

405

Ser Phe

420

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN de proteina de tipo BiP/tipo SNAP/proTEV/IFN/Etiqueta de His para células de

Pro

Ser

Leu Val

Ser Arg

mamifero tales como células Hel a (fig. 7)

<400> 57
goctagecacca

ccaacagete
gggaagttgg
ggaacttetyg
gagcccctca
gaggaatttc
caggtcctgt
cttgetgeat

aatcctgtge

tgaagttatg
tggcagacaa
aactgagtgg
ctgetgatge
tgcaagccac
cagtccocge
ggaaattgct
tggccggtaa

ccatcctgat

catattactg
agactgegaa
atgcgagcaa
agttgaagtt
agcctggcett
cecttecaccat
gaaggtggtc
cocogeaget

cccttgteac

ES 2627117 T3

Leu Asp Gly

315

Ser
330

Pro Lys

Gly
345

Gly

Glu Leu Asp

Phe Trp Asn

Ser Lys Asp

395

Cys Gly

410

Lys

val Thr

425

Cys

goegtegtgg
atgaaaagaa
ggattgcatg
ccagcaccag
aacgcatatt
cetgtgttte
aagtttggtg
acagctgaeg

agagtegttt

81

Lys Val Lys

Arg Gln Val

Thr His

350

Leu

Gln
365

Leu val

Gly Ser

380

Gln Ala

Gly Arg Val

Asp Ile

430

cotttgttgg
ctacattgga
aaattaagct
cagetgttet
tccaccageoce
agcaggagag
aagtgatttc
tgaaaactgce

catetteegg

Len

Pro

Phe

Ser
320

Pro

Val
335

Ala

Gln Gly

Leu Asp

Ser Pro

Cys Lys

400

Leu Ala

415

Lys Pro

cctctegete
ttcaccactt
actgggaaaa
tggaggtect
tgaggccatt
cttcacccge
atatcagcaa
taotcagegga

agctgtaggt

60

120

180

240

300

360

420

480

540



10

ggctatgaag
ggaaagectyg
gaaaacctgt
aggaggacct
gacagacatg
ccagccatct
gattcatctg
cagctgaatg
atgaatgegg
acagagaaga
ctctctttat
ggtggaagte
<210> 58

<211> 406
<212> PRT

gaggactggce
ggetgggtee
acttccagag
tgatgctect
actttggatt
ctgtcctcca
ctgcttggga
acttggaagc
actccatcett
aatacagcee
caacaaactt

atcatcatca

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de proteina de tipo BiP/SNAP-like/proTEV/IFN/Etiqueta de His para células de

agttaaggag
tgetggtata
cgatatctgt
ggcacaaatg
tccecaggag
tgagctgatc
tgaggacctc
ctgtgtgatg
ggctgtgaag
ttgtgecetgg
gcaagaaaga

tcatcattga

ES 2627117 T3

tggctgetgyg
ggcgegecag
gatctccctg
agcagaatct
gagtttgatg
cagcagattt
ctagacaaat
caggaggaga
aaatacttec
gaggttgtca
ttaaggagga

agettgogge

mamifero, tales como células Hel a (fig. 7)

<400> 58

Met Lys Leu Cys Ile Leu Leu Ala val

1

Leu Pro

Leu Asp

35

His
50

Leu

val
65

Glu

Met

Gln

Ile Glu

Thr

Ser

Glu

val

Ala

Glu

5

Ala Leu Al

Pro Leu Gl

Ile Lys Le

Pro Ala

70

Thr Ala

85

Phe
100

Pro

Pro

Trp

val

a Asp Lys

Leu
40

y Lys

u Leu
55

Gly
Ala Ala
Asn

Leu

Pro Ala

val
10

Ala

Asp Cys Glu

Glu Leu Ser

Lys Gly Thr

val Leu Gly

Ala Tyr Phe

90

Leu His His

105

82

ctcatgaagy
ggtecectagg
agacccacag
cteecttecte
gcaaccagtt
tcaacctctt
tctgcaccga
gggtgggaga
gaagaatcac
gagcagaaat
aggaaggcaa

cge

Phe

Met Lys

Gly Cys

45

Ser Ala

60

Gly Pro

Hig Gln

Pro Vval

110

Val Gly

Arg

Glu

Ala

Glu

Pro

Phe

tcatagactt
tggeggatet
cctggataac
ctgtctgatg
ccagaaggcet
taccacaaaa
actctaccag
aactcccetg
tctetatetg
catgagatcc

gtggcceggg

Leu Ser
15

Thr Thr

Gln Gly
Asp Ala
Leu

Pro

Glu
95

Ala

Gln Gln

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1243



Glu

Phe

Pro

145

Pro

Gly

Glu

Ala

Asp

225

Leu

Met

Gln

Gln

Glu

305

Asp

Leu

Ile

Ser

Gly

130

Ala

Ile

Gly

Gly

Pro

210

Ile

Met

Asp

Phe

Ile

230

Asp

Leu

Met

Thr

Phe

115

Glu

Ala

Leu

Tyr

His

195

Gly

Cys

Leu

Arg

Gln

275

Phe

Leu

Glu

Asn

Leu

Thr

val

Thr

Ile

Glu

180

Arg

Ser

Asp

Leu

His

260

Lys

Asn

Leu

Ala

Ala

340

Tyr

Arg

Ile

Ala

Pro

165

Gly

Leu

Leu

Leu

Ala

245

Asp

Ala

Leu

Asp

Cys

325

Asp

Leu

Gln

Ser

Ala

150

Cys

Gly

Gly

Gly

Pro

230

Gln

Fhe

Pro

Phe

Lys

310

val

Ser

Thr

val

Tyr

135

val

His

Leu

Lys

Gly

215

Glu

Met

Gly

Ala

Thr

295

Phe

Met

Ile

Glu

Leu

120

Gln

Lys

Arg

Ala

Pro

200

Gly

Thr

Ser

Fhe

Ile

280

Thr

Cys

Gln

Leu

Lys

ES 2627117 T3

Trp

Gln

Thr

Val

Val

185

Gly

Ser

His

Arg

Pro

265

Ser

Lys

Thr

Glu

Ala

345

Lys

Lys

Leu

Ala

val

170

Lys

Leu

Glu

Ser

Ile

250

Gln

val

Asp

Glu

Glu

330

val

Tyr

Leu

Leu

Ala Ala

Leu

155

Ser

Glu

Gly

Asn

Leu

235

Ser

Glu

Leu

Ser

Leu

315

Arg

Lys

Ser

83

140

Ser

Ser

Trp

Pro

Leu

220

Asp

Pro

Glu

His

Ser

300

Tyr

val

Lys

Pro

Lys

125

Leu

Gly

Ser

Leu

Ala

205

Tyr

Asn

Ser

Phe

Glu

285

Ala

Gln

Gly

Tyr

Cys

val

Ala

Asn

Gly

Leu

150

Gly

Phe

Arg

Ser

Asp

270

Leu

Ala

Gln

Glu

Phe

350

Ala

val

Gly

Pro

Ala

175

Ala

Ile

Gln

Arg

Cys

255

Gly

Ile

Trp

Leu

Thr

335

Arg

Trp

Lys

Asn

val

160

Val

His

Gly

Ser

Thr

240

Leu

Asn

Gln

Asp

Asn

320

Pro

Arg

Glu
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20

355

360

ES 2627117 T3

365

Val Val Arg Ala Glu Ile Met Arg Ser Leu Ser Leu Ser Thr Asn Leu

370

375

380

Gln Glu Arg Leu Arg Arg Lys Glu Gly Lys Trp Pro Gly Gly Gly Ser
390

385

His His His His His His

<210> 59
<211> 798
<212> ADN

405

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN de deSNAP Univ:proteina tipo BiP/tipo SNAP/proTEV/MCS/proTEV/Etiqueta de His

(fig. 8)

<400> 59
gatcgcgage

tgtccttacce
tggattcace
agctactggg
ttcttggagg
agcctgagge
agagcttecac
tttcatatca
ctgeteteag
ceggagetgt
aaggtcatag
taggtggcgyg
agaatctata
cggtgeggee

<210> 60
<211> 252
<212> PRT

tagcaccatg
tacagctctg
acttgggaag
aaaaggaact
tcectgageee
cattgaggaa
ccgecaggte
gcaacttget
cggaaateoct
aggtggctat
acttggaaag
atccgaaaac
ttttcaaggg

gcaagctt

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de deSNAP Univ:proteina BiP/tipo SNAP/proTEV/MCS/proTEV/Etiqueta de

His (fig. 8)

<400> 60

aaactatgta
gcaagatctg
ttggaactga
tctgectgetg
ctcatgcaag
ttteccagtce
ctgtggaaat
gcattggecg
gtgoocateoe
gaaggaggac
cctgggetgg
ctgtacttcc

cccggcggag

395

ttctacttge
acaaagactg
gtggatgcga
atgcagttga
ccacagectg
ccgcectteca
tgctgaaggt
gtaacccege
tgatccattg
tggcagttaa
gtcctgetgg
agagcgatat

gtagtcacca

84

agttgttgcg
cgaaatgaaa
gcaaggattg
agttccagca
gcttaacgea
ccatcectgtg
ggtcaagttt
agctacaget
tcacagagtce
ggagtggctyg
tataggcgeg
cggaggtgga

tcatcaccat

400

ttcgtaggat
agaactacat
catgaaatta
ccagcagctg
tatttccace
tttcagcagg
ggtgaagtga
gocgtgaaaa
gtttecatcett
ctggeteatg
ccagggtcece

ggccegggag

cactaatgac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

798



ES 2627117 T3

Met Lys Leu Cys Ile Leu Leu Ala Val Val Ala Phe Val Gly Leu Ser

Leu Pro Thr Ala Leu Ala Arg Ser Asp Lys Asp Cys Glu Met Lys Arg
20 25 30

Thr Thr Leu Asp Ser Pro Leu Gly Lys Leu Glu Leu Ser Gly Cys Glu
35 40 45

Gln Gly Leu Hisg Glu Ile Lys Leu Leu Gly Lyg Gly Thr Ser Ala Ala
50 55 60

Asp Ala Val Glu Val Pro Ala Pro Ala Ala Val Leu Gly Gly Pro Glu

Pro Leu Met Gln Ala Thr Ala Trp Leu Asn Ala Tyr Phe His Gln Pro
85 90 95

Glu Ala Ile Glu Glu Fhe Pro Val Pro Ala Leu His His Pro Val Phe
100 105 110

Gln Gln Glu Ser Phe Thr Arg Gln Val Leu Trp Lys Leu Leu Lys Val
115 120 125

Val Lys Phe Gly Glu Val Ile Ser Tyr Gln Gln Leu Ala Ala Leu Ala
130 135 140

Gly Asn Pro Ala Ala Thr Ala Ala val Lys Thr Ala Leu Ser Gly Asn
145 150 155 160

Pro Val Pro Ile Leu Ile Pro Cys His Arg Val Val Ser Ser Ser Gly
165 170 175

Ala vVal Gly Gly Tyr Glu Gly Gly Leu Ala Val Lys Glu Trp Leu Leu
180 185 190

Ala His Glu Gly His Arg Leu Gly Lys Preo Gly Leu Gly Pro Ala Gly
195 200 205

Ile Gly Ala Pro Gly Ser Leu Gly Gly Gly Ser Glu Asn Leu Tyr Phe
210 215 220

Gln Ser Asp Ile Gly Gly Gly Gly Pro Gly Glu Asn Leu Tyr Phe Gln
225 230 235 240

Gly Pro Gly Gly Gly Ser Hig His His EHis His His
245 250

<210> 61

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sitio de corte de aminoacidos del precursor de membrana prM del virus Dengue serotipo 1

<400> 61

85
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25

30

35

ES 2627117 T3

Pro Thr Ala Leu Ala
1 5

<210> 62

<211>6

<212>PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sitio de corte de aminoacidos de enterocinasa

<400> 62

Asp Asp Asp Asp Lys Asp
1 5

<210> 63

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia espaciadora de aminoacidos

<400> 63

Gly Gly Gly Ser
1

<210> 64

<211> 3461

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> DeSNAP-Secuencia universal insertada en el plasmido pUC57

<400> 64
tcgecgegttt cggtgatgac ggtgaaaacc tctgacacat gcagctcccg gagacggtca

cagcttgtet gtaageggat gececgggageca gacaagecceg tcagggegeyg tcagegggtg
ttggeggatyg teggggetgg cttaactatyg cggcatcaga geagattgta ctgagagtge

accatatgcg gtgtgaaata ccgcacagat gcgtaaggag aaaataccge atcaggegec

86

60

120

180

240



attcgceatt
tacgccaget
tttcccagte
tgecatctaga
tcocgtaggatt
gaactacatt
atgaaattaa
cagcagetgt
atttccacca
ttcagecagga
gtgaagtgat
ccgtgazaac
tttcatcttc
tggctcatga
cagggtcect
gcccgggaga
actaatgacc
aaattgttat
ctggggtgec
ccagteggga
cggtttgegt
tcggetgegg
aggggataac
aaaggcogeg
tcgacgectea
ccctggaage
egectttote
tteggtgtag
cegcbgegec
gecactggea
agagttottg

cgctectgetg

caggctgege
ggcygazaggy
acgacgttgt
ttegegaget
gtccttacct
ggattcacca
gctactggga
tottggaggt
goctgaggco
gagcttoace
ttecatateag
tgctctcage
cggagctgta
aggtcataga
aggtggcgga
gaatctatat
ggtgeggecg
cegectcacaa
taatgagtga
aacctgtegt
attgggcgcet
cgagcggtat
gcaggaaaga
ttgetggegt
agtcagaggt
tcecectegtge
cettegggaa
gtegttoget
ttatccggta
geagecactg
aagtggtgge

aagccagtta

aactgttggg
ggatgtgcty
aaaacgacgg
agecaccatga
acagctctgg
cttgggaagt
aaaggaactt
cctgagacoe
attgaggaat
cgccaggtce
caacttgetg
ggaaatcctg
ggtggctatg
cttggaaagc
tccgaaaacc
tttcaagggc
caagcttgge
ttccacacaa
gctaactcac
gecagctgea
cttcecgette
cagctcactc
acatgtgagc
ttttecatag
ggcgaaacec
gectctectgt
gegtggeget
ccaagetggg
actatcgtct
gtaacaggat
ctaactacgg

ccttcggaaa

ES 2627117 T3

aagggegate
caaggcgatt
ccagtgaatt
aactatgtat
caagatctga
tggaactgag
ctgectgetga
tocatgeaage
ttccagtcceo
tgtggaaatt
cattggoagg
tgccecatcct
aaggaggact
ctgggctggg
tgtacttcca
ccggeggagy
gtaatcatgg
catacgagce
attaattgcg
ttaatgaate
ctogctcact
aaaggeggta
aaaaggccag
gotoagoooe
gacaggacta
tcegaccety
ttetecatage
ctgtgtgeac
tgagtccaac
tagcagageg
ctacactaga

aagagttggt

ggtgegggec
aagttgggta
cgagetcggt
tcotacttgea
caaagactgc
tggatygcgag
tgcagttgaa
cacagectgg
cgccctteac
getgaaggty
taacceoogeoa
gatcccttgt
ggcagttaag
tcectgotggt
gagcgatatc
tagtcaccat
tcatagetgt
ggaagcataa
ttgcgcteac
ggccaacgeg
gactcgctge
atacggttat
caaaaggecca
cctgacgage
taaagatacc
ccgettaceg
tcacgetgta
gaacoooooy
ccggtaagac
aggtatgtag
agaacagtat

agctcttgat

87

tettegetat
acgccagggt
acctcgegaa
gttgttgogt
gaaatgaaaa
caaggattge
gttccagcac
cttaacgeoat
catcctgtgt
gtcaagtttyg
gctacagetg
cacagagtcg
gagtggctgc
ataggcgege
ggaggtggag
catcaccatc
ttectgtgtg
agtgtaaage
tgcocegettt
cggggagagyg
gcteggtegt
ccacagaate
ggaaccgtaa
atcacaaaaa
aggegtiteoe
gatacctgte
ggtateteoag
tteageoocoga
acgacttatc
geggtgetac
ttggtatetg

ccggceaaaca

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
%00
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1980
2040
2100

2160
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aaccaccgct
aggatctcaa
ctcacgttaa
aaattaaaaa
ttaccaatge
agttgcctga
cagtgctgeca
ccagccagee
gtctattaat
cgttgttgee
cagetecggt
ggttagetcee
catggttatg
tgtgactggt
ctcttgoeceyg
catcattgga
cagttcgatg
cgtttctggg
acggaaatgt
ttattgtecte
tccgegeaca

attaacctat

<210> 65
<211>7
<212> PRT

ggtageggtyg
gaagatcctt
gggattttgg
tgaagtttta
ttaatcagtyg
cteccogteg
atgataccgc
ggaagggecqg
tgttgeacggyg
attgctacag
tcccaacgat
tteggtecte
gcagcactgc
gagtactcaa
gcgtcaatac
aaacgttctt
taacccacte
tgagcaaaaa
tgaatactceca
atgagcggat
tttcceocegaa

aaaaataggce

gtttttttgt
tgatctttte
tcatgagatt
aatcaatcta
aggcacctat
tgtagataac
gagacccacg
agcgeagaag
aagctagagt
geatagtggt
caaggegagt
cgategttgt
ataattctct
ccaagtcatt
gggataatac
cggggcgaaa
gtgcacccaa
caggaaggca
tactettect
acatatttga
aagtgccace

gtatcacgag

<213> Virus del grabado del tabaco

<400> 65

Glu Asn Leu Tyr Phe Gln Gly

1

<210> 66
<211> 21
<212> ADN

5

<213> Virus del grabado del tabaco

<400> 66

gaaaacctgt acttccaggg g

<210> 67
<211> 530
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

21

ES 2627117 T3

ttgcaagcag
tacggggtcet
atcaaaaagg
aagtatatat
ctocagegate
tacgatacgg
ctcaccggect
tggtectgea
aagtagtteg
gtecacgeteg
tacatgatcc
cagaagtaag
tactgtcatg
ctgagaatag
cgcgcecacat
actctcaagg
ctgatcttca
aaatgccgca
ttttecaatat
atgtatttag
tgacgtctaa

gecotttegt

cagattacgc
gacgctcagt
atcttcacct
gagtaaactt
tgtetattte
gagggcettac
ccagatttat
actttatecyg
ccagttaata
tegtttggta
cccatgttgt
ttggecgeag
ccatccgtaa
tgtatgegge
agcagaactt
atcttaccge
gcatctttta
aaaaagggaa
tattgaagcea
aaaaataaac
gaaaccatta

c

<223> Secuencia de ADN de secuencia de proteina de tipo SNAP

88

gcagaaaaaa
ggaacgaaaa
agatcctttt
ggtctgacag
gttcatecat
catctggeoce
cagcaataaa
cctccatceca
gtttgegeaa
tggetteatt
gcaaaaaagce
tgttatcact
gatgcttttc
gaccgagttg
taaaagtgct
tgttgagatc
ctttcaccag
taagggcgac
tttatecaggg
aaataggggt

ttatcatgac

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2240

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3461
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<400> 67
gacaaagact

agtggatgeg
gatgcagttg
gccacagect
ccegeectte
ttgctgaagg
ggtaacceccg
ctgatcectt

ctggcagtta

<210> 68
<211> 711
<212> ADN

gcgaaatgaa
agcaaggatt
aagttcocage
ggcttaacge
accatcctgt
tggtcaagtt
cagctacagce
gtcacagagt

aggagtgget

<213> Secuencia artificial

<220>

aagaactaca
gcatgaaatt
accagcaget
atatttccac
gtttcagcag
tggtgaagtg
tgcocgtgaaa
cgtttecatct

getggeteat

ES 2627117 T3

ttggattcac
aagctactgg
gttattggag
cagcctgagg
gagagcttca
atttcatatc
actgctctea
tcecggagetg

gaaggtcata

cacttgggaa
gaaaaggaac
gtactgagee
ccattgagga
cccgecaggt
agcaacttgc
gcggaaatce
taggtggcta

gacttggaaa

<223> Secuencia de ADN de secuencia de MGMT modjificada

<400> 68
ctaggacaac

cgtactgttt
acattggatt
attaagctac
getgttettyg
caccagcetg
caggagagct
gtgatttcat
ggaggagcaa
tctteeggag
catgaaggac

tggettaagg

<210> 69
<211>900
<212> ADN

ctgctecact
gtgatttagt
caccacttgg
tgggaaaagg
gaggteoctga
aggccattga
tcacccgeca
atcagcaact
tgagaggcaa
ctgtaggeaa
atcgattagg

gagcaggage

<213> Secuencia artificial

<220>

agaacgattt
acttggaaaa
gaagttggaa
aacttctgct
gccecteatg
ggaatttecca
ggtcctgtag
tgctgeattg
tecctgtgece
ctattetgga
caaaccaggt

tacatectgga

gcttecacgac
atggacaaag
ctgagtggat
gctgatgcag
caatgtacag
gtecceegece
aaattgctga
gceggtaace
atcctgatcce
ggactggcag
ttaggaggta

tcaccacctg

gtccacaggt
actgcgaaat
gcgagcaagg
ttgaagttcc
catggettaa
ttcaccatce
aggtggtcaa
ctaaagccge
cttgtcacag
ttaaggagtyg

gttcaggtct

ctggacgaaa

gttggaactg
ttetgetget
cctcatgcaa
atttccagtc
cctgtggaaa
tgcattggece
tgtgeccecatce

tgaaggagga

ccttgecagta
gaaaagaact
attgcatgaa
agcaccagca
cgeatattte
tgtgtttcag
gtttggtgaa
gcgagecagtg
agtcgtttgt
getgetgget
agcaggtgca

t

60

120

180

240

300

360

420

480

B30

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

711

<223> Secuencia de ADN de DeMGMT Univ (tipo BIP/MGMT/proTEVx2/Etiqueta de His) (figura 9)

<400> 69

89
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atgaaactat
ctggcaagat
gtccttgecag
atgaaaagaa
ggattgcatg
ccagcaccag
aacgcatatt
cctgtgttte
aagtttggtg
gcgcgagcag
agagtcgttt
tggetgetgg
ctagcaggtg
aatggtggcg

gagaatctat

<210> 70
<211> 297
<212> PRT

gtattctact
ctctaggaca
tacgtactgt
ctacattgga
aaattaagct
cagctgttet
tccacecagee
agcaggagaqg
aagtgatttc
tgggaggage
gttcttecegyg
cteatgaagyg
catggcttaa
gatccgaaaa

attttcaagg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de DeMGMT Univ (tipo BIP/MGMT/proTEVx2/Etiqueta de His) (figura 9)

<400> 70

tgcagttgtt
acctgectcca
ttgtgattta
ttcaccactt
actgggaaaa
tggaggtect
tgaggccatt
cttecacccge
atatcagcaa
aatgagaggc
agctgtaggce
acatcgatta
gggagcagga
cctgtactte

gceceggegga

ES 2627117 T3

gegttegtag
ctagaacgat
gtacttggaa
gggaagttgg
ggaacttctg
gagcccctca
gaggaattte
caggtcctgt
cttgctgecat
aatcctgtge
aactattctg
ggcaaaccag
gctacatctg
cagagcgata

ggtagtcace

gattgtcett
ttgcttecacg
aaatggacaa
aactgagtgg
ctgctgatgce
tgcaatgtac
cagtceecege
ggaaattgct
tggccggtaa
ccatcctgat
gaggactgge
gtttaggagg
gatcaccacc

teggaggtgy

atcatcacca

acctacagct
acgtccacag
agactgcgaa
atgcgagcaa
agttgaagtt
agcatggctt
cotteaccat
gaaggtggtc
ccctaaagcce
cccttgtcac
agttaaggag
tagttcaggt
tgctggacga
aggecccggga

tcactaatga

Met Lys Leu Cys Ile Leu Leu Ala Vval Val Ala Phe Val Gly Leu Ser

1

5

10

15

Leu Pro Thr Ala Leu Ala Arg Ser Leu Gly Gln Pro Ala Pro Leu Glu

20

25

30

Arg Phe Ala Ser Arg Arg Preo Gln Val Leu Ala Val Arg Thr Val Cys

90

60

120

180

240

300

360

420

480

540

€600

€60

720

780

840

800



10

Asp

Thr

65

Leu

val

Met

Ile

Glu

145

Phe

Pro

Pro

Gly

Glu

225

Ala

Ala

Ile

Leu

50

Leu

His

Glu

Gln

Glu

130

Ser

Gly

Lys

Ile

Asn

210

Gly

Gly

Gly

Gly

35

Val

Asp

Glu

val

Cys

115

Glu

Phe

Glu

Ala

Leu

195

Tyr

His

Ala

Arg

Gly
275

Leu

Ser

Ile

Pro

100

Thr

Phe

Thr

val

Ala

180

Ile

Ser

Arg

Trp

Asn

260

Gly

Gly

Pro

Lys

85

Ala

Ala

Proc

Arg

Ile

165

Arg

Pro

Gly

Leu

Leu

245

Gly

Gly

Lys

Leu

70

Leu

Pro

Trp

val

Gln

150

Ser

Ala

Cys

Gly

Gly

230

Lys

Gly

Pro

Met

53

Gly

Leu

Ala

Leu

Pro

135

val

Tyr

Val

His

Leu

215

Lys

Gly

Gly

Gly

40

Asp

Lys

Gly

Ala

Asn

120

Ala

Leu

Gln

Gly

Arg

200

Ala

Pro

Ala

Ser

Glu
280

ES 2627117 T3

Lys

Leu

Lys

val

105

Ala

Leu

Trp

Gln

Gly

185

Val

val

Gly

Gly

Glu

265

Asn

Asp

Glu

Gly

Leu

Tyr

His

Lys

Leu

170

Ala

val

Lys

Leu

Ala

250

Asn

Leu

Gly Gly Ser Hig His His His His His

230

<210> 71
<211> 3581
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

285

Cys

Ser

75

Thr

Gly

Phe

His

Leu

155

Ala

Met

Cys

Glu

Gly

235

Thr

Leu

Tyr

91

Glu

Gly

Ser

Gly

His

Pro

140

Leu

Ala

Arg

Ser

Trp

220

Gly

Ser

Tyr

Phe

45

Met

Cys

Ala

Pro

Gln

125

Val

Lys

Leu

Gly

Ser

205

Leu

Ser

Gly

Phe

Gln
285

Lys

Glu

Ala

Glu

110

Pro

Phe

val

Ala

Asn

190

Gly

Leu

Ser

Ser

Gln

270

Gly

Arg

Gln

Asp

Pro

Glu

Gln

val

Gly

175

Pro

Ala

Ala

Gly

Pro

255

Ser

Pro

Thr

Gly

80

Ala

Leu

Ala

Gln

Lys

160

Asn

val

Val

His

Leu

240

Pro

Asp

Gly



<223> Secuencia de ADN de vector lanzadera pUC57/DeMGMT (secuencia de DeMGMT insertada entre Nru | y

Hind 11l de pUC57)

<400> 71
tcgecgegttt

cagcttgtct
ttggcgggtyg
accatatgcg
attegecatt
tacgccagcet
tttccecagte
ctagcaccat
ctacagctct
gtccacaggt
actgcgaaat

gcgagcaagg

catggcttaa
ttcaccatce
aggtggtcaa
ctaaagcecge
cttgtcacag
ttaaggagtg
gttcaggtct
ctggacgaaa
gcccgggaga
actaatgace
aaattgttat

ctggagtgee

cggtgatgac
gtaagcggat
tcggggctgg
gtgtgaaata
caggctgege
ggcgaaaggyg
acgacgttgt
gaaactatgt
ggcaagatct
ccttgeagta
gaaaagaact
attgcatgaa
agcaccagea
cgcatattte
tgtgtttcag
gtttggtgaa
gcgagcagtg
agtcgtttgt
gctgectgget
agcaggtgca
tggtggegga
gaatctatat
ggtgegygceg
ccagctcacaa

taatgagtga

ggtgaaaacc
gccgggagea
cttaactatg
ccgecacagat
aactgttggg
ggatgtgctg
aaaacgacgg
attctacttyg
ctaggacaac
cgtactgttt
acattggatt

attaagctac

caccagectg
caggagagct
gtgatttcat
ggaggagcaa
tcttocggag
catgaaggac
tggcttaagg
tcegaaaace
tttcaagggc
caagettgge
ttccacacaa

gctaacteac

ES 2627117 T3

tctgacacat
gacaagcccg
cggcatcaga
gcgtaaggag
aagggegate
caaggcgatt
ccagtgaatt
cagttgttge
ctgctccact
gtgatttagt
caccacttgg

tgggaaaagg

aggccattga
tcaccegeca
atcagcaact
tgagaggcaa
ctgtaggcaa
atcgattagg
gagcaggage
tgtacttecca
ccggeggagg
gtaateatgg
catacgagcc

attaattgeg

92

gcagctceccg
tcagggcgeyg
gcagattgta
aaaataccgc
ggtgegggee
aagttgggta
cgagcteggt
gttegtagga
agaacgattt
acttggaaaa
gaagttggaa

aacttectget

ggaatttcca
ggtcectgtgg
tgctgcattg
tcctgtgece
ctattctgga
caaaccaggt
tacatctgga
gagcgatatce
tagtcaccat
tcatagetgt
ggaagcataa

ttgegeteac

gagacggtca
tcagcgggtg
ctgagagtge
atcaggcgcec
tettegetat
acgccagggt
acctcgegag
ttgtcocttac
gcttcacgac
atggacaaag
ctgagtggat

gctgatgcecag

gtccoceoegoee
aaattgctga
goecggtaacc
atcctgatec
ggactggcag
ttaggaggta
tcaccacctg
ggaggtggag
catcaccatc
tteetgtgty
agtgtaaage

tgecegettt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



ccagteggga
cggtttgegt
teggetgegyg
aggggataac
aaaggecegeg
tcgacgetea
cccktggaage
cgaectttete
tteggtgtag
ccgctgegeco
gccactggea
agagttettg
cgctctgetg
aaccaccget

aggatctcaa

aaattaaaaa
ttaccaatgc
agttgcctga
cagtgectgca
coagocagec
gtctattaat
cgttgttgce
cageteaggt
ggttagetee
catggttatg
tgtgactggt
ctettgoeccg
catcattgga
cagttegatg

cgtttctggg
acggaaatgt

ttattgtcte
tcegegeaca

attaacctat

<210> 72
<211> 1285
<212> ADN

aacctgtegt
attgggcget
cgagecggtat
gcaggaaaga
ttgctggegt
agtcagaggt
tccctegtge
cettegggaa
gtcgtteget
ttatccggta
gcageccactg
aagtggtgge
aagccagtta
ggtageggtg

gaagatcectt

tgaagtttta
ttaatcagtg
ctcecccgteg
atgataccge
ggaagggecg
tgttgceggg
attgctacag
tcccaacgat
tteggtecte
gcagcactge
gagtactcaa
gogtecaatac
aaacgttctt
taacccacte

tgagcaaaaa
tgaatactca

atgageggat
tttecceegaa

aaaaatagge

gccagetgea
cttcegette
cagctecactc
acatgtgage
ttttccatag
ggcgaaacce
gctoteotgt
goegtggeget
ccaagetggg
actatcgtct
gtaacaggat
ctaactacgyg
ccttcggaaa
gtttttttgt

tgatctttte

aatcaatcta
aggcacctat
tgtagataac
gagacccacg
agegcagaag
aagctagagt
gcategtggt
caaggcgagt
cgategttgt
ataattctct
ccaagtceatt
gggataatac
cggggcgaaa
gtgcacccaa

caggaaggca

tactcttcct ttttcaatat tattgaagca tttatcaggg
acatatttga atgtatttag aaaaataaac aaataggggt

aagtgccace tgacgtctaa gaaaccatta ttatcatgac

ES 2627117 T3

ttaatgaatce
ctcgectcact
aaaggcggta
aaaaggccag
geteoegeoce
gacaggacta
tcegaccetyg
ttetecatage
ctgtgtgcac
tgagtccaac
tagcagageg
ctacactaga
aagagttggt
ttgcaageag

tacggggtct

aagtatatat
ctcagcgatc
tacgatacgg
ctcaccgget
tggtectgea
aagtagttcg
gtcacgecteg
tacatgatce
cagaagtaag
tactgtcatg
ctgagaatag
cgegecacat
actctcaagg
ctgatettea

aaatgccgca

ggccaacgeg
gactcgcetge
atacggttat
caaaaggcca
cctgacgage
taaagatacc
ccgettacceg
teocacgetgta
gaacccooceyg
ccggtaagac
aggtatgtag
agaacagtat
agctcttgat

cagattacge

gacgctcagt

gagtaaactt
tgtctatttc
gagggcttac
ccagatttat
actttateceg
ccagttaata
tegtttggta
cccatgttgt
ttggcegeag
ccatccgtaa
tgtatgegge
agcagaactt
atcttaccge
gcatotttta

aaaaagggaa

gtatcacgag gccctttegt c

93

cggggagagyg
gcteggtegt
ccacagaatc
ggaacecgtaa
atcacaaaaa
aggegtttec
gatacctgte
ggtateteayg
ttcageccaga
acgacttatc
geggtgetac
ttggtatctg
ccggcaaaca
gcagaaaaaa

ggaacgaaaa

ggtctgacag
gttcatccat
catctggccc
cagcaataaa
cetecateoca
gtttgegeaa
tggcttcatt
gcaaaaaagce
tgttatcact
gatgctttte
gaccgagtty
taaaagtget
tgttgagatc
cttteaccag

taagggcgac

1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
20490
2100
2160
2220

2289

2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300

3360
3420

3480

3540

3881
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15

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2627117 T3

<223> Secuencia de ADN de DeSNAP Univ + IFN

<400> 72
tcgcgageta

tccttaccta
gattcaccac
ctactgggaa
cttggaggte
cotgaggeca
agcttcacce
tcatatcage
gatctcageg
ggagctgtag
ggtcatagac
ggtggeggat
agcctggata
tcctgtetga
ttccagaagg
tttaccacaa
gaactctacc
gaaactcccc
actctetate
atcatgagat
ccgggagaga
taatgaccgg

<210> 73
<211> 414
<212> PRT

gcaccatgaa
cagctctgge
ttgggaagtt
aaggaactte
ctgageccet
ttgaggaatt
gccaggteet
aacttgetge
gaaatectgt
agtggetatga
ttggaaagece
ccgaaaacet
acaggaggac
tggacagaca
ctccagccat
aagattcatc
agcagctgaa
tgatgaatgc
tgacagagaa
coctatettt
atctatattt

tgeggoegea

<213> Secuencia artificial

<220>

actatgtatt
aagatctgac
ggaactgagt
tgetgetgat
catgcaagoe
tecagtecce
gtggaaattg
attggeeoggt
goccatectyg
aggaggacty
tgggetgggt
gtacttecag
cttgatgctc
tgactttgga
ctcoctgtocte
tgctgecttgg
tgacttggaa
ggactccatc
gaaatacaga
atcaacaaac
tcaagggcee

agett

ctacttgcag
aaagactgcg
ggatgcgage
gcagttgaag
acagectgge
gcoccttcoace
ctgaaggtgg
aaccoegeag
atcccettgte
gcagttaagyg
cctgetggta
agegatatet
ctggcacaaa
tttcceecagg
catgagctga
gatgaggacc
gcctgtgtga
ttggctgtga
cattgtgect
ttgcaagaaa

ggcggaggta

ttgttgegtt
aaatgaaaag
aaggattgca
tteoccageace
ttaacgcata
atcctgtgtt
tcaagtttgg
ctacagetge
acagagtegt
agtggetget
taggegegee
gtgatetece
tgagcagaat
aggagtttga
tccagecagat
tcctagacaa
tgcaggagga
agaaatactt
gggaggttgt
gattaaggag

gtcacecatca

<223> Secuencia de aminoacidos de De SNAP Univ + IFN

<400> 73

94

cgtaggattg
aactacattg
tgaaattaag
agcagetgtt
ttteocaccag
tcagcaggag
tgaagtgatt
cgtgaaaact
tteatottec
ggctcatgaa
agggtccecta
tgagacccac
ctcteccttece
tggcaaccag
tttcaacctc
attctgcace
gagggtggga
ccgaagaatc
cagagcagaa
gaaggaaggc

tcaccatcac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1285



Met

Leu

Thr

Gln

Ala

65

Leu

Ala

Gln

Lys

Asn

145

Val

Val

His

Gly

Lys

Pro

Thr

Gly

50

Val

Met

Ile

Glu

Phe

130

Pro

Pro

Gly

Glu

Ala

Leu

Thr

Leu

35

Lenu

Glu

Gln

Glu

Ser

115

Gly

Ala

Ile

Gly

Gly

195

Pro

Cys

Ala

20

Asp

His

Val

Ala

Glu

100

Phe

Glu

Ala

Leu

Tyr

180

His

Gly

Ile

Leu

Ser

Glu

Pro

Thr

85

Phe

Thr

Val

Thr

Ile

165

Glu

Arg

Ser

Leu

Ala

Fro

Ile

Ala

70

Ala

Pro

Arg

Ile

Ala

150

Pro

Gly

Leu

Leu

Leu

Leu

Lys

55

Pro

Trp

val

Gln

Ser

135

Ala

Cys

Gly

Gly

Gly

Ala

Ser

Gly

40

Leu

Ala

Leu

Pro

val

120

Tyr

Val

His

Leu

Lys

200

Gly

ES 2627117 T3

val

Asp

Lys

Leu

Ala

Asn

Ala

105

Leu

Gln

Lys

Arg

Ala

185

Pro

Gly

val

10

lys

Leu

Gly

Val

Ala

Leu

Trp

Gln

Thr

val

170

Val

Gly

Ser

Ala

Asp

Glu

Lys

Ieu

75

Tyr

His

Lys

Leu

Ala

155

Val

Lys

Leu

Glu

95

Phe

Cys

Leu

Gly

60

Gly

Phe

His

Leu

Ala

140

Leu

Ser

Glu

Gly

Asn

val

Glu

Ser

45

Thr

Gly

His

Pro

Leu

125

Ala

Ser

Ser

Trp

Pro

205

Leu

Gly

Met

30

Gly

Ser

Pro

Gln

val

110

Lys

Leu

Gly

Ser

Leu

190

Ala

Tyr

Leu

15

Lys

Cys

Ala

Glu

Pro

95

Phe

val

Ala

Asn

Gly

175

Leu

Gly

Phe

Ser

Arg

Glu

Asp

Fro

80

Glu

Gln

val

Gly

Pro

160

Ala

Ala

Ile

Gln



ES 2627117 T3

210 215 220

Ser Asp Ile Cys Asp Leu Pro Glu Thr His Ser Leu Asp Asn Arg Arg
225 230 235 240

Thr Leu Met Leu Leu Ala Gln Met Ser Arg Ile Ser Pro Ser Ser Cys
245 250 255

Leu Met Asp Arg His Asp Phe Gly Phe Pro Gln Glu Glu Phe Asp Gly
260 265 270

Asn Gln Phe Gln Lys Ala Pro Ala Ile Ser Val Leu His Glu Leu Ile
275 280 285

Gln Gln Ile Phe Asn Leu Phe Thr Thr lLys Asp Ser Ser Ala Ala Trp
2390 235 300

3
>

Asp Glu Asp Leu Leu Asp Lys Phe Cys Thr Glu Leu Tyr Gln Gln Leu
ke ) n =L I -
- w -t

Lo
B
[

Asn Asp Leu Glu Ala Cys Val Met Gln Glu Glu Arg Val Gly Glu Thr
325 330 335

Pro Leu Met Asn Ala Asp Ser Ile Leu Ala Val 1lys Lys Tyr Phe Arg
340 345 350

Arg Ile Thr Leu Tyr Leu Thr Glu Lys Lys Tyr Ser Pro Cys Ala Trp
355 360 365

Glu val Val Arg Ala Glu Ile Met Arg Ser lLeu Ser Leu Ser Thr Asn
370 375 380

Leu Gln Glu Arg Leu Arg Arg Lys Glu Gly Pro Gly Glu Asn Leu Tyr
385 390 395 400

Phe Gln Gly Pro Gly Gly Gly Ser His His Hisg His His His

405 410
<210> 74
<211>1423
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia de ADN de DeMGMT Univ + IFN
<400> 74
tegegageta gecaccatgaa actatgtatt ctacttgeag ttgttgegtt cgtaggattg 60
tccttacecta cagetctgge aagatctcta ggacaacctg ctccactaga acgatttget 120

96



10

tcacgacgtc
gacaaagact
agtggatgeg
gatgcagttg
tgtacagecat
cacgecatte
ttgctgaagg
ggtaacceota
ctgateccott
ctggcagtta
ggaggtagtt
ccacctgetyg
gatctccctg
agcagaatct
gagtttgatg
cagcagattt
ctagacaaat
caggaggaga
aaatacttee
gaggttgtca
ttaaggagga

caccatecate

<210> 75
<211> 415
<212> PRT

cacaggtcct
gcgaaatgaa
agcaaggatt
aagtteocage
ggcttaacge
accatcoctgt
tggtcaagtt
aagoagagey
gtcacagagt
aggagtgget
caggtctage
gacgaaatgg
agacccacag
ctccttecte
gcaaccagtt
tcaacctctt
tctgecaccga
gggtgggaga
gaagaatcac
gagcagaaat
aggaaggcec

accatcacta

<213> Secuencia artificial

<220>

tgcagtacgt
aagaactaca
gcatgaaatt
accagcaget
atatttccac
gtttcageag
tggtgaagty
agecagtggga
cgtttgttet
getggetceat
aggtgcatgy
tggeggatee
cctggataac
ctgtctgatg
ccagaaggct
taccacaaaa
actctaccag
aactcccctg
toetotatetyg
catgagatcc
gggagagaat

atgaccggtg

ES 2627117 T3

actgtttgtg
ttggattcac
aagctactgg
gttettggag
cagcectgagg
gagagcttca
atttcatatc
ggagcaatga
teoecggagetg
gaaggacatc
cttaagggag
gaaaacctgt
aggaggacct
gacagacatg
ccagccatcet
gattcatctg
cagctgaatg
atgaatgcgg
acagagaaga
ctetetttat
ctatatttte

cggocgoaag

atttagtact
cacttgggaa
gaaaaggaac
gtoctgagee
ccattgagga
ccagecaggt
agcaacttge
gaggcaatce
taggcaacta
gattaggcaa
caggagctac
acttecagag
tgatgctcct
actttggatt
ctgtccteca
ctgcttggga
acttggaagce
actccatctt
aatacageccce
caacaaactt

aagggeccgyg

ctt

<223> Secuencia de aminoacidos de DeMGMT Univ + IFN

<400> 75

tggaaaaatg
gttggaactg
ttctgctget
cctcatgcaa
atttccagte
cctgtggaaa
tgcattggec
tgtgeccate
ttetggagga
accaggttta
atctggatca
cgatatetgt
ggcacaaatg
tccecaggag
tgagctgatc
tgaggaccte
ctgtgtgatg
ggctgtgaag
ttgtgectygg
gcaagaaaga

cggaggtagt

Met Lys Leu Cys Ile Leu Leu Ala Val Val Ala Phe Val Gly Leu Ser

1

5

10

15

Leu Pro Thr Ala Leu Ala Arg Ser Asp Lys Asp Cys Glu Met Lys Arg

20

25

97

30

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1423



Thr

Gln

Asp

Pro

Glu

Gln

val

Gly

145

Pro

Ala

Ala

Ile

Gln

225

Arg

Cys

Gly

Thr

Gly

50

Ala

Leu

Ala

Gln

Lys

130

Asn

val

val

His

Gly

210

Ser

Thr

Leu

Asn

Leu

35

Leu

Val

Met

Ile

Glu

115

Phe

Pro

Pro

Gly

Glu

195

Ala

Asp

Leu

Met

Gln
275

Asp

Hisg

Glu

Gln

Glu

100

Ser

Gly

Ala

Ile

Gly

180

Gly

Pro

Tle

Met

Asp

260

Phe

Ser

Glu

Val

Ala

Glu

Phe

Glu

Ala

Leu

165

Tyr

His

Gly

Cys

Leu

245

Arg

Gln

Pro

Ile

Pro

70

Thr

Phe

Thr

val

Thr

150

Ile

Glu

Arg

Ser

Asp

230

Leu

His

Lys

Leu

Lys

55

Ala

Ala

Pro

Arg

Ile

135

Ala

Pro

Gly

Leu

Leu

215

Leu

Ala

Asp

ala

Gly

40

Leun

Pro

Trp

val

Gln

120

Ser

Ala

Cys

Gly

Gly

200

Gly

Pro

Gln

FPhe

Pro
280

Lys

Leu

Ala

Leu

Pro

105

Val

Tyr

Val

His

Leu

185

Lys

Gly

Glu

Met

Gly

265

Ala

ES 2627117 T3

Leu

Gly

Ala

Asn

Ala

Leu

Gln

Lys

Arg

170

Ala

Pro

Gly

Thr

Ser

250

FPhe

Ile

Glu

Lys

Val

75

Ala

Leu

Trp

Gln

Thr

155

val

val

Gly

Ser

His

235

Arg

Pro

Ser

Leu

Gly

60

Leu

Iyr

His

Lys

Leu

140

Ala

val

Lys

Leu

Glu

220

Ser

Ile

Gln

val

98

Ser

45

Thr

Gly

Phe

His

Leu

125

Ala

Leu

Ser

Glu

Gly

205

Asn

Leu

Ser

Glu

Leu
285

Gly

Ser

Gly

His

Pro¢

110

Leu

Ala

Ser

Ser

Trp

190

Pro

Leu

Asp

Pro

Glu

270

His

Cys

Ala

Pro

Gln

val

Lys

Leu

Gly

Ser

175

Leu

Ala

Tyxr

Asn

Ser

255

Phe

Glu

Glu

Ala

Glu

Pro

Phe

Val

Ala

Asn

160

Gly

Leu

Gly

Phe

Arg

240

Ser

Asp

Leu



Ile

Trp

305

Leu

Thr

Arg

Trp

Asn

385

Tyr

Gln

290

Asp

Asn

Pro

Arg

Glu

370

Leu

Phe

<210> 76

<211> 570

Gln

Glu

Asp

Leu

Ile

355

val

Gln

Gln

<212>PRT
<213> Homo sapiens
<400> 76
Gly Ala Thr Ala Thr

1

Ala Cys Gly

Ala Cys Cys

35

Cys Ala Ala

50

Thr Cys Cys

65

Thr Gly Ala

Ile

Asp

Leu

Met

340

Thr

Val

Glu

Gly

Cys

20

Cys

Ala

Ala

Thr

Phe

Leu

Glu

325

Asn

Leu

Arg

Pro
405

5

Cys

Ala

Thr

Ala

Ala
85

Asn

Leu

310

Ala

Ala

Tyr

Ala

Leu

390

Gly

Cys

Thr

Cys

Ala

Ala

70

Thr

Leu

295

Asp

Cys

Asp

Leu

Glu

375

Arg

Gly

Ala

Thr

Gly

Cys

55

Ala

Thr

FPhe

Lys

val

Ser

Thr

360

Ile

Arg

Gly

Ala

Thr

Gly

49

Cys

Gly

Gly

ES 2627117 T3

Thr

Phe

Met

Ile

345

Glu

Met

Lys

Ser

Cys

Gly

25

Thr

Ala

Gly

Cys

Thr

Cys

Gln

330

Leu

Lys

Arg

Glu

His

410

Gly

10

Cysg

Thr

Gly

Cys

Cys
90

Lys

Thr

315

Glu

Ala

Lys

Ser

Gly

395

His

Gly

Ala

Gly

Ala

Cys

75

Ala

99

Asp

300

Glu

Glu

Val

Tyr

Leu

380

Pro

His

Ala

Ala

Gly

Gly

Thr

Ala

Ser

Leu

Arg

Lys

Ser

365

Ser

Gly

His

Gly

Gly

Thr

45

Ala

Thr

Ala

Ser

Tyr

Val

Lys

350

Pro

Leu

Glu

His

Ala

Gly

30

Gly

aAla

Cys

Thr

Ala

Gln

Gly

335

Tyr

Cys

Ser

Asn

His

415

Cys

15

Ala

Cys

Gly

Gly

Ala
95

Ala

Gln

320

Glu

Phe

Ala

Thr

Len
400

Gly

Gly

Thr

Ala

Ala

80

Cys



Thr

Gly

Cys

Thr

145

Gly

Gly

Ala

Cys

Ala

225

Cys

Ala

Thr

Cys

Thr

305

Ala

Ala

Thr

Gly

Thr

130

Ala

Ala

Ala

Ala

Thr

210

Cys

Ala

Thr

Gly

Gly

290

Cys

Ala

Thr

Cys

Gly

115

Cys

Thr

Ala

Cys

Gly

195

Thr

Gly

Gly

Ala

Gly

275

Thr

Gly

Thr

Gly

Thr

100

Ala

Gly

Gly

Ala

Thr

180

Gly

Thr

Gly

Gly

Ala

260

Gly

Cys

Gly

Cys

Cys

Cys

Ala

Gly

Thr

Gly

165

Ala

Cys

Cys

Gly

Gly

245

Thr

Ala

Cys

Cys

Thr

325

Cys

Thr

Ala

Ala

Gly

150

Thr

Ala

Cys

Ala

Cys

230

Gly

Gly

Ala

Thr

Ala

310

Cys

Cys

Ala

Ala

Gly

135

Thr

Ala

Ala

Ala

Thr

215

Cys

Ala

Ala

Thr

Cys

295

Gly

Cys

Ala

Ala

Gly

120

Ala

Ala

Thr

Cys

Cys

200

Gly

Gly

Ala

Cys

Cys

280

Ala

Gly

Cys

Ala

ES 2627117 T3

Gly

105

Ala

Ala

Thr

Gly

Thr

185

Cys

Thr

Ala

Thr

Cys

265

Ala

Gly

Cys

Cys

Gly

Gly

Thr

Ala

Ala

Ala

170

Ala

Cys

Gly

Ala

Gly

250

Cys

Gly

Ala

Thr

Gly

330

Ala

Ala

Gly

Ala

Thr

155

Gly

Gly

Thr

Thr

Gly

235

Ala

Thr

Gly

Thr

Cys

315

Ala

Ala

Ala

Ala

Thr

140

Gly

Gly

Gly

Cys

Ala

220

Ala

Thr

Ala

Thr

Gly

300

Cys

Ala

Gly

100

Gly

Ala

125

Cys

Ala

Cys

Thr

Cys

205

Ala

Cys

Thr

Ala

Thr

285

Ala

Ala

Gly

Cys

Ala

110

Ala

Thr

Ala

Thr

Thr

190

Cys

Thr

Thr

Thr

Cys

270

Gly

Cys

Gly

Ala

Cys

Gly

Gly

Thr

Gly

Ala

175

Thr

Ala

Ala

Thr

Gly

255

Cys

Ala

Thr

Gly

Thr

335

Ala

Thr

Cys

Cys

Ala

160

Thr

Cys

Cys

Ala

Cys

240

Gly

Gly

Ala

Thr

Gly

320

Cys

Gly



ES 2627117 T3

340 345 350

Cys Ala Gly Ala Gly Gly Ala Ala Gly Gly Ala Ala Ala Thr Gly Ala
355 360 365

Thr Thr Cys Gly Gly Ala Gly Gly Ala Ala Gly Thr Gly Cys Cys Ala
370 375 380

Gly Ala Ala Gly Cys Ala Thr Cys Thr Gly Gly Cys Cys Cys Ala Cys
385 390 395 400

Ala Ala Ala Ala Thr Gly BAla Thr Gly Gly Gly Ala Ala Ala Gly Ala
405 410 415

Gly Cys Thr Gly Thr Gly Cys Cys Cys Thr Cys Cys Thr Gly Gly Ala
420 425 430

Ala Ala Ala Cys Cys Ala Ala Cys Thr Ala Cys Cys Thr Cys Thr Gly
435 440 445

Ala G
4

=
P

Ala Ala Gly Ala Thr Thr Cys Ala Cys Gly Ala Gly Ala Gly
A n
20V

Ala Thr Cys Ala Gly Gly Ala Cys Cys Cys Ala Ala Ala Ala Gly Gly
465 470 475 480

Gly Gly Gly Gly Ala Ala Cys Ala Thr Gly Cys Cys Thr Gly Gly Ala
485 490 435

Cys Cys Cys Ala Cys Ala Gly Ala Cys Thr Gly Cys Gly Thr Gly Ala
500 505 510

Gly Ala Gly Ala Ala Ala Ala Cys Ala Gly Cys Thr Gly Gly Thr Gly
515 520 525

Ala Thr Thr Thr Ala Thr Gly Ala Ala Gly Ala Gly Ala Thr Cys Ala
530 535 540

Gly Cys Gly Ala Cys Cys Cys Thr Gly Ala Gly Gly Ala Ala Gly Ala
545 550 555 560

Thr Gly Ala Cys Gly Ala Gly Thr Ala Cys
565 570

<210> 77

<211> 1369

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de ADN de DeSNAP Univ + SSX2

<400> 77

101



10

tcgcgageta
tecttaceta
gattcaccac
ctactgggaa
cttggaggtc
cctgaggeca
agctteacce
tcatatcage
getcotocageg
ggagctgtag
ggtcatagac
ggtggegga
aggagaccca
gccaaatact
gtgtatatga
cottteatgt
aaccgtggga
ccgaagatca
gcatctggee
gagaagatte
cgtgagagaa
tacgagaatc
ggtagtcace
<210>78

<211> 415
<212> PRT

-~
L=}

gcaccatgaa
cagcteotgge
ttgggaagtt
aaggaactte
ctgagccect
ttgaggaatt
gccaggtcoct
aacttgctge
gaaatecctgt
gtggetatga
ttggaaagecce
cogaaaacet
cggttggtge
tetctaagga
agagaaagta
gtaataaacg
atcaggttga
tgcccaagaa
cacaaaatga
acgagagatc
aacagetggt
tatattttea

atcatcacca

<213> Secuencia artificial

<220>

actatgtatt
aagatctgac
ggaactgagt
tgetgetgat
catgcaagcc
teccagtecece
gtggaaattg
attggceggt
geacatectyg
aggaggactg

tgggctgggt

tcazaatacca
agagtgggaa
tgaggctatg
ggccgaagac
acgtcctcag
gocagcagag
tgggaaagag
aggacccaaa
gatttatgaa

aggcccggga

tcactaatga

ES 2627117 T3

ctacttgcag
aaagactgeg
ggatgcgagce
geagttgaag
acagcctgge
geecttecace
ctgaaggtgg
aaccccgcag
atccettgte
geagttaagyg

cectgetggta

gagaagatcc
aagatgaaag
actaaactag
ttocagggga
atgacttteg
gaaggaaatg
ctgtgeeocte
aggggggaac
gagatcageg
gagaatctat

ceggtgegge

ttgttgegtt
aaatgaaaag
aaggattgca
ttocageace
ttaacgcata
atcectgtgtt
tcaagtttgg
ctacagetge
acagagtegt
agtggetget
taggcgegece
acggagacga
aaaaggcoctt
cctoggagaa
gtttcaagge
atgatttgga
gcaggcteca
attcggagga
ctggaaaacc
atgcctggac
accctgagga
attttcaagg

cgeaagett

<223> Secuencia de aminoacidos de DeSNAP Univ + SSX2

<400> 78

cgtaggattg
aactacattg
tgaaattaag
agecagetgtt
tttccaccag
tcagcaggag
tgaagtgatt
cgtgaaaact
ttecatcttec
ggctecatgaa

agggtcccta

cgatgatatt
aatcttetat
caccctecca
taatgaccect
gggaatctoe
agtgccagaa
aactacctet
ccacagactg
agatgacgag

gccecggegga

Met Lys Leu Cys Ile Leu Leu Ala Val Val Ala Phe Val Gly Leu Ser

102

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1369



Leu

Thr

Gln

Asp

65

Pro

Glu

G1ln

Vval

Gly

145

Pro

Ala

Ala

Ile

Gln

225

Arg

Pro

Thr

Gly

Ala

Leu

Ala

Gln

Lys

130

Asn

Vval

val

His

Gly

210

Ser

Thr

Thr

Leu

35

Leu

val

Met

Ile

Glu

115

Phe

Pro

Pro

Gly

Glu

195

Ala

Asp

Leu

Ala

20

Asp

His

Glu

Gln

Glu

100

Ser

Gly

Ala

Ile

Gly

180

Gly

Pro

Ile

Met

Leu

Ser

Glu

val

Ala

85

Glu

Phe

Glu

Ala

Leu

165

Tyr

His

Gly

Cys

Leu
245

Ala

Pro

Ile

Pro

70

Thr

Phe

Thr

val

Thr

150

Ile

Glu

Arg

Ser

Asp

230

Leu

Arg

Leu

Lys

55

Ala

Ala

Pro

Arg

Ile

135

Ala

Pro

Gly

Leu

Leu

215

Leu

Ala

Ser

Gly

40

Leu

Pro

Trp

Val

Gln

120

Ser

Ala

Cys

Gly

Gly

200

Gly

Pro

Gln

ES 2627117 T3

Asp

25

Lys

Leu

Ala

Leu

Pro

105

val

Tyr

Val

His

Leu

185

Lys

Gly

Glu

Met

10

Lys

Leu

Gly

Ala

Asn

90

Ala

Leu

Gln

Lys

Arg

170

Ala

Pro

Gly

Thr

Ser
250

Asp Cys

Glu Leu

Lys Gly

val Leu

75

Ala Tyr

Leu His

Trp Lys

Gln Leu
140

Thr Ala
155

val val

val Lys

Gly Leu

Ser Glu

220

His Ser
235

Arg Ile

103

Glu

Ser

45

Thr

Gly

Phe

His

Leu

125

Ala

Leu

Ser

Glu

Gly

205

Asn

Leu

Ser

Met

Gly

Ser

Gly

His

Pro

1140

Leu

Ala

Ser

Ser

Trp

190

Pro

Leu

Asp

Pro

15

Lys

Cys

Ala

Pro

Gln

95

Val

Lys

Leun

Gly

Ser

175

Leu

Ala

Tyr

Asn

Ser
255

Arg

Glu

Ala

Glu

80

Pro

Phe

val

Ala

Asn

160

Gly

Leu

Gly

Phe

Arg

240

Ser



10

Cys Leu

Gly Asn

Met

Gln

Asp
260

Arg

Phe Gln

275

Ile Gln

290

Trp Asp
305

Leu Asn

Thr

Pro

Arg Arg

Gln

Glu

Asp

Leu

Ile

Ile Phe

Asp Leu

His

Lys

Asn

Leu Asp

Asp Phe

Ala Pro

280

Leu Phe

295

Lys

310

Glu
325

Leu

Met
340

Asn

Thr Leu

355

Glu
370

Trp

Asn Leu

385

Tyr Phe

<210> 79
<211> 1369
<212> ADN

val

Gln

Gln

val

Glu Arg

Ala

Ala Asp

Tyr

Arg Ala

Leu Arg

Cys val

Ser

Thr
360

Leu

Glu
375

Ile

Arg

390

Pro
405

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

Gly

Gly Gly

Gly

265

Ala

Thr

Phe

Met

Ile

345

Glu

Met

Lys

Ser

ES 2 627

Phe Pro

Ile Ser
Thr

Lys

Thr
315

Cys

Gln
330

Glu

Leu Ala

Lys Lys

Arg Ser

Glu Gly

395

His His

410

<223> Secuencia de ADN de DeMGMT Univ + SSX2

<400> 79
tcgcgageta

tccttaccta
gattcaccac
ctactgggaa
cttggaggte
cctgaggeca

agctteacce

gcaccatgaa
cagctctgge
ttgggaagtt
aaggaacttc
ctgageccet
ttgaggaatt

gccaggteet

actatgtatt
aagatctgac
ggaactgagt
tgctgectgat
catgcaagee
tecagtecece

gtggaaattg

ctacttgcag
aaagactgcg
ggatgcgage
gecagttgaag
acagcctgge
gecccttecace

ctgaaggtgg

104

117 T3

Gln Glu

Glu

Phe Asp

270

Val Leu

285

Asp Ser

300

Glu

Leu

Glu

Vval Lys

His

Ser Ala

Tyr

Arg Val

Lys

Glu Leu

Ala

Gln Gln

320

Gly Glu

335

Tyr Phe

350

Ser
365

Tyr

Leu Ser

380

Pro Gly

His His

ttgttgegtt
aaatgaaaag
aaggattgca
ttccagcace
ttaacgcata
atcectgtgtt

tcaagtttgg

Pro

Leu

Glu Asn

His

Cys Ala

Ser Thr

Leu
400

His
415

cgtaggattyg
aactacattg
tgaaattaag
agcagctgtt
ttteccaccag
tcagcaggag

tgaagtgatt

60

120

180

240

300

360

420



10

tcatatcagce
gctctcageg
ggagctgtag
ggtcatagac
ggtggcegygat
aggagacecca
gccaaatact
gtgtatatga
cctttecatgt
aaccgtggga
ccgaagatca
gcatctggee
gagaagattc
cgtgagagaa
tacgagaatc
ggtagtcace
<210> 80

<211> 489
<212> PRT

aacttgctge
gaaatcctgt
gtggctatga
ttggaaagec
ccgaaaacet
cggttggtgce
tctctaagga
agagaaagta
gtaataaacg
atcaggttga
tgcccaagaa
cacaaaatga
acgagagatc
aacagetggt
tatattttea

atcatcacca

<213> Secuencia artificial

<220>

attggcecggt
gcccatcctg
aggaggactg
tgggctaggt
gtactteccag
tcaaataceca
agagtgggaa
tgaggctatg
ggccgaagac
acgtectcag
gccagcagag
tgggaaagag
aggacccaaa
gatttatgaa

aggcccggga

tcactaatga

ES 2627117 T3

aaccccgcag
atcccttgtce
gcagttaagg
cotgetggta
agcgatatca
gagaagatce
aagatgaaag
actaaactag
ttccagggga
atgacttteg
gaaggaaatyg
ctgtgeacte
aggggggaac
gagatcageg
gagaatctat

ceggtgegge

ctacagctge
acagagtcgt
agtggctgcet
taggogegea
acggagacga
aaaaggcett
cctoggagaa
gtttcaagge
atgatttgga
goaggctcca
attecggagga
ctggaaaace
atgcctggac
accctgagga
attttcaagg

cgeaagett

<223> Secuencia de aminoacidos de DeMGMT Univ + SSX2

<400> 80

Met Lys Leu Cys Ile Leu Leu Ala Val Val Ala Phe

1

Leu Pro

Arg Phe

35

Leu
50

Asp

Thr
65

Leu

5

20

70

Thr Ala Leu Ala Arg Ser

Ala Ser Arg Arg Pro Gln

40

val Leu Gly Lys Met Asp

55

Asp Ser Pro Leu Gly Lys

10

Leu Gly Gln Pro

25

Val ILeu Ala Val

Lys Asp Cys Glu

Leu Glu Leu Ser

75

Val

Ala
30

Arg
45

Met
60

Gly

105

Gly

Pro

Thr

Lys

Cys

cgtgaaaact
ttcatcttec
ggctcatgaa
agggtceccta
cgectttgea
cgatgatatt
aatcttetat
caccctecca
taatgaccct
gggaatctcc
agtgccagaa
aactacctet
ccacagactg
agatgacgag

gcecggcgga

Leu Ser

15

Leu Glu

Val Cys

Arg Thr

Glu Gln

80

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1369



Gly

Ala

Leu

Ala

Gln

145

Lys

Asn

Val

Vval

His

225

Leu

Pro

Asp

Gln

Phe

305

Tyr

Leu

val

Met

Ile

130

Glu

Phe

Pro

Pro

Gly

210

Glu

Ala

Ala

Tle

Ile

290

Ser

val

His

Glu

Gln

115

Glu

Ser

Gly

Lys

Ile

195

Asn

Gly

Gly

Gly

Asn

275

Pro

Lys

Tyr

Glu

Val

100

Cys

Glu

Phe

Glu

Ala

180

Leu

Tyxr

His

Ala

Arg

260

Gly

Glu

Glu

Met

Ile

85

Pro

Thr

Phe

Thr

Val

165

Ala

Ile

Ser

Arg

245

hsn

Asp

Lys

Glu

Lys
325

Lys

Ala

Ala

Pro

Arg

150

Ile

Arg

Pro

Gly

Leu

230

Leu

Gly

Asp

Ile

Trp

310

Arg

Leu

Pro

Trp

val

135

Gln

Ser

Ala

Cys

Gly

215

Gly

Lys

Gly

Ala

Gln

295

Glu

Lys

Leu

Ala

Leu

120

Pro

val

Tyr

val

His

200

Leu

Lys

Gly

Gly

Phe

280

Lys

Lys

Tyr

Gly

Ala

105

Asn

Ala

Leu

Gln

Gly

185

Arg

Ala

Pro

Ala

Ser

265

Ala

Ala

Met

Glu

ES 2627117 T3

Lys

90

Val

Ala

Leu

Irp

Gln

170

Gly

Val

val

Gly

Gly

250

Glu

Arg

Phe

Lys

Ala
330

Gly

Leu

Tyr

His

Lys

155

Leu

Ala

Val

Lys

Leu

235

Ala

Asn

Arg

Asp

Ala

315

Met

Thr

Gly

Phe

His

140

Leu

Met

Cys

Glu

220

Gly

Thr

Leu

Pro

Asp

300

Ser

Thr

106

Ser

Gly

His

125

Pro

Leu

Ala

Arg

Ser

205

Trp

Gly

Ser

Tyr

Thr

285

Ile

Glu

Lys

Ala

Pro

110

Gln

val

Lys

Leau

Gly

190

Ser

Leu

Ser

Gly

Phe

270

val

Ala

Lys

Leu

Ala

95

Glu

Pro

Phe

val

Ala

175

Asn

Gly

Leu

Ser

Ser

255

Gln

Gly

Lys

Ile

Gly
335

Asp

Pro

Glu

Gln

val

160

Gly

Pro

Ala

Ala

Gly

240

Pro

Ser

Ala

Tyr

Phe

320

Phe



ES 2627117 T3

Ala Thr Phe Ala Glu

350

Leu Pro Phe

340

Lys Pro Met Cys Asn

345

Lys Arg Asp

Gln Gly Asn Leu Gln Val Glu

355

Asp Asp Asn Asp Pro Asn

360

Arg Gly Asn

365

Pro Gln Mat Thr

370

Arg Phe Gly Arg

375

Gln Ile

380

Leu Gly Ser Pro Lys Ile

Met
385

Pro Pro Ala

390

Glu Glu Glu Glu Val PFro

400

Lys Lys Gly Asn Asp Ser

395

Glu Ala Pro Glu

405

Ser Gly Gln Asn Asp Gly Pro

415

Lys Leu Pro

410

Cys Gly

Thr Thr

420

Glu Ile Glu Pro

430

His Ser

425

Lys Pro Ser Lys Arg Gly Lys Arg

Glu His Ala Thr His Leu Glu Gln Leu Val

435

Gly Trp Arg

440

Arg Arg Lys

445

Ile Tyr Glu Glu Ile Glu Glu Glu Glu Asn

450

Ser Asp Pro

455

Asp Asp

460

Tyr

Leu Phe Gln Glu Phe Gln

465

Pro Asn Leu Pro

470

Tyr Gly Gly Tyr

475

Gly Gly

4180

Gly Gly His His His His His

485

Ser His

<210> 81

<211> 1299

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de ADN de ssBiP+SNAP+proTEV site + SSX2 + proTEV + Etiqueta de His

10

<400> 81
atgaagttat

gacaaagact
tetgggtgeg
gacgccgtgy
gocacegeoct
ccagccctge

ctgetgaaag

gcatattact
gcgaaatgaa
aacagggect
aagtgectge
ggctcaacge
accacccagt

tggtgaagtt

ggccgtegtyg
gcgcaccacce
gcacgagatc
cccageegeo
ctacttteac

gttccagcag

cggagaggte

gectttgttg
ctggatagcc
aagctgctgg
gtgctgggeg
cagcctgagg
gagagcttta

atcagctace

107

goctctoget
ctctgggcaa
gcaaaggaac
gaccagagcce
ccatcgagga
cccgccaggt

agcagctgge

cgggagatct
gctggaactg
atctgecgee
actgatgcag
gttccotgtg
gctgtggaaa

cgecetggee

60

120

180

240

300

360

420



ES 2627117 T3

ggcaatcocg ccogccacoge cgccgtgaaa accgccecctga geggaaatce cgtgeccatt 480
ctgatccoccot gecaccgggt ggtgtctage teotggegecyg tggggggcta cgagggoggg 540
ctcgecegtga aagagtgget getggcccac gagggccaca gactgggcaa gcocctgggctg 600
ggtcctgecag gtataggege geccagggtec ctaggtggeg gatctgaaaa ccteotacttco 660
cagagtgata tcaacggaga cgacgccttt gcaaggagac ccacggttgg tgctcaaata 720
ccagagaaga tccaaaaggc cttcgatgat attgccaaat acttctctaa ggaagagtgg 780
gaaaagatga aagcctcgga gaaaatcette tatgtgtata tgaagagaaa gtatgagget 840
atgactaaac taggtttcaa ggccaccctc ccacctttca tgtgtaataa acgggecgaa 900
gacttccagg ggaatgattt ggataatgac cctaaccgtg ggaatcaggt tgaacgtect 960
cagatgactt tcggcaggct ccagggaatc tccccgaaga tcatgcccaa gaagccagca 1020
gaggaaggaa atgattcgga ggaagtgcca gaagcatctg gcccacaaaa tgatgggaaa 1080
gagetgtgee ctectggaaa accaactace tetgagaaga tteacgagag atcaggaccec 1140
aaaagggggg aacatgcctyg gacccacaga ctgcgtgaga gaaaacagct ggtgatttat 1200
gaagagatca gcgaccctga ggaagatgac gagtacgaga atctatattt tcaaggcceg 1260
ggeggtggaa gtcaccatea tcaccatcac tgaccggta 1299
<210> 82

<211>430

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de BiPmc+SNAP+sitio proTEV + SSX2+ proTEV + Etiqueta de His
<400> 82

Met Lys Leu Cys Ile Leu Leu Ala Val Val Ala Phe Val Gly Leu Ser

1 5 10 15

Leu Gly Arg Ser Asp Lys Asp Cys Glu Met Lys Arg Thr Thr Leu Asp
20 25 30

Ser Pro Leu Gly Lys Leu Glu Leu Ser Gly Cys Glu Gln Gly Leu His
35 40 45

Glu Ile Lys Leu Leu Gly Lys Gly Thr Ser Ala Ala Asp Ala Val Glu
50 55 60

Val Pro Ala Pro Ala Ala Val Leu Gly Gly Pro Glu Pro Leu Met Gln
65 70 75 80

108



Ala

Glu

Phe

Glu

aAla

145

Leu

Tyr

His

Gly

Asn

225

Pro

Lys

Tyr

Thr

Asn

305

Gln

Thr

Phe

Thr

val

130

Thr

Ile

Glu

Arg

Ser

210

Gly

Glu

Glu

Met

Leu

290

Asp

Met

Ala

Pro

Arg

115

Ile

Ala

Pro

Gly

Leu

195

Leu

Asp

Lys

Glu

Lys

275

Pro

Leu

Thr

Trp

Val

100

Gln

Ser

Ala

Cys

Gly

180

Gly

Gly

Asp

Ile

Trp

260

Arg

Pro

Asp

Phe

Leu

85

Pro

Val

Tyr

val

His

165

Leu

Lys

Gly

Ala

Gln

245

Glu

Lys

Phe

Asn

Gly
325

Asn

Ala

Leu

Gln

Lys

150

Arg

Ala

Pro

Gly

Phe

230

Lys

Lys

Tyr

Met

Asp

310

Arg

Ala

Leu

Trp

Gln

135

Thr

Val

val

Gly

Ser

215

Ala

Ala

Met

Glu

Cys

295

Pro

Leu

Tyr

His

Lys

120

Leu

Ala

Val

Lys

Leu

200

Glu

Arg

Fhe

Lys

Ala

280

Asn

Asn

Gln

Phe

His

105

Leu

Ala

Leu

Ser

Glu

185

Gly

Asn

Arg

Asp

Ala

265

Met

Lys

Arg

Gly

ES 2627117 T3

His

90

Pro

Leu

Ala

Ser

Ser

170

Trp

Pro

Leu

Pro

Asp

250

Ser

Thr

Arg

Gly

Ile
330

Gln

val

Lys

Leu

Gly

155

Ser

Leu

Ala

Tyr

Thr

235

Ile

Glu

Lys

Ala

Asn

315

Ser

Pro

Phe

Val

Ala

140

Asn

Gly

Leu

Gly

Phe

220

val

Ala

Lys

Leu

Glu

300

Gln

Pro

109

Glu

Gln

Val

125

Gly

Pro

Ala

Ala

Ile

205

Gln

Gly

Lys

Ile

Gly

285

Asp

val

Lys

Ala

Gln

110

Lys

Asn

val

Val

His

190

Gly

Ser

Ala

Tyr

Phe

270

Pha

Phe

Glu

Ile

Ile

95

Glu

Phe

Pro

Pro

Gly

175

Glu

Ala

Asp

Gln

Phe

255

Tyr

Lys

Gln

Arg

Met
335

Glu

Ser

Gly

Ala

Ile

160

Gly

Gly

Pro

Ile

Ile

240

Ser

Val

Ala

Gly

Pro

320

Pro



10

15

Lys Lys

Ser Gly

Thr Thr

370

His Ala

385

Glu Glu

Phe Gln

<210> 83
<211> 798
<212> ADN

Pro

Pro

355

Ser

Trp

Ile

Gly

Ala
340

Glu

Gln Asn

Glu

Lys

Thr His

Glu

Asp

Ile

Gly Asn

Gly Lys

360

His Glu

375

Arg Leu Arg

390

Ser Asp
405

Pro
420

Gly

<213> Homo sapiens

<400> 83
tctctagetg

cctaatattt
ggactaagta
ctatcaacag
gatgcactte
gcatgtacte
gcaccagaac
ctacttagtg
tttgtagcag
gatcaagatc
cctccatcaa
ggtcaaccta
tctcgagatc

aatctatatt

<210> 84
<211> 1558
<212> ADN

gagaaacagyg

caagtctatc
cagaacgtgt
aacaactteg
cattcgatcet
gattttttte
gacaacgact
aagcagatgt
aatctgcaga
aacaagaagc
catggtctgt
ttattcgaag
catcttggcg

ttcaaggg

<213> Secuencia artificial

<220>

Pro

Gly

Glu Glu

Gly Ser

tcaagaagct
acctcgacaa
tcgagaacta
atgtctagect
acttotattt
tcgaattaca
actacctgea
acgagcteta
agtactacta
tgectagagea
atcaacaatg
tattccacaa

acaacctgaa

Asp

345

Glu

Arg

Glu Arg

Asp Asp

His
425

ES 2 627

Ser Glu

Leu Cys

Ser Gly

Lys
395

Glu
410

His His

gcacctcttg
cttcttggat
gctgtageat
catcgacttt
ctaaatccag
aaagcaaatg
getctageat
ggaggtctag
ccacgacttg
gctettecaag
gatgcactac
ggtattgtag

cgaactattc

<223> Secuencia de ADN de DeSNAP Univ -NERCMSL

<400> 84

110

117 T3

Glu Vval

Pro
365

Pro

Pro
380

Lys

Gln Leu

Tyr Glu

His His

atggagtact
ttccatgtge
tagcacagaa
ctgaaccacc
atgcatttte
tcgatctact
gttggggagt
cttgtgatct
ttagttgtee
gtggtggacc
gaggacttct
cagcatggcg

ttcgaccacg

Pro

350

Gly

Arg

val

Asn

Glu Ala

Lys Pro

Gly Glu

Ile Tyr

400

Leu
415

Tyr

His
430

agcaaatcca
agaagtatct
aaatgtaaaa
tgaggatcta
aggacctcaa
tccaagagga
acgaggatct
accetggacga
tggacctcta
teettatgga
tcctgtacta
acaacgatct

cccgggagayg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

798



10

tcgcgageta
tccttaccta
gattcaccac
ctactgggaa
cttggaggtc
coctgaggeca
agctteacce
tcatatcage
gctetecageg
ggagctgtag
ggtcatagac
ggtggeggat
ggtcaagaag
tcacctcgac
gttcgagaac
cgatgtctag
ctacttctat
tctcgaatta
ctactacectyg
gtacgagcte
gaagtactac
gatgetagag
gtatcaacaa
agtattccac
cgacaacctg
ceeggeggag
<210> 85

<211> 504
<212> PRT

gcaccatgaa
cagctctgge
ttgggaagtt
aaggaacttca
ctgagcccet
ttgaggaatt
gccaggteet
aacttgectge
gaaatcctgt
gtggctatga
ttggaaagec
ccgaaaacet
ctgcacctct
aacttcttgg
tagctgtage
ctcatcgact
ttctaaatce
caaaagcaaa
cagctctage
taggaggtet
taccacgact
cagcteottea
tggatgcact
aaggtattgt
aacgaactat

gtagtcacca

<213> Secuencia artificial

<220>

actatgtatt
aagatctgac
ggaactgagt
tgetgetgat
catgcaagcc
tccagteceoe
gtggaaattg
attggceggt
gcccatectg
aggaggactg
tgggetgggt
gtacttecag
tgatggagta
atttccatgt
attagcacag
ttectgaacca
agatgcattt
tgtcgatcta
atgttgggga
agcttgtgat
tgttagttgt
aggtggtgga
acgaggactt
agcagcatgg
tettegacea

tcatcaccat

ES 2 627

ctacttgcag
aaagactgcg
ggatgcgage
gcagttgaag
acagcctgge
geeccttecace
ctgaaggtgg
aacccegcag
atcccttgte
gcagttaagg
cetgetggta
agcgatatca
ctagcaaatc
gcagaagtat
aaaaatgtaa
cctgaggatce
tcaggaccte
cttccaagag
gtacgaggat
ctacctggac
cctggacctce
cctacttatg
cttectgtac
cgacaacgat
cgeccegggag

cactaatgac

117 T3

ttgttgegtt
aaatgaaaaqg
aaggattgca
tteocageace
ttaacgecata
atcetgtgtt
tcaagtttgg
ctacagctge
acagagtogt
agtggctget
taggecgegeo
ggtctetage
cacctaatat
ctggactaag
aactatcaac
tagatgcact
aagcatgtac
gagcaccaga
ctctacttag
gatttgtage
tagatcaaga
gaccteocata
taggtcaace
cttectcgaga
agaatctata

cggtgcggee

<223> Secuencia de aminoacidos de DeSNAP Univ -NERCMSL

<400> 85

111

cgtaggattg
aactacattg
tgaaattaag
agcagotgtt
tttccaccag
tcagcaggag
tgaagtgatt
cgtgaaaact
ttcatcttee
ggctcatgaa
agggtcccta
tggagaaaca
ttcaagtcta
tacagaacgt
agaacaactt
tccattegat
togatttttt
acgacaacga
tgaagcagat
agaatctgea
tcaacaagaa
aacatggtet
tattattcga
tccatecttgg
ttttcaaggg

gcaagett

60

120

180

240

300

360

420

480

B40

600

660

720

780

840

S00

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1558



Met

Leu

Thr

Gln

Asp

€65

Pro

Glu

5]
fir}
5]

val

Gly

145

Pro

Val

His

Gly

Ser

Lys

Pro

Thr

Gly

Ala

Leu

Ala

5]
)
5]

Lys

130

Asn

Val

Gly

Glu

Ala

210

Asp

Leu

Thr

Leu

35

Leu

val

Met

Ile

Pro

Ile

Gly

Gly

195

Pro

Ile

Cys

Ala

20

Asp

His

Glu

Gln

Glu
100

i

3]

Gly

Ala

Leu

Tyr

180

His

Gly

Arg

Ile

Leu

Ser

Glu

val

Ala

85

Glu

rd
2

Glu

Ala

Ile

165

Glu

Arg

Ser

Ser

Leu

Ala

Pro

Ile

Pro

70

Thr

FPhe

+3
=2
H

val

Thr

150

Pro

Gly

Leu

Leu

Leu

Leu

Arg

Leu

Lys

55

Ala

Ala

Pro

Ala

Cys

Gly

Gly

Gly

215

Ala

Ala

Ser

Gly

40

Leu

Pro

Trp

val

Ser

Ala

His

Leu

Lys

200

Gly

Gly

ES 2627117 T3

val

Asp

25

Lys

Leu

Ala

Leu

Tyr

val

Arg

Ala

185

Pro

Gly

Glu

val

10

Lys

Leu

Gly

Ala

Asn

90

Ala

=
0
i

Gln

Lys

val

170

Val

Gly

Ser

Thr

Ala

Asp

Glu

Lys

val

75

Ala

Leu

&)
L]

o)

Gln

Thr

155

Val

Lys

Ieu

Glu

Gly

112

Phe

Cys

Leu

Gly

Leu

Tyr

His

Leu

140

Ala

Ser

Glu

Gly

Asn

220

Gln

val

Glu

Ser

45

Thr

Gly

Phe

His

Leu

Ser

Trp

Pro

205

Leu

Glu

Gly

Met

30

Gly

Ser

Gly

His

Ala

Ser

Ser

Leu

190

Ala

Tyr

Ala

Leu

15

Lys

Cys

Ala

Pro

Gln

95

val

-
=
L]

Leu

Gly

Gly

175

Leu

Gly

Phe

Ala

Ser

Arg

Glu

Ala

Glu

80

Pro

Phe

[

Ala

Asn

160

Ala

Ala

Ile

Gln

Pro



ES 2627117 T3

225 230 235 240

Leu Asp Gly Val Leu Ala Asn Pro Pro Asn Ile Ser Ser Leu Ser Pro
245 250 255

Arg Gln Leu Leu Gly Phe Pro Cys Ala Glu Val Ser Gly Leu Ser Thr
260 265 270

Glu Arg Val Arg Glu Leu Ala Val Ala Leu Ala Gln Lys Asn Val Lys
275 280 285

Leu Ser Thr Glu Gln Leu Arg Cys Leu Ala His Arg Leu Ser Glu Pro
290 2385 300

Pro Glu Asp Leu Asp Ala Leu Pro Phe Asp Leu Leu Leu Phe Leu Asn
305 310 315 320

Pro Agp Ala Phe Ser Gly Pro Gln Ala Cys Thr Arg Phe Phe Ser Arg
325 330 335

Ile Thr Lys Ala Asn Val Asp Leu Leu Pro Arg Gly Ala Pro Glu Arg
340 345 350

Gln Arg Leu Leu Pro Ala Ala Leu Ala Cys Trp Gly Val Arg Gly Ser
355 360 365

Leu lLeu Ser Glu Ala Asp Val Arg Ala Leu Gly Gly Leu Ala Cys Asp
370 375 380

Leu Pro Gly Arg Phe Val Ala Glu Ser Ala Val Leu Leu Pro Arg Leu
385 380 395 400

Val Ser Cys Pro Gly Pro Leu Asp Gln Asp Gln Gln Glu aAla Ala Arg
405 410 415

Ala Ala Leu Gln Gly Gly Gly Pro Pro Tyr Gly Prc Pro Ser Thr Trp
420 425 430

Ser Val Ser Thr Met Asp Ala Leu Arg Gly Leu Leu Pro Val Leu Gly
435 440 445

Gln Pro Ile Ile Arg Ser Ile Pro Gln Gly Ile Val Ala Ala Trp Arg
450 455 460

Gln Arg Ser Ser Arg Asp Pro Ser Trp Arg Gln Prc Glu Arg Thr Ile

465 470 475 480

Leu Arg Pro Arg Pro Gly Glu Agn Leu Tyr Phe Gln Gly Pro Gly Gly
485 490 435

Gly Ser His His His His His His

500

<210> 86
<211> 1558
<212> ADN

113
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15

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN de DeMGMT Univ -NERCMSL

<400> 86
tcgcgageta

tecttaceta
gattcaccac
ctactgggaa
cttggaggtc
cctgaggeca
agcttcacce
tcatatcage
getcotocageg
ggagcetgtag
ggtcatagac
ggtggoggat
ggtcaagaag
tcacctcocgac
gttecgagaac
cgatgtcotag
ctacttctat
tctecgaatta
ctactacctg
gtacgagcte
gaagtactac
gotgoetagag
gtatcaacaa
agtattccac
cgacaacctg
cccggeggag
<210> 87

<211> 551
<212> PRT

gcaccatgaa
cagetetgge
ttgggaagtt
aaggaactte
ctgagccect
ttgaggaatt
gecaggtect
aacttgetge
gaaatcctgt
gtggctatga
ttggaaagcce
cegaaaacet
ctgecacctet
aacttecttgg
tagetgtage
cteateogact
ttctaaatce
caaaagcaaa
cagctctage
taggaggtet
taccacgact
cagctecttea
tggatgcact
aaggtattgt

aacgaactat

gtagtcacca

<213> Secuencia artificial

<220>

actatgtatt
aagatctgac
ggaactgagt
tgetgetgat
catgcaagcc
tecagtecece
gtggaaattg
attggceggt
geccatoctg
aggaggactyg

tgggetgggt

tgatggagta
atttecatgt
attagcacag
ttetgaacca
agatgecattt
tgtecgatcta
atgttgggga
agcttgtgat
tgttagttgt
aggtggtgga
acgaggactt
agcagcatgg
tcttcgacca

tcatcaccat

ES 2627117 T3

ctacttgcag
aaagactgeg
ggatgcgage
geagttgaag
acagcctgge
geccttcace
ctgaaggtgg
aaccccgcag
atccottgte
goagttaagg

cectgetggta

ctagcaaatc
gcagaagtat
aaaaatgtaa
cctgaggate
tcaggaccte
cttccaagag
gtacgaggat
ctacctggac
cetggaccte
cctecttatg
cttcectgtac
cgacaacgat
cgeccgggay

cactaatgac

ttgttgegtt
aaatgaaaag
aaggattgca
ttecageace
ttaacgcata
atcctgtgtt
tcaagtttgg
ctacagetge
acagagtegt
agtggetget

taggcgegee

cacctaatat
ctggactaag
aactatcaac
tagatgcact
aagcatgtac
gagcaccaga
ctctacttag
gatttgtage
tagatcaaga
gacctccate
taggtcaacc
cttcoctcogaga

agaatctata

cggtgecggece

<223> Secuencia de aminoacidos de DeMGMT Univ -NERCMSL

<400> 87

114

cgtaggattg
aactacattg
tgaaattaag
ageagoetgtt
tttccaccag
tcagcaggag
tgaagtgatt
cgbgaaaact
tteatettec
ggctcatgaa
agggtcccta
ggagaaaca
ttcaagtcta
tacagaacgt
agaacaactt
tecattegat
togatttttt
acgacaacga
tgaagcagat
agaatctgea
tcaacaagaa
aacatggtet
tattattcga
tccatecttgg
ttttcaaggg

gcaagctt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

840

800

860

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1558



Met

Leu

Arg

Asp

Thr

65

Gly

Ala

Leu

Ala

Gln

145

Lys

Asn

Lys

Pro

Phe

Leu

Leu

Leu

val

Met

Ile

130

Glu

Phe

Pro

Leu

Thr

Ala

35

Val

Asp

His

Glu

Gln

115

Glu

Ser

Gly

Lys

Cys

Ala

20

Ser

Leu

Ser

Glu

val

100

Cys

Glu

Phe

Glu

Ala
180

Ile

Leu

Arg

Gly

Pro

Ile

85

Pro

Thr

Phe

Thr

val

165

Ala

Leu

Ala

Arg

Lys

Leu

70

Lys

Ala

Ala

Pro

Arg

150

Ile

Arg

Leu

Pro

Met

Gly

Leu

Pro

Trp

val

135

Gln

Ser

Ala

Ala

Ser

Gln

40

Asp

Llys

Leu

Ala

Leu

120

Pro

Val

Tyr

val

ES 2627117 T3

val

Leu

25

val

Lys

Leu

Gly

Ala

105

Asn

Ala

Leu

Gln

Gly
185

val

10

Gly

Leu

Asp

Glu

Lys

20

val

Ala

Leu

Trp

Gln

170

Gly

Ala

Gln

Ala

Cys

Leu

75

Gly

Leu

Tyr

His

Lys

155

Leun

Ala

115

Phe

Pro

val

Glu

Ser

Thr

Gly

Phe

His

140

Leu

Ala

Met

Vval

Ala

Arg

45

Met

Gly

Ser

Gly

His

125

Pro

Leu

Ala

Arg

Gly

Pro

30

Thr

Lys

Cys

Ala

Pro

110

Gln

Vval

Lys

Leu

Gly
130

Leu

15

Leu

val

Arg

Glu

Ala

95

Glu

Pro

Phe

Val

Ala

175

Asn

Ser

Glu

Cys

Thr

Gln

80

Asp

Pro

Glu

Gln

Val

160

Gly

Pro



Val

Val

His

225

Ala

Ala

Ile

Gly

Leu

305

Val

Thr

Asp

Ala

Lys

385

Leu

Ser

Gly

Pro

Gly

210

Glu

Gly

Gly

Arg

Val

290

Leu

Arg

Glu

Leu

Phe

370

Ala

Leu

Glu

Arg

Ile

195

Asn

Gly

Ala

Arg

Ser

275

Leu

Gly

Glu

Gln

Asp

355

Ser

Asn

Pro

Ala

Phe

Leu

Tyr

His

Trp

Asn

260

Leu

Ala

Phe

Leu

Leu

340

Ala

Gly

val

Ala

Asp

420

Val

Ile

Ser

Arg

Leu

245

Gly

Ala

Asn

Pro

Ala

325

Arg

Leu

Pro

Asp

Ala

405

VvVal

Ala

Pro

Gly

Gly

230

1ys

Gly

Gly

Pro

Cys

310

Val

Cys

Pro

Gln

Leu

390

Leu

Arg

Glu

Cys

Gly

215

Lys

Gly

Gly

Glu

Pro

295

Ala

Ala

Leu

Phe

Ala

375

Leu

Ala

Ala

Ser

His

200

Leu

Pro

Ala

Ser

Thr

280

Asn

Glu

Leu

Ala

Asp

360

Cys

Pro

Cys

Leu

Ala

ES 2627117 T3

Arg

Ala

Gly

Gly

Glu

265

Gly

Ile

Val

Ala

His

345

Leau

Thr

Arg

Trp

Gly

425

Glu

Val

val

Leu

Ala

250

Asn

Gln

Ser

Ser

Gln

330

Arg

Leu

Arg

Gly

Gly

410

Gly

val

val

Lys

Gly

235

Thr

Leu

Glu

Ser

Gly

315

Lys

Leu

Leu

Phe

Ala

355

Val

Leu

Leu

Cys

Glu

220

Gly

Ser

Tyr

Ala

Leu

300

Leu

Asn

Ser

Phe

Phe

380

Pro

Arg

Ala

Leu

116

Ser
205

Trp

Ser

Gly

Phe

Ala

285

Ser

Ser

Val

Glu

Leu

365

Ser

Glu

Gly

Cys

Pro

Ser

Leu

Ser

Ser

Gln

270

Pro

Pro

Thr

Lys

Pro

350

Agn

Arg

Arg

Ser

Asp

430

Arg

Gly

Leu

Gly

Pro

255

Ser

Leu

Arg

Glu

Leu

335

Pro

Pro

Ile

Gln

Leu

415

Leu

Leu

Ala

Ala

Leu

240

Pro

Asp

Asp

Gln

Arg

320

Ser

Glu

Asp

Thr

Arg

400

Leu

Pro

Val
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15

435 440
Ser Cys Pro Gly Pro Leu Asp Gln
450 455
Ala Leu Gln Gly Gly Gly Pro Pro
465 470
Val Ser Thr Met Asp Ala Leu Arg
485
Pr¢ Ile Ile Arg Ser Ile Pro Gln
500
Arg Ser Ser Arg Asp Preo Ser Trp
515 520
Arg Pro Arg Pro Gly Glu Asn Leu
530 535
Ser His His His His His His
545 550
<210> 88
<211> 543
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 88
gatatccage tettecacet acagaaggag
atgcacacag catcatcttt ggagaagcaa
aaggagctga ggaaagtggc ccatttaaca
gaatgggaag acacctatgg aattgtectg
cttgtgatca atgaaactgg gctgtacttt
tcttgeaaca acctgoccet gagecacaag
gatctggtga tgatggaggg gaagatgatg
cgcagcagct acctggggge agtgttcaat
gtatctgage tctctctggt caattttgag
ctc
<210> 89
<211> 1250
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2627117 T3

Asp Gln Gln

Pro
475

Tyr Gly

Leu Leu

490

Gly

Gly Ile Val

505

Arg Gln Pro

Tyr Phe Gln

ctggcagaac
ataggccacc
ggcaagtcca
ctttetggag
gtatattecca
gtctacatga
agctactgea
cttaccagtg

gaatctcaga

445

Glu
460

Ala

Ser

Pro

val

Pro

Ala Ala

Ala

Thr

Leu

Trp

Arg Ala

Ser
480

Trp

Gly Gln

435

Arg Gln

510

Glu Arg

525

Gly Pro

540

tccgagagte
ccagtccacc
actcaaggte
tgaagtataa
aagtatactt
ggaactctaa
ctactgggea
ctgatecattt

cgtttttcegg

<223> Secuencia de ADN de BiPmc-SNAP-sitio proTEV-sFasL

<400> 89

117

Thr

Gly

Ile Leu

Gly Gly

taccagccag
ccctgaaaaa
catgcctetyg
gaagggtgge
ccggggtcaa
gtateccecag
gatgtgggee
atatgtcaac

cttatataag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

543
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atgaagttat
gacaaagact
tctgggtgeg
gacgcegtgg
gcecaccgect
ccageectge
ctgctgaaag
ggcaatceeg
ctgatcceocot

ctcgecegtga

cagagtgata
agccagatge
gaaaaaaagqg
cotetggaat
ggtggecttyg
ggtcaatectt
ceccaggate
tgggcccgca
gtcaacgtat

tataagectce

<210> 90
<211> 414
<212> PRT

gcatattact
gcegaaatgaa
aacagggcct
aagtgcctge
ggctcaacgc
accacccagt
tggtgaagtt
ccgeocacage
gccaccgggt

aagagtggct

tccagetett
acacagcatc
agctgaggaa
gggaagacac
tgatcaatga
gcaacaacct
tggtgatgat
gcagctacct
ctgagetcte

cgggeggtgg

<213> Secuencia artificial

<220>

ggccgtegty
gecgeaccace
gcacgagatc
cccageageo
ctactttcac
gttocageag
cggagaggte
cgeccgtgaaa
ggtgtetage

gctggeccac

ccacctacag
atctttggag
agtggeecat
ctatggaatt
aactgggctg
gcecctgage
ggaggggaag

gggggcagtyg

tetggtecaat

aagtcatecat

ES 2627117 T3

gcctttgttg
ctggatagee
aagctgetgg
gtgctgggeg
cagcctgagg
gagagettta
atcagectace
accgcectga
tctggegecg

gagggccaca

aaggagctgg
aagcaaatag
ttaacaggca
gtectgettt
tactttgtat
cacaaggtect
atgatgaget
ttcaatctta
tttgaggaat

catcatcate

gcctcteget
ctctgggeaa
gcaaaggaac
gaccagagca
ccatcgagga
cccgecaggt
agcagctggce
geggaaatce

tggggggeta

gactgggcaa

cagaactccg
gcocaccccag
agtccaacte
ctggagtgaa
attccaaagt
acatgaggaa
actgcactac
ccagtgctga
ctcagacgtt

attgaceggt

<223> Secuencia de aminoacidos de BiPmc-SNAP-sitio proTEV-sFasL

<400> 90

cgggagatct
gctggaactg
atctgccgee
actgatgcag
gttccetgtyg
getgtggaaa
cgecctggee
cgtgeccatt
cgagggcggg

gcetgggetg

agagtctace
tccacceoect
aaggtccatg
gtataagaag
atacttcegg
ctctaagtat
tgggeagatg
tcatttatat

ttteggetta

Met Lys Leu Cys Ile Leu Leu Ala Val Val Ala Phe Val Gly Leu Ser

1

5

10

15

Leu Gly Arg Ser Asp Lys Asp Cys Glu Met Lys Arg Thr Thr Leu Asp

20

25

30

118

60

120

180

240

300

360

420

480

540

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1250



Ser

Glu

val

65

Ala

Glu

Phe

Glu

Ala

145

Leu

Tyr

His

Gly

Gln

225

Ser

Ser

Gly

Pro

Ile

50

Pro

Thr

Fhe

Thr

Val

130

Thr

Ile

Glu

Arg

Ser

210

Leu

Gln

Pro

Lys

Leu

35

Lys

Ala

Ala

Pro

Arg

115

Ile

Ala

Pro

Gly

Leu

195

Leu

Phe

Met

Pro

Ser

Gly

Leu

Pro

Trp

Val

100

Gln

Ser

Ala

Cys

Gly

180

Gly

Gly

His

His

Pro

260

Asn

Lys

Leu

Ala

Leu

85

Pro

Val

Tyr

Val

His

165

Leu

Lys

Gly

Leu

Thr

245

Glu

Ser

Leu

Gly

Ala

70

Asn

Ala

Leu

Gln

Lys

150

Arg

Ala

Pro

Gly

Gln

230

Ala

Lys

Arg

Glu

Lys

55

val

Ala

Leu

Trp

Gln

135

Thr

Val

val

Gly

Ser

215

Lys

Ser

Lys

Ser

Leu

40

Gly

Leu

Tyr

His

Lys

120

Leu

Ala

Val

Lys

Leu

200

Glu

Glu

Ser

Glu

Met

ES 2627117 T3

Ser

Thr

Gly

Phe

His

105

Lau

Ala

Leau

Ser

Glu

185

Gly

Asn

Leu

Leu

Leu

265

Pro

Gly

Ser

Gly

His

20

Pro

Leu

Ala

Ser

Ser
170

Trp

Pro

Leu

Ala

Glu

250

Arg

Leu

Cys

Ala

Pro

75

Gln

val

Lys

Leu

Gly

155

Ser

Leu

Ala

Tyr

Glu

235

Lys

Lys

Glu

Glu

Ala

60

Glu

Pro

Phe

Val

Ala

140

Asn

Gly

Leu

Gly

Phe

220

Leu

Gln

val

Trp

119

Gln

45

Asp

Pro

Glu

Gln

val

125

Gly

Pro

Ala

Ala

Ile

205

Gln

Arg

Ile

Ala

Glu

Gly

Ala

Leu

Ala

Gln

110

Lys

Asn

val

Val

His

190

Gly

Ser

Glu

Gly

His

270

Asp

Leu

Val

Met

Ile

$5

Glu

Phe

Pro

Pro

Gly

175

Glu

Ala

Asp

Ser

His

255

Leu

Thr

His

Glu

Gln

Glu

Ser

Gly

Ala

Ile

160

Gly

Gly

Pro

Ile

Thr

240

Pro

Thr

Tyr
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275

Gly Ile

290

Ile
305

Asn

Gly Gln

Asn Ser

Ser Tyr

Ala Val

370

Glu
385

Leu

Tyr Lys

<210> 91
<211> 2976
<212> ADN

val

Glu

Ser

Lys

Cys

355

Phe

Ser

Leu

Leu Leu

Thr Gly

Ser

Leu

280

Gly val

295

Tyr Phe

310

Asn
325

Cys

Tyr Pro

340

Thr Thr

Leu

Asn

Leu Vval

Asn

Gln

Gly

Thr

Asn

Leu Pro

Asp Leu

Gln Met

360

Ser Ala

375

Phe Glu

390

Pro Gly

405

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<223> secuencia de CNTN4 entre los aminoacidos 19 y 990

<400> 91
agatctatga

gatgattecca
ttggattctg
catatcaggt
gttgttgaaqg
cagtgcacag
gcttatcttg
ggaatggtge

ttcaatgaat

ggttgceatg
cactgcatgg
aggagaaaaa
ggaagttaaa
ggagcttgtt
cgacaaactc
acaactttaa
tactgtgtygg

acccttecta

Gly

Gly Ser

ggaactgctg
coccgattttt
agtgaagctc
tggaacagat
gatcaataac
gtttggaaca
aacaagaaca
cocgecacac

tcaggataat

Lys

val

Leu

val

345

Trp

Asp

Glu

His

ES 2 627

Tyr Lys

Ser
315

Tyr

Ser His

330

Met Met

Ala Arg
Leu

His

Gln
395

Ser

His His

410

gtactgcaat
attcaagaac
aattgtgaag
gttgacactg
cccaataaaa
attgttagca
agaagcactg
cattetggag

cgecgetttg

120

117 T3

285

Lys
300

Gly

Lys val

Lys Val Tyr

Glu Gly Lys

350

Ser
365

Ser

Tyr Val

380

Thr Phe Phe

His His His

cattcatttt
caagtcctgt
ttaaaggaaa
gtatggattt
cccaagatge
gagaagcaaa
tgtctgtceg
agctgagtta

tttctcaaga

Gly

Tyr

Tyr

Asn

Leu val

Phe Arg

320

Met
335

Arg
Met Met
Leu Gly
Val

Ser

Leu
400

Gly

gtgccttgea
aatgttecct
tccaaaacct
cegetacagt
tggaacgtac
gotgecagttt
tcgaggtcaa
tgectggate

gactgggaat

60

120

180

240

300

360

420

480

540



ctgtatattg
accgtgacaa
gtgatgggtg
aaaggagcaa
tggcgaagag
attcttgaga
aattccagag
attcaaaaaa
gcaaatggaa
cgggatagaa
gctggeatgt
cttagtgtta
gtcaaagtgg
tacacctgga

gatggaaacc

agggtaatgg
tgccaggtaa
ctgatagact
ggtgatttga
caaacaagtyg
cccccagagg
cceggtectyg
teegtggget
gegaccgtgg
gtgattggga
cccgaagtea
acctgggaga
tteceggeect
agatacgtgt

gtcttcaaca

ccaaagtaga
accacaaggt
aatatgagce
cggtgaagct
ctgatggaaa
tocctaattt
ggaaaaatgt
taaatgatat
ggcctaagee
ttcaaattga
atcagtgttt
tagctgtagg
gaggtgaagt
agaaaggaag

tcagaatcat

taccecoctte
cgcatgatca
ttgacagaga
tgatccgaaa
tggacagget
ctgtgacaat
acaaccacag
ggcaagcagt
tgggtttgaa
ttggggagce
caccagcgaa
cggtecctga
acggtaaaat
tcaggaatga

acaaaggaga

aaaatcagat
cctggggeca
caaaatagaa
ggaatgettt
gccaatagea
tcagcaggag
agcaagggga
tecacgtggee
tacatacaag
gcaaggaaca
ggcagagaat
tccagatttt
tgtcattgag
ggatatatta

caacgttact

cagtatggat
ctcgctagac
tggggaccac
catccaactg
atotgetget
agacgaaatc
ccecatcace
cagtacagte
cocettgggtt
cagccgcccc
tgtcagtggt
ggaattacag
gatctggatg
gagcgtgeac

aggcccttte

ES 2627117 T3

gttgggaatt
cctacaccac
gtgcagttcc
getttaggaa
aggaaagcca
gatgctggtt
cagctaactt
atggaagaaa
tggctaaaaa
ctcaacataa
aaacatggag
tcaagaacac
tgtaagccaa
aaagaaaatg

aaatcagacg

gtcactgttg
atcgtgttta
tttgaaagag
aagcatgctg
geagacotga
acagatacca
atgtatgtca
ccagaactca
gaatatgaat
tcagagaaac
ggcggagygca
aatggtcgag
ctgacagtge
cccttetete

agtcccacca

atacctgtgt
taatattgag
cagaaacagt
atccagtace
gaagacacaa
tatatgaatg
tectatgetca
atgtettttg
atggcgaacc
caatagtgaa
ttatctttte
tcttgaaaag
aagcgtctcee
aaagaattac

ctgggagtta

gagagagtat
cttggtcatt
ttggagggca
ggaaatatgt
ttgtaagagyg
ctgctcaget
ttcaageccag
ttgatgggaa
tecgeacagt
ggagaacaga
gcaaatctga
getttggtta
tggecetecage
cctttgaggt

cggtggtgta

121

ggttaccaat
aaatgatgga
tccgactgea
aactattatce
gtcaaatgga
tgtagctgaa
acctaattgg
ggaatgtaaa
tectgctaact
cctctcagat
caacgcagayg
agtaactctt
aaaacctgtt
catttetgaa

tacctgtata

tgttttaceg
taatggacac
ggattcagct
ctgecatggte
tectecaggt
ctcctggaga
gactccattc
gacattcaca
tgcagecaac
agaagctctc
actggttata
tgtggtggce
tgatgecectcet
taaagtaggt

ttotgecagaa

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

20490

2100

2160

2229

2289

2340

2400
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gaagaaccca
gaagttttct
aaatattgga
cagacatcaa
gcatataatt
ccaccaccaa
ctgaattggg
ttgtacagat
gagctttett
ggagatggca

<210> 92
<211> 3688
<212> ADN

ccaaaccace
gggcoctacee
gacatgaaga
caaaaatcac
ctgctgggac
gtcaacccce
atcaagtgaa
ggaacagaca
tgcctttega

goagcagtga

<213> Secuencia artificial

<220>

agccagtate
actggagaag
caaagaagaa
gaacttaaaa
aggceccctet
cggaaacatc
ggccctggat
aagcagcaca
tgaagattat

acaaattega

ES 2 627

tttgccagaa
aatagaggac
aatgctagaa
ggcagtgtge
agtgcaacag
atatggaatt
aatgagtcgg
tctgtcattg
ataatagaaa

attcece

117 T3

gtctttctge
gaatacaagg
aaatacgaac
tgtatcactt
tcaatgtgac
catcagactc
aagtaaaagg
aaacaaataa

ttaagecatt

cacagatatt
ttatgaggtt
agttggaaat
agctgtcaag
aacccgaaag
caaaattatc
atacaaagtc

aacatcggtg

cagcgacgga

<223> Secuencia de ADN de BiP-CNTN419-990-SNAP-ProTEV-Etiqueta de His

<400> 92
atgaagttat

atgaggttge
tccacactge
tctgaggaga
aggtggaagt
gaagggagct
acagcgacaa

cttgacaact

gaataccctt
attgccaaag
acaaaccaca
ggtgaatatg
gcaacggtga
agagctgatg
gagatcccta

agagggaaaa

gecatattact
catgggaact
atggecegat
aaaaagtgaa
taaatggaac
tgttgatcaa
actcegtttgg
ttaaaacaag
gtggeeoogeo
cctatcagga
tagaaaaatc
aggtcctggy
agcccaaaat
agctggaatg
gaaagccaat
attttcagca

atgtagcaag

ggcegtegty
gctggtactg
ttttatteaa
gctcaattgt
agatgttgac
taaccccaat
aacaattgtt

aacaagaagc

taatcgeege
agatgttggyg
gcocacctaca
agaagtgcag
ctttgcttta
agcaaggaaa
ggaggatgct

gggacageta

gectttgttg
caatcattca
gaaccaagte
gaagttaaag
actggtatgg
aaaacccaaqg
agcagagaag

actgtgtctg

tttgtttcte
aattatacct
ccactaatat
tteccagaaa
ggaaatccag
gccagaagac
ggtttatatg

actttctatg

122

goctcteget
ttttgtgect
ctgtaatgtt
gaaatccaaa
atttccgeta
atgctggaac
caaagcetgca

teccgtegagg

aagagactgg
gtgtggttac
tgagaaatga
cagkttocgac
taccaactat
acaagtcaaa
aatgtgtagc

ctcaacctaa

cgggagatct
tgcagatgat
coctttggat
acctcatate
cagtgttgtt
gtaccagtgc
gtttgettat

tcaaggaatg

gaatctgtat
caatacegtyg
tggagtgatg
tgcaaaagga
tatctggcga
tggaattctt
tgaaaattce

ttggattcaa

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

2976

60

120

180

240

300

360

420

660

720

780

840

800

960

1020



aaaataaatg
ggaaggccta
agaattcaaa
atgtatcagt
gttatagetg
gtgggaggtyg
tggaagaaag
aacctcagaa
aaccattttg
atggtacccc
gtaacgcatg
gactttgaca
ttgatgatcc
agtgtggaca

gaggctgtga

ggctggeaag
gtggtgggtt
gggattgggg
gtcacaccag
gagacggtec
ccctacggta
gtgttcagga
aacaacaaag
cccaccaaac
ttctgggect
tggagacatyg
tcaacaaaaa
aattctgectg
ccaagtcaac

tgggatcaag

atattcacgt
agcctacata
ttgagcaagg
gtttggcaga
taggtccaga
aagttgtcat
gaagggatat
tcatcaacgt
gaactgctag
cttccagtat
atcacteget
gagatgggga
gaaacatcca
ggctatetge
caatagacga
acagccecat
cagtcagtac
tgaacccttg
agcccagccg
cgaatgtcag
ctgaggaatt
aaatgatctg
atgagagcgt
gagaaggcocce
caccagcecag
ccccactgga
aagacaaaga
tcacgaactt
ggacaggccc
cccocggaaa

tgaaggecoct

ggccatggaa
caagtggeta
aacactcaac
gaataaacat
tttttcaaga
tgagtgtaag
attaaaagaa
tactaaatca
cagtactgga
ggatgtcact
agacatcgtg
ccactttgaa
actgaagcat
tgetgeagac

aatcacagat

agtcccagaa
ggttgaatat
cccctcagag
tggtggegga
acagaatggt
gatgctgaca
gcaccectte
ttteagtece
tatctttgee
gaagaataga
agaaaatget
aaaaggcagt
ctctagtgea
catcatatgg

ggataatgag

ES 2627117 T3

gaaaatgtct
aaaaatggcg
ataacaatag
ggagttatct
acactcttga
ccaaaagcgt
aatgaaagaa
gacgetggga
aacttggtag
gttggagaga
tttacttggt
agagttggag
gctgggaaat
ctgattgtaa

accactgctc

ctcattgatg
gaattccgca
aaacggagaa
ggcagcaaat
cgaggetttyg
gtgctggect
tctecctttyg
accacggtgy
agaagtettt
ggacgaatac
agaaaaatac
gtgctgtate
acagtcaatg
aattcatcag

tcggaagtaa

tttgggaatg
aacctctgct
tgaacctete
ttteocaacge
aaagagtaac
ctccaaaacc
ttaccattte
gttatacctyg
tgaaagatcce
gtattgtttt
catttaatgg
ggcaggattc
atgtctgecat
gaggtectee

agctctcctyg

ggaagacatt
cagttgcagc
cagaagaagc
ctgaactggt
gttatgtggt
cagctgatge
aggttaaagt
tgtattetge
ctgeocacaga
aaggttatga
gaacagttgg
acttagctgt
tgacaacccg
actccaaaat

aaggatacaa

123

taaagcaaat
aactcgggat
agatgectgge
agagcttagt
tettgtcaaa
tgtttacace
tgaagatgga
tatagecact
aacaagggta
accgtgccag
acacctgata
agctggtgat
ggtccaaaca

aggtcoeceoca

gagacccggt

cacagcgacc
caacgtgatt
tctcceccgaa
tataacctgg
ggcettecgyg
ctctagatac
aggtgtctte
agaagaagaa
tattgaagtt
ggttaaatat
aaatcagaca
caaggcatat
aaagccacca
tatcectgaat

agtettgtac

1080

1140

1200

1260

1320

1380

14490

1500

1560

1620

1680

1740

1800

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

26490

2700

2760

2820

2880



10

agatggaaca
tctttgecott
ggcagcagea
cgcaccacce
cacgagatca
ccagcegcceg
tactttcace
ttccageagyg
ggagaggtca
gocgtgaaaa
gtgtctaget
ctggcccacg
ccagggtcce

cattgatgac

<210> 93
<211> 1221
<212> PRT

gacaaagcayg
tcgatgaaga
gtgaacaaat
tggatagccce
agctgctggg
tgctgggcegg
agcctgagge
agagctttac
tcagcectacca
cogecctgag
ctggcgeegt
agggccacag
tggagaatct

cggtaagctt

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de BiP-CNTN419-990-SNAP-ProTEV-Etiqueta de His

<400> 93

Met Lys Leu

1

Leu Gly

Phe Ile

35

Gln
50

Ile

Lys Vval

65

Arg Trp

Arg

Leu

Glu

Lys

Lys

Cys Ile Leu Leu Ala Val

5

Ser Met Ar

20

Cys Leu Al

Pro Ser Pr

Leu Asn

Cy
70

Asn Gl
85

Lau

cacatctgtc
ttatataata
tegaattece
tctgggcaag
caaaggaaca
accagagcca
catcgaggag
cocgacaggtg
gcagetggee
cggaaatccoe
ggggggctac
actgggcaag

atattttcaa

gcggecge

g Leu Fro

a Asp Asp

40

o Val
85

Met
s Glu

val

y Thr Asp

ES 2627117 T3

attgaaacaa ataaaacatc
gaaattaagc cattcagcga
gggggaggta geaaagactg
ctggaactgt ctgggtgcga
tctgecgeoog acgecgtgga
ctgatgcocagg ccaccgoetg
ttccetgtge cagecctgea
ctgtggaaac tgctgaaagt
gacctggacg goaatcecege
gtgccecatte tgatccectg
gagggceggge tcgeegtgaa
cctgggetgg gtcectgcagg

agtggcggag gtagccatca

10

Trp Glu Leu Leu Val
25 30

Ser Thr Leu His Gly

45

Phe Pro Leu Asp Ser

60

Asn Pro
75

Lys Gly Lys

Val Asp Met

90

Thr Gly

124

Leu

Pro

Glu

Pro

Asp

ggtggagett
cggaggagat
cgaaatgaag
acagggcctg
agtgectgece
gctcaacgee
ccacccagtg
ggtgaagttce
agecacegec
ccaccggatyg
agagtggctg
tataggcgeg

tcatcatcat

Val Ala Phe Val Gly Leu Ser

15

Gln Ser

Ile Phe
Glu

Lys

Ile
80

His

Phe
95

Arg

2240

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3688



Tyr

Gln

Ile

Lys

145

val

Trp

Ser

Val

Vval

225

Gly

Thr

Pro

Arg

Phe

305

Arg

Asn

Ser

Asp

Val

130

Thr

Leu

Ile

Gln

Gly

210

Leu

Glu

Ala

val

Lys

290

Gln

Gly

Irp

val

Ala

115

Ser

Arg

Leu

Phe

Glu

195

Asn

Gly

Tyr

Lys

Pro

275

Ala

Gln

Lys

Ile

Val

100

Gly

Arg

Thr

Cys

Asn

180

Thr

Tyr

Pro

Glu

Gly

260

Thr

Arg

Glu

Asn

Gln
340

Glu

Thr

Glu

Arg

Gly

165

Glu

Gly

Thr

Pro

Pro

245

Ala

Ile

Arg

Asp

val

325

Lys

Gly

Tyr

Ala

Ser

150

Pro

Tyr

Asn

Cys

Thr

230

Lys

Thr

Ile

His

Ala

310

Ala

Ile

Ser

Gln

Lys

135

Thr

Pro

Pro

Leu

Val

215

Pro

Ile

Val

Trp

Lys

295

Gly

Arg

Asn

Leu

Cys

129

Leu

val

Pro

Ser

Tyr

200

Val

Leu

Glu

Lys

Arg

280

Ser

Leu

Gly

Asp

Leu

105

Thr

Gln

Ser

His

Tyr

185

Ile

Thr

Ile

val

Leu

265

Arg

Asn

Tyr

Gln

Ile
345

ES 2627117 T3

Ile

Ala

Phe

val

Ser

170

Gln

Ala

Asn

Leu

Gln

250

Glu

Ala

Gly

Glu

Leu

330

His

Asn

Thr

Ala

Arg

155

Gly

Asp

Lys

Thr

Arg

235

Phe

Cys

Asp

Tle

Cys

315

Thr

val

Asn

Asn

Tyr

140

Arg

Glu

Agn

val

Vval

220

Asn

Pro

Phe

Gly

Leu

300

VvVal

Fhe

Ala

125

Pro

Ser

125

Leu

Gly

Leu

Arg

Glu

205

Thr

Asp

Glu

Ala

Lys

285

Glu

Ala

Tyr

Met

Asn

110

Phae

Asp

Gln

Ser

Arg

190

Lys

Asn

Gly

Thr

Leu

270

Pro

Ila

Glu

Ala

Glu
350

lys

Gly

Asn

Gly

Tyr

175

Phe

Ser

His

val

val

255

Gly

Ile

Pro

Asn

Gln

335

Glu

Thr

Thr

Phe

Met

160

Ala

Val

Asp

Lys

Met

24Q

Pro

Asn

Ala

Asn

Ser

320

Pro

Asn



Val

Trp

Glu

385

Met

aAla

Leu

Cys

Arg

465

Asn

Cys

Val

Val

His

545

Asp

Ser

Lys

Phe

Leu

370

Gln

Iyr

Glu

Lys

Lys

450

Asp

Leu

Ile

Val

Thr

530

Ser

Phe

Ala

Iyr

355

Lys

Gly

Gln

Leu

Arg

435

Pro

Ile

Axrg

Ala

Lys

515

Val

Leu

Asp

Gly

val
595

Glu

Asn

Thr

Cys

Ser

420

Val

Lys

Leu

Ile

Thr

500

Asp

Gly

Asp

Arg

Asp

580

Cys

Cys

Gly

Leu

Leu

405

val

Thr

Ala

Lys

Ile

485

Asn

Pro

Glu

Tle

Asp

565

Leu

Met

Lys

Glu

Asn

390

Ala

Ile

Leu

Ser

Glu

470

Aszn

His

Thr

Ser

val

550

Gly

Met

val

Ala

Pro

375

Ile

Glu

Ala

Val

Pro

455

Asn

Val

Phe

Arg

Ile

535

Phe

Asp

Ile

Gln

Asn

360

Leu

Thr

Asn

val

Lys

440

Lys

Glu

Thr

Gly

Val

520

Val

Thr

His

Arg

Thr
600

Gly

Leu

Ile

Lys

Gly

425

Val

Pro

Arg

Lys

Thr

505

Met

Len

Trp

Phe

Asn

585

Ser

ES 2627117 T3

Arg

Thr

Val

His

410

Pro

Gly

val

Ile

Ser

4390

Ala

Val

Pro

Ser

Glu

570

Ile

val

Pro

Arg

Asn

395

Gly

AsSp

Gly

Tyr

Thr

475

Asp

Ser

Pro

Cys

Phe

555

Arg

Gln

Asp

Lys

Asp

380

Leu

val

Phe

Glu

Thr

460

Ile

Ala

Ser

Pro

Gln

540

Asn

VvVal

Leu

Arg

126

Pro

365

Arg

Ser

Ile

Ser

Val

445

Trp

Ser

Gly

Thr

Ser

525

Val

Gly

Gly

Lys

Leu
605

Thr

Ile

Asp

Phe

Arg

430

Val

Lys

Glu

Ser

Gly

510

Ser

Thr

His

Gly

His

590

Ser

Tyr

Gln

Ala

Ser

415

Thr

Ile

Lys

Asp

Tyr

4985

Asn

Met

His

Len

Gln

575

Ala

Ala

Lys

Ile

Gly

400

Asn

Leu

Glu

Gly

Gly

480

Thr

Leu

Asp

Asp

Tle

560

Asp

Gly

Ala



Ala

Ile

625

Pro

Pro

Asp

Glu

Pro

705

Val

Val

Phe

Leu

Glu

785

Asn

Ala

Leu

Asn

Asp

€10

Asp

Asp

Phe

Gly

Tyr

630

Ser

Thr

Ile

Gly

Thr

770

Ser

Asn

Glu

Ser

Arg

Leu

Glu

Asn

Ser

Lys

675

Glu

Arg

Pro

Thr

Tyr

755

Val

val

Lys

Glu

Ala

835

Gly

Ile

Ile

His

Val

660

Thr

Phe

Pro

Ala

Trp

740

val

Leu

His

Gly

Glu

820

Thr

Arg

Val

Thr

Ser

645

Gly

Fhe

Arg

Ser

Asn

725

Glu

val

Ala

Pro

Glu

805

Pro

Asp

Ile

Arg

Asp

630

Pro

Trp

Thr

Thr

Glu

710

val

Thr

Ala

Ser

Phe

790

Gly

Thr

Ile

Gln

Gly

615

Thr

Ile

Gln

Ala

val

695

Lys

Ser

Val

Phe

Ala

775

Ser

Pro

Lys

Glu

Gly

Pro

Thr

Thr

Ala

Thr

680

Ala

Arg

Gly

Pro

Arg

760

Asp

Pro

Phe

Pro

Val

840

Tyr

ES 2627117 T3

Pro

Ala

Met

Val

665

Val

Ala

Arg

Gly

Glu

745

Pro

Ala

Phe

Ser

Pro

825

Phe

Glu

Gly

Gln

Tyr

650

Ser

Val

Asn

Thr

Gly

730

Glu

Tyr

Ser

Glu

Pro

810

Ala

Trp

val

Pro

Leu

635

val

Thr

Gly

Val

Glu

715

Gly

Leu

Gly

Arg

val

785

Thr

Ser

Ala

Lys

Pro

620

Ser

Ile

Val

Leu

Ile

700

Glu

Ser

Gln

Lys

Tyr

780

Lys

Thr

Ile

Ser

Tyr

127

Glu

Trp

Gln

Pro

Asn

685

Gly

Ala

Lys

Asn

Met

765

vVal

val

val

Phe

Pro

845

Trp

Ala

Arg

Ala

Glu

670

Pro

Ile

Leu

Ser

Gly

750

Ile

Phe

Gly

val

Ala

830

Leu

Arg

val

Fro

Arg

655

Leu

Trp

Gly

Pro

Glu

735

Arg

Tzp

Arg

val

Tyr

815

Arg

Glu

His

Thr

Gly

640

Thr

Ile

Val

Glu

Glu

720

Leu

Gly

Met

Asn

Phe

800

Ser

Ser

Lys

Glu
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850 855 860

Asp Lys Glu Glu Asn Ala Arg Lys Ile Arxg Thr Val Gly Asn Gln Thr
865 870 875 880

Ser Thr Lys Ile Thr Asn Leu Lys Gly Ser Val Leu Tyr His Leu Ala
885 890 865

Val Lys Ala Tyr Asn Ser Ala Gly Thr Gly Pro Ser Ser Ala Thr Vval
9200 905 910

Asn Val Thr Thr Arg Lys Proc Pro Pro Ser Gln Pro Pro Gly Asn TIle
915 920 925

Ile Trp Asn Ser Ser Asp Ser Lys Ile Ile Leu Asn Trp Asp Gln Val
930 935 940

Lys Ala Leu Asp Asn Glu Ser Glu Val Lys Gly Tyr Lys Val Leu Tyr
945 950 955 960

Arg Trp Asn Arg Gln Ser Ser Thr Ser Val Ile Glu Thr Asn Lys Thr
965 970 975

Ser Val Glu Leu Ser Leu Pro Phe Asp Glu Asp Tyr Ile Ile Glu Ile
980 985 990

Lys Pro Phe Ser Asp Gly Gly Asp Gly Ser Ser Ser Glu Gln Ile Arg
995 1000 1005

Ile Pro Gly Gly Gly Ser Lys Asp Cys Glu Met Lys Arg Thr Thr
1010 1015 1020

Leu Asp Ser Pro Leu Gly Lys Leu Glu Leu Ser Gly Cys Glu Gln
1025 1030 1035

Gly Leu His Glu Ile Lys Leu Leu Gly Lys Gly Thr Ser Ala Ala
1040 1045 1050

Asp Ala Val Glu Val Pro Ala Pro Ala Ala Val Leu Gly Gly Pro
1055 1060 1065

Glu Pro Leu Met Gln Ala Thr Ala Trp Leu Asn Ala Tyr Phe His
1070 1075 1080

Gln Pr¢o Glu Ala Ile Glu Glu Phe Pro Val Pro Ala Leu Hig His
1085 1090 1085

128



Pro Val Phe Gln Gln Glu Ser Phe
1100 1105

Leu Leu Lys Val val Lys Phe Gly
1115 1120

Leu Ala Ala Leu Ala Gly Asn Pro
1130 1135

Thr Ala Leu Ser Gly Asn Prc Val
1145 1150

Arg Val Val Ser Ser Ser Gly Ala
1160 1165

Leu Ala Val Lys Glu Trp Leu Leu
1175 1180

Gly Lys Pro Gly Leu Gly Pro Ala
1190 1195

Leu Glu Asn Leu Tyr Phe Gln Ser
1205 1210

His His His
1220

<210> 94

<211> 2538

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 94

ttecctgtoge accaccgeect gaaaggeagyg

aacatcatce tggtgcoctgace ggacgaccag

aacaagaccce ggcgcatcat ggagcaggge

acaccecatgt gectgececte acgetectee

aacacctaca ccaacaatga gaactgectcoc

cgeacetttg cegtgtacet caatageact

cttaatgaat acaacggctc ctacgtgeca

aaaaactcce gettttataa ctacacgetg

tccgactact ccaaggatta cctcacagac

cgcacgtcca agaagatgta cccgcacagg

ccccacggee ctgaggattc agccccacaa

ES 2 627

Thr Arg

Glu val

Ala Ala

Pro Ile

val Gly

Ala His

Gly Ile

Gly Gly

tttcagaggy
gatgtggage
ggggegeact
atcctcactg
tegecectecot
ggctacogga
cceggetgga
tgtocggaacg
ctcatcacca
ccagtcctca

tattcacgee

129

Gln

Ile

Thr

Leu

Gly

Glu

Gly

Gly

117 T3

val
1110

Leu

Ser
1125

Tyr

Ala
1140

Ala

Ile
1155

Pro

Tyr Glu

1170

Gly His

1185

Ala
1200

Pro

Ser His

1215

accgcaggaa
tgggttecat
tcatcaacge
gcaagtacgt
ggcaggcaca
cagetttett
aggagtgggt
gggtgaaaga
atgacagecgt
tggtcatcag

tocttecccaaa

Trp Lys

Gln Gln

val Lys

Cys His

Gly Gly

Arg Leu

Gly Ser

His His

catccgecce
geagygtgatg
cttcgtgace
ccacaaccac
gcacgagagc
cgggaagtat
cggactectt
gaagcacggc
gagcttette
ccatgcagcee

cgecatctecag

60

120

180

240

300

360

420

430

540

600

660



cacatcacge
acggggccca
cagaccctca
ggcgagetgg
tttggectgg
gtgaggggce
ctggocecca
tocatactea
atgagggtct
aatgacaagg
ctgtgteoage
gtggaggacyg
ggcagcagag
acctgtgaca
aagaagtaca
gacggeaggyg
cggcactgge
actggaggcc
atcctagaga
aaagaccaca
ctgagggaag
atcagctace
tteoaggaagg
aagaaactcce
ctecacgtget
cctttectgtg
gagactcaca
aacacagacc
cagctacacg
cggactegaa

tttecagegte

cgagctacaa
tgaagcccat
tgtcggtgga
acaacacgta
tgaaagggaa
ccaacgtgga
ccatcctgga
agcektgeotgga
ggegggacte
tggacgccca
gtgctgagta
ccacggggaa
ccctectecaa
geggggacta
aggccagcta

gtaccacgt
caggggcccco
ttcccgacta
acgacacagt
agctgcacat
tecgaggtea
acacccagca
gecctgcaaga
gcoaagctget
tcacccacga
cctgcaccag
atttecctett
cctaccaget
tacagctcat
acatggaccet

gaaagtggee

tgggaaggct gggaaggc

<210> 95
<211> 879
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 95

ctacgegece
ccacatggaa
cgactccatg
catcgtatac
atccatgeca
agccggcetgt
cattgcaggce
cacggagegyg
cttettggtg
ggaggagaac
ccagacggey
gctgaagetg
cctegtgecc
caagcteage

tgtccgeagt

tgaggaccaa
ctcagccgecc
ccagtgtgac
cgaccacgag
cotgaagaaa
caaaggccgc
gaaggacaag
caagcgeetg
caaccageac
cgccaacaat
ctgtgaattt
gatgaatgeca
ggagctgagg
gggacttaaa

agaaatgaag

ES 2627117 T3

aacccggaca
ttcaccaaca
gagacgattt
accgecgacc
tatgagtttg
ctgaatccce
ctggacatac
coggtgaate
gagagaggca
tttctgccca
tgtgagcage
cataagtgca
aagtactacg
ctggecggac

cgctccatce

gatgacaagg
aaccccatta
ctggacctgt
attgaaaccc
aagoggocag
ctcaagcaca
gtgtggetgt
cagaacaacyg
tggcagacgg
aacacgtact
gcaactgget
gtgaacacac
agctgcaagg
gatggaggaa

agaccttett

aacactggat
tgctcocageg
acaacatgct
acggttacca
acatcagggt
acatcgtcct
ctgeoggatat
ggttteactt
agctgctaca
agtaccagcg
tgggacagaa
agggccceat
ggcagggcag
gceggaaaaa
goctcagtgge
agcooocgaaa
atggtgggga
aagtgacaca
acaagtccct
tgcagaacaa
aagaatgtga
gaggctccag
tgcgggagea
acacgtgcay
cgectttetyg
ggtgcatgag
tectagagta
tggacaggga
gttacaagca
gctatgagea

ccaaatcact

130

catgegctac
gaagcgecttg
ggttgagacg
categygccayg
cecgttetac
caacattgac
ggacgggaaa
gaaaaagaag
caagagagac
tgtgaaggac
gtggeagtgt
gcggetggge
cgaggecctge
actctteaag

catcgaggtg

ctteagtgge
tcggtgcectac
gcaggcctgg
aattaagaac
ctgteacaaa
tctgeatect
gaagcgcaag
catgecagge
gacactgggg
gaccatcaat
ctttgatcte
tgteoctcaac
gtgtaaccce
atacaggcag

gggacaactg

720

780

849

500

960

1020

1080

1140

1200

1260

1329

1380

1440

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2538



ES 2627117 T3

Gly His Arg Leu Gly Lys Pro Gly Leu Gly Pro Ala Gly Ile Gly Ala

Pro Gly Ser Leu Gly Gly Gly Ser Glu Asn Leu Tyr Phe Gln Ser Asp
20 25 30

Ile Phe Leu Ser His His Arg Leu Lys Gly Arg Phe Gln Arg Asp Arg
35 40 45

Arg Asn Ile Arg Pro Asn Ile Ile Leu Val Leu Thr Asp Asp Gln Asp
50 55 60

Val Glu Leu Gly Ser Met Gln Val Met Asn Lys Thr Arg Arg Ile Met
65 70 75 80

Glu Gln Gly Gly Ala His Phe Ile Asn Ala Phe Val Thr Thr Pro Met
85 90 95

Cys Cys Pro Ser Arg Ser Ser Ile Leu Thr Gly lLys Tyr Val His Asn
100 105 110

His Asn Thr Tyr Thr Asn Asn Glu Asn Cys Ser Ser Pro Ser Trp Gln
115 120 125

Ala Gln His Glu Ser Arg Thr Phe Ala Val Tyr Leu Asn Ser Thr Gly
130 135 140

Tyr Arg Thr Ala Phe Phe Gly Lys Tyr Leu Asn Glu Tyr Asn Gly Ser
145 150 155 160

Tyr Val Pro Pro Gly Trp Lys Glu Trp Val Gly Leu Leu Lys Asn Ser
165 170 175

Arg Phe Tyr Asn Tyr Thr Leu Cys Arg Asn Gly Val Lys Glu Lys His
180 185 190

Gly Ser Asp Tyr Ser Lys Asp Tyr Leu Thr Asp lLeu Ile Thr Asn Asp
195 200 205

Ser Val Ser Phe Phe Arg Thr Ser Lys 1Lys Met Tyr Pro His Arg Pro

131



Val

225

Ala

Pro

Tyr

Gln

Thr

305

Ile

Vval

Tyr

val

Asp

385

Thr

Trp

Asp

Gln

210

Leu

Pro

Ser

Thr

Arg

290

Ile

val

Lys

Val

Leu

370

Ile

Glu

Asn

Arg
450

Met

Gln

Tyr

Gly

275

Lys

Tyr

Tyr

Gly

Arg

355

Asn

Pro

Arg

Asp

Asp

435

Val

Val

Tyr

Asn

260

Pro

Arg

Asn

Thr

Lys

340

Gly

Ile

Ala

Pro

Ser

420

Lys

Lys

Ile

Ser

245

Tyr

Met

Leu

Met

Ala

325

Ser

Pro

Asp

Asp

val

405

Phe

Val

Asp

Ser

230

Arg

Ala

Lys

Gln

Leu

310

Asp

Met

Asn

Leu

Met

330

Asn

Leu

Asp

Leu

215

His

Leu

Pro

Pro

Thr

285

Val

His

Pro

Val

Ala

375

Asp

Arg

Val

Ala

Cys
455

Ala

Phe

Asn

Ile

280

Leu

Glu

Gly

Tyr

Glu

360

Pro

Gly

Phe

Glu

Gln

440

Gln

ES 2627117 T3

Ala

Pro

Pro

265

His

Met

Thr

Tyr

Glu

345

Ala

Thr

Lys

His

Arg

425

Glu

Arg

Pro

Asn

250

Asp

Met

Ser

Gly

Hisg

330

Phe

Gly

Ile

Ser

Leu

410

Gly

Glu

Ala

220

His Gly
235

Ala Ser

Lys His

Glu Phe

Val Asp

300

Glu Leu

315

Ile Gly

Asp Ile

Cys Leu

Leu Asp

380

Ile Leu

395

Lys Lys

Lys Leu

Asn Phe

Glu Tyr
460

132

Pro

Gln

Trp

Thr

285

Asp

Asp

Gln

Arg

Asn

365

Ile

Lys

Lys

Leu

Leu

445

Gln

Glu

His

Ile

270

Asn

Ser

Asn

Phe

Vval

350

Pro

Ala

Leu

Met

His

430

Pro

Thr

Asp

Ile

255

Met

Met

Met

Thr

Gly

335

Pro

His

Gly

Leu

Arg

415

Lys

Lys

Ala

Ser

240

Thr

Arg

Leu

Glu

Tyr

320

Leu

Phe

Ile

Leu

Asp

400

val

Arg

Tyr

Cys



Glu

465

Leu

Ala

Cys

Lys

Ser

545

Gly

Pro

Gly

Thr

Asp

625

Asp

val

Lys

Ser

Trp
705

Gln

Lys

Leu

Thr

Lys

530

Ile

Leu

Gly

Thr

His

610

Leu

His

Arg

Ile

Ser

690

Leu

Leu

Leu

Ser

Cys

515

Leu

Arg

Gly

Ala

Gly

595

Arg

Tyr

Glu

Gly

Ser

675

Leu

Leu

Gly

Hisg

Asn

500

Asp

Phe

Ser

Asp

Pro

580

Gly

Cys

Lys

Ile

His

660

Tyr

His

Arg

Gln

Lys

485

Leu

Ser

Lys

Val

Ala

565

Glu

Leu

Tyr

Ser

Glu

645

Leu

His

Pro

Glu

Lys

470

Cys

Val

Gly

Lys

Ala

550

Ala

Asp

Prg

Ile

Leu

630

Thr

Lys

Thr

Phe

Gln
710

Trp

Lys

Pro

Asp

Lys

535

Ile

Gln

Gln

Asp

Leu

615

Gln

Leu

Lys

Gln

Arg

685

Lys

Gln

Gly

Lys

Tyr

520

Tyr

Glu

Pro

Asp

Tyr

600

Glu

Ala

Gln

1ys

His

680

Lys

Arg

Cys

Pro

Tyr

505

Lys

Lys

Val

Arg

Asp

585

Ser

Asn

Trp

Asn

Arg

6585

Lys

Gly

Lys

ES 2627117 T3

Val

Met

490

Tyr

Leu

Ala

Asp

Asn

570

Lys

Ala

Asp

Lys

Lys

650

Pro

Gly

Leu

Lys

Glu

475

Arg

Gly

Ser

Ser

Gly

555

Leu

Asp

Ala

Thr

Asp

635

Ile

Glu

Arg

Gln

Lys
715

Asp

Len

Gln

Leu

Tyr

540

Arg

Thr

Gly

Asn

val

620

His

Lys

Glu

Leu

Glu

700

Leu

133

Ala

Gly

Gly

Ala

525

val

Val

Lys

Gly

Pro

605

Gln

Lys

Asn

Cys

Lys

685

Lys

Arg

Thr

Gly

Ser

510

Gly

Arg

Tyr

Arg

Asp

580

Ile

Cys

Leu

Leu

Asp

670

His

Asp

Lys

Gly

Ser

485

Glu

Arg

Ser

His

His

575

Phe

Lys

Lsp

His

Arg

655

Cys

Arg

Lys

Leu

lys

480

Arg

Ala

Arg

Arg

Val

560

Trp

Ser

val

Leu

Ile

640

Glu

His

Gly

val

Leu
720
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Lys Arg Leu

Phe

Gly Pro Phe
758

Met Arg Thr

770

Thr Gly Phe

785

Met Asn Ala Val Asn

val

Thr His

Gln Leu Met

Gln Agn Asn Asp

725

Asp Asn

740

Cys Ala

Tle Asn

Leu Glu

Gln His

Cys

Glu

Thr

Trp

Thr Ser

760

Thr His
775

Tyr Phe Asp

790

805

Glu
820

Thr Leu Asp

Leu Arg Ser

Pro Arg Thr Arg Asn Met Asp Leu

835

Glu Gln
850

Pro Ser

865

<210> 96
<211> 3322
<212> ADN

Tyr Arg Gln

Ser

Lys Ser

Phe

840

Gln Arg
855

Leu Gly Gln

870

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2627117 T3

Ser Met Pro
730

Cys Gly

Gln Thr Ala Pro
745

Phe

Thr
765

Ala Asn Asn Asn

Asn Phe Leu Phe

780

Cys

Leu Asn Thr Asp Pro

795

Arg Asp Val Leu Asn
810

Cys
825

lys Gly Tyr Lys

Gly Leu Lys Asp Gly

845

Arg Lys Trp Pro

B60

Leu Trp Glu Gly
875

Trp

<223> Secuencia de ADN de proteina de tipo BiP-SNAP-hSULF2

<400> 96
tcgcgageta

tccttaccta
gattcaccac
ctactgggaa
cttggaggte
cctgaggcca

agctteacce

gcaccatgaa
cagctctgge
ttgggaagtt
aaggaacttc
ctgageccet
ttgaggaatt

gccaggteet

actatgtatt
aagatctgac
ggaactgagt
tgctgectgat
catgcaagee
tccagtccee

gtggaaattg

ctacttgcag ttgttgeogtt
aaagactgcg aaatgaaaag
ggatgcgage aaggattgca
gecagttgaag ttccagcacce
acagcctgge ttaacgeata
gcccttcacce atcctgtgtt

ctgaaggtgg tcaagtttgg

134

Leu

Trp Thr

750

Tyr Trp

Tyr Gln

Gln Leu

Gly

Glu Met

Thr
735

Cys

Leu

Cys

Glu Phe Ala

Leu
800

His
815

Gln Cys Asn
830

Ser Tyr

Lys Arg

Glu Gly

cgtaggattyg
aactacattg
tgaaattaag
agcagctgtt
ttteccaccag
tcagcaggag

tgaagtgatt

60

120

180

240

300

360

420



tcatatcage
gctctcageg
ggagctgtag
ggtcatagac
ggtggceggat.
aaaggcaggt
gacgaccagyg
gageagggeyg
cgectecteca
aactgctcct
aatagcactg
tacgtgcocac
tacacgctgt
ctcacagace
ccgcacaggc
goccooacaat
tacgeogeococca
cacatggaat
gactccatgg
atcgtataca
tecatgecat
gccggetgte
attgcaggce
acggagcgge
ttettggtgg
gaggagaact
cagacggegt
ctgaagctge
ctcgtgecca
aagctcageco

gteogoagte

aacttgetge
gaaatcctgt
gtggctatga
ttggaaagece
cogaaaaccet
ttcagaggga
atgtggagot
gggoegeactt
tcctcactgg
cgccctectg
gotaccggac
ceggetggaa
gtcggaacgg
tcatcaccaa

cagtcctcat

acccggacaa
tcaccaacat
agacgattta
ccgccgacca
atgagtttga
tgaatcceca
tggacatacc
cggtgaateg
agagaggcaa
ttctgccecaa
gtgagcaget
ataagtgcaa
agtactacgg
tggceggacg

goteocatecg

attggeccggt
gcccatcetg
aggaggactg
tgggetgggt
gtacttceag
ccgcaggaac
gggttccatg
catcaacgeoce
caagtacgtc
gcaggcacag
agctttotte
ggagtgggte
ggtgaaagag
tgacagegty

ggtcatcagc

acactggatc
gctccagegg
caacatgctg
cggttaccac
catcagggte
catcgtcetce
tgcggatatg
gtttcacttyg
gctgetacac
gtaccagegt
gggacagaaqg
gggccccatyg
gcagggcage
coggaaaaaa

ctcagtggee

ES 2627117 T3

aaccccgeag
atceccttgtce
gcagttaagg
cctgctggta
agcegatatet
atcecgceccccea
caggtgatga
ttegtgacca
cacaaccaca
cacgagagcc
gggaagtatc
ggactecctta
aagcacggct
agcettettee

catgcagccce

atgcgctaca
aagcgcttgc
gttgagacgg
atcggccagt
cegttetacyg
aacattgacc
gacgggaaat
aaaaagaaga
aagagagaca
gtgaaggacc
tggcagtgty
cggctgggeg
gaggcctgea
ctettecaaga

atcgaggtgg

ctacagctge
acagagtcgt
agtggctgct
taggogegeo
tectgtegea
acatcatcct
acaagacccg
cacacatgtyg
acacctacac
gcacctttgc
ttaatgaata
aaaactcecy
ccgactacte
gcacgtccaa

ceccacggeee

cggggcccat
agaccctcat
gcgagctgga
ttggccetggt
tgaggggece
tggcccccac
ccatcctcaa
tgagggtetyg
atgacaaggt
tgtgtcagcg
tggaggacge
gcagcagage
cctgtgacag
agaagtacaa

acggcagggt

135

cgtgaaaact
ttcatcttee
ggctcatgaa
agggteccta
ccacegectg
ggtgctgacg
gegeatcatg
ctgeccctea
caacaatgag
cgtgtacctc
caacggctcoc
cttttataac
caaggattac
gaagatgtac

tgaggattca

gaagcccatc
gtcggtggac
caacacgtac
gaaagggaaa
caacgtggaa
catcctggac
gctgetggac
gegggactece
ggacgeccag
tgctgagtac
cacggggaayg
cctetecaac
cggggactac
ggccagetat

gtaccacgta

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

20490

2100

2160

2220

2280
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ggcctgggtyg
gaggaccaag
tcageoogeca
cagtgtgacc
gaccacgaga
ctgaagaaaa
aaaggccgee
aaggacaagqg
aagegectge
aaccagcact
gccaacaata
tgtgaatttg
atgaatgcag
gagctgagga
ggacttaaag
gaaatgaaga
ggagagaatc
tgaccggtge
<210> 97

<211> 1094
<212> PRT

atgccgecca
atgacaagga
accccattaa
tggacctgta
ttgaaaccct
agcggccaga
tcaagcacag
tgtggetgtt
agaacaacga
ggcagacggc
acacgtactg
caactggett
tgaacacact
getgcaaggg
atggaggaag
gaccttotte

tatattttea

ggccgcaage

<213> Secuencia artificial

<220>

gcceagaaac
tggtggggac
agtgacacat
caagtccctyg
gcagaacaaa
agaatgtgac
aggetcacagt
gcgggagceag
cacgtgeage
geetttetgg
gtgcatgagg
cctagagtac
ggacagggat
ttacaagcag
ctatgagcaa
caaatcactg

agggcccgge

tt

ES 2 627

ctecaccaagc
ttecagtggca
cggtgectaca
caggcctgga
attaagaacc
tgtcacaaaa
ctgcateoett
aagcgcaaga
atgcecaggec
acactggggc
accatcaatg
tttgatctea
gtectcaace
tgtaacccee
tacaggcagt
ggacaactgt

ggaggtagte

117 T3

ggcactggce
ctggaggect
toctagagaa
aagaccacaa
tgagggaagt
tcagctacca
tcaggaaggyg
agaaactecg
tcacgtgett
ctttctgtge
agactcacaa
acacagacce
agctacacgt
ggactcgaaa
ttcagcgtcg
gggaaggetg

accatcatca

aggggcccct
tecocgactac
cgacacagtc
gctgcacate
ccgaggtcac
cacccagcac
cctgcaagag
caagctgete
cacccacgac
ctgcaccage
tttecetette
ctaccagctg
acagctcatg
catggacctg
aaagtggcca

ggaaggcceg

ccatcactaa

<223> Secuencia de aminoacidos de proteina de tipo BiP-SNAP-SULF2_h

<400> 97

Met Lys Leu Cys Ile Leu Leu Ala Val Val Ala Phe Val Gly Leu Ser
1 5 10 15

Leu Pro Thr Ala Leu Ala Arg Ser Asp Lys Asp Cys Glu Met Lys Arg
20 25 30

Thr Thr Leu Asp Ser Pro Leu Gly Lys Leu Glu Leu Ser Gly Cys Glu
35 490 45

Gln Gly Leu His Glu Ile Lys Leu Leu Gly Lys Gly Thr Ser Ala Ala
50 85 60

136

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2%40

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3322



Asp

65

Pro

Glu

Gln

val

Gly

145

Pro

Ala

Ala

Ile

Gln

225

Arg

Asp

Arg

Thr

val
305

Ala

Leu

Ala

Gln

Lys

130

Asn

val

Val

His

Gly

210

Ser

Asp

Gln

Ile

Pro

299

His

val

Met

Ile

Glu

115

Phe

Pro

Pro

Gly

Glu

195

Ala

Asp

Arg

Asp

Met

275

Met

Asn

Glu

Gln

Glu

100

Ser

Gly

Ala

Ile

Gly

180

Gly

Pro

Ile

Arg

val

260

Glu

Cys

His

val

Ala

85

Glu

Phe

Glu

Ala

Leu

165

Tyxr

His

Gly

Fhe

hsn

245

Glu

Gln

Cys

Asn

Pro

70

Thr

Phe

Thr

val

Thr

150

Ile

Glu

Arg

Ser

Leu

230

Ile

TLen

Gly

Pro

Thr
310

Ala

Ala

Pro

Arg

Ile

135

Ala

Pro

Gly

Leu

Leu

215

Ser

Arg

Gly

Gly

Ser

295

Tyr

Pro

Trp

Val

Gln

120

Ser

Ala

Cys

Gly

Gly

200

Gly

His

Pro

Ser

Ala

280

Arg

Thr

Ala

Leu

Pro

105

val

Tyr

Val

His

Leu

185

Lys

Gly

His

Asn

Met

265

His

Ser

Aszn

ES 2627117 T3

Ala

Asn

20

Ala

Leu

Gln

Lys

Arg

170

Ala

Pro

Gly

Arg

Ile

250

Gln

Phe

Ser

Asn

val

75

Ala

Leu

Trp

Gln

Thr

155

val

val

Gly

Ser

Leu

235

Ile

val

Ile

Ile

Glu
315

Leu

Tyr

His

Lys

Leu

140

Ala

val

Lys

Leu

Glu

220

Lys

Leu

Met

Asn

Leu

300

Asn

137

Gly

Phe

His

Leu

125

Ala

Leu

Ser

Glu

Gly

205

Asn

Gly

Val

Asn

Ala

285

Thr

Cys

Gly

Hisg

Pro

110

Leu

Ala

Ser

Ser

Trp

130

Pro

Leu

Arg

Leu

Lys

270

Phe

Gly

Ser

Pro

Gln

35

Val

Lys

Leu

Gly

Ser

175

Leu

Ala

Tyr

Phe

Thr

255

Thr

vVal

Lys

Ser

Glu

80

Pro

Phe

val

Ala

Asn

160

Gly

Leun

Gly

Phe

Gln

240

Asp

Arg

Thr

Tyr

Pro
320



Ser

Ser

Asn

Lys

Glu

385

Thr

His

Glu

His

Ile

465

Asn

Ser

Asn

Phe

Val

545

Pro

Trp

Thr

Gly

Asn

370

Lys

Asn

Arg

Asp

Ile

450

Met

Met

Met

Thr

Gly

530

Pro

His

Gln

Gly

Ser

355

Ser

His

Asp

Pro

Ser

435

Thr

Arg

Leu

Glu

Tyr

515

Leu

Phe

Ile

Ala

Tyr

340

Tyxr

Arg

Gly

Ser

val

420

Ala

Pro

Tyxr

Gln

Thr

500

Tle

val

Tyr

val

Gln

325

Arg

Val

Phe

Ser

Val

405

Leu

Pro

Ser

Thr

Arg

485

Tle

Val

Lys

Val

Leu
565

His

Thr

Pro

Tyr

Asp

390

Ser

Met

Gln

Tyr

Gly

470

Lys

Tyr

Tyr

Gly

Arg

550

AsSn

Glu

Ala

Pro

Asn

375

Tyr

Phe

val

Tyr

Asgn

455

Pro

Arg

Asn

Thr

Lys

535

Gly

Ile

Ser

Phe

Gly

360

Tyr

Ser

Phe

Ile

Ser

440

Tyr

Met

Leu

Met

Ala

520

Ser

Proc

Asp

ES 2627117 T3

Arg

Phe

345

Trp

Thr

Lys

Arg

Sar

425

Arg

Ala

Lys

Gln

Leu

505

Asp

Met

Asn

Leu

Thr

330

Gly

Lys

Leu

Asp

Thr

410

His

Leu

Pro

Pro

Thr

490

Val

His

Pro

val

Ala
570

Phe

Lys

Glu

Cys

Tyr

395

Ser

Ala

Phe

Asn

Ile

475

Leu

Glu

Gly

Tyr

Glu

555

Pro

Ala

Tyr

Trp

Arg

380

Leu

Lys

Ala

Pro

Pro

460

His

Met

Thr

Tyr

Glu

540

Ala

Thr

138

Vval

Leu

Val

365

Asn

Thr

Lys

Pro

Asn

445

Asp

Met

Ser

Gly

His

525

Phe

Gly

Ile

Tyr

Asn

350

Gly

Gly

Asp

Met

His

430

Ala

Lys

Glu

Val

Glu

510

Ile

Asp

Cys

Leu

Leu

335

Glu

Leu

val

Leu

Tyxr

415

Gly

Ser

His

Phe

Asp

485

Leu

Gly

Ile

Leu

Asp
575

Asn

Tyr

Leu

Lys

Ile

400

Pro

Pro

Gln

Trp

Thr

480

Asp

Asp

Gln

Arg

Asn

560

Ile



Ala

Leu

Met

His

625

Pro

Thr

Thr

Gly

Ser

705

Gly

Arg

Tyr

Arg

Asp

785

Ile

Cys

Gly

Leu

Arg

610

Lys

Lys

Ala

Gly

Ser

690

Glu

Arg

Ser

His

His

770

Phe

Lys

Asp

Leu

Asp

595

val

Arg

Tyr

Cys

Lys

675

Arg

Ala

Arg

Arg

val

755

Trp

Ser

Val

Leu

Asp
580

Thr

Trp

Asp

Gln

Glu

660

Leu

Ala

Cys

Lys

Ser

740

Gly

Pro

Gly

Thr

Bsp

Ile

Glu

Arg

Asn

Arg

645

Gln

Lys

Leu

Thr

Lys

125

Ile

Leu

Gly

Thr

His

805

Leu

Pro

Arg

Asp

Asp

630

Val

Leu

Leu

Ser

Cys

710

Leu

Arg

Gly

Ala

Gly

790

Arg

Tyr

Ala

Pro

Ser

615

Lys

Lys

Gly

His

Asn

695

Asp

Phe

Ser

Asp

Pro

775

Gly

Cys

Lys

Asp

Val

€00

FPhe

Vval

Asp

Gln

Lys

680

Leu

Ser

Lys

Val

Ala

760

Glu

Leu

Tyr

Ser

ES 2627117 T3

Met

585

Asn

Leu

Asp

Leu

Lys

665

Cys

val

Gly

Lys

Ala

745

Ala

Asp

Pro

Ile

Leu

Asp

Arg

val

Ala

Cys

650

Trp

Lys

Pro

Asp

Lys

730

Ile

Gln

Gln

Asp

Leu

810

Gln

Gly

Phe

Glu

Gln

635

Gln

Gln

Gly

Lys

Tyr

715

Tyr

Glu

Pro

Agp

Tyr

785

Glu

Ala

Lys

His

Arg

620

Glu

Arg

Cys

Pro

Tyr

700

Lys

Lys

Val

Arg

Asp

780

Ser

Asn

Trp

139

Ser

Leu

605

Gly

Glu

Ala

val

Met

685

Tyr

Leu

Ala

Asp

Asn

765

Lys

Ala

Asp

Lys

Ile

590

Lys

Lys

Asn

Glu

Glu

670

Arg

Gly

Ser

Ser

Gly

750

Leu

Asp

Ala

Thr

Asp

Leu

Lys

Leu

Phe

Tyr

655

Asp

Leu

Gln

Leu

Tyr

735

Arg

Thr

Gly

Asn

val

815

His

Lys

Lys

Leu

Leu

640

Gln

Ala

Gly

Gly

Ala

720

val

Val

Lys

Gly

Pro

800

Gln

Lys
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820 825 830

Leu His Ile Asp His Glu Ile Glu Thr Leu Gln Asn Lys Ile Lys Asn
835 840 845

Leu Arg Glu Val Arg Gly His Leu Lys Lys Lys Arg Pro Glu Glu Cys
850 855 860

Asp Cys His Lys Ile Ser Tyr His Thr Gln His Lys Gly Arg Leu Lys
865 870 875 880

His Arg Gly Ser Ser Leu His Pro Phe Arg Lys Gly Leu Gln Glu Lys
885 830 895

Asp Lys Val Trp Leu Leu Arg Glu Gln Lys Arg Lys Lys Lys Leu Arg
200 905 910

Lys Leu Leu Lys Arg Leu Gln Agn Asn Asp Thr Cys Ser Met Pro Gly
915 920 925

Leu Thr Cys Phe Thr His Asp Asn Gln His Trp Gln Thr Ala Pro Phe
830 935 940

Trp Thr Leu Gly Pro Phe Cys Ala Cys Thr Ser Ala Asn Asn Asn Thr
945 950 955 960

Tyr Trp Cys Met Arg Thr Ile Asn Glu Thr His Asn Phe Leu Phe Cys
965 870 975

Glu Phe Ala Thr Gly Phe Leu Glu Tyr Phe Asp Leu Asn Thr Asp Pro
980 985 990

Tyr Gln Leu Met Asn Ala val Asn Thr Leu Asp Arg Asp Val Leu Asn
995 1000 1005

Gln Leu His Val Gln Leu Met Glu Leu Arg Ser Cys Lys Gly Tyr
1010 1015 1020

Lys Gln Cys Asn Pro Arg Thr Arg Asn Met Asp Leu Gly Leu Lys
1025 1030 1035

Asp Gly Gly Ser Tyr Glu Gln Tyr Arg Gln Phe Gln Arg Arg Lys
1040 1045 1050

Trp Pro Glu Met Lys Arg Pro Ser Ser Lys Ser Leu Gly Gln Leu
1055 1060 1065

Trp Glu Gly Trp Glu Gly Pro Gly Glu Asn Leu Tyr Phe Gln Gly
1070 1075 1080

Pro Gly Gly Gly Ser His Higs His His His His
1085 1090

140
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REIVINDICACIONES
1. Utilizacién in vitro de:

i) el enzima 6-metilguanina-ADN-metiltransferasa (MGMT, EC 2.1.1.63) o un homélogo del mismo, cuya
secuencia presenta una identidad de por lo menos 70% con SEC ID n°: 4, o

ii) el mutante SNAP de SEC ID n°: 2 o un homélogo del mismo, cuya secuencia presenta una identidad de
por lo menos 80% con SEC ID n°: 2

para aumentar la produccion de una proteina heteréloga en células de insecto infectadas con vectores
replicativos o defectuosos.

2. Utilizacién segun la reivindicacion 1, en la que dicha proteina heteréloga es secretada por dichas células de
insecto.

3. Utilizacion segun la reivindicacion 1 o 2, en la que dicha proteina heterdloga es codificada por un vector que
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica en un marco de lectura abierto Unico, de 5'a 3":

a) una sefial de secrecion peptidica que es funcional en dichas células de insecto,

b) dichos enzima 6-metilguanina-ADN-metiltransferasa (MGMT, EC 2.1.1.63), mutante SNAP u homdlogo de
los mismos, y

c) dicha proteina heteréloga.

4. Utilizacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que dicho enzima MGMT es la proteina de
SEC ID n°: 4 o la proteina SNAP de SEC ID n°: 2.

5. Utilizacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que dicha célula de insecto es una célula S2
de Drosophila o un derivado de la misma.

6. Utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que dicha proteina heterdloga se selecciona
de entre el grupo que consiste en proteinas y/o polipéptidos diagndsticos y/o terapéuticos, preferentemente
seleccionados de entre el grupo que consiste en IFNa, granzima M, FasL, SSX2, NERCMSL, hSULF2 ATMD y

CNTN4.

7. Vector para expresar proteinas recombinantes en células de insecto, que comprende una secuencia de
nucleétidos que codifica en un marco de lectura abierto tnico, de 5' a 3"

a) una sefial de secrecion peptidica que es funcional en dichas células de insecto,
b) un enzima 6-metilguanina-ADN-metiltransferasa (MGMT, EC 2.1.1.63) o un homologo del mismo, cuya
secuencia presenta una identidad de por lo menos 70% con SEC ID n°: 4, o el mutante SNAP de SEC ID
n°: 2 o un homologo del mismo, cuya secuencia presenta una identidad de por lo menos 80% con SEC ID
n% 2,y
c) una proteina recombinante.
8. Vector de expresién segun la reivindicacion 7, en el que dicho marco de lectura abierto esta asociado
funcionalmente con un promotor inducible que es funcional en la misma célula de insecto que la sefial peptidica,
siendo preferentemente dicha célula de insecto una célula S2 de Drosophila.

9. Vector de expresién segun la reivindicacion 7 u 8, en el que dicha proteina recombinante se selecciona de

entre el grupo que consiste en proteinas y/o polipéptidos diagnosticos y/o terapéuticos, preferentemente

seleccionados de entre el grupo que consiste en IFNa, granzima M, FasL, SSX2, NERCMSL, hSULF2 ATMD y

CNTN4.

10.Célula recombinante de insecto que es transfectada de manera estable mediante el vector de expresion
segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9.

11. Célula recombinante segun la reivindicacion 10, en la que es una célula S2 de Drosophila.
12.Célula transfectada de manera estable segun la reivindicacion 11, caracterizada por que

i) dicho vector de expresion se selecciona de entre el grupo que consiste en:
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un vector que comprende la SEC ID n° 19 o la secuencia de nucleoétidos clonada en la célula que ha
sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur,
Paris, Francia, el 19 de agosto de 2010 con el nuUmero CNCM 1-4357,

el vector segun la reivindicacién 7 que comprende la SEC ID n° 22 o la secuencia de nucleétidos
clonada en la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes
(CNCM), Institut Pasteur, el 27 de octubre de 2010 con el CNCM 1-4381,

el vector segun la reivindicacién 7 que comprende la SEC ID n° 21 o la secuencia de nucledétidos
clonada en la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes
(CNCM), Institut Pasteur, el 27 de octubre de 2010 con el numero CNCM [-4382,

un vector que comprende la SEC ID n° 9 o la secuencia de nucleétidos clonada en la célula que ha
sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur, el
29 de septiembre de 2010 con el numero CNCM 1-4368, y

el vector segun la reivindicacion 7 que comprende la SEC ID n° 20 la secuencia de nucledtidos
clonada en la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes
(CNCM), Institut Pasteur, el 29 de septiembre de 2010 con el nimero CNCM 1-4369,

el vector segun la reivindicacion 17 que comprende la SEC ID n° 10 0 59 o 69,

el vector de SEC ID n° 64 o la secuencia de nucleotidos clonada en la célula que ha sido depositada
en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur, el 9 de diciembre de
2011 con el nimero CNCM 14581,

el vectorde laSEC ID n° 71,

el vector segun la reivindicacién 9 que comprende la SEC ID n° 55, SECID n° 570720 74, SEC ID n°
77,79u81,SECID n° 89, SEC IDn°84 u86,SECID n°92 0 SECID n° 96, o

se selecciona de entre el grupo que consiste en:

la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM),
Institut Pasteur, el 19 de agosto de 2010 con el numero CNCM 14357,

la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM),
Institut Pasteur, el 27 de octubre de 2010 con el CNCM 1-4381,

la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM),
Institut Pasteur, el 27 de octubre de 2010 con el nimero CNCM 1-4382,

la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM),
Institut Pasteur, el 29 de septiembre de 2010 con el numero CNCM [-4368,

la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM),
Institut Pasteur, el 29 de septiembre de 2010 con el numero CNCM [-4369,

la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM),
Institut Pasteur (25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia) el 5 de diciembre de 2011,
con el numero CNCM 14565,

la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM),
Institut Pasteur (25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia) el 5 de diciembre de 2011,
con el numero CNCM 14566,

la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM),
Institut Pasteur (25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia) el 5 de diciembre de 2011,
con el numero CNCM 14567,
la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM),
Institut Pasteur (25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia) el 5 de diciembre de 2011,
con el numero CNCM 14568,

la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM),
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Institut Pasteur (25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia) el 5 de diciembre de 2011,
con el numero CNCM 14569,

- la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM),
Institut Pasteur (25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia) el 5 de diciembre de 2011,
con el numero CNCM 14570,

- la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM),
Institut Pasteur (25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia) el 5 de diciembre de 2011,
con el numero CNCM 14571,

- la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM),
Institut Pasteur (25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia) el 5 de diciembre de 2011,
con el numero CNCM 14572,

- la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM),
Institut Pasteur (25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia) el 8 de diciembre de 2011,
con el numero CNCM 14576,

- la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM),
Institut Pasteur (25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia) el 8 de diciembre de 2011,
con el numero CNCM 14577,

- la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM),
Institut Pasteur (25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia) el 8 de diciembre de 2011,
con el numero CNCM 14578,

- la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM),
Institut Pasteur (25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia) el 8 de diciembre de 2011,
con el numero CNCM 14579,

- la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM),
Institut Pasteur (25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia) el 8 de diciembre de 2011,
con el numero CNCM 14580,

- la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM),
Institut Pasteur (25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia) el 9 de diciembre de 2011,
con el numero CNCM 14583,

- la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM),
Institut Pasteur (25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia) el 9 de diciembre de 2011,
con el numero CNCM 14584,

- la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM),
Institut Pasteur (25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia) el 9 de diciembre de 2011,
con el numero CNCM 14585, y

- la célula que ha sido depositada en el Centre National de Culture et de Microorganismes (CNCM),
Institut Pasteur (25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia) el 9 de diciembre de 2011,
con el numero CNCM 1-4586.

13. Polipéptido de fusidn que comprende una sefial de secrecion peptidica que es funcional en células de insecto
y la proteina SNAP de SEC ID n°: 2, preferentemente comprendiendo asimismo una proteina recombinante.

14. Utilizacion in vitro del enzima 6-metilguanina-ADN-metiltransferasa (MGMT, EC 2.1.1.63) o un homdlogo del
mismo, cuya secuencia presenta una identidad de por lo menos 70% con SEC ID n°: 4 o el mutante SNAP de
SEC ID n°: 2 o un homélogo del mismo, cuya secuencia presenta una identidad de por lo menos 80% con SEC
ID n°: 2, como polipéptido protector fusionado o unido a proteinas recombinantes para mejorar la semivida de la
proteina recombinante en un medio de almacenamiento, en plasma o en amortiguador, o para mejorar la
semivida de la proteina recombinante utilizada en kits diagnésticos.

15. Polipéptido de fusion que comprende el enzima 6-metilguanina-ADN-metiltransferasa (MGMT, EC 2.1.1.63) o
un homologo del mismo cuya secuencia presenta una identidad de por lo menos 70% con SEC ID n°: 4, o el
mutante SNAP de SEC ID n° 2 o un homologo del mismo cuya secuencia presenta una identidad de por lo
menos 80% con SEC ID n° 2, y una proteina recombinante, para la utilizacion como un medicamento o una
vacuna.
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Figura 7B (continuacién)
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Figura 11B
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Figura 13B (continuacion)
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