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DESCRIPCION
Proteinas de fusion y métodos para tratar, prevenir o mejorar el dolor

Esta descripcion se refiere a proteinas de fusién no citotoxicas y a la aplicacion terapéutica de las mismas como
moléculas analgésicas.

Las toxinas pueden dividirse generalmente en dos grupos de acuerdo con el tipo de efecto que tienen en una célula
diana. Mas detalladamente, el primer grupo de toxinas destruye sus células diana naturales, y por lo tanto se
conocen como moléculas de toxinas citotdxicas. Este grupo de toxinas se ilustra inter alia por toxinas vegetales tales
como ricina y abrina, y por toxinas bacterianas tales como la toxina de la difteria y la exotoxina A de Pseudomonas.
Las toxinas citotdxicas han atraido mucho interés en el disefio de “balas magicas” (por ejemplo inmunoconjugados,
que comprenden un componente de toxina citotdxica y un anticuerpo que se une a un marcador especifico en una
célula diana) para el tratamiento de trastornos celulares y afecciones tales como el cancer. Las toxinas citotoxicas
generalmente destruyen células diana al inhibir el proceso celular de sintesis de proteinas.

El segundo grupo de toxinas, que se conocen como toxinas no citotdxicas, no (como lo confirma su nombre)
destruyen sus células diana naturales. Las toxinas no citotoxicas han atraido mucho menos interés comercial que las
que tienen sus contrapartes citotoxicas y ejercen sus efectos en una célula diana al inhibir procesos celulares
distintos de la sintesis de proteinas. Las toxinas no citotoxicas se producen por una variedad de plantas y por una
variedad de microorganismos tales como Clostridium sp. y Neisseria sp.

Las neurotoxinas clostridiales son proteinas que tienen generalmente una masa molecular del orden de 150 kDa. Se
producen por varias especies de bacterias, especialmente del genero Clostridium, la mas importante C. tetani y
varias cepas de C. botulinum, C. butyricum y C. argentinense. Actualmente existen ocho diferentes clases de la
neurotoxinas clostridiales, principalmente: toxina del tétanos y neurotoxina botulinica en sus serotipos A, B, C1, D, E,
F y G, y todas comparten estructuras y modos de accion similares.

Las neurotoxinas clostridiales representan un grupo principal de moléculas de toxinas no citotdxicas y se sintetizan
por una bacteria hospedadora como polipéptidos simples que se modifican posteriormente a la traducciéon por un
acontecimiento de escision proteolitica para formar dos cadenas de polipéptido unidas en conjunto por enlaces
disulfuro. Las dos cadenas se denominan la cadena pesada (cadena H), que tiene una masa molecular de
aproximadamente 100 kDa y la cadena ligera (cadena L o LC), que tiene una masa molecular de aproximadamente
50 kDa.

Las cadenas L poseen una funcion proteasa (actividad endopeptidasa dependiente de zinc) e inhiben una alta
especificidad de sustratos de proteinas asociadas con vesiculas y/o la membrana plasmatica implicadas en el
proceso exocitico. Las cadenas L de diferentes especies o serotipos clostridiales pueden hidrolizar enlaces
peptidicos diferentes aunque especificos en una de tres proteinas sustrato, principalmente sinaptobrevina, sintaxina
o0 SNAP-25. Estos sustratos son componentes importantes de la maquinaria neurosecretora.

Entre Neisseria sp., la mas importante de las especies es N. gonorrhoeae, la cual produce funcionalmente proteasas
no citotdxicas similares. Un ejemplo de tal proteasa es la IgA proteasa (véase el documento WO099/58571).

Se ha documentado bien en la técnica que las moléculas de toxina pueden redirigirse a una célula que no es la
célula diana natural de la toxina. Cuando se redirigen de esta manera, la toxina modificada es capaz de unirse a una
célula diana deseada y, después de la subsiguiente translocacién al citosol, es capaz de ejercer su efecto en la
célula diana. Tal redireccionamiento se logra al reemplazar la fraccion de direccionamiento (TM, targeting moiety)
natural de la toxina con una TM diferente. En este sentido, la TM se selecciona de modo que se unira a una célula
diana deseada y permitira el pasaje subsecuente de la toxina modificada en un endosoma dentro de la célula diana.
La toxina modificada también comprende un dominio de translocacion que permite la entrada de la proteasa no
citotéxica en el citosol de la célula. El dominio de translocacion puede ser el dominio de translocacion natural de la
toxina o puede ser un dominio de translocacion diferente obtenido de una proteina microbiana con actividad de
translocacion.

El remplazo de la TM anteriormente mencionada puede efectuarse por técnicas de conjugacion quimica
convencionales, que son bien por conocidas un experto. En este sentido, se hace referencia a Hermanson, G.T.
(1996), Bioconjugate techniques, Academic Press y a Wong, S.S. (1991), Chemistry of protein conjugation and
cross-linking, CRC Press. En ofra alternativa, pueden emplearse técnicas recombinantes, tales como aquellas
descritas en el documento WO98/07864.

Las células sensibles al dolor poseen una amplia variedad de tipos de receptores. Sin embargo, no todos los tipos
de receptores son adecuados (y mucho menos deseables) para la endocitosis mediada por receptor. De forma
similar, las propiedades de unién pueden variar ampliamente entre diferentes TM para el mismo receptor y ain mas
entre diferentes TM y diferentes receptores.

Existe por lo tanto una necesidad de desarrollar proteinas de fusién no citotéxicas modificadas que aborden uno o
mas de los problemas anteriores. De interés particular es el desarrollo de una proteina de fusiéon no citotéxica
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alternativa/mejorada para su uso en el tratamiento del dolor.

La presente invencién intenta abordar uno o mas de los problemas anteriores proporcionando proteinas de fusion
Unicas.

Los documentos WO 2006/059093 y WO 2006/059113 describen proteinas de fusion.
El documento WO 2007/138339 describe el tratamiento del dolor

Crasto et al. 2000 (Protein Engineering, vol. 13: 309-312) describe un programa para generar secuencias de
enlazador para proteinas de fusion.

Smith et al. 2003 (Protein Science, vol. 12(5):1060-1072) describe parametros de flexibilidad de aminoacidos
mejorados.

La presente proporciona una proteina de fusién polipeptidica de cadena sencilla, que comprende:

a. una proteasa no citotdxica, proteasa que escinde una proteina del aparato de fusion exocitica de un
aferente sensorial nociceptivo;

b. una fraccion de direccionamiento de galanina que se une a un sitio de unién en el aferente sensorial
nociceptivo, donde el sitio de unién sufre una endocitosis para ser incorporado en un endosoma dentro del
aferente sensorial nociceptivo;

c. un sitio de escision de la proteasa en cuyo sitio la proteina de fusiéon se puede escindir por una proteasa,
en el que el sitio de escision de la proteasa esta localizado entre la proteasa no citotdxica y la fraccion de
direccionamiento de galanina y en el que la fraccion de direccionamiento y el sitio de escision de la
proteasa estan separados por cero aminoacidos;

d. un domino de translocacion que transloca la proteasa desde dentro de un endosoma, a través de la
membrana endosomal y al citosol del aferente sensorial nociceptivo, en el que la fraccion de
direccionamiento esta localizada entre el sitio de escision de la proteasa y el dominio de translocacion;

e. un primer espaciador localizado entre la proteasa no citotdxica y el sitio de escision de la proteasa, en el
que dicho primer espaciador comprende una secuencia de aminoacidos de 4 a 25 restos de aminoacidos;

f. un segundo espaciador localizado entre la fraccién de direccionamiento de galanina y el dominio de
translocacién, en el que dicho segundo espaciador comprende una secuencia de 4 a 35 restos de
aminoacidos.

El componente proteasa no citotdxico de la presente invencién es una proteasa no citotoxica, proteasa que es capaz
de escindir enlaces peptidicos diferentes aunque especificos en una de tres proteinas sustrato, concretamente
sinaptobrevina, sintaxina o SNAP-25, del aparato de fusidon exocitica en un aferente sensorial nociceptivo. Estos
sustratos son componentes importantes de la maquinaria neurosecretora. EI componente proteasa no citotdxico de
la presente invencion es preferiblemente una proteasa IgA neisserial o una cadena L de una neurotoxina clostridial.
El término proteasa no citotdxica abarca funcionalmente los fragmentos equivalentes y derivados dicha proteasa(s)
no citotéxica. Un componente proteasa no citotdxico particularmente preferido es una cadena L de la neurotoxina
botulinica (BoNT).

El componente de translocacién de la presente invencion permite la translocacion de la proteasa no citotoxica (o
fragmento de la misma) en la célula diana de tal manera que la expresion funcional de la actividad proteasa ocurre
dentro del citosol de la célula diana. EI componente de translocacion preferiblemente es capaz de formar poros
permeables a los iones en membranas lipidicas en condiciones de pH bajo. Preferiblemente se ha utilizado solo
aquellas porciones de la molécula de la proteina capaces de formar poros dentro de la membrana endosomal. El
componente de translocaciéon puede obtenerse a partir de una fuente de proteina microbiana, en particular de una
fuente de proteina bacteriana o viral. Por consiguiente, en una realizacién el componente de translocacion es un
dominio de translocacién de una enzima, tal como una toxina bacteriana o proteina viral. EI componente de
translocacién de la presente invencion preferiblemente es una cadena H de una neurotoxina clostridial o un
fragmento de la misma. Lo mas preferiblemente es el dominio Hy (o un componente funcional del mismo), en el que
Hn significa una porcion o fragmento de la cadena H de una neurotoxina clostridial aproximadamente equivalente a
la mitad amino-terminal de la cadena H o el dominio correspondiente a ese fragmento en la cadena H intacta.

El componente TM galanina de la presente invencion es responsable de unir la proteina de fusion de la presente
invencion a un sitio de unién de una célula diana. De este modo, el componente TM galanina es un ligando a través
del cual las proteinas de fusion de la presente invencién se unen a una célula diana seleccionada.

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

Es una practica de rutina confirmar que una TM se une a un aferente sensorial nociceptivo. Por ejemplo, puede
emplearse un experimento de desplazamiento radioactivo simple en el cual el tejido o células representativas del
aferente sensorial nociceptivo (por ejemplo DRG) se exponen a ligando marcado (por ejemplo tritiado) en la
presencia de un exceso de ligado no marcado. En un experimento de este tipo pueden evaluarse las proporciones
relativas de union especifica y no especifica, permitiendo por consiguiente la confirmacion de que el ligando se une
a la célula diana aferente sensorial nociceptiva. Opcionalmente, el ensayo puede incluir uno o mas antagonistas de
la unién y el ensayo ademas puede comprender observar una pérdida de unién al ligando. Ejemplos de este tipo de
experimento pueden encontrarse en Hulme, E.C. (1990), Receptor-binding studies, a brief outline, pp. 303-311, en
Receptor biochemistry, A Practical Approach, Ed. E.C. Hulme, Oxford University Press.

Las proteinas de fusidon de la presente invencion generalmente demuestran una afinidad de unién reducida (en la
region de hasta 10 veces) para el receptor de galanina (por ejemplo, GALR1) cuando se compara con la
correspondiente TM 'libre' (por ejemplo, gal16). Sin embargo, a pesar de esta observacion, las proteinas de fusién de
la presente invencidon demuestran sorprendentemente buena eficacia. Esto puede atribuirse a dos caracteristicas
principales. En primer lugar, el componente proteasa no citotdxico es catalitico, de modo que el efecto terapéutico de
unas pocas de estas moléculas se amplifica rapidamente. En segundo lugar, los receptores de galanina presentes
en los aferentes sensoriales nociceptivos necesitan solamente actuar como una puerta para la entrada del producto
terapéutico y no necesariamente se necesita estimular a un nivel requerido para lograr una respuesta farmacoldgica
mediada por el receptor del ligando. Por consiguiente, las proteinas de fusién de la presente invencién pueden
administrarse en una dosis que es mucho menor de la que podria emplearse para otros tipos de moléculas
analgésicas tales como AINE, morfina y gabapentina. Estas ultimas moléculas se administran generalmente en
cantidades altas desde microgramo hasta miligramo (incluso hasta cientos de miligramos), mientras que las
proteinas de fusion de la presente invencion pueden administrarse en cantidades mucho menores, generalmente al
menos 10 veces menores y mas generalmente 100 veces menores.

La TM de galanina de la invencion también puede ser una molécula que actiia como un “agonista” en uno o mas de
los receptores de galanina presentes en un aferente sensorial nociceptivo, mas particularmente en un aferente
nociceptivo primario. De manera convencional, se ha considerado que un agonista es cualquier molécula que puede
ya sea incrementar o disminuir las actividades dentro de una célula, principalmente cualquier molécula que
simplemente causa una alteracion de la actividad celular. Por ejemplo, el significado convencional de un agonista
incluiria una sustancia quimica capaz de combinarse con un receptor en una célula e iniciar una reaccién o
actividad, o un farmaco que induce una respuesta activa al activar receptores, independientemente de si la
respuesta es un incremento o disminucién de la actividad celular.

Sin embargo, para los propésitos de esta invencion, un agonista se define mas especificamente como una molécula
que es capaz de estimular el proceso de fusiéon exocitica en una célula diana, proceso que es susceptible a la
inhibicién por una proteasa (o fragmento de la misma) capaz de escindir una proteina del aparato de fusion exocitica
en dicha célula diana.

Por consiguiente, la definicién de agonista particular de la presente invencion puede excluir muchas moléculas que
convencionalmente se considerarian como agonistas. Por ejemplo, el factor de crecimiento nervioso (NGF) es un
agonista con respecto a su capacidad para promover la diferenciacién neuronal mediante la unién a un receptor
TrkA. Sin embargo, el NGF no es un agonista cuando se evalla por el criterio anterior debido a que no es un
inductor principal de la fusion exocitica. Ademas, el proceso que estimula el NGF (es decir, diferenciacion celular) no
es susceptible a la inhibicién por la actividad proteasa de una molécula de toxina no citotdxica.

En una realizacion, las proteinas de fusion de acuerdo con la presente invencién demuestran propiedades de unién
y/o internalizacion del receptor preferenciales. Esto, a su vez, puede tener como resultado una administracion mas
eficiente del componente proteasa a una célula diana sensible al dolor.

El uso de un agonista como una TM es auto-limitante con respecto a los efectos secundarios. Mas concretamente, la
union de una TM agonista a una célula diana sensible al dolor incrementa la fusidon exocitica, lo cual puede
exacerbar la sensacion de dolor. Sin embargo, el proceso exocitico que se estimula por la union agonista se reduce
o inhibe célula diana de deteccién de dolor por el componente proteasa de la proteina de fusién.

Las propiedades agonistas de una TM que se une a un receptor en un aferente nociceptivo puede confirmarse
utilizando los métodos descritos en el Ejemplo 9.

La fraccion de direccionamiento de la presente invencion comprende o consiste en galanina y/o derivados de
galanina. Los receptores de galanina (por ejemplo GALR1, GALR2 y GALR3) se encuentran pre- y post-
sinapticamente en las neuronas DRG (Liu & Hokfelt, (2002), Trends Pharm. Sci., 23(10), 468-74) y su expresion



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2632470 T3

aumenta durante el estado de dolor neuropatico. Xu et al., (2000) Neuropeptides, 34 (3y4), 137-147 proporcionan
informacion adicional en relacion con la galanina.

En una realizacion de la invencion, la diana de la TM de galanina es el receptor GALR1, GALR2 y/o el GALR3. Estos
receptores son miembros de la clase de receptores acoplados a la proteina G y tienen una estructura de siete
dominios transmembrana.

En una realizacién, la TM de galanina es una molécula que se une (preferiblemente que se une especificamente) al
receptor GALR1, GALR2 y/o el GALR3. Mas preferiblemente, la TM de galanina es un “agonista” del receptor
GALR1, GALR2 y/o el GALRS3. El término “agonista” en este contexto es como se definié anteriormente.

El péptido galanina humano de tipo silvestre en un péptido de 30 aminoacidos, abreviado en la presente memoria
como “GA30” (representado por la SEQ ID NO: 7). En una realizacion, la TM de galanina comprende o consiste en la
SEQID NO: 7.

La invencion también abarca fragmentos, variantes y derivados de la TM de galanina descrita anteriormente. Estos
fragmentos, variantes, y derivados sustancialmente retienen las propiedades que se atribuyen a la TM de galanina
(es decir, son funcionalmente equivalentes). Por ejemplo, los fragmentos, variantes, y derivados pueden retener la
capacidad de unirse al receptor GALR1, GALR2 y/o GALR3. En una realizacién, la TM de galanina de la invencion
comprende o consiste en un fragmento de 16 aminoacidos del péptido de galanina de longitud completa y se
denomina en la presente memoria como GA16 (representado por la SEQ ID NO: 8).

En una realizacion, la TM de galanina comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene al menos
70 %, preferiblemente al menos 80 % (tal como al menos 82, 84, 85, 86, 88 u 89 %), mas preferiblemente al menos
90 % (tal como al menos 91, 92, 93 0 94 %) y lo mas preferiblemente al menos 95 % (tal como al menos 96, 97, 98,
99 0 100 %) de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 7 o SEQ ID NO: 8.

En una realizacion, la TM de galanina comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene al menos
70 % (tal como al menos 80, 82, 84, 85, 86, 88 u 89 %), mas preferiblemente al menos 90 % (tal como al menos 91,
92, 93 0 94 %), y lo mas preferiblemente al menos 95 % (tal como al menos 96, 97, 98, 99 0 100 %) de identidad con
la secuencia de aminoacidos de la secuencia de aminoacidos de longitud completa de la SEQ ID NO:7 o SEQ ID
NO: 8 o un fragmento de la SEQ ID NO: 7 0 SEQ ID NO:8  que comprende o consiste en al menos 10 (tal como al
menos 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 o 29) restos de aminoacidos contiguos de
los mismos.

En una realizacion, la fraccion de direccionamiento de galanina comprende o consiste en una secuencia de
aminoacidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 7 o un fragmento que comprende o consiste en al menos 16 (tal como
al menos 10, 11, 12, 13, 14 o 15) restos de aminoacidos contiguos de los mismos, o una secuencia de aminoacidos
variante de la SEQ ID NO: 7 o dicho fragmento que tiene un maximo de 6 (tal como un maximo de 5, 4, 3, 2 0 1)
sustituciones de aminoacidos conservadoras.

El sitio de escision de la proteasa de la presente invencion permite la escision (preferiblemente la escision
controlada) de la proteina de fusion en una posicion entre el componente proteasa no citotoxico y el componente
TM. Es esta reaccién de escision la que convierte la proteina de fusion de un polipéptido de cadena sencilla en un
polipéptido de doble cadena unido por enlace disulfuro.

De acuerdo con una realizacion preferida de la presente invencion, la TM de galanina se une mediante un dominio o
secuencia de aminoacidos que se localiza lejos del extremo C terminal de la TM de galanina. Por ejemplo, el
dominio de unién relevante puede incluir un intra-dominio o una secuencia de aminoacidos localizada hacia la mitad
(es decir, de la secuencia de péptido lineal) de la TM. Preferiblemente, el dominio de union relevante se localiza
hacia el extremo N terminal de la TM de galanina, mas preferiblemente en o cerca del extremo N terminal.

En una realizacion, la fusion de polipéptido de cadena sencilla puede incluir mas de un sitio de escision proteolitico.
Sin embargo, cuando existen dos o mas de tales sitios, estos son diferentes, evitando asi sustancialmente la
ocurrencia de acontecimientos de escisién multiple en la presencia de una proteasa simple. En otra realizacion, se
prefiere que la fusion de polipéptido de cadena sencilla tenga un sitio de escision de la proteasa simple.

La secuencia o secuencias de escisién de proteasa pueden introducirse (y/o eliminarse cualquier secuencia de
escision inherente) a nivel de ADN por medios convencionales, tal como por mutagénesis dirigida al sitio. La
deteccion para confirmar la presencia de las secuencias de escision puede realizarse manualmente o con ayuda de
software informatico (por ejemplo, el programa MapDraw de DNASTAR, Inc.).
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Aunque puede emplearse cualquier sitio de escision de la proteasa, se prefieren los siguientes:

Enteroquinasa (DDDDK))
Factor Xa (IEGR| /IGR])
TEV(virus del grabado del tabaco) (ENLYFQ|G)
Trombina (LVPR|GS)
PreScission (LEVLFQ|GP).

En una realizacion, el sitio de escision de la proteasa es un sitio de escision de enteroquinasa (DDDDK|). En una
realizacion, la proteasa enteroquinasa se utiliza para escindir el sitio de escisidon de enteroquinasa y activar la
proteina de fusion.

La expresion sitio de escision de la proteasa abarca también una inteina, la cual es una secuencia de auto-escision.
La reaccion de auto-corte y empalme se puede controlar, por ejemplo, variando la concentracion del agente de
reduccién presente.

En uso, el sitio de escision de la proteasa se escinde y la region N terminal (preferiblemente el extremo N terminal)
de la TM queda expuesta. El polipéptido resultante tiene una TM con un dominio N terminal o un intra-dominio que
se encuentra sustancialmente libre del resto de la proteina de fusion. Esta disposicion asegura que el componente N
terminal (o intra-dominio) de la TM pueda interactuar directamente con un sitio de unién en una célula diana. La TM
y el sitio de escision de la proteasa estan distanciados en la proteina de fusion por cero restos de aminoacidos. Por
lo tanto, después de la escision del sitio de escision de la proteasa, se proporciona una fusién con una TM que tiene
un dominio N terminal que se encuentra sustancialmente libre del resto de la fusién. Esta disposicion asegura que el
componente N terminal de la fraccion de direccionamiento pueda interactuar directamente con un sitio de unién en
una célula diana.

Una ventaja asociada con la etapa de activacion antes mencionada es que la TM solo se vuelve susceptible a la
degradacioén del N terminal una vez que ha ocurrido la escisidon proteolitica de la proteina de fusion. Ademas, la
seleccion de un sitio de escision de la proteasa especifico permite la activacion selectiva de la fusién de polipéptido
en una conformacioén de doble cadena.

La construccion de la fusion de polipéptido de cadena sencilla de la presente invencion coloca el sitio de escision de
la proteasa entre la TM y el componente proteasa no citotéxico. En la fusion de cadena sencilla, la TM se localiza
entre el sitio de escision de la proteasa y el componente de translocacion. Esto asegura que la TM se conecte al
dominio de translocacioén (es decir, como ocurre con la holotoxina clostridial nativa). Una ventaja adicional con esta
disposicion es que la TM se localiza en una region de bucle expuesta de la proteina de fusion, la cual tiene efectos
estructurales minimos sobre la conformacién de la proteina de fusion. A este respecto, dicho bucle se denomina de
distintas formas tal como el enlazador, el bucle de activacion, el enlazador inter-dominio, o solo el bucle expuesto en
la superficie (Schiavo et al 2000, Phys. Rev., 80, 717-766; Turton et al., 2002, Trends Biochem. Sci., 27, 552-558).

La proteina de fusion de cadena sencilla de la presente invencién comprende un primer espaciador localizado entre
la proteasa no citotoxica y el sitio de escisiéon de la proteasa, en la que dicho primer espaciador comprende (o
consiste en) una secuencia de aminoacidos de 4 a 25 (tal como de 6 a 25,8 a25,10a25,15a250de4a21,4a
20,4 a 18,4 a 15,4 a 12 0 4 a 10) restos de aminoacidos. En una realizacion, el primer espaciador comprende (o
consiste en) una secuencia de aminoacidos de al menos 4 (tal como al menos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15)
restos de aminoacidos. En una realizacién el primer espaciador comprende (o consiste en) una secuencia de
aminoacidos de a lo sumo 25 (tal como a lo sumo 24, 23, 22, 21, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 10) restos de
aminoacidos. Dicho primer espaciador permite la escisién de la proteina de fusién en el sitio de escision de la
proteasa.

Sin un primer espaciador de la presente invencion, la escision por la proteasa y la activacion de la proteina de fusion
son notablemente deficientes. Sin pretender estar ligados por la teoria, se planteé la hipétesis de que la fraccion de
direccionamiento de galanina puede bloquear estéricamente o interactuar con el sitio de escision de la proteasa
dando como resultado una activacion deficiente de las proteinas de fusién que carecen de un primer espaciador de
la presente invencion. Se cree que es la flexibilidad proporcionada por el primer espaciador la que proporciona la
intensificacion/mejora de las propiedades de activacion de las proteinas de fusion actualmente reivindicadas. Los
enlazadores rigidos tales como los enlazadores alfa-helicoidales no producen la flexibilidad necesaria. Esto también
se aplica a las proteinas de fusion de galanina que tienen secuencias del espaciador 'naturales’ que contienen un
sitio de escision de la proteasa, que puede replicar las estructuras de enlazador alfa-helicoidales rigidas
indeseables. La flexibilidad y la movilidad de los dominios de polipéptido pueden determinarse por diversos métodos
que incluyen determinar el factor cristalografico B de rayos X (véase por ejemplo Smith et al., 2003 Protein Science,
12:1060-1072. Las secuencias espadadoras especificamente seleccionadas de la presente invencion proporcionan
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la activacion mejorada respecto a cualquier secuencia del espaciador 'natural'. La activacion en este contexto
significa que dicho primer espaciador permite la escision de la proteina de fusion en el sitio de escision de la
proteasa. Los restos de aminoacidos particularmente preferidos para su uso en el primer espaciador incluyen glicina,
treonina, arginina, serina, alanina, asparagina, glutamina, acido aspartico, prolina, acido glutamico y/o lisina. Los
aminoacidos antes mencionados se considera que son los aminoacidos mas flexibles - véase Smith et al. 2003
Protein Science 2003; 12:1060-1072.

En una realizacion, los restos de aminoacidos del primer espaciador se seleccionan del grupo que consiste en
glicina, treonina, arginina, serina, asparagina, glutamina, alanina, acido aspartico, prolina, acido glutamico, lisina,
leucina y/o valina. En una realizacion, los restos de aminoacidos del primer espaciador se seleccionan del grupo que
consiste en glicina, serina, alanina, leucina y/o valina. En una realizacion, los restos de aminoacidos del primer
espaciador se seleccionan del grupo que consiste en glicina, serina y/o alanina. La glicina y la serina son
particularmente preferidas. En una realizacién, el primer espaciador comprende o consiste en uno o mas
pentapéptidos que tienen restos de glicina, serina y o treonina. Una forma de evaluar si el primer espaciador posee
los requisitos de flexibilidad en las proteinas de fusion actualmente reivindicadas es realizando un ensayo de
escision de proteasa simple. Puede ser rutina para un experto en la técnica evaluar la escisién/activacion de una
proteina de fusion. Se describe la metodologia estandar, por ejemplo, en el Ejemplo 1.

En una realizacion, el primer espaciador puede seleccionarse de espaciadores GS5, GS10, GS15, GS18, GS20, FL3
y/o FL4. La secuencia de dichos espaciadores se proporciona en la siguiente Tabla 1.

Tabla 1

Espaciador Secuencia

GS5 GGGGSA

GS10 GGGGSGGGGSA

GS15 ALAGGGGSGGGGSALV

GS18 GGGGSGGGGSGGGGSA

GS20 ALAGGGGSGGGGSGGGGSALY

FL3 LGGGGSGGGGSGGGGSAAA

FL4 LSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSA AA

En una realizacion, el primer espaciador permite al menos 45 % (tal como al menos 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 90,
95, 98, 99 0 100 %) de activacion de la proteina de fusién mediante la escision por la proteasa. En una realizacion,
el primer espaciador permite al menos 70 % de activacion de la proteina de fusién mediante la escision por la
proteasa.

En una realizacion, el primer espaciador no es una secuencia espaciadora de origen natural. En una realizacion, el
primer espaciador no comprende ni consiste en una secuencia de aminoacidos nativa para la neurotoxina clostridial
natural (es decir, de tipo silvestre), tal como la neurotoxina botulinica. En otras palabras, el primer espaciador puede
ser una secuencia no clostridial (es decir, no se encuentra en la neurotoxina clostridial nativa). En una realizacion, la
proteina de fusidon no comprende ni consiste en la secuencia de aminoacidos GIITSK (BoNT/A); VK (BoNT B);
AIDGR (BoNT/C); LTK (BoNT/D); IVSVK (BoNT/E); VIPR (BONT/F); VMYK (BoNT/G) y/o IIPPTNIREN (TeNT) como
el primer espaciador.

En una realizacion, el primer espaciador comienza en el tercer resto de aminoacidos después del resto de cisteina
conservado en la cadena L de la neurotoxina clostridial (véase la Tabla 3 siguiente). En una realizacion, el primer
espaciador comienza después de los restos de aminoacidos VD de una cadena L clostridial de proteasa no
citotoxica disefiada con un sitio sal7T después del resto de cisteina conservado. En una realizacién, el primer
espaciador termina con el resto de aminoacido que marca el comienzo de los sitios de escisién de proteasa
mencionados anteriormente. La proteina de fusién de cadena sencilla comprende un segundo espaciador, el cual se
localiza entre la fraccion de direccionamiento de galanina y el dominio de translocacion. Dicho segundo espaciador
puede comprender (o consistir en) una secuencia de aminoacidos de 4 a 35 (tal como de 6 a 35, 10 a 35, 15 a 35,
20a350de 4 a28,4a25 4a20o04a 10) restos de aminoacidos. Se ha encontrado inesperadamente que las
proteinas de fusion de la presente invencion pueden demostrar una actividad de uniéon mejorada cuando el tamafio
del segundo espaciador se selecciona de modo que (en uso) el extremo C terminal y la TM y el extremo N terminal
del componente de translocacion estan separados entre si por 40-105 angstroms, preferiblemente por 50-100
angstroms y mas preferiblemente por 50-90 angstroms.
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Los segundos espaciadores adecuados pueden identificarse rutinariamente y obtenerse de acuerdo con Crasto, C. J.
and Feng, J.A. (2000) May, 13(5), pp. 309-312, véase también http://www.fccc./edu/research/labs/feng/limker.html.
En una realizacion, el segundo espaciador se selecciona de un espaciador GS5, GS10, GS15, GS18, GS20 o HX27.
La secuencia de dichos espaciadores se proporciona en la siguiente Tabla 2.

Tabla 2

Espaciador Secuencia

GS5 GGGGSA

GS10 GGGGSGGGGSA

GS15 ALAGGGGSGGGGSALV

GS18 GGGGSGGGGSGGGGSA

GS20 ALAGGGGSGGGGSGGGGSALY

HX27 ALAAEAAAKEAAAKEAAAKAGGGGSALV

Se ha encontrado sorprendentemente que las proteinas de fusion actualmente reivindicadas que tienen las
caracteristicas de dicho primer y segundo espaciadores muestran propiedades de activacion mejoradas e
incrementan la produccién durante la expresién recombinante. Ademas, las proteinas de fusiéon actualmente
reivindicadas muestran una potencia mejorada en comparacion con las proteinas de fusién en las que la TM de
galanina TM es el extremo C terminal del componente dominio de translocacion.

En una realizacion, la invencién proporciona una proteina de fusién polipeptidica de cadena sencilla que comprende
(o consiste en) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 80 % (tal como al menos 85, 90, 92, 94, 95, 96,
97, 98, 99 0 100 %) de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de las SEQ ID NOs: 10, 11, 13, 14,
16, 17, 19, 20, 22, 23, 25, 26, 28, 29, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 53,
56 y/o 59.

En una realizacion, la invencién proporciona una proteina de fusién polipeptidica de cadena sencilla que comprende
(o consiste en) una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 80 % (tal como al menos 85, 90, 92, 94, 95, 96,
97, 98, 99 o0 100 %) de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de longitud completa de las SEQ ID
NOs: 10, 11, 13, 14, 16, 17, 19, 20, 22, 23, 25, 26, 28, 29, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45,
46, 47, 48, 49, 50, 53, 56 y/o 59.

En una realizacion, en el polipéptido de cadena sencilla, el componente proteasa no citotoxico y el componente de
translocacién estan unidos por un enlace disulfuro. De esta manera, después de la escision del sitio de escision de
la proteasa, el polipéptido asume una conformacion de doble cadena, en el que los componentes proteasa y de
translocacion permanecen unidos por el enlace disulfuro. Para este fin, se prefiere que los componentes proteasa y
de translocacién se encuentren distanciados uno del otro en la proteina de fusiéon de cadena sencilla por un maximo
de 100 restos de aminoacidos, mas preferiblemente un maximo de 80 restos de aminoacidos, particularmente
preferiblemente por un maximo de 60 restos de 25 aminoacidos y lo mas preferiblemente por un maximo de 50
restos de aminoacidos.

En una realizacién, el componente proteasa no citotoxico forma un enlace disulfuro con el componente de
translocacion de la proteina de fusién. Por ejemplo, el resto de aminoacido del componente proteasa que forma el
enlace disulfuro se localiza dentro de los ultimos 20, preferiblemente dentro de los ultimos 10 restos de aminoacidos
C terminales del componente proteasa. De forma similar, el resto de aminoacidos dentro del componente de
translocacién que forma la segunda parte del enlace disulfuro puede localizarse dentro de los primeros 20,
preferiblemente dentro de los primeros 10 restos de aminoacidos N terminales del componente de translocacion.

Como alternativa, en el polipéptido de cadena sencilla, el componente proteasa no citotoxico y la TM pueden unirse
por un enlace disulfuro. A este respecto, el resto de aminoacido de la TM que forma el enlace disulfuro se localiza
preferiblemente lejos del extremo N terminal de la TM, mas preferiblemente hacia el extremo C terminal de la TM.

En una realizacion, el componente proteasa no citotéxico forma un enlace disulfuro con el componente TM de la
proteina de fusion. A este respecto, el resto de aminoacido del componente proteasa que forma el enlace disulfuro
se localiza preferiblemente dentro de los ultimos 20, lo mas preferiblemente dentro de los ultimos 10 restos de
aminoacidos C terminales del componente proteasa. De forma similar, el resto de aminoacido dentro del
componente TM que forma la segunda parte del enlace disulfuro se localiza preferiblemente dentro de los ultimos
20, mas preferiblemente dentro de los ultimos 10 restos de aminoacidos C terminales de la TM.

Las disposiciones del enlace disulfuro anteriores tienen la ventaja de que los componentes proteasa y de
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translocaciéon se disponen en una forma similar a la de las neurotoxinas clostridiales nativas. A modo de
comparacion, con referencia a la secuencia de aminoacidos primaria para la neurotoxina clostridial nativa, los
respectivos restos de aminoacidos cisteina se encuentran distanciados por entre 8 y 27 restos de aminoacidos -
tomados de Popoff, MR & Marvaud, J-C, 1999, Structural & genomic features of clostridial neurotoxins, Capitulo 9,

en The Comprehensive Sourcebook of Bacterial Protein Toxins. Ed. Alouf & Freer:

Tabla 3
Serotipo’ Secuencia Longitud 'nativa’ entre
c-C
BoNT/A1 CVRG | ITSKTKS----LDKGYN KALN DLC 23
BoNT/A2 CVRGIIPFKTKS----LDEGYNKALNDLC 23
BoNT/B CKSVKAPG------==mmmmemeem IC 8
BoNT/C CHKAIDGRS---------- LYNYKTLDC 15
BoNT/D CLRLTK-==m=mmmmmmmmm NSRDDSTC 12
BoNT/E C KN-IVSVK---------- G | RK---SIC 13
BoNT/F CKS-VIPRK ---------- GTKAPP-RLC 15
BoNT/G CKPVMYKNT---------- GKSE----QC 13
TeNT CKKIIPPTNIRENLYNRTASLTDLGGELC 27

' Solo informacién de cepas proteoliticas

La proteina de fusién puede comprender una o mas etiquetas de purificacion, las cuales se localizan en el extremo N
terminal en el componente proteasa y/o en el extremo C terminal en el componente de translocacion.

Aunque puede emplearse cualquier etiqueta de purificacion, se prefieren las siguientes:

Etiqueta de His (por ejemplo 6 x histidina), preferiblemente como una etiqueta C terminal y/o N terminal

Etiqueta de MBP (proteina de unién de maltosa), preferiblemente como una etiqueta N terminal

Etiqueta de GST (glutation-S-transferasa) preferiblemente como una etiqueta N terminal

Etiqueta de His-MBP, preferiblemente como una etiqueta N terminal
Etiqueta de GST-MBP, preferiblemente como una etiqueta N terminal

Etiqueta de tioredoxina, preferiblemente como una etiqueta N terminal

Etiqueta de CBD (Dominio de unién a quitina) preferiblemente como una etiqueta N terminal

De acuerdo con una realizacion adicional de la presente invencién una o mas moléculas espaciadoras de péptido
adicionales pueden incluirse en la proteina de fusion. Por ejemplo, puede emplearse un espaciador péptido entre
una etiqueta de purificacion y el resto de la molécula de proteina de fusion (por ejemplo, entre una etiqueta de
purificacion N terminal y un componente proteasa de la presente invencién y/o entre una etiqueta de purificacion C

terminal y un componente de translocacion de la presente invencion).

De acuerdo con un segundo aspecto de la presente invencion, se proporciona una secuencia de ADN que codifica el
polipéptido de cadena sencilla mencionado anteriormente. En un aspecto preferido de la presente invencion, la
secuencia de ADN se prepara como parte de un vector de ADN, en el que el vector comprende un promotor y

terminador.
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En una realizacioén preferida, el vector tiene un promotor seleccionado de:

Promotor Agente de induccion Condicion de induccion tipica
Tac (hibrido) IPTG 0,2 mM (0,05-2,0 mM)

AraBAD L-arabinosa 0,2 % (0,002-0,4 %)

Operador T7-lac IPTG 0,2 mM (0,05-2,0 mM)

La construccion de ADN de la presente invencion se disefa preferiblemente in silico y después se sintetiza por
técnicas de sintesis de ADN convencionales.

La informacion de la secuencia de ADN mencionada anteriormente se modifica opcionalmente para seleccionar
codones de acuerdo con el sistema de expresion de la célula hospedadora final (por ejemplo E. coli) que va a
emplearse.

La estructura principal del ADN se selecciona preferiblemente para cualquier secuencia de acido nucleico inherente,
la cual cuando se transcribe y traduce puede producir una secuencia de aminoacidos que corresponde al sitio de
escision de la proteasa codificado por la segunda secuencia de codificacion de péptido. Esta seleccion puede
realizarse manualmente o con ayuda de software informatico (por ejemplo el programa MapDraw por DNASTAR,
Inc.). De acuerdo con una realizacion adicional de la presente descripcion, se proporciona un método para preparar
un agente no citotdxico que comprende:

a. poner en contacto una proteina de fusion polipeptidica de cadena sencilla de la invenciéon con una
proteasa capaz de escindir el sitio de escisidn de la proteasa;

b. escindir el sitio de escision de la proteasa y formar asi una proteina de fusion de doble cadena.

Este aspecto proporciona un polipéptido de doble cadena, el cual imita generalmente la estructura de la holotoxina
clostridial. En mas detalle, el polipéptido de doble cadena resultante generalmente tiene una estructura en la que:

a. la primera cadena comprende una proteasa no citotdxica, proteasa que es capaz de escindir una
proteina del aparato de fusion exocitica de un aferente sensorial nociceptivo;

b. la segunda cadena comprende la TM de galanina y el dominio de translocaciéon que es capaz de
translocar la proteasa desde dentro de un endosoma, a través de una membrana endosomal y hasta el
citosol del aferente sensorial nociceptivo; y

la primera y segunda cadenas estan unidas entre si por un enlace disulfuro.
En uso, el polipéptido de cadena sencilla o de doble cadena de la invencion trata, previene o alivia el dolor.

En uso, una cantidad terapéuticamente efectiva de un polipéptido de cadena sencilla o de doble cadena de la
invenciéon se administra a un paciente.

De acuerdo con un aspecto adicional de la presente descripcion, se proporciona el uso de un polipéptido de cadena
sencilla o doble cadena de la invencion, para la fabricacién de un medicamento para tratar, prevenir o aliviar el dolor.

De acuerdo con un aspecto relacionado de la descripcion, se proporciona un método para tratar, prevenir o aliviar el
dolor en un sujeto, que comprende administrar a dicho paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de un
polipéptido de cadena sencilla o doble cadena de la invencion.

Los compuestos descritos aqui pueden utilizarse para tratar a un paciente que sufre uno o mas tipos de dolor
cronico que incluyen dolor neuropatico, dolor inflamatorio, cefalea, dolor somatico, dolor visceral, y dolor referido.

“Tratar”, como se utiliza aqui, significa tratar médicamente. Incluye, por ejemplo, administrar un compuesto de la
invencion para prevenir el dolor o para disminuir su intensidad.

El término “dolor”, como se utiliza aqui, significa cualquier experiencia sensorial no placentera, habitualmente
asociada con un trastorno fisiolégico. El trastorno fisico puede o no ser aparente para un médico. El dolor es de dos
tipos: crénico y agudo. Un “dolor agudo” es un dolor de corta duracién que tiene un inicio repentino. Un tipo de dolor
agudo, por ejemplo, es sentir dolor cutaneo sobre la lesidon en la piel u otros tejidos superficiales, tales como los
causados por un corte o una quemadura. Los nociceptores cutaneos terminan justo debajo de la piel y debido a la
alta concentracién de terminales nerviosas, producen un dolor localizado de corta duracién bien definido. “Dolor
cronico” es un dolor distinto a un dolor agudo. El dolor crénico incluye dolor neuropatico, dolor inflamatorio, cefalea,
dolor somatico, dolor visceral y dolor referido.
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1. Dolor neuropatico

Los compuestos de la invencién pueden utilizarse para tratar el dolor provocado por o de otra forma asociado con
cualquiera de las siguientes afecciones de dolor neuropatico. “Dolor neuropatico” significa estimulo sensorial
anormal, que tiene como resultado incomodidad, del sistema nervioso periférico, sistema nervioso central o ambos.

A. Sintomas del dolor neuropatico

Los sintomas del dolor neuropatico pueden implicar dolor espontaneo, persistente, asi como también alodinia (una
respuesta dolorosa a un estimulo que normalmente no es doloroso), hiperalgesia (una respuesta acentuada a un
estimulo doloroso que normalmente provoca solo un malestar leve, tal como un pinchazo de un alfiler) o hiperpatia
(donde una breve incomodidad se convierte en un dolor intenso prolongado).

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

1. Una lesién traumatica, tal como, por ejemplo, una lesién de compresion de un nervio (por ejemplo, un
aplastamiento de nervios, un estiramiento de nervios, un atrapamiento de nervios o una transseccion
nerviosa incompleta); una lesion de la médula espinal (por ejemplo, una hemiseccion de la médula espinal);
una amputaciéon de una extremidad; una contusion; una inflamacion (por ejemplo, una inflamacién de la
médula espinal); o un procedimiento quirdrgico.

2. Un acontecimiento isquémico, que incluye, por ejemplo, un ictus y un ataque al corazon.
3. Un agente infeccioso.

4. Exposicidon a un agente toxico, que incluye, por ejemplo, un farmaco, alcohol, un metal pesado (por
ejemplo, plomo, arsénico, mercurio), un agente industrial (por ejemplo, un disolvente, humo de un
pegamento) u 6xido nitroso.

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

C. Tipos de dolor neuropatico
1. Neuralgia.

Una neuralgia es un dolor que irradia a lo largo del curso de uno o mas nervios especificos habitualmente sin ningun
cambio patolégico demostrable en la estructura del nervio. Las causas de la neuralgia son variadas. Irritacion
quimica, inflamacién, traumatismo (que incluye cirugia), compresion por estructuras cercanas (por ejemplo,
tumores), e infecciones pueden conducir a neuralgia. En muchos casos, sin embargo, la causa es desconocida o no
identificable. La neuralgia es mas comun en personas de edad avanzada, aunque puede ocurrir a cualquier edad.
Una neuralgia, incluye, sin limitacién, una neuralgia del trigémino, una neuralgia post-herpética, una neuralgia
glosofaringea, una ciatica y un dolor facial atipico.

La neuralgia es dolor en la distribucion de un nervio o nervios. Los ejemplos son neuralgia del trigémino, dolor facial
atipico, y neuralgia postherpética (provocada por herpes zdster o herpes). Los nervios afectados son responsables
de la sensacion de tacto, temperatura y presion en el area facial desde la mandibula hasta la frente. El trastorno
generalmente provoca episodios cortos de dolor insoportable, normalmente durante menos de dos minutos y en solo
un lado de la cara. El dolor puede describirse de diversas formas tales como “punzante”, “agudo”, “como un rayo”,
“ardiente”, e incluso “con picazén”. En la forma atipica de la NT, el dolor también puede presentarse como intenso o
simplemente dolor y durar durante periodos prolongados. El dolor asociado con la NT se reconoce como uno de los

dolores mas insoportables que pueden experimentarse.

Estimulos simples tales como comer, hablar, lavarse la cara, o cualquier contacto ligero o sensacion pueden
desencadenar un episodio (incluso la sensacién de una brisa suave). Los episodios pueden ocurrir en grupos o
como un ataque aislado.

Los sintomas incluyen dolor agudo, punzante o dolor ardiente constante localizado en cualquier lugar, normalmente
en o cerca de la superficie del cuerpo, en la misma localizacién en cada episodio; dolor a lo largo de la trayectoria de
un nervio especifico; funcidn deteriorada de la parte del cuerpo afectada debido al dolor o debilidad muscular debido
al dafio del nervio motor concomitante; sensibilidad incrementada de la piel o entumecimiento del area de la piel
afectada (sensacion similar a un anestésico local tal como una dosis de novocaina) y cualquier contacto o presion se
interpreta como dolor. EI movimiento también puede ser doloroso.

La neuralgia del trigémino es la forma mas comun de neuralgia. Afecta al nervio sensorial principal de la cara, el
nervio trigémino (“trigémino” literalmente significa “tres origenes”, y hace referencia a la division del nervio en 3
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ramificaciones). Esta afeccion implica un episodio repentino y corto de dolor intenso en el lado de la cara, a lo largo
del area inervada por el nervio del trigémino en ese lado. El episodio de dolor puede ser lo suficientemente intenso
como para provocar una mueca facial, la cual se denomina clasicamente como un tic doloroso (tic douloureux).
Algunas veces, la causa de la neuralgia del trigémino es un vaso sanguineo o la presencia de un pequefio tumor que
presiona el nervio. Trastornos tales como la esclerosis multiple (una enfermedad inflamatoria que afecta al cerebro y
la médula espinal), ciertas formas de artritis y diabetes (niveles elevados de azicar en la sangre) también puede
provocar neuralgia del trigémino, aunque la causa no siempre se identifica. En esta afeccion, ciertos movimientos
tales como masticar, hablar, tragar o tocar un area de la cara puede desencadenar un espasmo de dolor
insoportable.

Una neuralgia relacionada aunque mas bien poco comun afecta al nervio glosofaringeo, que es el responsable de la
sensibilidad en la garganta. Los sintomas de esta neuralgia son episodios de dolor cortos de tipo conmocion
localizados en la garganta.

La neuralgia puede ocurrir después de infecciones tales como herpes zoster, el cual esta provocado por el virus
varicela-zoster, un tipo de herpesvirus. Esta neuralgia produce un dolor ardiente constante después de que la
erupcion del herpes zoster se ha curado. El dolor se agrava por el movimiento de o el contacto con el area afectada.
No todos aquellos diagnosticados con herpes zoster van a experimentar neuralgia postherpética, la cual puede ser
mas dolorosa que los herpes zéster. El dolor y la sensibilidad pueden durar durante meses o incluso afos. El dolor
se presenta normalmente en la forma de una sensibilidad intolerable a cualquier contacto pero especialmente al
contacto suave. La neuralgia postherpética no se restringe a la cara; puede ocurrir en cualquier parte del cuerpo
aunque ocurre normalmente en la localizacion de las erupciones del herpes zéster.

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

La neuralgia postherpética puede ser debilitante mucho después que hayan desaparecido las sefiales de la infeccion
por herpes original. Otras enfermedades infecciosas que pueden provocar neuralgia son sifilis y enfermedad de
Lyme.

La diabetes es otra causa comun de neuralgia. Este problema médico muy comun afecta a casi 1 de cada 20
americanos durante su vida adulta. La diabetes dafia las pequefias arterias que irrigan los nervios, provocan el mal
funcionamiento de la fibra nerviosa y algunas veces la pérdida del nervio. La diabetes puede producir casi cualquier
neuralgia, incluyendo neuralgia del trigémino, sindrome del tdnel carpiano (dolor y entumecimiento de la mano y
mufieca) y meralgia parestésica (entumecimiento y dolor en el muslo debido al dafio del nervio cutaneo femoral
lateral). El control estricto del aztcar en la sangre puede prevenir el dafio del nervio diabético y puede acelerar la
recuperacion en pacientes que desarrollan neuralgia.

Otras afecciones médicas que pueden asociarse con neuralgias son la insuficiencia renal cronica y la porfiria, una
enfermedad hereditaria en la cual el cuerpo no puede eliminar por si mismo ciertas sustancias producidas después
de la descomposicion normal de la sangre en el cuerpo. Ciertos farmacos también pueden provocar este problema.

2. Desaferentacion.

La desaferentacion indica una pérdida de estimulo sensorial de una porcion del cuerpo y puede estar provocada por
interrupcién de cualquier fibra o nervio sensorial periférico del sistema nervioso central. Un sindrome de dolor por
desaferentacion incluye, sin limitacion, una lesién en el cerebro o médula espinal, un dolor post-ictus, un dolor
fantasma, una paraplejia, lesiones por avulsién del plexo braquial, radiculopatias lumbares.

3. Sindromes de dolor regional complejo (CRPS)

El CRPS es un sindrome de dolor cronico que es la consecuencia del dolor mantenido por el sistema simpatico y
que se presenta en dos formas. EI CRPS 1 actualmente remplaza el término “sindrome de distrofia simpatica
refleja”. Es un trastorno nervioso crénico que ocurre con mayor frecuencia en los brazos o piernas después de una
lesiéon menor o mayor. El CPRS 1 se asocia con dolor intenso, cambios en las ufias, huesos y piel y un aumento de
la sensibilidad al contacto en el miembro afectado. EI CRPS 2 sustituye al término causalgia y es la consecuencia de
una lesion identificada en el nervio. Un CRPS, incluye, sin limitacion, un CRPS de Tipo | (distrofia simpatica refleja) y
un CRPS Tipo Il (causalgia).

4. Neuropatia.

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

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

La neuropatia periférica es un cambio funcional o patolégico en uno o mas nervios periféricos. Los nervios
periféricos retransmiten informacion desde el sistema nervioso central (cerebro y médula espinal) a los musculos y
otros 6rganos y desde la piel, articulaciones y otros 6rganos de nuevo al cerebro. La neuropatia periférica ocurre
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cuando estos nervios no llevan informacion a y desde el cerebro y la médula espinal, dando como resultado dolor,
pérdida de sensacion, o incapacidad de controlar los musculos. En algunos casos, la falta de actividad de los nervios
que controlan los vasos sanguineos, intestino y otros érganos tiene como resultado presion sanguinea anormal,
problemas de digestion y pérdida de otros procesos corporales basicos. Los factores de riesgo de neuropatia
incluyen diabetes, uso excesivo de alcohol y exposicién a ciertas sustancias quimicas y farmacos. Algunas personas
tienen una predisposicion hereditaria a la neuropatia. La presién prolongada en un nervio es otro riesgo de
desarrollar una lesion nerviosa. La lesiéon por presion puede provocarse por inmovilidad prolongada (tal como un
procedimiento quirtrgico prolongado o enfermedad prolongada) o compresion de un nervio por yesos, férulas,
aparatos ortopédicos, muletas u otros dispositivos. La polineuropatia implica un proceso generalizado que
habitualmente afecta a ambos lados del cuerpo por igual. Los sintomas dependen del tipo de nervio que esta
afectado. Los tres tipos principales de nervios son sensorial, motor y autbnomo. La neuropatia puede afectar a
cualquiera o a una combinacion de los tres tipos de nervios. Los sintomas también dependen de si la afeccion afecta
a todo el cuerpo o solo a un nervio (como de una lesion). La causa de polineuropatia inflamatoria cronica es una
respuesta inmunitaria anormal. Los antigenos especificos, procesos inmunitarios y factores desencadenantes son
variables y en muchos casos son desconocidos. Puede ocurrir en asociacion con otras afecciones tales como
infeccion por VIH, enfermedad intestinal inflamatoria, lupus eritematoso, hepatitis activa crénica y anomalias de las
células sanguineas.

La neuropatia periférica puede implicar un cambio funcional o patolégico en un solo nervio o grupo de nervios
(mononeuropatia) o un cambio funcional o patoldgico que afecta a varios nervios (polineuropatia).

Neuropatias periféricas

Trastornos hereditarios
Enfermedad de Charcot-Marie-Tooth
Ataxia de Friedreich

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

Afecciones infecciosas o inflamatorias
SIDA
Hepatitis
Fiebre del colorado por garrapatas
Difteria
Sindrome de Guillain-Barré
Infeccién por VIH sin desarrollo de SIDA
Lepra
Enfermedad de Lyme
Poliarteritis nodosa
Artritis reumatoide
Sarcoidosis
Sindrome de Sjogren
Sifilis

Lupus eritematoso sistémico
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Amiloide

Exposiciéon a compuestos toxicos
Inhalacion de pegamento u otros compuestos toxicos
Oxido nitroso
Agentes industriales - especialmente disolventes
Metales pesados (plomo, arsénico, mercurio, etc.)
Neuropatia secundaria a farmacos como nefropatia analgésica

Diversas causas
Isquemia (oxigeno disminuido/flujo sanguineo disminuido)
Exposicion prolongada a bajas temperaturas

a. Polineuropatia

La polineuropatia es una neuropatia periférica que implica la pérdida de movimiento o sensacién en un area
provocada por el dafio o destruccion de varios nervios periféricos. El dolor polineuropatico, incluye, sin limitacion,
sindrome posterior a la polio, sindrome posterior a la mastectomia, neuropatia diabética, neuropatia por alcohol,
amiloide, toxinas, SIDA, hipotiroidismo, uremia, deficiencias de vitaminas, dolor inducido por quimioterapia,
tratamiento con 2',3'-dideoxicitidina (ddC), sindrome de Guillain-Barré o enfermedad de Fabry.

b. Mononeuropatia

La mononeuropatia es una neuropatia periférica que implica la pérdida de movimiento o sensaciéon en un area
provocada por el dafio o destruccion de un nervio o grupo de nervios periféricos. La mononeuropatia frecuentemente
esta causada por dafio en un area local como resultado de una lesiéon o traumatismo, aunque ocasionalmente los
trastornos sistémicos pueden provocar dafio nervioso aislado (como en la mononeuritis multiple). Las causas
habituales son traumatismo directo, presion prolongada en el nervio y compresion del nervio por inflamacion o lesion
de estructuras corporales cercanas. El dafio incluye destruccion de la vaina de mielina (cubierta) del nervio o de la
parte de la célula nerviosa (el axén). Este dafo enlentece o impide la conduccion de impulsos a través del nervio. La
mononeuropatia puede implicar cualquier parte del cuerpo. El dolor mononeuropatico, incluye, sin limitacion, una
disfunciéon del nervio ciatico, una disfuncién del nervio peroneo comun, una disfuncién del nervio radial, una
disfuncién del nervio cubital, una mononeuropatia craneal VI, una mononeuropatia craneal VII, una mononeuropatia
craneal Ill (de tipo compresién), una mononeuropatia craneal Il (tipo diabético), una disfuncién del nervio axilar, un
sindrome del tunel carpiano, una disfuncion del nervio femoral, una disfuncién del nervio tibial, paralisis de Bell, un
sindrome de la salida toracica, un sindrome del tinel carpiano y una paralisis del sexto nervio (abducente).

c. Neuropatias periféricas generalizadas

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

i. Las axonopatias distales son el resultado de alguna alteracién metabdlica o téxica de las neuronas.
Pueden estar provocadas por enfermedades metabdlicas tales como diabetes, insuficiencia renal,
sindromes de deficiencia tales como malnutricion y alcoholismo, o los efectos de toxinas o farmacos. La
axonopatia distal (fambién conocida como neuropatia por degeneracion) es un tipo de neuropatia periférica
que es la consecuencia de alguna alteracion metabdlica o toxica de las neuronas del sistema nervioso
periférico (PNS). Es la respuesta mas comun de los nervios a las alteraciones metabdlicas o toxicas y como
tal puede estar provocada por enfermedades metabdlicas tales como diabetes, insuficiencia renal,
sindromes de deficiencia tales como malnutricién y alcoholismo o por los efectos de toxinas o farmacos. La
causa mas comun de axonopatia distal es la diabetes y la axonopatia distal mas comun es la neuropatia
diabética.

ii. Las mielinopatias son debidas a una lesion primaria en la mielina, lo que provoca la falta aguda de
la conduccion de impulsos. La causa mas comun es la polineuropatia desmielinizante inflamatoria aguda
(AIDP; también conocida como sindrome de Guillain-Barré), aunque otras causas incluyen sindrome
desmielinizante inflamatorio crénico (CIDP), trastornos metabdlicos genéticos (por ejemplo, leucodistrofia) o
toxinas. La mielinopatia se debe a la destrucciéon primaria de mielina o de las células de Schwann
mielinizantes, que dejan el axén intacto, pero provocan la falta aguda de conduccién de impulsos. Esta
desmielinizacién ralentiza o bloquea completamente la conduccién de impulsos eléctricos a través del
nervio. La causa mas comun es la polineuropatia desmielinizante inflamatoria aguda (AIDP, mejor conocida
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como sindrome de Guillain-Barré), aunque otras causas incluyen polineuropatia desmielinizante inflamatoria
cronica (CIDP), trastornos metabdlicos genéticos (por ejemplo, leucodistrofia o enfermedad de Charcot-
Marie-Tooth) o toxinas.

iii. Las neuronopatias son el resultado de la destruccion de las neuronas del sistema nervioso periférico
(SNP). Pueden ser provocadas por enfermedades de las neuronas motoras, neuronopatias sensoriales (por
ejemplo, Herpes zéster), toxinas o disfuncién auténoma. Las neurotoxinas pueden causar neuronopatias,
como el agente de quimioterapia vincristina. La neuronopatia es la disfuncién debido al dafio en las
neuronas del sistema nervioso periférico (SNP), que tiene como resultado una neuropatia periférica. Puede
estar causada por enfermedades de las neuronas motoras, neuronopatias sensoriales (por ejemplo, Herpes
zo6ster), sustancias toxicas o disfuncion auténoma. Puede presentarse en diferentes formas en una persona
con neuronopatia, dependiendo de la causa, la forma en la que afecta a las células nerviosas y el tipo de
célula nerviosa que es la mas afectada.

iv. Neuropatias por atrapamientos focales (por ejemplo, sindrome del tinel carpiano).
1l. Dolor inflamatorio

Los compuestos de la invencién pueden utilizarse para tratar el dolor provocado por o de otra forma asociado con
cualquiera de las siguientes afecciones inflamatorias

A. Trastorno artritico

Los trastornos artriticos incluyen, por ejemplo, artritis reumatoide; artritis reumatoide juvenil; lupus eritematoso
sistémico (SLE); artritis gotosa; escleroderma; osteoartritis; artritis psoriasica; espondilitis anquilosante; sindrome de
Reiter (artritis reactiva); enfermedad de Still en adultos; artritis por infeccion viral; artritis por una infeccién bacteriana,
tal como, por ejemplo, artritis gonocdcica y artritis bacteriana no gonocécica (artritis séptica); enfermedad de Lyme
terciaria; artritis tuberculosa; artritis por infeccion fungica, tal como, por ejemplo, una blastomicosis

B. Enfermedades autoinmunitarias

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

C. Trastorno del tejido conjuntivo
Los trastornos del tejido conjuntivo incluyen, por ejemplo, espondiloartritis, dermatomiositis y fibromialgia.
D. Lesion

La inflamacion provocada por una lesion, incluyendo, por ejemplo, un aplastamiento, perforacion, estiramiento de un
tejido o articulacion, puede provocar dolor inflamatorio crénico.

E. Infeccion

La inflamacién provocada por infeccion, incluyendo, por ejemplo, una tuberculosis o una queratitis intersticial pueden
provocar dolor inflamatorio crénico.

F. Neuritis

La neuritis es un proceso inflamatorio que afecta un nervio o grupo de nervios. Los sintomas dependen de los
nervios implicados, aunque pueden incluir dolor, parestesias, paresias, o hipoestesia (entumecimientos).

Los ejemplos incluyen:
a. Neuritis braquial

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

c. Neuropatia optica, un proceso inflamatorio que afecta al nervio 6ptico provocando una reduccién
repentina de la visiéon en el ojo afectado. La causa de la neuritis 6ptica es desconocida. La inflamacion
repentina del nervio 6ptico (el nervio que conecta el ojo y el cerebro) conduce a la inflamacién y destruccion
de la vaina de mielina. La inflamacién puede ser ocasionalmente el resultado de una infeccion viral o puede
estar provocada por enfermedades autoinmunitarias tales como la esclerosis multiple. Los factores de
riesgo se relacionan con las causas posibles.

d. Neuritis vestibular, una infeccién viral que provoca un proceso inflamatorio que afecta al nervio vestibular.
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G. Inflamacién articular

La inflamacién de la articulacion, tal como aquella provocada por bursitis o tendinitis, por ejemplo, puede provocar
dolor inflamatorio croénico.

Ill. Cefalea

Los compuestos de la invencién pueden utilizarse para tratar el dolor provocado por o de otra forma asociado con
cualquiera de las siguientes afecciones de tipo cefalea. El dolor de cabeza (conocido médicamente como cefalea) es
una afeccion de dolor leve a intenso en la cabeza; algunas veces un dolor en el cuello o en la parte superior de la
espalda también puede interpretarse como una cefalea. Puede indicarse una enfermedad local o sistémica
subyacente o ser un trastorno en si mismo.

A. Cefalea muscular/miogénica

Las cefaleas musculares/miogénicos parecen implicar el estiramiento o tension de los musculos faciales y del cuello;
pueden irradiarse hacia la frente. La cefalea por tension es la forma mas comun de cefalea miogénica.

Una cefalea por tensiéon es una afeccién que implica dolor o molestias en la cabeza, el cuero cabelludo, o cuello,
normalmente asociado con tensidon muscular en estas areas. Las cefaleas por tensién son el resultado de la
contraccion de los musculos del cuello y del cuero cabelludo. Una causa de esta contraccion muscular es una
respuesta a la tension, depresion o ansiedad. Cualquier actividad que provoque que la cabeza se mantenga en una
posicion durante un tiempo prolongado sin moverse puede provocar una cefalea. Tales actividades incluyen escribir
a maquina o el uso de ordenadores, trabajos finos con las manos y el uso de un microscopio. Dormir en un cuarto
frio o dormir con el cuello en una posicién anormal también puede desencadenar este tipo de cefalea. Una cefalea
por tension, incluye, sin limitacién, un cefalea por tension episddica y una cefalea por tension crénica.

B. Cefalea vascular

El tipo mas comun de cefalea vascular es la migrafia. Otras clases de cefaleas vasculares incluyen cefalea en
racimos, la cual provoca episodios repetidos de dolor intenso y cefaleas que son el resultado de la presién arterial
alta

1. Migrafia

Una migrafia es un trastorno heterogéneo que implica generalmente cefaleas recurrentes. Las migrafias son
diferentes de otras cefaleas debido a que ocurren con otros sintomas, tales como, por ejemplo, nauseas, vomitos o
sensibilidad a la luz. En la mayoria de las personas, se siente un dolor punzante solo en un lado de la cabeza. Las
caracteristicas clinicas tales como el tipo de sintomas de aura, presencia de prédromos, o sintomas asociados tales
como vértigo, pueden verse en subgrupos de pacientes con diferentes mecanismos fisiopatolégicos o genéticos
subyacentes. Una cefalea migrafiosa, incluye, sin limitacién, una migrafia sin aura (migrafia comun), una migrafa
con aura (migrafa clasica), una migrafia menstrual, un equivalente a una migrafa (cefalea acefalica), una migrafia
complicada, una migrafia abdominal y una migrafia por tensién mixta.

2. Cefalea en racimos

Las cefaleas en racimos afectan a un lado de la cabeza (unilateral) y pueden asociarse con lagrimeo de los ojos y
congestion nasal. Esto ocurre en racimos, pasando repetidamente cada dia a la misma hora durante varias semanas
y después remitiendo.

D. Cefalea por presion arterial alta
E. Cefalea por traccién e inflamatoria

Las cefaleas por traccion e inflamatorias son normalmente sintomas de otros trastornos, que pueden ir de ictus a
infeccion sinusal.

F. Cefalea hormonal
G. Cefalea por efecto rebote

Las cefaleas por efecto rebote, también conocidas como cefaleas por el uso excesivo de medicamentos, se
producen cuando se toma muy frecuentemente una medicacién para aliviar la cefalea. Las cefaleas por efecto de
rebote frecuentemente ocurren a diario y pueden ser muy dolorosas.

H. Cefalea por sinusitis crénica

La sinusitis es una inflamacién, ya sea bacteriana, fungica, viral, alérgica o autoinmunitaria, de los senos
paranasales. La sinusitis cronica es una de las complicaciones mas comunes del resfriado comun. Los sintomas
incluyen: congestion nasal; dolor facial; cefalea; fiebre; malestar general; secrecion verde o amarilla espesa;
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sensacion de 'llenado' facial que empeora al agacharse. En un pequefio numero de casos, puede desarrollarse
sinusitis maxilar créonica por la propagacion de bacterias por una infeccion dental. La sinusitis eosinofilica
hiperplasica crénica es una forma no infecciosa de sinusitis crénica.

|. Cefalea organica
J. Cefaleas ictales
Las cefaleas ictales son cefaleas asociadas con la actividad convulsiva.
IV. Dolor somaético

Los compuestos de la invencién pueden utilizarse para tratar el dolor provocado por o de otra forma asociado con
cualquiera de las siguientes afecciones de dolor somatico. El dolor somatico se origina en los ligamentos, tendones,
huesos, vasos sanguineos e incluso en los propios nervios. Se detecta con nociceptores somaticos. La escasez de
receptores de dolor en estas areas produce un dolor sordo, mal localizado de duracién mas prolongada que el dolor
cutaneo; ejemplos incluyen esguinces y huesos rotos. Ejemplos adicionales incluyen lo siguiente.

A. Tensién muscular excesiva
La tension muscular excesiva puede provocarse, por ejemplo, por una torcedura o un esguince.
B. Trastornos por movimiento repetitivo

Los trastornos por movimiento repetitivo pueden ser la consecuencia del uso excesivo de las manos, mufiecas,
codos, hombros, cuello, espalda, caderas, rodillas, pies, piernas, o tobillos.

C. Trastornos musculares

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

D. Mialgia

La mialgia es un dolor muscular y es un sintoma de muchas enfermedades y trastornos. La causa mas comun de la
mialgia es cualquier uso excesivo o sobreestiramiento de un musculo o grupo de musculos. La mialgia sin
antecedentes de traumatimo a menudo se debe a infecciones virales. Las mialgias a largo plazo pueden ser
indicativas de una miopatia metabdlica, algunas deficiencias nutricionales o sindrome de fatiga cronica.

E. Infeccion

La infeccion puede provocar dolor somatico. Los ejemplos de tales infecciones incluyen, por ejemplo, absceso en el
musculo, triquinosis, gripe, enfermedad de Lyme, malaria, fiebre de las Montafias Rocosas, gripe aviar, resfriado
comun, neumonia adquirida en la comunidad, meningitis, viruela de los monos, sindrome respiratorio agudo severo,
sindrome de choque téxico, triquinosis, fiebre tifoidea e infeccion de las vias respiratorias superiores.

F. Farmacos

Los farmacos pueden provocar dolor somatico. Tales farmacos incluyen, por ejemplo, cocaina, una estatina para
reducir el colesterol (tal como atorvastatina, simvastatina y lovastatina) y un inhibidor de la ECA para disminuir la
presion arterial (tal como enalapril y captopril)

V. Dolor visceral

Los compuestos de la invencién pueden utilizarse para tratar el dolor provocado por o de otra forma asociado con
cualquiera de las siguientes afecciones de dolor visceral. El dolor visceral tiene su origen en las visceras u érganos
del cuerpo. Los nociceptores viscerales se localizan dentro de los 6rganos corporales y las cavidades internas. La
escasez aun mayor de nociceptores en estas areas produce un dolor que es normalmente mas doloroso y de una
duracién mas prolongada que el dolor somatico. El dolor visceral es extremadamente dificil de localizar y diversas
lesiones en el tejido visceral provocan el dolor “referido”, donde la sensacion se localiza en un area no relacionada
en absoluto con el sitio de la lesion. Ejemplos de dolor visceral incluyen los siguientes.

A. Dolor visceral funcional

El dolor visceral funcional incluye, por ejemplo, el sindrome del intestino irritable y el dolor abdominal funcional
cronico (CFAP), estrefiimiento funcional y dispepsia funcional, dolor toracico no cardiaco (NCCP) y dolor abdominal
cronico.
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B. Inflamacién gastrointestinal cronica

La inflamacion gastrointestinal crénica incluye, por ejemplo, gastritis, enfermedad inflamatoria intestinal, como, por
ejemplo, la enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa, colitis microscopica, diverticulitis y gastroenteritis; cistitis
intersticial; isquemia intestinal; colecistitis; apendicitis; reflujo gastroesofagico; Ulcera, nefrolitiasis, infeccion del
tracto urinario, pancreatitis y hernia.

C. Dolor autoinmunitario
El dolor autoinmunitario incluye, por ejemplo, sarcoidosis y vasculitis.
D. Dolor visceral organico

El dolor visceral organico incluye, por ejemplo, dolor resultante de una lesion traumatica inflamatoria o degenerativa
del intestino o producida por un tumor que afecta a la inervacién sensorial.

E. Dolor visceral inducido por el tratamiento

El dolor visceral inducido por el tratamiento incluye, por ejemplo, un dolor concurrente con quimioterapia o un dolor
concurrente con radioterapia.

VI. Dolor referido

Los compuestos de la invencién pueden utilizarse para tratar el dolor provocado por o de otra forma asociado con
cualquiera de las siguientes afecciones de dolor referido.

El dolor referido tiene su origen en un dolor localizado en un area alejada del sitio de estimulacion dolorosa. Con
frecuencia, el dolor referido surge cuando un nervio se encuentra comprimido o dafiado en o cerca de su origen. En
esta circunstancia, la sensacion de dolor generalmente se sentira en el area que inerva el nervio, incluso cuando el
dafo se origina en otra parte. Un ejemplo comun ocurre en la hernia del disco intervertebral, en la cual una raiz
nerviosa que surge de la médula espinal se comprime por el material de disco adyacente. Aunque el dolor puede
surgir del propio disco dafiado, el dolor también se sentira en la region inervada por el nervio comprimido (por
ejemplo, el muslo, rodilla, o pie). La liberacion de la presiéon de la raiz nerviosa puede aliviar el dolor referido,
siempre que no haya ocurrido un dafio nervioso permanente. La isquemia miocardica (la pérdida del flujo sanguineo
en una parte del tejido muscular del corazén) posiblemente es el mejor ejemplo conocido de dolor referido; la
sensacion puede ocurrir en la parte toracica superior como una sensacion restringida, o como un dolor en el hombro
izquierdo, el brazo o incluso la mano.

La presente invencion aborda un amplio abanico de afecciones que cursan con dolor, en particular afecciones que
cursan con dolor crénico. Las afecciones preferidas incluyen dolor oncolégico y no oncolégico, dolor inflamatorio y
dolor neuropatico. Las fusiones de opioides de la presente invencién son particularmente adecuadas para abordar el
dolor inflamatorio, aunque pueden ser menos adecuadas para abordar el dolor neuropatico. Las fusiones de
galanina son mas adecuadas para abordar el dolor neuropatico.

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

Los polipéptidos, por ejemplo, pueden emplearse en la forma de una solucién estéril para administracion intra-
articular o administracion intra-craneal. Se prefiere la inyeccion raquidea (por ejemplo, epidural o intratecal).

Los intervalos de dosificacion para la administracion de polipéptidos de la presente invencién son aquellos
destinados a producir el efecto terapéutico deseado. Se apreciara que el intervalo de dosificacién requerido depende
de la naturaleza precisa de los componentes, la via de administracién, la naturaleza de la formulacién, la edad del
paciente, la naturaleza, grado de severidad de la afeccion del paciente, contraindicaciones, si las hay y el juicio del
médico.

Las dosificaciones diarias adecuadas se encuentran en el intervalo de 0,0001-1 mg/kg, preferiblemente 0,0001-0,5
mg/kg, mas preferiblemente 0,002-0,5 mg/kg y particularmente preferiblemente 0,004-0,5 mg/kg. La dosificacion
unitaria puede variar de menos de 1 microgramo a 30 mg, aunque generalmente estara en la regién de 0,01 a 1 mg
por dosis, la cual puede administrarse diariamente o preferiblemente menos frecuentemente, tal como
semanalmente o cada seis meses.

Un régimen de dosificacion particularmente preferido se basa en 2,5 ng de proteina de fusién como la dosis 1X. En
este sentido, las dosificaciones preferidas se encuentran en el intervalo de 1X-100X (es decir, 2,5-250 ng). Este
intervalo de dosificacion es significativamente inferior (es decir, al menos 10 veces, generalmente 100 veces menor)
que el que podria emplearse con otros tipos de moléculas analgésicas tales como AINE, morfina y gabapentina.
Ademas, la diferencia antes mencionada se aumenta considerablemente cuando la misma comparacién se hace en
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una base molar, esto es debido a que las proteinas de fusién de la presente invencién tienen un peso molecular Mw
considerablemente mayor que los farmacos de molécula 'pequefia’ convencionales.

Cabe esperar que amplias variaciones en la dosis requerida dependan de la naturaleza precisa de los componentes
y de las diferentes eficacias de las diversas vias de administracion.

Las variaciones en estos niveles de dosis pueden ajustarse utilizando rutinas empiricas estandar para la
optimizacioén, como se conoce bien en la técnica.

Las composiciones adecuadas para inyeccion pueden estar en la forma de soluciones, suspensiones o emulsiones o
polvos secos los cuales se disuelven o suspenden en un vehiculo adecuado antes de usar.

Las formas farmacéuticas unitarias liquidas se preparan generalmente utilizando un vehiculo estéril libre de
pirégeno. Los principios activos, dependiendo del vehiculo y concentracion utilizados, pueden ser ya sea disueltos o
suspendidos en el vehiculo.

En la preparacion de soluciones administrables, los polipéptidos pueden disolverse en un vehiculo, haciéndose la
solucion isotonica si es necesario por la adicion de cloruro de sodio y esterilizandose por filtracion a través de un
filtro estéril utilizando técnicas asépticas antes de llenado en frascos o ampollas estériles adecuadas y sellando. En
otra alternativa, si la estabilidad de la solucién es adecuada, la solucién en sus envases sellados puede esterilizarse
en autoclave.

Ventajosamente, los aditivos tales como agentes de regulacion, solubilizacion, estabilizaciéon, conservantes o
bactericidas, de suspension o emulsion pueden disolverse en el vehiculo.

Los polvos secos los cuales se disuelven o suspenden en un vehiculo adecuado antes de su uso pueden prepararse
llenando el farmaco pre-esterilizado y otros ingredientes en un envase estéril utilizando técnicas asépticas en un
area estéril.

Como alternativa, los polipéptidos y otros componentes pueden disolverse en un vehiculo acuoso, la solucion se
esteriliza por filtracién y se distribuye en envases adecuados utilizando técnicas asépticas en un area estéril. El
producto se liofiliza a continuacion y los envases se sellan asépticamente.

Las suspensiones parenterales, adecuadas para inyeccion intramuscular, subcutanea o intradérmica, se preparan en
sustancialmente la misma forma, excepto que los componentes estériles se suspenden en el vehiculo estéril en
lugar de ser disueltos y la esterilizacion no puede lograrse por filtracion. Los componentes pueden aislarse en un
estado estéril o en otra alternativa pueden esterilizarse después del aislamiento, por ejemplo, por irradiacién gama.

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

Seccién de definiciones

La fraccion de direccionamiento (TM) significa cualquier estructura quimica asociada con un agente que interactua
funcionalmente con un sitio de unidn para provocar una asociacion fisica entre el agente y la superficie de la célula
diana. En el contexto de la presente invencion, la célula diana es un aferente sensorial nociceptivo. El término TM
abarca cualquier molécula (es decir, una molécula de origen natural, o una variante quimica/fisicamente modificada
de la misma) que es capaz de unirse a un sitio de unidon en la célula diana, sitio de unién que es capaz de
internalizacion (por ejemplo, formacién de endosomas), también denominada como una endocitosis mediada por
receptor. La TM puede poseer una funcién de translocacion de membrana endosomal, en cuyo caso los
componentes TM y domino de translocacion individuales no necesitan estar presentes en un agente de la presente
invencion.

La TM de la presente invencion se une (preferiblemente se une especificamente) a un aferente sensorial nociceptivo
(por ejemplo, un aferente nociceptivo primario). En este sentido, se une especificamente significa que la TM se une
a un aferente sensorial nociceptivo (por ejemplo un aferente nociceptivo primario) con una mayor afinidad que lo que
se une a ofras neuronas, tales como aferentes no nociceptivos y/o a neuronas motoras (es decir, la diana natural de
la neurotoxina clostridial holotoxina). La expresion “se une especificamente” también puede significar que una TM
determinada se une a un receptor determinado, por ejemplo, receptores de galanina, tales como los receptores
GALR1, GALR2 y/o GALR3, con una afinidad de union (Ka) de 10° M" o mayor, preferiblemente 10° M o mayor,
mas preferiblemente 10° M™ 0 mayor y lo mas preferiblemente, 10° M o mayor.

Para el proposito de esta invencion, un agonista se define como una molécula que es capaz de estimular el proceso
de fusién exocitico en una célula diana, proceso que es susceptible a la inhibicién por una proteasa capaz de
escindir una proteina del aparato de fusién exocitica en dicha célula diana.

Por consiguiente, la definicion de agonista particular de la presente invencidon excluiria muchas moléculas que
podrian considerarse convencionalmente como agonistas.
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Por ejemplo, el factor de crecimiento nervioso (NGF) es un agonista con respecto a su capacidad para promover la
diferenciacion neuronal mediante la union a un receptor TrkA. Sin embargo, el NGF no es un agonista cuando se
evalla por el criterio anterior debido a que no es un inductor principal de la fusiéon exocitica. Ademas, el proceso que
estimula el NGF (es decir, la diferenciacion celular) no es susceptible a la inhibicion por la actividad proteasa de una
molécula de toxina no citotdxica.

El término “fragmento”, cuando se utiliza en relacién con una proteina, significa un péptido que tiene al menos treinta
y cinco, preferiblemente al menos veinticinco, mas preferiblemente al menos veinte y lo mas preferiblemente al
menos 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6 0 5 restos de aminoacidos de la proteina en cuestion.

El término “variante”, cuando se utiliza en relacién con una proteina, significa un péptido o fragmento de péptido de
la proteina que contiene uno o mas analogos de un aminoacido (por ejemplo, un aminoacido no natural), o un enlace
sustituido.

El término “derivado”, cuando se utiliza en relacion con una proteina, significa una proteina que comprende la
proteina en cuestion, y una secuencia de péptido adicional. La secuencia de péptido adicional preferiblemente no
debe interferir con el plegamiento basico y de esta manera con la estructura conformacional de la proteina original.
Dos o mas péptidos (o fragmentos, o variantes) pueden unirse entre si para formar un derivado. Como alternativa,
un péptido (o fragmento, o variante) puede unirse a una molécula no relacionada (por ejemplo, un segundo péptido
no relacionado). Los derivados pueden sintetizarse quimicamente, aunque se prepararan generalmente por métodos
de acido nucleico recombinante. Los componentes adicionales tales como los componentes lipido y/o polisacarido
y/o polipéptido pueden incluirse.

El término no citotoxico significa que la molécula de proteasa en cuestion no destruye las células diana a las cuales
se ha redirigido.

La proteasa de la presente invencion abarca todas las proteasas no citotoxicas de origen natural que son capaces
de escindir una o mas proteinas del aparato de fusién exocitica en células eucaridticas.

La proteasa no citotdxica de la presente invencion preferiblemente es una proteasa bacteriana. En una realizacion,
la proteasa no citotdxica se selecciona del género Clostridium o Neisseria (por ejemplo, una cadena L clostridial o
una IgA proteasa neisserial, preferiblemente de N. gonorrhoeae). El término proteasa abarca fragmentos
funcionalmente equivalentes y moléculas de la misma.

La presente invencion también abarca proteasas no citotoxicas modificadas, que incluyen secuencias de
aminoacidos que no existen en la naturaleza y/o restos de aminoacidos sintéticos, siempre y cuando las proteasas
modificadas demuestren aun la actividad proteasa antes mencionada.

La proteasa de la presente invencion preferiblemente demuestra una actividad de serina o metaloproteasa (por
ejemplo, actividad endopeptidasa). La proteasa preferiblemente es especifica para una proteina SNARE (por
ejemplo, SNAP-25, sinaptobrevina/\VAMP o sintaxina).

Se hace mencion particular a los dominios de proteasa de las neurotoxinas, por ejemplo los dominios de proteasa de
neurotoxinas bacterianas. De esta manera, la presente invencién abarca el uso de dominios de neurotoxina, la cual
se encuentra en la naturaleza, asi como también versiones recombinantemente preparadas de las neurotoxinas de
origen natural.

Ejemplos de neurotoxinas son las producidas por clostridia y el término neurotoxina clostridial abarca neurotoxinas
producidas por C. tetani (TeNT) y por C. botulinum (BoNT) serotipos A-G, asi como también las neurotoxinas de tipo
BoNT estrechamente relacionadas producidas por C. baratii y C. butyricum. Las abreviaturas antes mencionadas se
utilizan a lo largo de la presente memoria descriptiva. Por ejemplo, la nomenclatura BoNT/A indica la fuente de
neurotoxina como BoNT (serotipo A). La nomenclatura correspondiente se aplica a otros serotipos BoNT.

El término fragmento de cadena L o LC significa un componente de la cadena L de una neurotoxina, cuyo fragmento
demuestra una actividad de metaloproteasa y es capaz de escindir proteoliticamente una vesicula y/o membrana
plasmatica asociada con la proteina implicada en la exocitosis celular.

Un dominio de translocacién es una molécula que permite la translocacién de una proteasa (o fragmento de la
misma) a una célula diana de tal manera que se produce una expresion funcional de la actividad proteasa dentro del
citosol de la célula diana. La posesion por cualquier molécula (por ejemplo, una proteina o péptido) de la funcion de
translocaciéon requerida de la presente invencion puede confirmarse por medio de cualquiera de los diferentes
ensayos convencionales.

Por ejemplo, Shone C. (1987) describe un ensayo in vitro que emplea liposomas, los cuales son expuestos a una
molécula de ensayo. La presencia de la funcion de translocacion requerida se confirma por la liberacion de los
liposomas de K" y/o NAD marcado, lo cual puede controlarse facilmente [véase Shone C. (1987) Eur. J. Biochem;
vol. 167(1): pp. 175-180].
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Un ejemplo adicional lo proporciona Blaustein R. (1987), el cual describe un ensayo in vitro simple que emplea
membranas de bicapa de fosfolipidos planas. Las membranas son expuestas a una molécula de ensayo y la funcion
de translocacién requerida se confirma por un incremento en la conductancia a través de dichas membranas [véase
Blaustein (1987) FEBS Letts; vol. 226, no. 1: pp. 115-120].

Se proporciona metodologia adicional para permitir la evaluacion de la fusion de membrana y de esta manera la
identificacion de los dominios de translocacion adecuados para su uso en la presente invenciéon en Methods in
Enzymology Vol 220 y 221, Membrane Fusién Techniques, Partes A y B, Academic Press 1993.

El dominio de translocacién preferiblemente es capaz de formar poros permeables a iones en membranas lipidicas
en condiciones de pH bajo. Preferiblemente se han utilizado solo aquellas partes de la molécula de proteina capaces
de formar poros dentro de la membrana del endosoma.

El dominio de translocacién puede obtenerse a partir de una fuente de proteina microbiana, en particular de una
fuente de proteinas bacterianas o viricas. Por lo tanto, en una realizacion, el dominio de translocacion es un dominio
de translocacion de una enzima, tal como una toxina bacteriana o una proteina virica.

Esta bien documentado que ciertos dominios de moléculas de toxina bacteriana son capaces de formar tales poros.
También se sabe que ciertos dominios de translocacion de proteinas de fusién de membrana viralmente expresadas
son capaces de formar tales poros. Tales dominios pueden emplearse en la presente invencion.

El dominio de translocacion puede ser de un origen clostridial, concretamente el domino Hy (0 un componente
funcional del mismo). Hy significa una porcién o fragmento de la cadena H de una neurotoxina clostridial
aproximadamente equivalente a la mitad amino-terminal de la cadena H o el dominio que corresponde a ese
fragmento en la cadena H intacta. Se prefiere que la cadena H carezca sustancialmente de la funcién de unién
natural del componente H; de la cadena H. En este sentido, la funcion H; puede eliminarse por delecion de la
secuencia de aminoacido Hc (ya sea a nivel de sintesis de ADN o en el nivel posterior a la sintesis por el tratamiento
con nucleasa o proteasa). En otra alternativa, la funcion H; puede inactivarse por tratamiento quimico o bioldgico. De
esta manera, la cadena H preferiblemente es incapaz de unirse al sitio de unién en una célula diana a la cual se une
la neurotoxina clostridial nativa (es decir, holotoxina).

En una realizacion, el dominio de translocacion es un dominio Hy (o un fragmento del mismo) de una neurotoxina
clostridial. Los ejemplos de dominio de translocacion clostridial adecuados incluyen:

Neurotoxina botulinica de tipo A - restos de aminoacidos (449-871)
Neurotoxina botulinica de tipo B - restos de aminoacidos (441-858)
Neurotoxina botulinica de tipo C - restos de aminoacidos (442-866)
Neurotoxina botulinica de tipo D - restos de aminoacidos (446-862)

Neurotoxina botulinica de tipo E - restos de aminoacidos (423-845)

Neurotoxina botulinica de tipo F - restos de aminoacidos (440-864)
Neurotoxina botulinica de tipo G - restos de aminoacidos (442-863)
Neurotoxina tetanica - restos de aminoacidos (458-879)

Para mas detalles sobre la base genética de la produccion de toxina en Clostridium botulinum y C. tetani, se hace
referencia a Henderson et al (1997) en The Clostridia: Molecular Biology and Pathogenesis, Academic press.

El término Hy abarca porciones de Hy de la neurotoxina de origen natural y porciones de Hy modificadas que tienen
secuencias de aminoacidos que no existen en la naturaleza y/o restos de aminoacidos sintéticos, siempre y cuando
las porciones Hy modificadas ain demuestren la funcién de translocacién antes mencionada.

Como alternativa, el dominio de translocacion puede ser de un origen no clostridial (véase Tabla 4). Los ejemplos de
origenes de dominio de translocacion no clostridial incluyen, pero no se restringen a, el dominio de translocacion de
la toxina de la difteria [O’Keefe et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1992) 89, 6202-6206; Silverman et al., J. Biol.
Chem. (1993) 269, 22524-22532 y London, E. (1992) Biochem. Biophys. Acta., 1112, pp. 25-51], el dominio de
translocacion de la exotoxina de Pseudomonas de tipo A [Prior et al. Biochemistry (1992) 31, 3555-3559], los
dominios de translocacion de la toxina del antrax [Blanke et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1996) 93, 8437-8442],
una variedad de péptidos fusogénicos o hidréfobos de la funcidn de translocacion [Plank et al. J. Biol. Chem. (1994)
269, 12918-12924 y Wagner et al (1992) PNAS, 89, pp. 7934- 7938] y péptidos anfifilicos [Murata et al (1992)
Biochem., 31, pp. 1986-1992]. El dominio de translocacion puede reflejar el dominio de translocacion presente en
una proteina de origen natural, o puede incluir variaciones de aminoacidos siempre y cuando las variaciones no
destruyan la capacidad de translocacion del dominio de translocacion.
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Ejemplos particulares de dominios de translocacion virica adecuados para su uso en la presente invencion incluye
ciertos dominios de translocacion de proteinas de fusion de membrana viralmente expresadas. Por ejemplo, Wagner
et al. (1992) y Murata et al. (1992) describen la funcion de translocacion (es decir, la fusion a la membrana y la
formacion de la vesicula) de varios péptidos fusogénicos y anfifilicos derivados de la regiéon N terminal de la
hemaglutinina del virus de la gripe. Otras proteinas de fusion de membrana viralmente expresadas que se sabe que
tienen la actividad de translocacion deseada son un dominio de translocacion de un péptido fusogénico del virus del
bosque de Semliki (SFV), un dominio de translocacion de la glicoproteina G del virus de la estomatitis vesicular
(VSV), un dominio de translocacion de la proteina F del virus SER y un dominio de translocacién de la glicoproteina
de la envoltura del virus espumoso. Las proteinas Aspike viralmente codificadas tienen aplicacion particular en el
contexto de la presente invencion, por ejemplo, la proteina E1 del SFV y la proteina del VSV.

El uso de los dominios de translocacioén indicados en la Tabla (siguiente) incluye el uso de variantes de secuencia de
los mismos. Una variante puede comprender una o mas sustituciones de acidos nucleicos conservadoras y/o
deleciones o inserciones de acidos nucleicos, con la condicién de que la variante posea la funcién de translocacién
requerida. Una variante también puede comprender una o mas sustituciones de aminoacidos y/o deleciones o
inserciones de aminoacidos, con la condicién de que la variante posea la funcién de translocacion requerida.

Fuente del dominio de | Restos de aminoacidos Referencias

translocacion

Toxina de la difteria 194-380 Silverman et al., 1994, J. Biol.
Chem. 269, 22524-22532
London E., 1992, Biochem. Biophys.
Acta., 1113, 25-51

Dominio Il de la exotoxina de | 405-613 Prior et al.,, 1992, Biochemistry 31,

Pseudomonas 3555-3559

Kihara & Pastan,
Chem. 5, 532-538

1994, Bioconj

GLFGAIAGFIENGWEG MIDGWYG,
y sus variantes

Plank et al., 1994, J. Biol. Chem.
269, 12918-12924

Hemaglutinina del virus de la gripe
Wagner et al.,, 1992, PNAS, 89,
7934-7938

Murata et al., 1992, Biochemistry 31,
1986-1992

Proteina fusogénica del virus del
bosque Semlik

Dominio de translocacion

Kielian et al., 1996, J Cell Biol.
134(4), 863-872

Glicoproteina G del virus de la
estomatitis vesicular

118-139

Yao et al., 2003, Virology 310(2),
319-332

Proteina F del virus SER

Dominio de translocacion

Seth et al., 2003, J Virol 77(11)
6520-6527

Glicoproteina de la envoltura del
virus espumoso

Dominio de translocacion

Picard-Maureau et al., 2003, J Virol.
77(8), 4722-4730

A continuacién se hace una breve descripcion de las Figuras, que ilustra aspectos y/o realizaciones de la presente
invencion.

Figura 1 - Purificacion de una proteina de fusion LC/A-espaciador-galanina-espaciador-Hn/A

Utilizando la metodologia sefialada en el Ejemplo 3, se purificd una proteina de fusion LC/A-GS18-galanina-GS20-
Hn/A de células de E. coli BL21. Brevemente, los productos solubles obtenidos después de la ruptura celular se
aplicaron a una columna de captura por afinidad cargada con niquel. Las proteinas unidas se eluyeron con imidazol,
100 mM, se trataron con enteroquinasa para activar la proteina de fusion y se trataron con el factor Xa para eliminar
la etiqueta de la proteina de union a maltosa (MBP). La proteina de fusion activada se aplicé entonces a una
segunda columna de captura de afinidad cargada con niquel. Las muestras del procedimiento de purificacion se
evaluaron por SDS-PAGE 10 (Panel A) y transferencia Western (Panel B). El antisuero anti-galanina (obtenido de
Abeam) y el antisuero anti-histag (obtenido de Qiagen) se utilizaron como el anticuerpo primario para la transferencia
Western. El material purificado final en la ausencia y presencia del agente de reduccién se identifica en los carriles
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del Panel A marcados [-] y [+] respectivamente. Panel A, Carril 1 = Marcador de peso molecular; 2 = fraccion soluble;
3 = 1% producto de His; 4 =proteina purificada activada; 5 =segundo producto de His; 6 = proteina purificada final 5
ul; 7 = proteina purificada final 10 ul; 8 = proteina purificada final 20 ul; 9 = proteina purificada final 5 pl + DTT; 10
=proteina purificada final 10 yl + DTT. Panel B, Carril 1 = Marcador de peso molecular; 2 = fraccion soluble; 3 = 1%
producto de His; 4 = proteina purificada activada; 5 = segundo producto de His; 6 = proteina purificada final 2 pl; 7 =
proteina purificada final 5 pl; 8 = proteina purificada final 10 pl; 9 = proteina purificada final 2 pl + DTT; 10 = proteina
purificada final 5 ul + DTT.

Figura 2 - Purificacion de una proteina de fusion LC/C-espaciador- galanina-espaciador-Hy/C

Utilizando la metodologia sefialada en el Ejemplo 3, se purificé una proteina de fusion LC/C-galanina-Hn/C de
células E. coli BL21. Brevemente, los productos solubles obtenidos después de la rotura celular se aplicaron a una
columna de captura de afinidad cargada con niquel. Las proteinas de unién se eluyeron con imidazol 100 mM, se
trataron con enteroquinasa para activar la proteina de fusion, después se volvieron a aplicar a una segunda columna
de captura de afinidad cargada con niquel. Las muestras del procedimiento de purificacion se evaluaron por SDS-
PAGE (Panel A) y transferencia Western (Panel B). Se utilizaron antisueros anti-galanina (obtenido de Abeam) y
antisueros anti-histag (obtenido de Qiagen) como el anticuerpo primario para la transferencia Western. El material
purificado final en la ausencia y presencia del agente de reduccion en el Panel A se identifica en los carriles
marcados [-] y [+] respectivamente. Panel A, Carril 1 = Marcador de peso molecular; 2 = fraccion soluble; 3 =
producto de la 12 columna; 4 = proteina activada con enteroquinasa; 5 = producto final 0,1 mg/ml (5 ul); 6 = producto
final 0,1 mg/ml + DTT (5 pl); 7 = producto final 0,1 mg/ml (10 pl); 8 = producto final 0,1 mg/ml + DTT (10 pl). Panel B,
Carril 1 = Barrera imaginaria; 2 = fraccion soluble; 3 = producto de la 12 columna His-tag; 4 = fusién activada; 5 =
purificada a 0,1 mg/ml (5 ul); 6 = purificada a 0,1 mg/ml + DTT (5 pl); 7 purificada a 0,1 mg/ml + 100 mm DTT (10 pl);
8= purificada a 0,1 mg/ml + 100 mm DTT (10 pl) + DTT.

Figura 3 - Comparacion de la eficacia de la escision de SNARE de una proteina de fusiéon 1LC-espaciador-
galanina-espaciador-Hy y una proteina de fusion LC-Hy-galanina

Paneles A y B: Se evaluo la capacidad de las fusiones de galanina para escindir SNAP-25 en células CHO GALR1
SNAP25. Se transfectaron células de ovario de hamster chino (CHO) de modo que expresen el receptor GALR1.
Dichas células se transfectaron adicionalmente para expresar una proteina SNARE (SNAP-25). Las células
transfectadas se expusieron a varias concentraciones de diferentes proteinas de fusidon de galanina durante 24
horas. Las proteinas celulares se separaron por SDS-PAGE, se sometieron a transferencia Western y se probaron
con anti-SNAP-25 para facilitar la evaluacion de la escision de SNAP-25. El porcentaje de SNAP-25 escindido se
calculd por analisis densitométrico. Esta claro a partir de los datos que la fusiéon LC-espaciador-galanina-espaciador-
Hn (Fusion 1) es mas potente que la fusién de LC-Hn-galanina y que la molécula de control LC/A-Hn/A no ligada.

Figura 4 - Estudios de activacion del receptor GALR1 en el ensayo de escision CHO-GALCHO-GALR1 SNAP-
25 con proteinas de fusion de galanina de la presente invencion que tienen estructuras principales de
diferente serotipo

Las células de ovario de hamster chino (CHO) se transfectaron de modo que expresasen el receptor GALR1 y
SNAP-25. Dichas células se utilizaron para medir la supresion de AMPc que ocurre cuando el receptor se activa con
un ligando de galanina, utilizando un kit de AMPc basado en FRET (kit LANCE de Perkin Elmer). Las células
transfectadas se expusieron a concentraciones variables de proteinas de fusién de galanina (GA16) que tienen
estructuras principales de diferente serotipo (es decir, serotipos A, B, C y D de neurotoxina botulinica) durante 2
horas. Los niveles de AMPc se detectaron a continuacién por la adicion de una mezcla de deteccién que contiene un
trazador de AMPc marcado fluorescentemente (Europio-estreptavadina/biotina-AMPc) y un anticuerpo anti-AMPc
marcado fluorescentemente (Alexa) y se incubdé a temperatura ambiente durante 24 horas. A continuacion, las
muestras se excitaron a 320 nM y se emitié luz medida a 665 nM para determinar los niveles de AMPc. Los datos
demuestran que las proteinas de fusion de galanina de la presente invencion tienen estructuras principales con
diferente serotipo activadas en el receptor GALR1.

Figura 5 - Escision de la proteina SNARE por proteinas de fusion de galanina (GA16 y GA30) en el ensayo de
escision de CHO-GALR1 SNAP-25

Las células de ovario de hamster chino (CHO) se transfectaron de modo que expresasen el receptor GALR1. Dichas
células fueron transfectadas adicionalmente para expresar una proteina SNARE (SNAP-25). Las células
transfectadas se expusieron a concentraciones variables de diferentes proteinas de fusion de galanina durante 24
horas. Las proteinas celulares se separaron por SDS-PAGE, se sometieron a transferencia Western, y se probaron
con anti-SNAP-25 para facilitar la evaluacion de la escision de SNAP-25. El porcentaje de SNAP-25 escindida se
calculd por analisis densitométrico. Los datos demuestran que las proteinas de fusion de galanina que tienen los
ligandos galanina-16 y galanina-30 escinden la proteina SNARE. Ademas, los datos confirman que las proteinas de
fusion de galanina que tienen espaciadores GS5, GS10 y GS18 entre el componente proteasa no citotoxico y el sitio
de escision de la proteasa son funcionales.
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Figura 6 - Resultados del ensayo de proteccion de la pata in vivo que emplea proteinas de fusion de galanina

El reflejo de flexion nociceptiva (también conocido como ensayo de la proteccion de la pata) es un movimiento de
retirada rapida que constituye un mecanismo protector contra un posible dafio de la extremidad. Se puede cuantificar
mediante la evaluacion de la respuesta de electromiografia (EMG) en ratas anestesiadas como resultado de una
baja dosis de capsaicina, estimulacion eléctrica o la respuesta eléctrica a capsaicina. Se realizd el pretratamiento
intraplantar (24 horas) de las proteinas de fusion de la presente invencién en ratas Sprague-Dawley macho de 300-
380 g. La induccion de la proteccion de la pata se logré por capsaicina 0,006 %, 10 yl en PBS (DMSO 7,5 %),
inyectado en 10 segundos. Esto produjo una respuesta refleja fuerte del musculo biceps femoral. Una
reduccion/inhibicion del reflejo de flexion nociceptiva indica que la sustancia de ensayo demuestra un efecto
antinociceptivo. Los datos demostraron el efecto antinociceptivo de las proteinas de fusion de galanina de la
presente invencion.

Figura 7 - Eficacia de la proteina de fusion de galanina en el ensayo de hiperalgesia térmica inducida por
capsaicina

Se evalud la capacidad de diferentes proteinas de fusiéon de galanina de la invencién para inhibir la hiperalgesia
térmica inducida por capsaicina. Se realizd el pretratamiento intraplantar con las proteinas de fusién en ratas
Sprague-Dawley y 24 horas después se inyectd capsaicina 0,3 % y las ratas se colocaron sobre placas de vidrio a
25 °C (las ratas estaban alojadas en cajas acrilicas, sobre placas de vidrio a 25 °C). El haz de luz (densidad de luz
ajustable) se enfoco sobre la pata trasera. Los sensores detectaron el movimiento de la pata y el cronémetro se
detenia. La latencia de retirada de la pata es el momento en el que retira la pata de la fuente de calor (punto de corte
en 20,48 segundos). Una reduccién/inhibicion de la latencia de retirada de la pata indica que la sustancia de ensayo
demuestra un efecto antinociceptivo. N.° 1= LC_Hn-GA16; N.° 2 = LC-H\-GA30; N.° 3 = LC-GS5-EN-CPGA16-GS20-
Hn-HT; N.° 4 = LC-GS18-EN-CPGA16-GS20-Hn-HT; N.° 5 = BOTOX; N.° 6 = morfina. Los datos demostraron
la mejora del efecto antinociceptivo de las proteinas de fusion de galanina de la presente invencion comparado con
las proteinas de fusién con un ligando en posicién C terminal.

Figura 8 - Eficacia de la proteina de fusion de galanina en el ensayo de hiperalgesia térmica inducida por
capsaicina

Se evaluo la capacidad de las diferentes proteinas de fusion de galanina de la invencién para inhibir la hiperalgesia
térmica inducida por capsaicina. Se realizd el pretratamiento intraplantar con las proteinas de fusién en ratas
Sprague-Dawley y 24 horas después se inyectd capsaicina 0,3 % y las ratas se colocaron sobre placas de vidrio a
25 °C (las ratas estaban alojadas en cajas acrilicas, sobre placas de vidrio a 25 °C). El haz de luz (densidad de luz
ajustable) se enfoco sobre la pata trasera. Los sensores detectaron el movimiento de la pata y el cronémetro se
detenia. La latencia de retirada de la pata es el momento en el que retira la pata de la fuente de calor (punto de corte
en 20,48 segundos). Una reduccién/inhibicién de la latencia de retirada de la pata indica que la sustancia de ensayo
demuestra un efecto antinociceptivo. Los datos demostraron el efecto antinociceptivo de las proteinas de fusién de
galanina de la presente invencion que tienen estructuras principales de diferente serotipo (es decir, A, B, C y D).

Figura 9 - Activacion de las proteinas de fusion de galanina con espaciadores simples y dobles

Las proteinas de fusién de galanina carecen de un primer espaciador (espaciador 1) de la presente invencion
localizado entre el componente proteasa no citotoxico y el componente fraccién de direccionamiento mostraron
deficiente activacion con proteasa (Paneles A y B). El Panel C demuestra la activacion mejorada de las proteinas de
fusion de galanina de la presente invencion que tienen ambos espaciadores el primer (espaciador 1) y el segundo
(espaciador 2). Paneles A y B: 1) Marcador de peso molecular; 2) Control inactivado; 3) Control inactivado + DTT; 4)
Proteina activada con proteasa + ZnCl, 0,0 mM; 5) Proteina activada con proteasa + ZnCl; 0,0 mM + DTT; 6)
Proteina activada con proteasa + ZnCl, 0,2 mM; 7) Proteina activada con proteasa + ZnCl; 0,2 mM + DTT; 8)
Proteina activada con proteasa + ZnCl; 0,4 mM; 9) Proteina activada con proteasa + ZnCl; 0,4 mM + DTT; 10)
Proteina activada con proteasa + ZnCl, 0,8 mM; 11) Proteina activada con proteasa + ZnCl; 0,8 mM + DTT. Panel C:
1) Marcador de masa molecular; 2) Control inactivado 25 °C; 3) Control inactivado 25 °C + DTT; 4) Proteina activada
con proteasa 25 °C; 5) Proteina activada con proteasa 25 °C + DTT; 6) Marcador de peso molecular.

SEQID NOs

Cuando un resto de aminoacidos Met inicial o un codén inicial correspondiente se indican en cualquiera de las
siguientes SEQ ID NOs, el resto/codon es opcional.

SEQID NO 1 Secuencia de ADN de LC/A
SEQID NO 2 Secuencia de ADN de Hn/A
SEQIDNO3 Secuencia de ADN de LC/B
SEQIDNO 4 Secuencia de ADN de Hn/B
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SEQIDNO 5 Secuencia de ADN de LC/C

SEQIDNO 6 Secuencia de ADN de Hn/C

SEQ ID NO7 Secuencia proteica de galanina GA30

SEQ ID NO8 Secuencia proteica de galanina GA16

SEQ ID NO9 Secuencia de ADN de LC/A-GS18-EN-CPGA16-GS20-Hw/A-HT
SEQ ID NO10 Secuencia proteica de LC/A-GS18-EN-CPGA16-GS20-Hn/A-HT
SEQ ID NO11 Secuencia proteica de LC/A-GS18-EN-CPGA16-GS20-Hn/A
SEQ ID NO12 Secuencia de ADN de LC/A-GS5-EN-CPGA16-GS20-Hn/A-HT
SEQ ID NO13 Secuencia proteica de LC/A-GS5-EN-CPGA16-GS20- HNWA-HT
SEQ ID NO14 Secuencia proteica de LC/A-GS5-EN-CPGA16-HN/A-GS20
SEQ ID NO15 Secuencia de ADN de LC/A-GS5-EN-CPGA30-GS20-Hn/A-HT
SEQ ID NO16 Secuencia proteica de LC/A-GS5-EN-CPGA30-GS20- HNWA-HT
SEQ ID NO17 Secuencia proteica de LC/A-GS5-EN-CPGA30-GS20- Hv/A
SEQ ID NO18 Secuencia de ADN de LC/B-GS5-EN-CPGA16-GS20-Hn/B(K191A)-HT
SEQ ID NO19 Secuencia proteica de LC/B-GS5-EN-CPGA16-GS20-Hn/B(K191A)-HT
SEQ ID NO20 Secuencia proteica de LC/B-GS5-EN-CPGA16-GS20-Hn/B(K191A)
SEQ ID NO21 Secuencia de ADN de LC/B-GS5-EN-CPGA16-GS20-Hn/B-HT
SEQ ID NO22 Secuencia proteica de LC/B-GS5-EN-CPGA16-GS20-Hn/B-HT
SEQ ID NO23 Secuencia proteica de LC/B-GS5-EN-CPGA16-GS20-Hn/B
SEQ ID NO24 Secuencia de ADN de LC/C-GS5-EN-CPGA16-GS20-Hn/C-HT
SEQ ID NO25 Secuencia proteica de LC/C-GS5-EN-CPGA16-GS20-Hn/C-HT
SEQ ID NO26 Secuencia proteica de LC/C-GS5-EN-CPGA16-GS20-Hn/C
SEQ ID NO27 Secuencia de ADN de LC/D-GS5-EN-CPGA16-GS20-Hn/D-HT
SEQ ID NO28 Secuencia proteica de LC/D-GS5-EN-CPGA16-GS20-Hn/D-HT
SEQ ID NO29 Secuencia proteica de LC/D-GS5-EN-CPGA16-Hn/D-GS20
SEQ ID NO30 Secuencia de ADN de LC/A-GS5-EN-CPGA16-HX27-Hw/A-HT
SEQ ID NO31 Secuencia proteica de LC/A-GS5-EN-CPGA16-HX27-Hn/A-HT
SEQ ID NO32 Secuencia proteica de LC/A-GS5-EN-CPGA16-HX27-Hn/A-
SEQ ID NO33 Secuencia proteica de LC/A-GS10-EN-CPGA16-Hn/A-GS20-HT
SEQ ID NO34 Secuencia proteica de LC/A-GS10-EN-CPGA16-GS20-Hn/A
SEQ ID NO35 Secuencia proteica de LC/A-GS5-EN-CPGA16-GS15-Hn/A-HT
SEQ ID NO36 Secuencia proteica de LC/A-GS5-EN-CPGA16-GS15-Hn/A
SEQ ID NO37 Secuencia proteica de LC/A-GS5-EN-CPGA16-GS10-Hn/A-HT
SEQ ID NO38 Secuencia proteica de LC/A-GS5-EN-CPGA16-GS10-Hn/A
SEQ ID NO39 Secuencia proteica de LC/A-GS18-EN-CPGA16-HX27-Hn/A-HT
SEQ ID NO40 Secuencia proteica de LC/A-GS18-EN-CPGA16-HX27-Hn/A
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SEQ ID NO41 Secuencia proteica de LC/A-GS18-EN-CPGA16-GS15-Hn/A-HT

SEQ ID NO42 Secuencia proteica de LC/A-GS18-EN-CPGA16-GS15

SEQ ID NO43 Secuencia proteica de LC/A-GS18-EN-CPGA16-GS10-HT

SEQ ID NO44 Secuencia proteica de LC/A-GS18-EN-CPGA16-GS10

SEQ ID NO45 Secuencia proteica de LC/A-GS10-EN-CPGA16-HX27-HT

SEQ ID NO46 Secuencia proteica de LC/A-GS10-EN-CPGA16-HX27

SEQ ID NO47 Secuencia proteica de LC/A-GS10-EN-CPGA16-GS15-Hn/A-HT

SEQ ID NO48 Secuencia proteica de LC/A-GS10-EN-CPGA16-GS15-Hn/A

SEQ ID NO49 Secuencia proteica de LC/A-GS10-EN-CPGA16-GS10-Hn/A-HT

SEQ ID NO50 Secuencia proteica de LC/A-GS10-EN-CPGA16-GS10-Hn/A

SEQ ID NO51 Secuencia de ADN de la IgA proteasa

SEQ ID NO52 Secuencia de ADN de la fusion IgA-GS5-CPGA16-GS20-Hn/A

SEQ ID NO53 Secuencia proteica de la fusion IgA-GS5-CPGA16-GS20-Hnv/A

SEQ ID NO54 Secuencia de ADN del dominio de translocacion DT

SEQ ID NO55 Secuencia de ADN de LC/A-GS5-GA16-GS20-DT

SEQ ID NO56 Secuencia proteica de LC/A-GS5-GA16-GS20-DT

SEQ ID NO57 Secuencia de ADN de TeNT LC

SEQ ID NO58 Secuencia de ADN de TeNT LC-GS5--CPGA16-GS20-HwA

SEQ ID NO59 Secuencia proteica de TeNT LC-GS5-EN-CPGA16-GS20-Hn/A
Ejemplos

Ejemplo 1 - Construccion y activacion de las proteinas de fusion de galanina
Preparacion de los clones de la estructura principal de LC/A y HW/A

El siguiente procedimiento crea los fragmentos de LC y Hy para su uso como la estructura principal del componente
para expresion de fusion de multidominio. Este ejemplo se basa en la preparaciéon de un clon a base de serotipo A
(SEQ ID NO 1 y SEQ ID NO 2), aunque los procedimientos y métodos son igualmente aplicables a los otros
serotipos (es decir, serotipos A, B, C, D y E) como se ilustra por la secuencia listada para el serotipo B (SEQ ID NO
3y SEQID NO 4) y el serotipo C (SEQ ID NO 5y SEQ 25 ID NO 6)].

Preparacion de los vectores de clonacién y expresion

pCR 4 (Invitrogen) es el vector de clonacion estandar elegido, seleccionado debido a la carencia de secuencias de
restriccion dentro del vector y los sitios de cebador de secuenciacion adyacentes que permiten una confirmacion facil
de la construccion. El vector de expresion se basa en el vector de expresion pMAL (NEB), el cual tiene las
secuencias de restriccidon deseadas dentro del sitio de clonacién multiple en la orientacién correcta para insercion de
la construccion (BamHI-Sall-Pstl-Hindlll). Un fragmento del vector de expresion se ha eliminado para crear un
plasmido no movilizable y se ha insertado una variedad de etiquetas de fusion diferentes para incrementar las
opciones de purificacion.

Preparacion de inserto de proteasa (por ejemplo, LC/A)
El LC/A (SEQ ID NO 1) se crea mediante una de dos formas:

La secuencia de ADN se disefia por traduccién inversa de la secuencia de aminoacidos de LC/A [obtenida a
partir de fuentes de bases de datos de acceso libre tales como GenBank (nimero de acceso P10845) o
Swissprot (locus de acceso BXAI_CLOBO) utilizando una variedad de herramientas de software de
traduccion inversa (por ejemplo, EditSeq que es la mejor traduccion inversa de E. coli (DNASTAR Inc.), o la
herramienta Backtranslation v2.0 (Entelechon)]. Las secuencias de reconocimiento de BamHI/Sall se
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incorporan en los extremos 5' y 3' respectivamente de la secuencia, manteniendo el marco de lectura
correcto. La secuencia de ADN se selecciona (utilizando un software tal como MapDraw, DNASTAR Inc.)
para las secuencias de escision por las enzimas de restriccion incorporadas durante la traduccién inversa.
Cualquier secuencia de escisidon que se encuentre que es comun con las requeridas por el sistema de
clonacion se eliminan manualmente de la secuencia de codificacion propuesta asegurando que se
mantenga el uso del codon de E. coli comun. El uso del coddn de E. coli se evalua por referencia a los
programas de software tal como el Graphical Codon Usage Analyser (Geneart) y el contenido de % de GC y
la relaciéon de uso de coddn evaluada por referencia a tablas de uso de codén publicadas (por ejemplo, la
Edicion GenBank 143, 13 de septiembre de 2004). Esta secuencia de ADN optimizada que contiene el
marco de lectura abierta (ORF) de LC/A se sintetiza con métodos comercialmente disponibles (por ejemplo,
por Entelechon, Geneart o Sigma-Genosys) y se proporciona en el vector de pCR 4.

El método alternativo es utilizar la amplificacién por PCR a partir de una secuencia de ADN existente con secuencias
de las enzimas de restriccion BamHI| and Sall incorporadas en los cebadores 5'y 3' de la PCR respectivamente. Los
cebadores de oligonucledtido complementarios se sintetizan quimicamente por un proveedor (por ejemplo, MWG o
Sigma-Genosys), de modo que cada par tiene la capacidad de hibridar con las hebras opuestas (extremos 3' que
apuntan una “hacia” la otra) que flanquean el tramo de ADN diana de Clostridium, un oligonucleétido para cada una
de las dos hebras de ADN. Para generar un producto de PCR el par de cebadores de oligonucleétido cortos
especificos para la secuencia de ADN de Clostridium se mezcla con el molde de ADN de Clostridium y otros
componentes de reaccion y se colocan en el aparato (el 'aparato de PCR') que puede cambiar la temperatura de
incubacion del tubo de reaccién automaticamente, en ciclos entre aproximadamente 94 °C (para la
desnaturalizacion), 55 °C (para la hibridacion de oligonucleétidos) y 72 °C (para la sintesis). Otros reactivos
requeridos para la amplificacién de un producto de PCR incluyen una ADN polimerasa (tal como la polimerasa Tag o
Pfu), cada uno de los cuatro bloques estructurales dNTP del ADN en cantidades equimolares (50-200 pM) y un
tampon apropiado para la enzima optimizada por concentracion de Mg2+ (0,5-5 mM).

El producto de amplificacion se clona en pCR 4 utilizando ya sea, clonacién TOPO TA para productos de PCR Taqg o
clonacién Zero Blunt TOPO para productos de PCR Pfu (ambos kits comercialmente disponibles en Invitrogen). El
clon resultante se verifica por secuenciacion. Cualquier secuencia de restriccion adicional que no sea compatible con
el sistema de clonacion se elimina utilizando mutagénesis dirigida al sitio [por ejemplo, utilizando Quickchange
(Stratagene Inc.)].

Preparacion del inserto de translocacion (por ejemplo, Hy)
El HW/A (SEQ ID NO 2) se crea mediante una de dos formas:

La secuencia de ADN se disefia por traduccion inversa de la secuencia de aminoacidos de Hn/A [obtenida a
partir de las fuentes de bases de datos libremente disponibles tales como GenBank (numero de acceso
P10845) o Swissprot (locus de acceso BXAl_CLOBO)] utilizando una variedad de herramientas de software
de traduccion inversa [por ejemplo EditSeq que es la mejor traduccion inversa de E. coli (DNASTAR Inc.), o
la herramienta Backtranslation v2.0 (Entelechon)]. Se afiade una secuencia de restriccion Pstl al extremo N
terminal y Xbal-codon de parada-Hindlll al extremo C terminal asegurando que se mantiene el marco de
lectura correcto. La secuencia de ADN se selecciona (utilizando un software tal como MapDraw, DNASTAR
Inc.) para las secuencias de escision de la enzima de restriccion incorporadas durante la traduccion inversa.
Cualquier secuencia que se encuentre que es comun con aquellas requeridas para el sistema de clonacion
se elimina manualmente de la secuencia de codificacion propuesta asegurando que se mantiene el uso del
codon E. coli comun. El uso del coddn de E. coli se evalua por referencia mediante programas de software
tal como el Graphical Codon Usage Analyser (Geneart) y el contenido en % de GC y la relacion de uso de
codon evaluada por referencia para tablas de uso de codén publicadas (por ejemplo, la Edicion de
GenBank 143, 13 septiembre de 2004). Esta secuencia de ADN optimizada se sintetiza con métodos
comercialmente disponibles (por ejemplo, por Entelechon, Geneart o Sigma-Genosys) y se proporciona en
el vector de pCR 4.

El método alternativo es utilizar la amplificacion por PCR a partir de una secuencia de ADN existente con las
secuencias de las enzimas de restriccion Pstl y Xbal-codén de parada-Hindlll incorporadas en los cebadores de la
PCR 5'y 3' respectivamente. La amplificacion por PCR se realiza como se ha descrito anteriormente. El producto de
PCR se inserta en el vector pCR 4 y se verifica por secuenciacion. Cualquier secuencia de restriccion adicional que
no sea compatible con el sistema de clonacién se elimina utilizando mutagénesis dirigida al sitio [por ejemplo,
utilizando Quickchange (Stratagene Inc.)].

Preparacion de la fusién LC/A-GS18-EN-CPGA16-GS20-HwA

Para crear la construccion LC/A-GS18-EN-CPGA16-GS20-Hn/A, se sintetiza un enlazador de serotipo A con la
adicion de un sitio de activacion por enteroquinasa, dispuesto como BamHI-Sall-GS18-sitio de proteasa-GS20-Pstl-
Xbal-codon de parada-Hindlll. El vector pCR 4 que codifica el enlazador se escinde con enzimas de restriccion
BamHI + Sall. Este vector escindido sirve entonces como el recipiente para la insercion y ligacion del ADN de LC/A
(SEQ ID NO 1) que también se escinde con BamHI + Sall. Esta construccion se escinde a continuacion con BamH| +
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Hindlll y se inserta en un vector de expresion tal como el plasmido pMAL (NEB) o el plasmido a base de pET
(Novagen). ElI ADN del plasmido resultante se escinde a continuacion con enzimas de restriccion Pstl + Xbal y el
ADN de Hn/A (SEQ ID NO 2) se escinde a continuacion con enzimas de restriccion Pstl + Xbal y se insertan en el
vector pMAL escindido de forma similar para crear pMAL-LC/A-GS18-EN-CPGA16-GS20-Hn/A-Xbal-His-tag-coddn
de parada-Hindlll. La construccion final contiene el ORF del espaciador GS18-EN-CPGA16-GS20 ORF para la
expresion como una proteina de la secuencia ilustrada en la SEQ ID NO 10.

Ensayo de activacion

Se utilizaron geles Bis-Tris al 4-12 % NuPAGE (gel pre-vaciado en 10, 12 y 15 pocillos) para analizar la activacion de
las proteinas de fusién después de tratar con proteasa. Las muestras de proteinas se prepararon con tampén de
muestra LDS 4X NuPAGE, generalmente a un volumen final de 100 pl. Las muestras fueron diluidas o se limpiaron
(75 pl de muestra, 25 pl del tampon de la muestra) dependiendo de la concentracion de proteina. Las muestras se
mezclaron y después se calentaron en el bloque térmico a 95 °C durante 5 minutos antes de cargar en el gel. Se
cargaron 5-20 yl de la muestra junto con 5 pl del marcador de proteina (marcador de proteina Benchmark™ de
Invitrogen). Los geles se desarrollaron generalmente durante 50 minutos a 200 V. El gel se sumergi6é en dH;0 y se
metié al microondas durante 2 minutos a la maxima potencia. El gel se enjuagd y se repitio la etapa de introduccion
en el microondas. El gel se transfirié a una caja de tincion y se sumergié en Simply Blue SafeStain (Invitrogen). Se
metié al microondas durante 1 minuto a la maxima potencia y se dejé que se tifiera durante 0,5-2 horas. El gel se
destifio a continuaciéon decantando el SafeStain y enjuagando el gel con dH;0, Los geles se dejaron en dH;0 para
destenir durante la noche y se tomo una imagen en un registrador de imagenes GeneGnome (Syngene). La proteina
total activada se calcul6 al comparar la densidad de la banda que corresponde a la proteina de fusion de longitud
completa (después del tratamiento con proteasa) en condiciones no reducidas y reducidas.

Ejemplo 2 - Preparacion de una familia de proteina de fusion LC/A-GS18-EN-CPGA16-GS20-HwA con
longitud de espaciador variable

Utilizando la misma estrategia que la empleada en el Ejemplo 1, se prepararon diversos enlazadores de ADN que
codifican galanina 16 y un contenido de espaciador variable. Utilizando una de una variedad de herramientas de
software de traduccion inversa [por ejemplo, EditSeq que es la mejor traduccion inversa de E. coli (DNASTAR Inc.) o
la herramienta Backtranslation v2 .0 (Entelechon)], se determina la secuencia de ADN que codifica la region
Espaciador 1-sitio de proteasa--ligando-espaciador 2. Los sitios de restriccién se incorporan a continuacién en la
secuencia de ADN y pueden disponerse como BamHI-Sall-espaciador 1-sitio de proteasa-CPGA16-Nhel-espaciador
2-Spel-Pstl-Xbal-codon de parada-Hindlll. Es importante asegurarse que se mantiene el marco de lectura correcto
para el espaciador, GA16 y las secuencias de restriccion y que la secuencia de Xbal no esta precedida por las bases
TC que podria resultar en la metilacion de DAM. La secuencia de ADN se selecciona para la incorporacién de la
secuencia de restriccion y cualquier secuencia adicional se elimina manualmente de la secuencia restante
asegurandose que se mantiene el uso del codon de E. coli comun. El uso del codén de E. coli se evalla por
referencia a los programas de software tales como el Graphical Codon Usage Analyser (Geneart) y el contenido de
% de GC vy la relacion de uso de coddn se evallua por referencia a las tablas de uso de codon publicadas (por
ejemplo, Edicion de GenBank 143, 13 de septiembre de 2004). Esta secuencia de ADN optimizada se sintetiza con
métodos comercialmente disponibles (por ejemplo, por Entelechon, Geneart o Sigma-Genosys) y se proporciona en
el vector de pCR 4.

Los espaciadores-enlazadores que fueron creados incluian:

Espaciador 1-sitio de proteasa-GA16-Espaciador 2 SEQ ID NO del enlazador
GS5-EN-CPGA16-GS20 12,13,14,18,19, 20, 21,22, 23,24,25,26,27, 28, 29
GS10-EN-CPGA16-GS20 33,34
GS5-EN-CPGA16-HX27 30,31,32
GS5-EN-CPGA16-GS15 35,36
GS5-EN-CPGA16-GS10 37,38
GS18-EN-CPGA16-HX27 39,40
GS18-EN-CPGA16-GS15 41,42
GS18-EN-CPGA16-GS10 43,44
GS10-EN-CPGA16-HX27 45,46
GS10-EN-CPGA16-GS15 47,48
GS10-EN-CPGA16-GS10 49,50
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A manera de ejemplo, para crear la construccion de fusion LC/A-GS5-EN-CPGA16-GS20-Hn/A (SEQ ID NO 12), el
vector pCR 4 que codifica BamHI-Sall-GS5-sitio de proteasa-GS20-Pstl-Xbal-codén de parada-Hindlll, el enlazador
se escinde con enzimas de restriccion BamHI + Sa/l. Este vector escindido sirve entonces como el vector recipiente
para la insercion y ligacion del ADN de LC/A (SEQ ID NO 1) que también se escinde con BamHI + Sa/l. El ADN de
plasmido resultante se escinde a continuacién con enzimas de restriccion BamHI + Hindlll y el fragmento LC/A
enlazador insertado en un vector similarmente escindido que contiene un sitio de clonacién multiple Unico para
BamHI, Sall, Pstl y Hindlll tal como el vector pMAL (NEB) o el vector pET (Novagen). EI ADN de Hn/A (SEQ ID NO
2) se escinde a continuacion con enzimas de restriccion Pstl + Hindlll y se insertan en la construccion pMAL-LC/A-
enlazador que se escinde de manera similar. La construccion final contiene el ORF de LC/A-GS5-EN-CPGA16-
GS20-Hn/A para la expresién como una proteina de la secuencia ilustrada en la SEQ ID NO 13.

Ejemplo 3 - Método de purificacion para la proteina de fusion de galanina

Se descongelan los tubos falcon que contienen 25 ml de HEPES 50 mM pH 7,2, NaCl 200 mM y aproximadamente
10 g de pasta celular de E. coli BL21. Se hace que la pasta celular se descongele hasta 80 ml con HEPES 50 mM
pH 7,2, NaCl 200 mM y se somete a sonicacion en hielo 30 segundos encendido, 30 segundos apagado durante 10
ciclos a una potencia de 22 micras asegurando que la muestra permanezca fria. Se centrifugan las células lisadas a
18 000 rpm, 4 °C durante 30 minutos. Se carga el sobrenadante en una columna de quelacion cargada de NiSO4 0,1
M (es suficiente 20-30 ml de la columna) equilibrada con HEPES 50 mM pH 7.2, NaCl 200 mM. Utilizando un
gradiente escalonado de imidazol 10 y 40 mM, se lava la proteina unida no especificamente y se eluye la proteina
de fusion con imidazol 100 mM. Se dializa la proteina de fusion eluida contra 5 | de HEPES 50 mM pH 7.2, NaCl de
200 mM a 4 °C durante la noche y se mide la DO de la proteina de fusion dializada. Se afiade 1 pg de enteroquinasa
(1 mg/ml) por 100 ug de proteina de fusion purificada y 10 pl de factor Xa por mg de proteina de fusion purificada si
la proteina de fusién contiene una proteina de unién a maltosa. Se incuba estaticamente a 25 °C durante la noche.
Se carga en una columna de quelacién cargada con NiSO4 0,1 M (es suficiente 20-30 ml de la columna) equilibrada
con HEPES 50 mM pH 7,2, NaCl 200 mM. Se lava la columna a los valores basales con HEPES 50 mM pH 7,2,
NaCl 200 mM. Utilizando un gradiente escalonado de imidazol 10 y 40 mM, se lava la proteina no unida
especificamente y se eluye la proteina de fusion con imidazol 100 mM. Se dializa la proteina de fusion eluida contra
51de HEPES 50 mM pH 7,2, NaCl 200 mM a 4 °C durante la noche y se concentra la fusion hasta aproximadamente
2 mg/ml, se toma una muestra alicuota y se congela a -20 °C.

Ejemplo 4 - Preparacion de una proteina de fusion LC/C-GA16-Hy/C con una secuencia de activacion de
serotipo A

Siguiendo los métodos utilizados en los ejemplos 1y 2, se crean el LC/C (SEQ ID NO 5) y Hv/C (SEQ ID NO 6) y se
insertan en el enlazador de serotipo A dispuesto como BamHI-Sall-espaciador 1-sitio de proteasa-GA16-Nhel-
espaciador 2-Spel-Pstl-Xbal-codon de parada-Hindlll. La construccién final contiene el ORF de LC-espaciador 1-
GA16-espaciador 2-Hy para la expresion como una proteina de la secuencia ilustrada en la SEQ ID NO 25.

Ejemplo 5 - Preparacion de una proteina de fusion IgA proteasa-GA16-Hn/A

La secuencia de aminoacidos de la IgA proteasa se obtuvo a partir de fuentes de bases de datos libremente
disponibles tales como GenBank (nimero de acceso P09790). La informacion relativa a la estructura del gen de la
IgA proteasa de Gonorrhoeae se encuentra disponible en la bibliografia (Pohiner et al., Gene structure and
extracellular secretion of Neisseria gonorrhoeae IgA protease, Nature, 1987, 325(6103), 458-62). Utilizando la
herramienta Backtranslation v2.0 (Entelechon), se determiné la secuencia de ADN que codifica la IgA proteasa
modificada para la expresién de E. coli. Se incorporé una secuencia de reconocimiento BamH]I en el extremo 5' y un
codon que codifica un aminoacido cisteina y la secuencia de reconocimiento de Sa/l se incorporaron en el extremo 3'
del ADN de IgA. La secuencia de ADN se seleccioné utilizando MapDraw, (DNASTAR Inc.) para las secuencias de
escision de la enzima de restriccién incorporada durante la traduccion inversa. Cualquier secuencia de escision que
se encuentra que no es comun con aquellas requeridas para la clonacion se eliminan manualmente de la secuencia
de codificacion propuesta asegurando que se mantiene el uso del codon dé E. coli comun. El uso del coddn E. coli
se evalué mediante el Graphical Codon Usage Analyser (Geneart) y el contenido en % de GC y la relacion de uso de
codon se evalud por referencia a las tablas de uso de codén publicadas. Esta secuencia de ADN optimizada (SEQ
ID NO 51) que contiene el marco de lectura abierta (ORF) de IgA se sintetiza con métodos comercialmente
disponibles.

La IgA (SEQ ID NO 51) se insert6 en el ORF de LC-GS5-CPGA16-GS20-Hy utilizando las enzimas de restricciéon
BamHI y Sall para remplazar el LC con el ADN la IgA proteasa. La construccion final contiene el ORF de IgA-GS5-
CPGA16-GS20-Hn para la expresién como una proteina de la secuencia ilustrada en la SEQ ID NO 53.

Ejemplo 6 - Preparacion de una proteina de fusion de endopeptidasa dirigida a galanina que contiene un
dominio de LC derivado de la toxina tetanica

La secuencia de ADN se disefa por traduccion inversa de la secuencia de aminoacidos del LC de la toxina tetanica
(obtenida a partir de fuentes de bases de datos libremente disponibles tales como GenBank (numero de acceso
X04436) utilizando una de una variedad de herramientas de software de traduccion inversa [por ejemplo, EditSeq
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que es el mejor para la traduccion inversa de E coli (DNASTAR Inc.), o la herramienta Backtranslation v2.0
(Entelechon)]. Las secuencias de reconocimiento de BamHI/Sall se incorporan en los extremos 5' y 3'
respectivamente de la secuencia manteniendo el marco de lectura correcto (SEQ ID NO 57). La secuencia de ADN
se selecciona (utilizando el software tal como MapDraw, DNASTAR Inc.) para secuencias de escisidon por enzimas
de restricciéon incorporadas durante la traduccién inversa. Cualquier secuencia de escision que se encuentre que es
comun con las requeridas por el sistema de clonacién se eliminan manualmente de la secuencia de codificacion
propuesta asegurando que se mantiene el uso del codén de E. coli comun. El uso de codén de E. coli se evalua por
referencia a los programas de software tales como el Graphical Codon Usage Analyser (Geneart) y el contenido en
% de GC vy la relacion de uso de coddn se evallua por referencia a las tablas de uso de codon publicadas (por
ejemplo, la Edicion GenBank 143, 13 de septiembre de 2004). Esta secuencia de ADN optimizada que contiene el
marco de lectura abierta ORF) del LC de la toxina tetanica se sintetiza con métodos comercialmente disponibles (por
ejemplo, por Entelechon, Geneart o Sigma-Genosys) y se proporciona en el vector pCR 4 (invitrogen). El vector pCR
4 que codifica el LC de TeNT se escinde con BamHI| y Sa/l. El fragmento de BamHI - Sall se inserta a continuacion
en el vector LC/A-GA16-HN/A que también se ha escindido por BamHI| y Sall. La construccion final contiene las
secuencias del ORF del TeNT LC-GS5-GA16-GS20-Hy para la expresion como una proteina de la secuencia
ilustrada en la SEQ ID NO 58.

Ejemplo 7 - Construccion del ensayo de activacion del receptor GALR1 y GALR2 en CHO-KI y el ensayo de
escision de SNAP-25

Creacion de la linea celular

Las células CHO-K1 que expresan establemente ya sea el receptor de galanina 1 humano (CHO-K1-Gal-1R; nimero
de producto ES-510-C) o el receptor de galanina 2 humano (CHO-K1-Gal-2R; numero de producto ES-511-C) se
adquirieron en Perkin-Elmer (Bucks, RU). Cuando se requirio, las células se transfectaron con ADN de SNAP-25
utilizando Lipofectamine™ 2000 y se incubaron durante 4 horas antes de la sustitucion de los medios. Después de
24 horas, las células se transfirieron a un matraz T175. Se afiadié zeocina 100 ug/ml después de 24 horas mas para
comenzar la seleccion de las células que expresan SNAP-25 y se afiadieron 5 pg/ml de blasticidina para mantener la
presion selectiva para el receptor. Las células se mantuvieron en los medios que contienen agentes de seleccion
durante dos semanas, pasando las células cada dos o tres dias para mantener 30-70 % de la confluencia. Las
células se diluyeron a continuacion en un medio selectivo para conseguir 0,5 células por pocillo en una microplaca
de 96 pocillos. Después de unos cuantos dias, las placas se examinaron en el microscopio y se marcaron aquellas
que contenian colonias separadas. Los medios de estos pocillos se cambiaron semanalmente. Cuando las células
se volvieron confluentes en los pocillos, se transfirieron a matraces T25. Cuando cada clon se habia expandido lo
suficiente, se sembraron en 24 pocillos de una placa de 96 pocillos, mas un vial de reserva que se cred. Las
proteinas de fusion de galanina de la invencion y LC/A-HnA se aplicaron a las células durante 24 horas y después se
realizaron las transferencias western para detectar la escision de SNAP-25. Los clones con bandas de SNAP-25
fuertemente marcadas y niveles de escision altos con la fusién se mantuvieron para una investigacion mas detallada.
Las curvas de dosis completa se desarrollaron en estos y se seleccioné el clon con la mayor diferencia entre la
proteina de fusion de galanina y los niveles de escision de LC/A-HNA.

Ensayo de activacion del receptor GALR1

El ensayo de activacion del receptor GALR1 mide la potencia y la eficacia intrinseca de los ligandos en el receptor
GALR1 en las células CHO-K1 transfectadas al cuantificar la reduccion del AMPc intracelular estimulada por
forscolina utilizando AMPc basado en FRET (Kit LANCE cAMP de Perkin Elmer). Después de la estimulacion, se
afaden un trazador de AMPc marcado fluorescentemente (Europio-streptavadina/biotina-AMPc) y anticuerpo anti-
AMPc marcado fluorescentemente (Alexa) a las células en un tampdn de lisis. EIl AMPc de las células compite con el
trazador de AMPc por los sitios de uniéon del anticuerpo. Cuando se lee, un pulso de luz a 320 nm excita la porcién
fluorescente (europio) del trazador de AMPc. La energia emitida por el europio se transfiere a los anticuerpos
marcados con flior Alexa unidos al trazador, lo que genera una sefial TR-FRET a 665 nm (la transferencia de
energia de resonancia de fluorescencia resuelta con el tiempo se basa en la proximidad del nivel del donante,
europio Yy el nivel del aceptor, el flior de Alexa, el cual se ha afiadido a la reaccién de unién especifica). La energia
residual del europio produce luz a 615 nm. En células tratadas con agonistas habra menos AMPc para competir con
el trazador de modo que se observara un aumento dependiente de la dosis en la sefial en 665 nm comparado con
las muestras tratadas con forscolina sola. La sefial a 665 nm se convierte en una concentracion de AMPc por
interpolacion a una curva estandar de AMPc la cual se incluye en cada experimento.

Utilizando pipetas Gilson y las puntas de unién Sigmacoted o lo, se diluyeron los materiales de ensayo y estandar en
las concentraciones apropiadas en los pocillos de las primeras dos columnas de una placa de unién lo de pocillo
profundo de 500 pl eppendorf, en tampdn de ensayo que contiene forskolina 10 uM. Las concentraciones elegidas
en las columnas 1 y 2 fueron la mitad de una unidad log separada. A partir de esto, se prepararon diluciones
seriadas 1:10 en la placa (utilizando una pipeta electrénica de ocho canales con puntas de unién de sigmacote o lo)
hasta que se obtuvieron concentraciones uniformes en la mitad del intervalo log. En la columna doce, el tampdn de
ensayo solamente se afiadié como un 'basal'. Utilizando una pipeta digital de 12 canales, se transfirieron 10l de la
muestra de la placa de union lo a la microplaca de 96 pocillos optiplate.
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A pocillos que contienen la curva estandar, se afiadieron 10 pl del tampén de ensayo utilizando una pipeta digital
multicanal. A los pocillos que contienen los materiales de ensayo, se les afadié 10 ul de células en el tampon de
ensayo en la concentracion apropiada. Las placas se sellaron y se incubaron durante 120 minutos a temperatura
ambiente, durante la primera hora en un agitador orbital IKA MTS 2/4 ajustado a maxima velocidad.

La estreptavidina marcada con LANCE Eu-W8044 (Eu-SA) y Biotin-AMPc (b-AMPc) se diluyeron en un tampon de
deteccion de AMPc (ambos del kit de AMPc Perkin Elmer LANCE) para crear sub-soluciones de reserva, en
relaciones de dilucion de 1:17 y 1:5, respectivamente. La mezcla de deteccion final se preparo diluyendo los dos las
dos sub-soluciones de reserva en tampoén de deteccion en una relacion de 1:125. La mezcla se incubd durante 15-
30 minutos a temperatura ambiente antes de la adicién de 1:200 del anticuerpo Alexa Fluor® 647-anti AMPc (Ab
Alexa-Fluor). Después de mezclar brevemente en vortice, se afiadié inmediatamente 20 pl a cada pocillo utilizando
una pipeta multicanal digital. Los selladores de microplaca se aplicaron y las placas se incubaron durante 24 h a
temperatura ambiente (durante la primera hora en un agitador orbital IKA MTS 2/4 ajustado a maxima velocidad).
Los selladores de placa se eliminaron antes de la lectura en el Envision.

Ensayo de activacion del receptor GALR2

El ensayo de activacion del receptor GALR2 mide la potencia y eficacia intrinseca de los ligandos en el receptor
GALR2 en células CHO-K1 transfectadas al medir la movilizacién del calcio que ocurre cuando el receptor se activa.
Las células transfectadas se pre-cargan con un tinte sensible al calcio (FLIPR) antes del tratamiento. Cuando se lee
utilizando el lector de microplaca Flexstation 3 (Molecular devices) un pulso de luz a 485 nm excita el tinte
fluorescente y provoca una emision a 525 nm. Esto proporciona datos de fluorescencia en tiempo real de cambios
en el calcio intracelular. En células tratadas con agonista habra una activacion en el receptor, conduciendo a un
incremento en la movilizacion del calcio. Esto se medira como un incremento en las unidades de fluorescencia
relativa (RFU) a 525 nM.

Cultivo de células para el ensayo de activacion del receptor:

Las células se sembraron 1y cultivaron en matraces T175 que contienen Ham F12 con Glutamax, suero bovino fetal
10 %, blasticidina 5 ug mi™" y zeocina 100 pg ml”. Los matraces se incubaron a 37 °C en un ambiente humidificado
que contiene CO; al 5 % hasta una confluencia de 60-80 %. En el dia de la cosecha el medio se elimind y las células
se lavaron dos veces con 25 ml de PBS. Las células se eliminaron del matraz por adicion de 10 ml de Tryple
Express y la incubacion a 37 °C durante 10 minutos seguido por golpecitos suaves del frasco. Las células
desprendidas se transfirieron a un tubo de centrifugar de 50 ml y el matraz se lavd dos veces con un medio de 10 ml
el cual se afiadi6 a la suspension celular. El tubo se centrifugé a 1300 x g durante 3 minutos y se extrajo el
sobrenadante. Las células se resuspendieron suavemente en un medio de 10 ml (si se congelan las células) o un
tampon de ensayo (si se utilizan las células 'recién preparadas’ en el ensayo) y se extrajo una muestra para el
recuento utilizando un nucleocontador (ChemoMetec). Las células a utilizar 'recién preparadas' en un ensayo se
diluyeron ademas en el tampdon de ensayo a la concentracion apropiada. Las células cosechadas para la
congelacion se centrifugaron de nuevo (1300 x g; 3 minutos), el sobrenadante se elimind y las células se
resuspendieron en Synth-a-freeze a 4 °C a 3x 10° células/ml. Los crioviales que contienen 1 ml de suspensioén cada
uno se colocaron en un recipiente de congelacion Nalgene Mr Frosty (tasa de enfriamiento-1 °C/minuto) y se dejaron
durante la noche en un enfriador a -80 °C. Al dia siguiente, los viales se transfirieron a la fase de vapor de un tanque
de almacenamiento de nitrodgeno liquido.

La Figura 4 demuestra que las proteinas de fusion de galanina de la presente invencién que tienen diferentes
ligandos de galanina (es decir, galanina-16 y galanina-30) y estructuras principales de diferente serotipo (es decir,
LC/A-HN/A, LC/B-Hn/B, LC/C-HN/C y LC/D-Hn/D) activan los receptores GALR1.

Ensayo de escision GALR1 SNAP-25 en CHO-K1

Los cultivos de células se expusieron a concentraciones variables de proteinas de fusion de galanina durante 24
horas. Las proteinas celulares se separaron por SDS-PAGE y se sometieron a transferencia Western con un
anticuerpo anti-SNAP-25 para facilitar la evaluacion de la escision de SNAP-25. La escision de SNAP-25 se calcula
por analisis densitométrico (Syngene).

Sembrado de células

Se preparan células a 2x10° células/ml y se siembran 125 pl por pocillo en una placa de 96 pocillos. Se utiliza el
siguiente medio: Gibco Ham F12 500 ml con Glutamax (cédigo de producto 31765068), FBS 50 ml, blasticidina 5
pg/ml (alicuota de 250 pl de la caja en el congelador, G13) (Calbiochem N.° 203351, 10 ml a 10 mg/ml), zeocina 100
pg/ml (500 pl de la caja del congelador, G35). (Invitrogen de Fisher, 1 g en 8x tubos de 1,25 ml a 100 mg/ml, cédigo
de producto VXR25001). Las células se dejan crecer durante 24 h (37 °C, CO; al 5 %, atmodsfera humidificada).

Tratamiento de las células

Se preparan diluciones de la proteina de ensayo para un intervalo de dosis de cada una de las proteinas de ensayo
(constituida por el doble (2x) de las concentraciones finales deseadas debido a que se aplicara 125 pl directamente
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en 125 pl del medio que ya esta en cada pocillo). El medio de alimentacion de GALR1 en CHO se esteriliza por filtro
(jeringa de 20 ml, filtro de jeringa de 0,2 ym) para preparar las diluciones. Afadir el medio filtrado en 5 bijoux
etiquetados (tubos de 7 ml), 0,9 ml cada uno, utilizando una pipeta Gilson o multi-graduador. Se diluye la proteina de
ensayo de reserva en 2000 nM (soluciéon madre de trabajo 1) y 600 nM (soluciéon madre de trabajo 2). Utilizando una
pipeta Gilson se preparan soluciones seriales de 10 veces de cada solucion madre de trabajo, afiadiendo 100 pl a la
siguiente concentracion en las series. Se pipetea arriba y abajo para mezclar completamente. Se repite para obtener
4 diluciones seriadas para la solucién 1 y 3 diluciones seriadas para la solucion 2. También se debe preparar un
control 0 nM (solo el medio de alimentacion filtrado) como un control negativo para cada placa. Se repite lo anterior
para cada proteina de ensayo. En cada experimento un lote 'estandar' del material debe incluirse como material de
control/referencia, es decir LC/A-Hn/A sin ligar.

Aplicar la muestra diluida a las placas de CHO GALR1

Aplicar 125 pl de la muestra de ensayo (concentracion doble) por pocillo. Cada muestra de ensayo debe aplicarse en
pocillos por triplicado y cada intervalo de dosis debe incluir un control 0 nM. Se incuba durante 24 h (37 °C, COz al 5
%, atmosfera humidificada).

Lisis celular

Se prepara tampon de lisis fresco (20 ml por placa) con tampdn de muestra NUPAGE LDS (4x) al 25 %, dH20 al 65
% y DTT 1 M al 10 %. Se elimina el medio de la placa GALR1 en CHO invirtiendo sobre un receptaculo de residuos.
Se drena el medio 5 restante de cada pocillo utilizando una pipeta de punta fina. Las células se lisan afiadiendo 125
pl de tampon de lisis por pocillo utilizando una pipeta multi-graduada. Después de un minimo de 20 minutos, se
elimina el tampo6n de cada pocillo y se afiade a un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml. Los tubos deben numerarse
para permitir el seguimiento de los tratamientos de CHO GALR1 a través del procedimiento de transferencia. A1-A3
hasta H1-H3 numerados 1-24, A4-A6 hasta H4-H6 numerados 25-48, A7-A9 hasta H7-H93 numerados 49-72, A10-
A12 hasta H10-H12 numerados 73-96. Se agita con vortice cada muestra y se calienta a 90 °C durante 5-10 minutos
en un bloque térmico precalentado. Se almacena a -20 °C o se usa en el mismo dia en un gel de SDS.

Electroforesis de gel

Si la muestra ya se ha dejado en reposo durante la noche o durante mas tiempo, se coloca en un bloque térmico
precalentado a 90 °C durante 5-10 minutos. Se colocan los geles SDS page, se utiliza 1 gel por 12 muestras, se
prepara el tampén de desarrollo (1x, Invitrogen NUPAGE MOPS SDS Running Buffer (20x) (NP0001)) = 800 ml/gel
por tanque. Se afiaden 500 pl de antioxidante NUPAGE a la camara del tampdn superior. Se cargan muestras de 15
pl en carriles de gel de izquierda a derecha y se cargan 2,5 ul de Invitrogen Magic Marker XP y 5 pl de Invitrogen
See Blue Plus 2 estandar pre-tefiido y 15 pl de control no-pretratado. Es importante maximizar la resolucion de la
separacion durante el procedimiento de SDS_PAGE. Esto puede lograrse desarrollando geles bis-tris 12 % a 200 V
durante 1 hora y 25 minutos (hasta que el marcador rosa (17 kDa) alcanza el fondo del tanque).

Transferencia western

Se realiza una transferencia semi-seca: utilizando un Invitrogen iBlot (se utiliza iBlot Programme 3 durante 6
minutos). Se ponen las membranas de nitrocelulosa en bandejas pequefias individuales. Se incuban las membranas
con una solucion de tampén de bloqueo (5 g de leche en polvo Marvel por 100 ml de PBS 0,1 %/Tween) a
temperatura ambiente, en un agitador, durante 1 hora. Se aplica el anticuerpo primario (dilucion anti-SNAP-25
1:1000) y se incuban las membranas con anticuerpo primario (diluido en el tampdn de bloqueo) durante 1 hora en un
agitador a temperatura ambiente. Se lavan las membranas enjuagando 3 veces con PBS/Tween (0,1 %). Después
se aplica el anticuerpo secundario (anti-conejo conjugado con HRP diluido 1:1000) y se incuban las membranas con
anticuerpo secundario (diluido con el tampon de bloqueo) a temperatura ambiente, en un agitador, durante 1 hora.
Se lavan las membranas enjuagando 3 veces con PBS/Tween (0,1 %), dejando la membrana un minimo de 20
minutos para el ultimo lavado. Se detecta el anticuerpo de unién utilizando Syngene: se drenan de las transferencias
los reactivos PBS/Tween, mezcla de reactivos WestDura 1:1 y se afiade a las transferencias durante 5 minutos. Hay
que asegurarse de afiadir suficiente solucion a las membranas para cubrirlas completamente. Se coloca la
membrana en la bandeja Syngene, se ajusta el software de Syngene para 5 minutos de tiempo de exposicion.

Las Figuras 3 y 5 demuestran que las proteinas de fusion de galanina de la invencion escinden efectivamente
SNAP-25.

Ejemplo 8 - Evaluacion de la eficacia in vivo de una fusién de galanina

El reflejo de flexion nociceptiva (también conocido como ensayo de la proteccion de la pata) es un movimiento de
retirada rapida que constituye un mecanismo protector contra un posible dafio de la extremidad. Se puede cuantificar
mediante la evaluacion de la respuesta de electromiografia (EMG) en ratas anestesiadas como resultado de una
baja dosis de capsaicina, estimulacion eléctrica o la respuesta eléctrica a capsaicina. Se realizé un pretratamiento
intraplantar (24 horas) de las proteinas de fusion de la presente invencién en ratas Sprague-Dawley macho de 300-
380 g. La induccion de la proteccion de la pata se logré por capsaicina 0,006 %, 10 yl en PBS (DMSO 7,5 %),
inyectado en 10 segundos. Esto produjo una respuesta refleja fuerte del musculo biceps femoral. Una
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reduccion/inhibicion del reflejo de flexion nociceptiva indica que la sustancia de ensayo demuestra un efecto
antinociceptivo. Los datos demostraron el efecto antinociceptivo de las proteinas de fusion de galanina de la
presente invencion como un porcentaje (Figura 6).

Se evaluo la capacidad de las diferentes proteinas de fusion de galanina de la invencién para inhibir la hiperalgesia
térmica inducida por capsaicina (Figuras 7 y 8). Se realizé el pretratamiento intraplantar con las proteinas de fusién
en ratas Sprague-Dawley y 24 horas después se inyecto capsaicina 0,3 % y las ratas se colocaron sobre placas de
vidrio a 25 °C (las ratas estaban alojadas en cajas acrilicas, sobre placas de vidrio a 25 °C). El haz de luz (densidad
de luz ajustable) se enfocd sobre la pata trasera. Los sensores detectaron el movimiento de la pata y el cronémetro
se detenia. La latencia de retirada de la pata es el momento en el que retira la pata de la fuente de calor (punto de
corte en 20,48 segundos). Una reduccion/inhibicion de la latencia de retirada de la pata indica que la sustancia de
ensayo demuestra un efecto antinociceptivo. Los datos demostraron el efecto antinociceptivo de las proteinas de
fusion de galanina de la presente invencion en comparacion con las proteinas de fusion que tienen un ligando en el
extremo C terminal.

Ejemplo 9 - Confirmacion de la actividad agonista de TM midiendo la liberacion de sustancia P de cultivos
celulares neuronales

Materiales
El EIA de la sustancia P se obtiene de R&D Systems, Reino Unido.
Meétodos

Se establecen cultivos neuronales primarios de eDRG como se ha descrito previamente (Duggan et at., 2002). La
sustancia P liberada de los cultivos se evalta por EIA, esencialmente como se ha descrito previamente (Duggan et
at., 2002). La TM de interés se afiade a los cultivos neuronales (establecidos durante al menos 2 semanas antes del
tratamiento); los cultivos de control se realizan en paralelo mediante la adicion del vehiculo en lugar de TM. El
estimulo (KCI 100 mM) y la liberacién basal, junto con el contenido de lisado de células totales, de la sustancia P se
obtienen para los cultivos de control y tratados con TM. La inmunorreactividad de la sustancia P se mide utilizando
los kits Substance P Enzyme Immunoassay Kits (Cayman Chemical Company, EE.UU. o R&D Systems, Reino
Unido) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

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

Ejemplo 10

Un método para tratar, prevenir o aliviar el dolor en un sujeto, comprende administrar a dicho paciente una cantidad
terapéuticamente efectiva de la proteina de fusion, en el que el dolor se selecciona del grupo que consiste en: dolor
cronico causado por una neoplasia maligna, dolor crénico no causado por una neoplasia maligna (neuropatia
periférica).

Paciente A

Una mujer de 73 afios que sufre dolor intenso provocado por neuralgia postherpética se trata con una inyeccion
periférica con proteina de fusién para reducir la liberacion del neurotransmisor en la sinapsis de las terminales
nerviosas para reducir el dolor. La paciente experimenta buen efecto analgésico 2 horas después de la inyeccion.

Paciente B

Un hombre de 32 afios que sufre dolor de miembro fantasma después de la amputacién de su brazo izquierdo como
consecuencia de un accidente de coche se traté con una inyeccion periférica con proteina de fusion para reducir el
dolor. El paciente experimentd buen efecto analgésico 1 hora después de la inyeccion.

Paciente C

Un hombre de 55 afios que sufre neuropatia diabética se trata con una inyeccion periférica con proteina de fusion
para reducir la liberacion de neurotransmisor en la sinapsis de las terminales nerviosas para reducir el dolor. El
paciente experimenta buen efecto analgésico 4 horas después de la inyeccion.

Paciente D

Una mujer de 63 afos que sufre dolor oncoldgico se trata con una inyeccién periférica con proteina de fusion para
reducir la liberacién de neurotransmisor en la sinapsis de las terminales nerviosas para reducir el dolor. La paciente
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experimenta buen efecto analgésico 4 horas después de la inyeccion.
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<210>
<211>
<212>
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1302
ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética

<400>

1
ggatccatgg
attgcttaca
cacaacaaaa
ctgaacccgc
tctaccgata
tactccaccg
ggcggttcta
cagccggacg
gatatcatcc
ggctacggtt
tccctggaag
gttaccctgg
ccgaaccgtg
agcttcgaag
gaaaacgagt
aaagcgaaat
gaaaaatacc
gataaacttt
aaagttctga
gtgccgaaag
gctaattitta

agttcgttaa
tcaaaatcceo
tctgggttat
caccggaagc
acgaaaagga
acctgggeeg
ccatcgatac
gttcctatcg
agttcgagtg
ccactcagta
tagacacgaa
ctcacgaact
tcttcaaagt
aactgcgtac
tccgtctgta
ccatcgtggg
tgctcagcga
acaaaatgct
accgcaaaac
ttaactacac

acggccagaa

caaacagttc
gaacgctggc
cccggaacgt
gaaacaggtg
caactacctg
tatgctgetg
cgaactgaaa
ttccgaagaa
taagagcttt
catccgtttc
cccactgetg
gattcatgca
taacaccaac
ttttggcggt
ctactataac
taccactygct
agacacctec
gactgaaatt
ctatctgaac
tatctacgat

cacggaaatce

aactataaag
cagatgcagc
gataccttta
ccggtatctt
aaaggtgtta
actagcatcqg
gtaatcgaca
ctgaacctgqg
ggtcacgaag
tcteceggact
ggcgctggta
ggccaccgec
gcgtattacyg
cacgacgcta
aagttcaaag
tctctccagt
ggcaaattct
tacaccgaag
ttcgacaagq
ggtttcaacc

aacaacatga

acccagttaa
cggtaaaggc
ctaacccgga
actatgactc
ctaaactgtt
ttcgcggtat
ctaactgcat
tgatcatcgg
ttctgaacct
tcaccttcgg
aattcgcaac
tgtacggtat
agatgtccgg
aattcatcga
atatcgcatce
acatgaagaa
ctgtagacaa
acaacttecygt
cagtattcaa
tgcgtaacac

acttcacaaa

ttcactggtc tgttcgagtt ttacaagetg ctgtgcgtcg ac

<210>

2

34

cggtgttgac
attcaaaatc
agaaggtgac
cacctacctg
cgagcgtatt
cccgttotgg
caacgttatt
cccgtetygcet
cacccgtaac
ttttgaagaa
tgatcctygeyg
cgccatcaat
tctggaagrt
ctctctgcaa
caccctgaac
cgtttttaaa
gttgaaattc
taagttcttt
aatcaacatc
caacctggct

actgaaaaac

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

1020
1080
1140
1200
1260
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<211> 1257
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 2

ctgcagtygta
accaacgacc
gaaaacatct
ccggaaaaca
ccgaacatcyg
cactacctgc
gttaacgaag
aaaaaggtca
tatgatttta
atcatcatcc
ttcgttggcg
gccateccgy
gtacaaacca
tatatcgtga
atgaaagaaqg
aaccagtaca
aaactgaacg
tctgtaagct
gatgcgtctc
ggtcaggttyg
cagctcagta

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

tcaaggttaa
tgaacaaagg
cgctggacct
tttctatcga
aacgtttccc
gcgcegcagga
ctctgctcaa
acaaagcgac
ccgacgagac
cgtacatcgg
cactgatctt
tactgggcac
tcgacaacgce
ccaactggct
cactggaaaa
ccgaggaagda
aatccatcaa
atctgatgaa
tgaaagacgc
atcgtctgaa
aatatgtcga

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 3
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caactgggat
tgaagaaatc
gatccagcag
aaacctgagc
aaacggtaaa
atttgaacac
ccecgteccgt
tgaagctgca
gtccgaagta
tccggetctg
ctccggtgeg
ctttgctctg
gctgagcaaa
ggctaaggtt
ccaggcggaa
aaaaaacaac
Caaagctatg
ctccatgatc
cctygctgaaa
ggacaaagtg

taaccaacgc

ttattcttca
acctcagata
tactacctga
tctgatatca
aagtacgagc
ggcaaatccc
gtatacacct
atgttcttgg
tctactaccy
aacattggca
grgatcctgce
gtttcttaca
cgtaacgaaa
aatactcaga
gctaccaagqg
atcaacttca
atcaacatca
cCgtacggty
tacatttacg
aacaatacct

cttttgtcca

gcccgagtga
ctaacatcga
cctttaattt
tcggccagcet
tggacaaata
gtatcgcact
tcttctctag
gttgggttga
acaaaattgc
acatgctgta
tggagttcat
ttgcaaacaa
aatgggatga
tcgacctcat
caatcattaa
acatcgacga
acaagttcct
ttaaacgtct
acaaccygtgy
tatcgaccga

ctctagacta

agacaacttc
agcagccgaa
cgacaacgag
ggaactgatg
taccatgttc
gactaactcc
cgactacgtg
acagcttgtt
ggatatcact
caaagacgac
cccggaaatc
ggttctgact
agtttacaaa
CCgcaaaaaa
ctaccagtac
tetgtectet
gaaccagtgc
ggaggacttc
cactctgatc
catccctttt

gaagctt

ggatccatge cggttaccat caacaacttc aactacaacg acccgatcga caacaacaac

atcattatga tggaaccgcc gttcgcacgt ggtaccggac gttactacaa ggcttttaag

35

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

1020
1080
1140
1200
1257

60
120
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36

atcaccgacc gtatctggat catcccggaa cgttacacct tcggttacaa acctgaggac 180
ttcaacaaga gtagcgggat tttcaatcgt gacgtctgcg agtactatga tccagattat 240
ctgaatacca acgataagaa gaacatattc cttcagacta tgattaaact cttcaaccgt 300
atcaaaagca aaccgctcgg tgaaaaactc ctcgaaatga ttatcaacgg tatcccgtac 360
ctcggtgace gtcgtgteccc gottgaagag ttcaacacca acatcgcaag cgtcaccgtc 420
aacaaactca tcagcaaccc aggtgaagtc gaacgtaaaa aaggtatctt cgcaaacctc 480
atcarcttcg grccgggrcc ggtcctcaac gaaaacgaaa ccatcgacat cggtatccag 540
aaccacttcg caagccgtga aggtttcggt ggtatcatge agatgaaatt ctgcccggaa 600
tacgtcagtg tcttcaacaa cgtccaggaa aacaaaggty caagcatctt caaccgtcgt 660
ggttacttca gcgacccggc actcatcctc atgecatgaac tcatccacgt cctccacggt 720
ctctacggta tcaaagttga cgacctcccg atcgtcccga acgagaagaa attcttcatg 780
cagagcaccg acgcaatcca ggctgaggaa ctctacacct tcggtggcca agacccaagt 840
atcataaccce cgtccaccga caaaagcatc tacgacaaag tcctccagaa cttcagggyt 900
atcgtggaca gactcaacaa agtcctcgtc tgcatcagcyg acccgaacat caatatcaac 260
atatacaaga acaagttcaa agacaagtac aaattcgtcyg aggacagcga aggcaaatac 1020
agcatcgacg tagaaagttt cgacaagctc tacaaaagcc tcatgttcgg tttcaccgaa 1080
accaacatcg ccgagaacta caagatcaag acaagggcaa gttacttcag cgacagcctc 1140
ccgcctgtca aaatcaagaa cctcttagac aacgagattt acacaattga agagggcttc 1200
aacatcagtg acaaagacat ggagaaggaa tacagaggtc agaacaaggc tatcaacaaa 1260
caggcatacg aggagatcag caaagaacac ctcgcagtct acaagatcca gatgtocgte 1320
gac 1323

<210>4

<211> 1260

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintética

<400> 4
ctgcagtgca tcgacgttga caacgaagac ctgttcttca tcgctgacaa aaacagcttc 60
agtgacgacc tgagcaaaaa cgaacgtatc gaatacaaca cccagagcaa ctacatcgaa 120
aacgacttcc cgatcaacga actgatcctg gacaccgacce tgataagtaa aatcgaactg 180
ccgagcgaaa acaccgaaag tctgaccgac ttcaacgttg acgttccggt ttacgaaaaa 240
cagccggcta tcaagaaaat cttcaccgac gaaaacacca tcttccagta cctgtacagc 300
cagaccttcc cgctggacat ccgtgacatc agtctgacca gcagtttcga cgacgcetctg 360
ctgttcagca acaaagttta cagtttcttc agcatggact acatcaaaac cgctaacaaa 420
gttottgaag cagggctgtt cogctggttogg gttaaacaga tcgttaacga cttcgttatc 480
gaagctaaca aaagcaacac tatggacaaa atcgctgaca tcagtctgat cgttccgtac 540
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atcggtctgg
gagatcgctg
ggtgctttcc
aacgctctga
tggctgagca
aactaccagg
aaggaaaaga
atcaaccaqgg
atgaagaaga
aagaacctgc
gaaaaaagta

accaacgaca

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

ctctgaacgt
gtgcaagcat
tgctggaaag
ccaaacgtaa
ccgtcaacac
ctcaggctct
gtaacatcaa
ctatcgacaa
tgatcceget
tgaactacat
aagtgaacaa

ccatcctgat

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 5

ggatccgaat
aaaaacatcc
tttcgtatca
aatrctgaata
ctgagcaccg
atcaacagcc
ccgggcaaca
gatgttaaaa
attattaccg
aacaacacct
cgctttatgc
agcgaatttt
aacctgtaty
ttttacagce
accattgatc
tatcgcagca

aaatatatcg

tcatgccgat
tgtacctgga
ccggcaacat
aaccqccgcg
atagcgataa
gtgaaattgo
acaacacccc
ccecgecaggy
gtccgcgcga
ttgcggcgca
tgacctatag
gcatggacce
gcatcgegat
agtacaacgt
tgattccgaa
ttgcgaaacg

gcgaatataa
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tggtaacgaa
cctgctggag
ttacatcgac
cgaaaaatgyg
ccagttctac
ggaagagatc
catcgacttc
catcaacaac
ggctgttgaa
cgacgaaaac
atacctgaaqg

Cgaaatgttc

caccatcaac
tacccatctg
ttgggttatt
tgttaccagc
agataccttc
cgaagaactg
gatcaacacc
taacaattgg
aaacattatt
ggaaggtttt
caacgcgacc
gatcctgatc
tccgaacgat
gaaactggaa
aagcgegege
tctgaacagce

acagaaactg

accgctaaag
ttcatcccgg
aacaaaaaca
agtgatatgt
accatcaaag
atcaaatacc
aacgacatca
ttcatcaacg
aaactgctgg
aagctgtacc
accatcatgce

aacaaataca

aacttcaact
aataccctgg
ccggatcgtt
CcCgaaaagcqg
ctgaaagaaa
atctatcgcc
tttgatttcg
gtgaaaaccg
gatccggaaa
ggcgcgctga
aacgatgttg
ctgatgcatg
cagaccatta
tatgcggaaa
aaatacttcg
attaccaccg

atccgcaaat

37

gtaactttga
aactgctgat
agatcatcaa
acggtctgat
aaggtatgta
gttacaacat
acagcaaact
gttgcagtgt
acttcgacaa
tgatcggtag
cgttcgacct

actctctaga

acagcgatcc
cgaacgaacc
Ltagccgtaa
gttattacga
tcatcaaact
tgagcaccga
atgtggattt
gcagcattaa
ccagcacctt
gcattattag
gtgaaggccg
aactgaacca
gcagcgtgac
tctatgcgtt
aagaaaaagc
cgaatccgag

atcgctttgt

aaacgctttc
cccggttgtt
aaccatcgac
cgttgctcag
caaagctcty
ctacagtgag
gaacgaaggt
tagctaccty
caccctgaaa
tgctgaatac
gagtatctac
ctagaagctt

ggtggataac
ggaaaaagcg
cagcaacccg
tccgaactat
grtcaaacgc
tattccgttt
caacagcgtrt
cccgagegtyg
taaactgacc
cattagcccyg
tttcagcaaa
tgcgatgcat
cagcaacatc
tggcggtccy
gctggattac

cagcttcaac

ggtggaaagc

600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260

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

1020



10

15

agcggcgaag
atcttcaccg
agcaacgtgt
aacggcttta

cgtaatccgy

ttaccgttaa
aatttaacta
ataccccggt
acatcccgaa

cgctgcgtaa

tgcgtcgac

<210> 6

<211> 1263

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 6

ctygcagtgtc
gatgtgaaaa
tacccggata
cagctggatc
caggtgtttt
gaaagccaga
gcgctggata
gcgggtgrtc
accaacatcc
tatattggtc
tttgcggtta
ctgggtgcgt
gataactgcc
acctggctyga
ctgaactatc
ggcagcgata
aaaattagcg
ctgttcaaaa
aaagcgaaac
aaactgaaag
tataccaaca

ctt

gtgaactgct
ccgatatctt
acgtgagcgt
tgctgtatcc
acgataaccyg
aactgagcga
acagcgcgaa
agggcggtct
tgcgtaaaga
cggcgctgaa
ccggrgtgac
ttgtgatcta
tggaacagcg
gccgtattat
aggcaggtac
aagaaaacat
aagcgatgaa
acatgctgcc
tgatcaacct
cgaaagttaa

acagcctyget

<210>7

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

ES 2632470 T3

ccgcaataaa
tgcgaaaatc
gaccgcgaat
aagcaacctg

agtgaacccg

ggtgaaaaac
cctgcgcaaa
tgatcaggtyg
gagcattgat
tacccagaac
taacgtggaa
agtttacacc
gtttctgatg
taccctggat
cattagcaat
cattctgctg
tagcaaagtqg
tattaaacgc
cacccagttce
gattaaagcg
caaaagccag
taacatcaac
gaaagtgatc
gatcgatagc
caacagcttc

gaaagatatc

ttcgtggaac
tataacgtgc
attctggatg
aacgttctgt

gaaaacatgc

accgatctygc
gatatcaacg
atcctgagca
agcgaaagcg
gtggattacc
gattttacct
tattttccga
tgggcgaacy
aaaatcagcg
agcgtgegtc
gaagcgtttc
caggaacgca
tggaaagata
aacaacatca
aaaatcgatc
gttgaaaacc
aaattcatcc
gatgaactga
cacaacatta
cagaacacca

atcaacgaat

38

tgtacaacga
agaaccgtaa
ataacgtgta
ttatgggcca

tgtacctgtt

cgtttattgg
aagaaaccga
aaaacaccag
aaattctgcc
tgaacagcta
ttacccgcag
ccctggcgaa
atgtggtgga
atgttagcgc
gtggcaattt
cggaatttac
acgaaatcat
gctatgaatg
gctaccagat
tggaatacaa
tgaaaaacag
gcgaatgcag
acgaatttga
ttctggtgay
tcccgtttaa

acttcaatct

actgacccag
aatctacctg
cgatatccag
gaacctgagc

caccaaartt

cgatatcagc
agtgatctac
cgaacatggt
gggcgaaaac
ttactacctyg
cattgaagaa
caaagttaat
agatttcacc
gattattccyg
taccgaaqgcyg
cattccggcg
caaaaccatc
gatgatgggc
gtacgatagc
aaaatacagc
cctggatgtg
cgtgacctac
tcgcaacacc
cgaagtggat
catcttcagc

agactagaag

1080
1140
1200
1260
1320
1329

60
120
130
240
300
360
420
430
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1263
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15

20

25

<220>

<223> Secuencia sintética

<400>

<210>
<211>
<212>

7

Gly Trp Thr Leu Asn Ser Ala Gly Tyr Leu Leu Gly Pro His Ala val
1 5 10 15

ES 2632470 T3

Gly Asn His Arg Ser Phe Ser Asp Leu Ash Gly Leu Thr Ser
20 25 30

8
16
PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética

<400>

<210>
<211>
<212>

8

Gly Trp Thr Leu Asn Ser Ala Gly Tyr Leu Leu Gly Pro His Ala val
1 5 10 1

9
2781
ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética

<400>

9

atttcagaat
aacggtgttg
gcattcaaaa
gaagaaggtyg
tccacctacc
trtcgagcgta
atcccgttct
atcaacgtta
ggcccgtctg
ctcacccgta
ggttttgaag
actgatcctg
atcgccatca
ggtctggaag
gactctctgc

tcggatccat
acattgctta
tccacaacaa
accrtgaaccc
tgtctaccga
Tttactccac
9g9ggcggttc
ttcagccgga
ctgatatcat
acggctacgyg
aatccctygga
cggttaccct
atccgaaccy
ttagcttcga

aagaaaacga

ggagttcgtt
catcaaaatc
aatctgggtt
gccaccggaa
taacgaaaag
cgacctgggc
taccatcgat
cggttcctat
ccagttcgag
ttccactcag
agtagacacy
ggctcacgaa
tgtcttcaaa
agaactgcgt
gttccgtctyg

aacaaacagt
ccgaacgctg
atcccggaac
gcgaaacagg
gacaactacc
cgtatgcrgc
accgaactga
cgttccgaag
tgtaagagct
tacatccgtt
aacccactyc
ctgattcatg
gttaacacca
acttttggcg

tactactata

39

tcaactataa
gccagatgca
gtgatacctt
tgccggtatce
tgaaaggtgt
tgactagcat
aagtaatcga
aactgaacct
ttggtcacga
tctectecgga
tgggcgctyg
caggccraccyg
acgcgtatta
gtcacgacgc

acaagttcaa

agacccagtt
gccggtaaag
tactaacccg
ttactatgac
tactaaactg
cgttcgcagt
cactaactygc
ggtgatcatc
agttctgaac
cttcaccttce
taaattcygca
cctygtacggt
cgagatgtcce
taaattcatc

agatatcgca

60
120
130
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
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tccaccctga
aacgttttta
aagttgaaat
gttaagttct
daaatcaaca
accaacctgg
aaactgaaaa
ggcggtagcg
tggaccctga
ggcggtageg
aaggttaaca
aacaaagyty
ctyggacctya
tctatcgaaa
cgtttcccaa
gcgcaggaat
ctygctcaacc
aaagcgactg
gacgagacgt
tacatcggtc
ctgatcttct
ctgggcacct
gacaacgecge
aactggctgy
ctggaaaacc
gaggaagaaa
tccatcaaca
ctgatgaact
aaagacgccc
cgtctgaagg
tatgtcgata

catcaccatt

acaaagcgaa
aagaaaaata
tcgataaact
ttaaagttct
tcgtgccgaa
ctgctaattt
acttcactgg
gcgotggcgy
actctgctgy
gcggtggcgy
actgggattt
aagaaatcac
tccagcagta
acctgagctc
acggtaaaaa
ttgaacacgy
cgtcccgtgt
aagctgcaat
ccgaagtatc
cggctctgaa
ccggtgcggt
ttgctctggt
tgagcaaacg
ctaaggttaa
aggcggaagc
aaaacaacat
aagctatgat
ccatgatcecc
tgctgaaata
acaaagtgaa
accaacgcect

aatgaaagct

<210> 10

<211>923

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

ES 2632470 T3

atccatcgtg
cctgctcage
ttacaaaatg
gaaccgcaaa
agttaactac
taacggccag
tctgttcyag
tagcggcggt
ttacctgcty
tagcggegot
attcttcagce
ctcagatact
ctacctgacc
tgatatcatc
gtacgagcety
caaatcccgt
atacaccttc
grtcttggot
tactaccgac
cattggcaac
gatcctgctyg
ttcttacart
taacgaaaaa
tactcagatc
taccaaggca
caacttcaac
caacatcaac
gtacggtgtt
catttacgac
caatacctta
tttgtccact
t

ggtaccactg
gaagacacct
ctgactgaaa
acctatctga
actatctacyg
aacacggaaa
ttttacaagc
ggcggtagcy
ggtccgcacy
ggcggtagey
ccgagtgaag
aacatcgaag
tttaatttey
ggccagctgy
gacaaatata
atcgcactga
ttctctagcy
tgggttgaac
daaattgcgy
atgctgtaca
gagttcatcc
gcaaacaagqg
tgggatgaag
gacctcatcc
atcattaact
atcgacgatc
aagttcctga
aaacgtctgyg
aaccgtggca
tcgaccgaca

ctagaagcac

40

cttctcteca
ccggcaaatt
tttacaccga
acttcgacaa
atggtttcaa
tcaacaacat
tgctgtgcgt
cagacgatga
ctgttgcyct
cactagtyct
acaacttcac
cagcegaaga
acaacgagcec
aactgatgcec
ccatgttcca
ctaactcegt
actacgtgaa
agcrrtgttta
atatcactat
dagacgacrtt
cggaaatcge
ttctgactgt
tttacaaata
gcaadaaaat
accagtacaa
tgtcctctaa
accagtgcte
aggacttcga
ctctgatcgy
tcecttttea

tagcgagtgy

gtacatgaag
ctctgtagac
agacaacttc
ggcagtattc
cctgcegtraac
gaacttcaca
cgacggcggt
cgataaaggt
agcgggcggt
gcagtgtatc
caacgacctg
aaacatcteyg
ggaaaacatt
gaacatcgaa
ctacctygegce
taacgaagcet
aaaggtcaac
tgattttacc
catcatccey
cgttggcegea
catcccggta
acaaaccatc
tatcgtgacc
gaaagaagca
ccagtacacc
actgaacgaa
tgtaagctat
tgcgtctctg
tcaggttgat
gctcagtaaa

gcaccatcac

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2781



<400> 10

Ile

Lys

Ala

Trp

Leu

65

Ser

val

Leu

Ile

GlIn

145

Gly

Glu

Arg

Asp

val

225

Ile

ser

Asp

Gly

val

50

Asn

Thr

Thr

Leu

Asp

Pro

Pro

val

Phe

Thr

210

Thr

Ala

Glu

Pro

Gln

35

Ile

Pro

Tyr

Lys

Thr

115

Thr

Asp

ser

Leu

ser

195

Asnh

Leu

Ile

Phe

val

20

Met

Pro

Pro

Leu

Leu

100

ser

Glu

Gly

Ala

Asn

180

Pro

Pro

Ala

Asn

Gly
5
Asn
Gln
Glu
Pro
ser
85
Phe
Ile
Leu
sSer
Asp
Leu
Asp
Leu
His

Pro
245

ES 2632470 T3

ser

Gly

Pro

Arg

Glu

70

Thr

Glu

val

Lys

Tyr

150

Ile

Thr

Phe

Leu

Glu

230

Asn

Met

val

val

Asp

35

Ala

Asp

Arg

Arg

val

135

Arg

Ile

Arg

Thr

Gly

Leu

Arg

Glu Phe

Asp Ile

25

Lys Ala

Thr Phe

Lys Gln

Asn Glu

Ile Tyr

105

Gly Ile

Ile Asp

ser Glu

GIn Phe

Asn Gly

Phe Gly

200

Ala Gly

Ile His

val Phe

41

val

10

Ala

Phe

Thr

val

Pro

Thr

Glu

Glu

170

Tyr

Phe

Lys

Ala

250

Asn

Tyr

Lys

Asn

Pro

75

Asp

Thr

Phe

Asn

Leu

155

Cys

Gly

Glu

Phe

Gly

val

Lys

Ile

Ile

Pro

60

val

Asn

Asp

Trp

Cys

140

Asn

Lys

ser

Glu

Ala

220

His

Asn

G1In

Lys

His

45

Glu

Ser

Tyr

Leu

Leu

ser

Thr

ser

205

Thr

Arg

Thr

Phe

Ile

30

Asn

Glu

Tyr

Leu

Gly

Gly

Asn

val

Phe

GlIn

190

Leu

Asp

Leu

Asn

Asn

15

Pro

Lys

Gly

Tyr

Lys

Arg

Ser

val

Ile

Gly

Tyr

Glu

Pro

Tyr

Ala
255

Tyr

Asn

Ile

Asp

Asp

80

Gly

Met

Thr

Ile

Ile

160

His

Ile

val

Ala

Gly

Tyr



Tyr

Gly

Arg

Asn

Phe

Glu

Arg

val

385

Thr

Met

Lys

Gly

Ser

465

Gly

Leu

Glu

Glu

Gly

Leu

290

Ala

val

ser

Asn

Asn

Leu

Gly

Ala

Gly

Gln

Asp

Met

His

275

Tyr

Lys

Phe

val

Tyr

355

Thr

Lys

Leu

Phe

Leu

435

Gly

Gly

sSer

cys

Asn
515

ser
260
Asp
Tyr

sSer

Lys

Tyr

val

Ala

Thr

420

Cys

Gly

Tyr

Gly

Ile

500

Phe

Gly

Ala

Tyr

Lys

Glu

Leu

Asn

Ala

405

Lys

val

Ser

Leu

Gly

Lys

Thr

ES 2632470 T3

Leu

Lys

Asn

val

310

Lys

Leu

Asp

Asn

Tyr

390

Asn

Leu

Asp

Ala

Leu

470

Gly

val

Asn

Glu

Phe

Lys

Gly

Tyr

Lys

Asn

Phe

375

Thr

Phe

Lys

Gly

Asp

455

Gly

Gly

Asn

Asp

val

Ile

280

Phe

Thr

Leu

Phe

Phe

360

Asp

Ile

Asn

Asn

Gly

AsSp

Pro

ser

Asn

Leu
520

Ser
265
ASp
Lys

Thr

Leu

Lys

Tyr

Gly

Phe

425

Gly

ASp

His

Gly

42

Phe

Ser

ASp

Ala

ser

330

Lys

Lys

Ala

Asp

GlIn

410

Thr

Gly

ASp

Ala

Gly

ASp

Lys

Glu

Leu

Ile

ser

315

Glu

Leu

Phe

val

Gly

Ser

Lys

val

475

Gly

Leu

Gly

Glu

Gln

Ala

300

Leu

Asp

Tyr

Phe

Phe

380

Phe

Thr

Leu

Gly

Gly

Ala

Gly

Phe

Glu

Leu

Glu

285

Ser

Gln

Thr

Lys

Lys

Asn

Glu

Phe

Galy

Trp

Leu

Ser

Phe

Arg

Asn

Thr

Tyr

ser

Met

350

val

Ile

Leu

Ile

Glu

430

Gly

Thr

Ala

Ala

sSer

510

Ile

Thr

Glu

Leu

Met

w ey
(%2

Leu

Leu

Asn

Arg

Asn

415

Phe

Gly

Leu

Gly

Leu

495

Pro

Thr

Phe

Phe

Asn

Lys

Thr

Asn

Ile

Asn

400

Asn

Tyr

Ser

Asn

Gly

val

ser

ser



ASD

Gln

545

Ser

Pro

Tyr

ser

sS5er

625

Lys

Tyr

Ala

Gly

Gly

Leu

val

Glu

Gln

Ala

785

Glu

Thr
530

G1In

Asn

Thr

Arg

Arg

Ala

Asp

Asp

Asnh

690

Ala

Gly

Gln

val

Ile

770

Glu

Glu

Asn

Tyr

Glu

Ile

Met

595

Ile

val

Thr

Phe

Ile

675

Met

val

Thr

Thr

Tyr

Asp

Ala

Glu

Ile

Tyr

Asn

Glu

580

Phe

Tyr

Glu

Thr

660

Thr

Leu

Phe

Ile

740

Lys

Leu

Thr

Lys

Glu

Leu

Leu

565

Arg

His

Leu

Thr

Ala

645

Asp

Ile

Tyr

Leu

Ala

725

Asp

Tyr

Ile

Lys

Asn

ES 2632470 T3

Ala

Thr

550

sSer

Phe

Tyr

Thr

Phe

630

Ala

Ile

Lys

Leu

710

Leu

Asn

Ile

Arg

Ala

790

Asn

Ala

535

Phe

ser

Pro

Leu

AsN

615

Phe

Met

Thr

Ile

Asp

Glu

val

Ala

val

Lys

Ile

Ile

Glu

Asn

Asp

Asn

Arg

600

ser

ser

Phe

Ser

Pro

680

Asp

Phe

Ser

Leu

Thr

760

Lys

Ile

Asn

Glu

Phe

Gly

Ala

val

Ser

Leu

Glu

665

Tyr

Phe

Tyr

ser

745

Asn

Met

Asnh

Phe

43

Asn

Asp

Ile

570

Lys

Gln

ASN

Asp

Gly

val

Ile

val

Fro

Ile

730

Lys

Trp

Lys

Tvr

Asn

Tle

Ash

555

Gly

Lys

Glu

Glu

Tyr

635

Trp

Ser

Gly

Gly

Glu

715

Ala

Arg

Leu

Gln
795

Ser

540

Glu

Gln

Tyr

Phe

Ala

620

val

val

Thr

Pro

Ala

700

Ile

ASn

Asn

Ala

Ala

780

Tyr

AsSp

Leu

Pro

Leu

Glu

Glu

605

Leu

Lys

Glu

Thr

Ala

685

Leu

Ala

Lys

Glu

Lys

Leu

Asn

Asp

Asp

Glu

Glu

Leu

590

His

Leu

Lys

Gln

Asp

670

Leu

Ile

Ile

val

Gln

Leu

Leu

Asn

Leu

575

Asp

Gly

Asn

val

Leu

655

Lys

Asn

Phe

Pro

Leu

735

Trp

Asn

Asn

Tyr

ser

Ile

Ile

560

Met

Lys

LysS

Pra

Asn

640

val

Ile

Ile

ser

val

720

Thr

Asp

Thr

Gln

Thr

800

Ser
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<210> 11
<211>912

Lys

Leu

Gly

Leu

865

Arg

Gln

Ala

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Asn

val

850

Lys

Leu

Leu

Leu

Asn

GlIn
835

Lys

Glu
820

Cys

Arg

Tyr Ile

Lys

ser

Ala
915

<223> Secuencia sintética

<400> 11

Ile ser Glu

1

Lys

Ala

Trp

Leu

65

Ser

val

Asp

Gly

val

50

Asn

Thr

Thr

Pro

Gln

Ile

Pro

Tyr

Lys

Asp
LyS

300

ser

Phe

val

20

Met

Pro

Pro

Leu

Leu
100

805

ser
ser
Leu
Tyr
Lys
Tyr

Gly

Gly
5

Asn
Gln
Glu
Pro
ser

85

Phe

ES 2632470 T3

810
ITe Asn Lys Ala Met Ile
825
val Ser Tyr Leu Met Asn
840
Glu Asp Phe Asp Ala Ser
855
Asp Asn Arg Gly Thr Leu
870 875
val Asn Asn Thr Leu Ser
890
val Asp Asn GIn Arg Leu
905
His His His His His His
920
ser Met Glu Phe val Asn
10
Gly val Asp Ile Ala Tyr
25
Pro val Lys Ala Phe Lys
40
Arg Asp Thr Phe Thr Asn
55
Glu Ala Lys GIn val Pro
70 75
Thr Asp Asn Glu Lys Asp
90
Glu Arg Ile Tyr Ser Thr
105

44

Asn

Ser

Leu

860

Ile

Thr

Leu

Lys

Ile

Pro

60

val

Asn

Asp

Ile

Met

845

Lys

Gly

Asp

ser

Asn

830

Ile

Asp

Gln

Ile

Thr
910

815

Lys

Pro

Ala

val

Pro

895

Leu

Phe

Tyr

Leu

Asp

880

Phe

Glu

GIn Phe
Lys Ile

30
His Asn
45
Glu Glu
ser Tyr

Tyr Leu

Leu Gly

Asn

15

Pro

Lys

Gly

Tyr

Lys

Arg

Tyr

Asn

Ile

Asp

Asp

80

Gly

Met



Leu

Ile

Gln

145

Gly

Glu

Arg

Asp

val

225

Ile

Tyr

Gly

Arg

Lys

Asn

Phe

Glu

Arg

val

Leu

130

Pra

Pro

val

Phe

Thr

210

Thr

Ala

Gly

Leu

290

Ala

val

ser

Ile

Lys

370

Pro

Thr

115

Thr

Asp

S5er

Leu

Ser

195

Ash

Leu

Ile

Met

His

Tyr

Lys

Phe

val

Tyr

Thr

Lys

Ser

Glu

Gly

Ala

Asn

180

Pro

Pro

Ala

Asn

ser

260

Asp

Tyr

ser

Lys

Asp

340

Thr

Tyr

val

Ile

Leu

ser

165

Leu

Asp

Leu

His

Pro

245

Gly

Ala

TYyr

Ile

Glu

325

Lys

Glu

Leu

Asn
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val

Lys

Tyr

Ile

Thr

Phe

Leu

Glu

230

Asn

Leu

Lys

Asn

val

310

Lys

Leu

Asp

Asn

Tyr

Arg

val

135

Arg

Ile

Arg

Thr

Gly

Leu

Arg

Glu

Phe

Lys

Gly

Tyr

Lys

Asn

Phe

375

Thr

Gly

Ile

Ser

Gln

Asn

Phe

200

Ala

Ile

val

val

Ile

280

FPhe

Thr

Leu

Fhe

Phe

360

Asp

Ile

Ile

Asp

Glu

Phe

Gly

Gly

Gly

His

Fhe

ser

265

Asp

Lys

Thr

Leu

Asp

345

val

Lys

Tyr

45

Pro

Thr

Glu

Glu

179

Tyr

Phe

Lys

Ala

ser

Asp

Ala

ser

330

Lys

Lys

Ala

Asp

Phe

Asnh

Leu

155

Cys

Gly

Glu

Phe

Gly

val

Glu

Leu

Ile

ser

315

Glu

Leu

Phe

val

Gly

Trp

Cys

140

Asn

LYS

Ser

Glu

Ala

220

His

Asn

Glu

Gln

Ala

300

Leu

Asp

Tyr

Phe

Phe

380

Phe

Leu

Ser

Thr

ser

205

Thr

Arg

Thr

Leu

Glu

285

Ser

Gln

Thr

Lys

Lys

Lys

Asn

Gly

Asn

val

Phe

Gln

190

Leu

Asp

Leu

Asn

Arg

270

Asn

Thr

Tyr

Ser

Met

350

val

Leu

Ser

va'l

Ile

Gly

Tyr

Glu

Pro

Tyr

Ala

255

Thr

Glu

Leu

Met

Gly

Leu

Leu

Asn

Arg

Thr

Tle
160

His

val

Gly

Tyr

Phe

FPhe

Asn

Lys

Lys

Thr

Asn

Asn



385

Thr

Met

Lys

Gly

Ser

465

Gly

Leu

Glu

Asp

Gln

545

ser

Pra

Tyr

Ser

Ser

625

Lys

Tyr

ASn

ASN

Leu

Gly

Ala

Gly

Gln

ASP

Thr

530

Gln

Ile

Asn

Thr

Arg

610

Arg

Ala

ASp

Leu

Phe

Leu

435

Gly

Gly

ser

Cys

ASN

515

Asn

Tyr

Glu

Ile

Met

5935

Ile

val

Thr

Phe

Ala

Thr

420

Cys

Gly

Tyr

Gly

Ile

500

Phe

Ile

Tyr

Asn

Glu

580

Phe

Ala

Tyr

Glu

Thr
660

Ala

405

Lys

val

ser

Leu

Gly

Lys

Thr

Glu

Leu

Leu

565

Arg

His

Leu

Thr

Ala

645

ASD

ES 2632470 T3

390

AsSn

Leu

Asp

Ala

Leu

470

Gly

val

ASN

Ala

Thr

550

ser

Phe

Tyr

Thr

Phe

630

Ala

Glu

Phe

Lys

Gly

ASp

Gly

Gly

Asn

ASp

Ala

Phe

ser

Pro

Leu

Asn

615

Phe

Met

Thr

Asn

AsSn

Gly

ASp

Pro

sar

ASN

Leu

320

Glu

Asn

AsD

ASN

Arg

Ser

Ser

Phe

Sar

Gly

Phe

425

Gly

Asp

His

Gly

Trp

505

Asn

Glu

Phe

Ile

Gly

Ala

val

ser

Leu

Glu
665

46

Gln

410

Thr

Gly

ASp

Ala

Gly

ASp

Lys

Asn

Asp

Ile

570

Lys

Gln

Asn

Asp

Gly

val

395

Ash

Gly

ser

LysS

val

475

Gly

Leu

Gly

Ile

Asn

555

Gly

Lys

Glu

Glu

Tyr

635

Trp

sSer

Thr

Leu

Gly

Gly

Ala

Gly

Phe

Glu

Ser

540

Glu

Gln

Tyr

Phe

Ala

620

val

val

Thr

Glu

Phe

Gly

Trp

Leu

ser

Phe

Glu

525

Leu

Pro

Leu

Glu

Glu

605

Leu

Lys

Glu

Thr

Ile

Glu

430

Gly

Thr

Ala

Ala

ser

510

Ile

Asp

Glu

Glu

Leu

590

His

Leuy

Lys

Gln

670

Asn

415

Phe

Gly

Leu

Gly

Leu

495

Pro

Thr

Leu

Asn

Leu

575

Asp

Gly

Asn

val

Leu

655

LYsS

400

AsSn

Tyr

ser

Asn

Gly

val

ser

ser

Ile

560

Met

Lys

Lys

Pro

Asn

640

val

Ile
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Ala

Gly

Gly

Leu

val

Glu

GlIn

Ala

785

Lys

Leu

Gly

Leu

865

Arg

Gln

<210> 12
<211> 2745
<212> ADN

Asp

Asn

690

Ala

Gly

GlIn

val

Ile

770

Glu

Leu

Asn

val

850

Lys

Leu

Leu

Ile

675

Met

val

Thr

Thr

Tyr

755

Asp

Ala

Glu

Asn

Gln

835

Lys

Tyr

Lys

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética

Thr

Leu

Ile

Phe

Ile

740

Lys

Leu

Thr

Lys

Glu

820

Cys

Arg

Ile

AsSp

Lys

Ile

Tyr

Leu

Ala

Asp

Tyr

Ile

Lys

Asn

805

ser

Ser

Leu

Tyr

Lys

885

Tyr

ES 2632470 T3

Ile

Lys

Leu

710

Leu

Asn

Ile

Arg

Ala

790

Asn

Ile

val

Glu

870

val

val

Ile

Asp

695

Glu

va'l

Ala

va'l

Lys

Ile

Ile

Asn

ser

ASD

855

Asn

Asn

Asp

Pro

680

Asp

Phe

ser

Leu

Thr

760

Lys

Ile

Asn

Lys

Tyr

840

Phe

Arg

Asn

Asn

Tyr

Phe

Ile

Tyr

Ser

745

Asn

Met

Asn

Phe

Ala

825

Leu

ASD

Gly

Thr

Gln
905

47

Ile

val

Pro

Ile

730

Lys

Trp

Lys

Tyr

Ash

810

Met

Met

Ala

Thr

Leu

890

Arg

Gly

Gly

Glu

715

ala

Arg

Leu

Glu

Gln

795

Ile

Ile

Asn

Ser

Leu

875

Ser

Leu

Pro

Ala

700

Ile

Asn

Asn

Ala

Ala

780

Tyr

Asp

Asn

ser

Leu

860

Ile

Thr

Leu

Ala

685

Leu

Ala

Lys

Glu

Lys

Leu

Asn

Asp

Ile

Met

845

Lys

Gly

Asp

ser

Leu

Ile

Ile

val

Lys

val

Glu

Gln

Leu

Asn

830

Ile

Asp

Gln

Ile

Thr
910

Asn

Phe

Pro

Leu

735

Trp

Asn

Asn

Tyr

Ser

815

Lys

Pro

Ala

val

Pro

895

Leu

Ile

ser

val

720

Thr

Asp

Thr

Gln

Thr

300

Ser

Phe

Tyr

Leu

Asp

880

Phe

Asp



<400> 12

catatgggat
gttgacatty
aaaatccaca
ggtgacctga
tacctgtcta
cgtatttact
ttctygggacy
gttattcagc
tctgctgata
cgtaacgoct
gaagaatccc
cctgcggtta
atcaatccga
gaagttagct
ctgcaagaaa
ctgaacaaayg
tttaaagaaa
aaattcgata
ttctttaaag
dacatcgtgc
ctggctgcta
aaaaacttca
agcgcagacg
cacgctgtty
agcgcactag
gaagacaact
gaagcagccg
ttcgacaacg
ctggaactga
tataccatgt
ctgactaact
agcgactacyg
gaacagctty

gcggatatca

ccatggagtt
cttacatcaa
acaaaatctg
acccgecacc
ccgataacga
ccaccgacct
gttctaccat
cggacggttc
tcatccagtt
acggtteccac
tggaagtaga
ccctggetca
accgtgictt
tcgaagaact
acgagttccg
cgaaatccat
aatacctgct
aactttacaa
ttctgaaccyg
Cgadagttaa
attttaacgg
ctggtctgtt
atgacgataa
cgcragegag
tgctgcagtyg
tcaccaacga
aagaaaacat
agccggaaaa
tgccgaacat
tccactacct
ccgttaacga
tgaaaaaggt
tttatgattt

Cctatcatcat

ES 2632470 T3

cgttaacaaa
aatcccgaac
ggttatcccy
ggaagcgaaa
aaaggacaac
gggccgtatg
cgataccgaa
ctatcgttcc
cgagtgtaag
tcagtacatc
cacgaaccca
cgaactgatt
caaagttaac
gcgtactttt
tctgtactac
cgtgggtace
cagcgaagac
aatgctgact
caadacctat
Ctacactatc
ccagaacacyg
cgagttttac
aggttggacc
cggtggcggt
tatcaaggtt
cctgaacaaa
ctcgetggac
catttctatc
cgaacgttte
gcgcgcgcag
agctctygcte
caacaaagcyg
taccgacgag

cccgtacatc

cagtrtcaact
gctggccaga
gaacgtgata
caggtgccgy
tacctgaaag
ctgctgacta
ctgaaagtaa
gaagaactga
agctttggtc
cgtttetcte
ctgctggycy
catgcaggcc
accaacgegt
ggcagtcacg
tataacaagt
actgcttcte
accteccggca
gaaatttaca
ctgaacttcyg
tacgatggtt
gaaatcaaca
aagctgctgt
ctgaactctyg
agcggcggtg
aacaactggg
ggtgaagaaa
ctgatccage
gaaaacctga
ccaaacgygta
gaatttgaac
aacccgtecc
actgaagctyg
acgtccgaag

ggtccggete

48

ataaagaccc
tgcagccggt
cctttactaa
tatcttacta
gtgttactaa
gcatcgttog
tcgacactaa
acctggtgat
acgaagttct
cggacttcac
ctggtaaatt
accgcctgta
attacgagat
acgctaaatt
tcaaagatat
tccagtacat
aattctctgt
ccgaagacaa
acaaggcagt
tcaacctgcg
acatgaactt
gcgrtcgacygg
ctggttacct
gcggtagcgg
atttattctt
tcacctcaga
agtactacct
gctctgatat
aaaagtacga
acggcaaatce
gtgtatacac
caatgttctt
tatctactac

tgaacattgqg

agttaacggt
aaaggcattc
cccggaagaa
tgactccacc
actgttcgag
cggtratcceg
ctgcatcaac
catcggeecg
gaacctcacc
cttcggtttt
cgcaactygat
cggtatcgec
gtccygicty
catcgactct
cgcatccacc
gaagaacgtt
agacaagtty
cttcgttaag
attcaaaatc
taacaccaac
cacaaaactyg
cggtggcggt
gctgggtecg
cggryggcggt
cagcccgagt
tactaacatc
gacctttaat
catcggccag
gctgyacaaa
ccgtatcgea
cttcttctct
gggrrgggtt
cgacaaaatt

caacatgcty

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
340
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
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tacaaagacg acttcgttgg cgcactgatc ttctccggtg cggtgatcct gctggagttc 2100
atcccggaaa tcgceccatece ggtactggge acctttgctc tggtttctta cattgcaaac 2160
aaggttctga ctgtacaaac catcgacaac gcgctgagca aacgtaacga aaaatgggat 2220
gaagtttaca aatatatcgt gaccaactgyg ctyggctaagg ttaatactca gatcgacctce 2280
atccgcaaaa aaatgaaaga agcactggaa aaccaggcgg aagctaccaa ggcaatcatt 2340
aactaccagt acaaccagta caccgaggaa gaaaaaaaca acatcaactt caacatcgac 2400
gatctgtcct ctaaactgaa cgaatccatc aacaaagcta tgatcaacat caacaagtte 2460
ctgaaccagt gctctgtaag ctatctgatg aactccatga tcccgtacgg tgttaaacgt 2520
ctggaggact tcgatgcgtc tctgaaagac gccctgetga aatacattta cgacaaccgt 2580
ggcactctga tcggtcaggt tgatcgtctg aaggacaaag tgaacaatac cttatcgacce 2640
gacatccctt ttcagctcag taaatatgtc gataaccaac gccttttgtc cactctagaa 2700
gcactagcga gtgggcacca tcaccatcac cattaatgaa agett 2745
<210>13
<211> 910
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia sintética
<400> 13
Met Gly Ser Met Glu Phe val Asn Lys Gln Phe Asn Tyr Lys Asp Pro
1 5 10 15
val Asn Gly val Asp Ile Ala Tyr Ile Lys Ile Pro Asn Ala Gly Gln
20 25 30
Met GIn Pro val Lys Ala Phe Lys Ile His Asn Lys Ile Trp val Ile
35 40 45
Pro Glu Arg Asp Thr Phe Thr Asn Pro Glu Glu Gly Asp Leu Asn Pro
50 55 60
Pro Pro Glu Ala Lys GlIn val Pro val Ser Tyr Tyr Asp Ser Thr Tyr
65 70 75 80
Leu Ser Thr Asp Ash Glu Lys Asp Asn Tyr Leu Lys Gly val Thr Lys
85 20 95
Leu Phe Glu Arg Tle Tyr Ser Thr Asp Leu Gly Arg Met Leu Leu Thr
100 105 110
Ser Tle val Arg Gly Ile Pro Phe Trp Gly Gly Ser Thr Ile Asp Thr
115 120 125
Glu Leu Lys val Ile Asp Thr Asn Cys Ile Asn val Ile Gln Pro Asp

49



Asn

Pro

Pro

Ala

Asn

ser

AsD

Tyr

ser

305

Lys

Asp

Thr

Tyr

val

385

Ala

130

Ser

Asp

Leu

Asp

Leu

210

His

Pro

Gly

Ala

Tyr

290

Glu

Lys

Glu

Leu

370

Asn

Ala

Tyr

Ile

Thr

Phe

195

Leu

Glu

Asn

Leu

Lys

ASN

val

Lys

Leu

Asp

355

Ash

Tyr

Asn

Arg

Arg

180

Thr

Gly

Leu

Arg

Glu

260

Phe

Lys

Gly

Tyr

Lys

340

Asn

Phe

Thr

Phe

ser

Gln

165

Asn

Phe

Ala

val

245

val

Ile

Phe

Thr

Leu

325

Phe

Phe

AsSp

Ile

Asn
405

ES 2632470 T3

Glu

150

Phe

Gly

Gly

Gly

His

230

Phe

ser

Asp

Lys

Thr

310

Leu

Asp

val

Lys

Tyr

Gly

135

Glu

Glu

Tyr

Phe

Lys

Ala

Lys

Phe

Ser

ASD

Ala

Ser

Lys

Lys

Ala

375

Asp

Gln

Leu

Cys

Gly

Glu

200

Fhe

Gly

val

Glu

Leu

280

Ile

ser

Glu

Leu

Phe

360

val

Gly

Asn

50

Asn

Lys

ser

185

Glu

Ala

His

Asn

Glu

265

Gln

Ala

Leu

Asp

Tyr

Phe

Phe

Phe

Thr

Leu

Ser

170

Thr

ser

Thr

Arg

Thr

250

Leu

Glu

ser

Gln

Thr

330

Lys

Lys

Lys

Asn

Glu
410

val

155

Phe

Gln

Leu

Asp

Leu

235

Asn

Arg

Asn

Thr

Tyr

315

ser

Met

va'l

Leu
395

Ile

140

Ile

Gly

Tyr

Glu

Pro

220

Tyr

Ala

Thr

Glu

Leu

300

Met

Gly

Leu

Leu

Ash

380

Arg

Asn

Ile

His

Ile

val

205

Ala

Gly

Tyr

Phe

Phe

285

Asn

Lys

Lys

Thr

Asn

365

Ile

AsSh

Asn

Gly

Glu

Arg

Asp

val

Ile

Tyr

Gly

Arg

Lys

Asn

Phe

Glu

Arg

val

Thr

Met

Pro

val

175

Phe

Thr

Thr

ala

Glu

255

Gly

Leu

Ala

val

sSer

335

Ile

Lys

Pro

Asn

Asn
415

Ser

160

Leu

ser

Asn

Leu

Ile

240

Met

His

Tyr

Lys

Phe

320

va'l

Tyr

Thr

Lys

Leu

400

Phe



Thr

Cys

Thr

Ala

465

Ala

Ser

Ile

Asp

Glu

545

Glu

Leu

His

Leu

Asp

Leu

Lys

val

Leu

450

Gly

Leu

Pro

Thr

Leu

330

Asn

Leu

Asp

Gly

Asn

610

val

Leu

Lys

Asnh

Leu

Asp

435

Asn

Gly

val

Ser

Ser

515

Ile

Ile

Met

Lys

LysS

595

Pro

Asn

val

Ile

Ile
675

Lys

420

Gly

ser

Gly

Leu

Glu

500

Asp

GlIn

ser

Pro

Tyr

580

ser

ser

Lys

Tyr

Ala

660

Gly

Asn

Gly

Ala

Gly

Gln

485

Asp

Thr

Gln

Ile

Asn

565

Thr

Arg

Arg

Ala

Asnh
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Phe

Gly

Gly

Ser

470

Cys

Asnh

Asn

Tyr

Glu

550

Ile

Met

Ile

val

Thr

630

Phe

Ile

Met

Thr

Gly

Tyr

455

Gly

Ile

Phe

Ile

Tyr

Asn

Glu

Phe

Ala

TYr

615

Glu

Thr

Thr

Leu

Gly

ser

440

Leu

Gly

Lys

Thr

Glu

520

Leu

Leu

Arg

His

Leu

600

Thr

ala

Asp

Ile

Tyr

Leu

425

Ala

Leu

Gly

val

Asn

505

Ala

Thr

ser

Phe

Tyr

585

Thr

Phe

Ala

Glu

Ile

665

Lys

51

Phe

Asp

Gly

Gly

Asn

490

ASp

Ala

Phe

ser

Pro

570

Leu

Asn

Phe

Met

Thr

650

Ile

ASp

Glu

Asp

Pro

Ser

475

Asn

Leu

Glu

Asn

Asp

555

Asn

Arg

ser

ser

Phe

635

Ser

Pro

ASp

Phe

Asp

His

460

Gly

Trp

Asnh

Glu

Phe

540

Ile

Gly

Ala

val

ser

620

Leu

Glu

Tyr

Phe

Gly

Asp

Lys

Asn

525

Asp

Ile

Lys

GIn

Asn

605

ASp

Gly

val

Ile

val
685

Lys

Lys

val

Gly

Leu

Gly

Ile

Asn

Gly

Lys

Glu

590

Glu

Tyr

Trp

Ser

Gly

Gly

Leu

Gly

Ala

Gly

Phe

495

Glu

Ser

Glu

Gln

Tyr

575

Phe

Ala

val

val

Thr

655

Pro

Ala

Leu

Trp

Leu

Ser

480

Phe

Glu

Leu

Fro

Leu

560

Glu

Glu

Leu

Lys

Glu

640

Thr

Ala

Leu
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<210> 14
<211> 899

Ile

Ile

705

val

Lys

val

Glu

G1n

785

Leu

Asn

Ile

Asp

GlIn

865

Ile

Thr

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Phe

620

Pro

Leu

Trp

Asn

Asn

770

Tyr

sSer

Lys

Pro

Ala

850

val

Pro

Leu

Ser

val

Thr

ASp

Thr

755

Gln

Thr

ser

Phe

Tyr

Leu

Asp

Phe

Glu

<223> Secuencia sintética

<400> 14

1

Gly

Leu

val

Glu

740

Gln

Ala

Glu

Lys

Leu

820

Gly

Leu

Arg

Gln

Ala
200

Ala

Gly

GlIn

val

Ile

Glu

Glu

Leu

805

Asn

val

Lys

Leu

Leu

885

Leu

5

ES 2632470 T3

val

Thr

710

Thr

Tyr

Asp

Ala

Glu

790

Asn

G1n

Lys

Tyr

Ala

Ile

695

Phe

Ile

Lys

Leu

Thr

775

Lys

Glu

Cys

Arg

Asp

Lys

Ser

Leu

Ala

Asp

Tyr

Ile

760

Lys

Asn

ser

ser

Leu

840

Tyr

Lys

Tyr

Gly

Leu

Leu

Asn

Ile

745

Arg

Ala

Asn

Ile

val

825

Glu

Asp

val

val

His
905

52

Glu

val

Ala

730

val

Lys

Ile

Asn

810

ser

Asp

Asn

Asn

Asp

His

10

Phe

Ser

715

Leu

Thr

Lys

Ile

Asn

795

Lys

Tyr

Phe

Arg

Asn

875

Asn

His

Ile

700

Tyr

Ser

Asn

Met

Asn

780

Phe

Ala

Leu

Asp

Gly

Thr

GlIn

His

Pro

Ile

LyS

Trp

Tyr

Asn

Met

Met

Ala

845

Thr

Leu

Arg

His

Glu

Ala

Arg

Leu

750

Glu

G1n

Ile

Ile

Asn

830

Ser

Leu

Ser

Leu

His
910

Ile

Asn

Asn

735

Ala

Ala

Tyr

Asp

Asn

815

ser

Leu

Ile

Thr

Leu
895

Ala

Lys

Glu

Lys

Leu

Asn

Asp

Ile

Met

Lys

Gly

ASp

Ser

Met Gly Ser Met Glu Phe val Asn Lys GIn Phe Asn Tyr Lys Asp Pro
15



val

Met

Pro

Pro

65

Leu

Leu

ser

Glu

Gly

Ala

Asn

Pro

Pro

Ala

225

Asn

ser

Asp

Asn

Gln

Glu

50

Pro

ser

Phe

Ile

Leu

130

ser

Asp

Leu

Asp

Leu

210

His

Pro

Gly

Ala

Gly

Pro

35

Arg

Glu

Thr

Glu

val

115

Lys

Tyr

Ile

Thr

Phe

195

Leu

Glu

Asn

Leu

Lys
275

val

20

val

As5p

Ala

ASp

Arg

100

Arg

val

Arg

Ile

Arg

Thr

Gly

Leu

Arg

Glu

260

Phe

Asp

Lys

Thr

Lys

Asn

85

Ile

Gly

Ile

sSer

Gln

165

Asn

Phe

Ala

Ile

val

245

val

Ile

ES 2632470 T3

Ile

Ala

Phe

Gln

70

Glu

Tyr

Ile

Asp

Glu

150

Phe

Gly

Gly

Gly

His

230

Phe

Ser

Asp

Ala

Phe

Thr

55

val

Lys

ser

Pro

Thr

135

Glu

Glu

Tyr

Phe

Lys

Ala

Lys

Phe

Ser

Pro

ASD

Thr

Phe

120

Asn

Leu

Cys

Gly

Glu

200

Phe

Gly

val

Glu

Leu
280

Ile

25

Ile

Pro

val

Ash

Asp

Trp

Cys

AsSn

LyS

Ser

185

Glu

Ala

His

Asn

Glu

265

Gln

53

Lys

His

Glu

ser

Tyr

90

Leu

Gly

Ile

Leu

Ser

170

Thr

Ser

Thr

Arg

Thr

250

Leu

Glu

Ile

Asn

Glu

Tyr

75

Leu

Gly

Gly

Asn

val

155

Phe

Gln

Leu

Asp

Leu

235

Asn

Arg

Asn

Pro

Lys

Gly

60

Tyr

Lys

Arg

Ser

val

140

Ile

Gly

Tyr

Glu

Pro

220

Tyr

Ala

Thr

Glu

Asnh

Ile

45

Asp

Asp

Gly

Met

Thr

125

Ile

Ile

His

Ile

val

2Q5

Ala

Gly

Tyt

Phe

Phe
285

Ala

30

Trp

Leu

ser

val

Leuy

110

Ile

Gln

Gly

Glu

Arg

Asp

val

Ile

Tyr

Gly

Arg

Gly

val

Asn

Thr

Thr

95

Leu

ASp

Prao

Pro

val

175

Phe

Thr

Thr

Ala

Glu

255

Gly

Leu

Gln

Ile

Pro

Tyr

80

Lys

Thr

Thr

Asp

ser

160

Leu

sar

Asn

Leu

Ile

240

Met

His

Tyr



Tyr

ser

305

Lys

ASD

Thr

Tyr

val

385

Thr

Cys

Thr

Ala

465

sSer

Asp

Glu
545

Tyr

290

Glu

LYS

Glu

Leu

370

Asn

Ala

Lys

val

Leu

450

Gly

Leu

Pro

Thr

Leu

530

Asn

Asn

val

Lys

Leu

Asp

355

Asn

Tyr

Asn

Leu

Gly

val

sSer

ser

515

Ile

Ile

Lys

Gly

Tyr

LYS

340

Asn

Phe

Thr

Phe

Lys

Gly

Ser

Gly

Leu

Glu

500

Asp

Gln

sSer

Phe

Thr

Leu

325

Phe

Phe

Asp

Ile

Asn

405

Asn

Gly

Ala

Gly

Gln

485

Asp

Thr

Gln

Ile

Lys

Thr

310

Leu

ASD

val

Lys

Tyr

390

Gly

Phe

Gly

Gly

ser

470

Cys

Asn

Asn

Tyr

Glu
550
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Asp

295

ser

LYS

Lys

Ala

375

Asp

Gln

Thr

Gly

Tyr

455

Gly

Phe

Tyr
535

Asn

Ile

ser

Glu

Leu

Phe

360

val

Gly

Asn

Gly

Ser

440

Leu

Gly

Lys

Thr

Glu

520

Leu

Leu

Ala

Leu

Asp

Tyr

345

Phe

Phe

Phe

Thr

Leu

425

Ala

Leu

Gly

val

Asn

505

Ala

Thr

sSer

54

sSer

Gln

Thr

330

Lys

Lys

Lys

Asn

Glu

410

Phe

Asp

Gly

Gly

Asn

490

Asp

Ala

Phe

Ser

Thr

Tyr

sSer

Met

val

Ile

Leu

395

Ile

Glu

Asp

Pro

Ser

475

Asn

Leu

Glu

Asn

ASp

Leu

300

Met

Gly

Leu

Leu

Asn

380

Arg

Asn

Phe

Asp

His

460

Gly

Trp

Asn

Glu

Phe

540

Ile

Asn

Lys

Lys

Thr

Asn

365

Ile

Asn

Asn

Tyr

Gly

Asp

Lys

Asn

525

Asp

Ile

Lys

Asn

Phe

Glu

350

Arg

val

Thr

Met

Lys

val

Gly

Leu

Asn

Gly

Ala

val

Ser

335

Ile

Lys

Prao

Asn

Asn

415

Leu

Gly

Ala

Gly

Phe

495

ser

Glu

Gln

Lys

Phe

320

val

TV

Thr

Lys

Leu

400

Phe

Leu

Trp

Leu

ser

480

Phe

Leu

Pro

Leu
560



Glu

Leu

His

Leu

LyS

625

Gln

Asp

Leu

Ile

Ile

705

val

LyS

val

Glu

Gln

785

Leu

Asn

Ile

Leu

Asp

Gly

Asn

610

val

Leu

Lys

Asn

Phe

690

FPro

Leu

Trp

Asn

Asn

770

Tyr

ser

Lys

Pro

Met

Lys

AsSh

val

Ile

Ile

675

Ser

val

Thr

Asp

Thr

755

Gln

Thr

ser

Phe

Tyr

Pro

ser

LyS

Tyr

Ala

660

Gly

Gly

Leu

val

Glu

740

Gln

Ala

Glu

Lys

Leu

820

Gly

Asn
565
Thr
Arg

Arg

Ala

Asn

Ala

Gly

Gln

val

Ile

Glu

Glu

Leu

805

Asn

val
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Tle

Met

Ile

val

Thr

630

Phe

Ile

Met

val

Thr

710

Thr

TyYr

Asp

ala

Glu

790

Asn

Gln

Lys

Glu

Phe

Ala

Tyr

615

Glu

Thr

Thr

Leu

Ile

695

Phe

Ile

Lys

Leu

Thr

775

Lys

Glu

Cys

Arg

Arg

His

Leu

600

Thr

Ala

Asp

Ile

Tyr

680

Leu

Ala

ASp

Tyr

Ile

760

Lys

Ash

ser

ser

Leu

55

Phe

TYIr

Thr

Phe

Ala

Glu

Ile

665

Lys

Leu

Leu

Asn

Ile

745

Arg

Ala

ASn

Ile

val

825

Glu

Pro

570

Leu

Asn

Phe

Met

Thr

650

Ile

Asp

Glu

val

Ala

730

val

Lys

Ile

Ile

Asn

810

ser

Asp

Asn

Arg

Ser

sSer

Phe

635

Ser

Pro

Asp

Phe

Ser

715

Leu

Thr

Lys

Ile

Asn

795

Lys

Tyr

Phe

Gly

Ala

val

Ser

620

Leu

Glu

Tyr

Phe

Ile

700

TYr

ser

Asn

Met

Asnh

780

Phe

Ala

Leu

ASD

Lys

Gln

Asn

605

Asp

Gly

val

Ile

val

685

Pro

Ile

Lys

Trp

Lys

765

Tyr

Asn

Met

Met

Ala

Lys

Galu

590

Glu

Tyr

Trp

sSer

Gly

Gly

Galu

Ala

Arg

Leu

750

Glu

Gln

Ile

Ile

Asn

830

ser

Tyr

575

Phe

Ala

val

val

Thr

655

Pro

Ala

Ile

Asn

Asn

735

Ala

Ala

Tyr

ASpP

Asn

815

Ser

Leu

Glu

Glu

Leu

Lys

Glu

640

Thr

Ala

Leu

Ala

Lys

720

Lys

Leu

Asn

ASp

800

Met

Lys



10

835
Asp Ala Leu Leu Lys
850
Gln val Asp Arg Leu
865
ITe Pro Phe GIn Leu
885
Thr Leu Asp
<210> 15
<211> 2787
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética

<400> 15

catatgggat
gttgacattyg
aaaatccaca
gytgacctga
tacctgtcta
cgtatttact
ttctggggcy
gttattcagce
tctgctyata
cgtaacggct
gaagaatcce
cctgeggtta
atcaatccga
gaagttagct
ctgcaagaaa
ctgaacaaag
tttaaagaaa
aaattcgata
ttctttaaag
aacatcgtgce

ctggctgcta

ccatggagtt
cttacatcaa
acaaaatctg
acccgccacc
ccgataacga
ccaccgacct
gttctaccat
cggacygttc
tcatccagtt
acggttceac
tggaagtaga
ccctggctca
accgtytctt
tcgaagaact
acgagttecy
cgaaatccat
aatacctgct
aactttacaa
ttctgaacecy
cgaaagttaa

attttaacgg

ES 2632470 T3

840

845

Tyr Ile Tyr Asp Asn Arg Gly Thr Leu Ile Gly

855

Lys Asp Lys val Asn As
870

860

875

n Thr Leu Ser Thr Asp

880

Ser Lys Tyr val Asp Asn GIn Arg Leu Leu Ser
890 8

cgttaacaaa
aatcccgaac
ggttatcecg
ggaagcgaaa
aaaggacaac
gggccgtaty
cgataccgaa
ctatcgttcec
cgagtotaag
tcagtacatc
cacgaacccea
cgaactgatt
caaagttaac
gcgtactttt
tctytactac
cgtgggtacc
cagcgaagac
aatgctgact
caaaacctat
ctacactatc

ccagaacacg

cagttcaact
gctogccaga
gaacgtgata
caggtgccgy
tacctgaaag
ctyctygacta
ctgaaagtaa
gaagaactga
agctttgyte
cogtttetete
ctyctygycy
catgcagygcc
accaacgegt
ggcggtcacy
tataacaagt
actgcttcte
accteceggca
gaaatttaca
ctgaacttcyg
tacgatggtt

gaaatcaaca

56

ataaagaccc
tgcagecggt
cctttactaa
tatcttacta
gtgttactaa
gcatcygttcy
tcgacactaa
acctggtygat
acgaagttet
cggacttcac
ctggtaaatt
accgectyta
attacgagat
acgctaaatt
tcaaagatat
tccagtacat
aattctctgt
ccgaagacaa
acaaggcagt
tcaacctgcyg

acatgaactt

agttaacggt
aaaggcattc
cccggaagaa
tgactccacc
actgttcgag
cggtatcecy
ctgcatcaac
catcggeecy
gaacctcacce
ctteggtttt
cgcaactgat
cggtatcgcce
gtccggtety
catcgactct
cgcatccacc
gaagaacgtt
agacaagttg
cttcgttaag
attcaaaatc
taacaccaac

cacaaaactg

95

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
260

1020
1080
1140
1200
1260



10

aaaaacttca
agcgcagacy
cacgctgttg
ggcggtggeg
tgtatcaagg
gacctgaaca
atctcgetgg
aacatttcta
atcgaacgtt
ctgcgcgege
gaagctctgc
gtcaacaaag
tttaccgacg
atcccgtaca
ggcgcactga
ccggtactgg
accatcgaca
gtgaccaact
gaagcactgg
tacaccgagg
aacgaatcca
agctatctga
tctctgaaag
gttgatcgtc
agtaaatatg

catcaccatc

ctggtctgtt
atgacgataa
gtaaccaccy
gtagcggcgy
ttaacaacty
aaggtgaaga
acctgatcca
tcgaaaacct
tcccaaacgyg
aggaatttga
tcaacccgtc
cgactgaagc
agacgtccga
tcggtccgge
tcttctccgg
gcacctrtgc
acgcgcrgag
ggctggctaa
aaaaccaggc
aagaaaaaaa
tcaacaaagc
tgaactccat
acgccctygct
tgaaggacaa
tcgataacca

accattaatyg

ES 2632470 T3

cgagttttac
aggttggacc
ttctttetet
tggcggtagc
ggatttattc
aatcacctca
gcagtactac
gagctctgat
taaaaagtac
acacggcaaa
ccgtgtatac
tgcaatgttc
agtatctact
tctgaacatt
tgcggtgatc
Tctggrtrct
caaacgtaac
ggttaatact
ggaagctacc
caacatcaac
tatgatcaac
gatccecgtac
gaaatacatt
agtgaacaat
acgccttttg

aaagctt

<210> 16

<211> 924

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 16

aagctgctyt
ctgaactcty
gacctgaacg
ggcggtggcg
ttcagcccya
gatactaaca
crgaccttta
atcatcggcce
gagctggaca
tcccgtatcg
accttctect
ttgggttggg
accgacaaaa
ggcaacatgc
ctgctggagt
tacattgcaa
gaaaaatggg
cagatcgacc
aaggcaatca
ttcaacatcyg
atcaacaagt
dgtgttaaac
tacgacaacc
accttatcga

tccactctayg

gcgtegacgg
ctygttacct
gtctgacctc
gtagcgcact
gtgaagacaa
tcgaagcage
atttcgacaa
agctggaact
aatataccat
cactgactaa
ctagcgacta
ttgaacagct
ttgcggatat
tgtacaaaga
tcatcccgga
acaaggtrct
atgaagttta
tcatccgeaa
ttaactacca
acgatctgtc
tcctgaacca
gtctggagga
gtggcactct
ccgacatccec

aagcactagc

cggtggcygt
gctygytecy
tycyctagycy
agtgctgcag
cttcaccaac
cgaagaaaac
cgagccggaa
gatgccgaac
gttccactac
ctccgttaac
cgtgaaaaag
tgrttatgat
cactatcatc
cgacttcgtt
aatcgccatc
gactgtacaa
caaatatatc
aaaaatgaaa
gtacaaccay
ctctaaacty
gtgctctgta
cttcgatycy
gatcggtcay
ttttcagctce

gagtgggcac

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2787

Met Gly Ser Met Glu Phe val Asn Lys GIn Phe Asn Tyr Lys Asp Pro
1 3 10 15

val Asn Gly val Asp Ile Ala Tyr Ile Lys Ile Pro Asn Ala Gly Gln

57



Met

Pro

Pro

65

Leu

Leu

ser

Glu

Gly

Ala

Asnh

Pro

Pro

Ala

Ash

Ser

Asp

Tyr

Gln

Glu

50

Pro

Ser

Phe

Ile

Leu

130

ser

Asp

Leu

Asp

Leu

210

His

Pro

Gly

Ala

TYF
290

Pro

35

Ary

Glu

Thr

Glu

val

115

Lys

Tyr

Ile

Thr

Phe

195

Leu

Glu

Asn

Leu

LyS

Asn

20

val

Asp

Ala

Asp

Arg

Arg

val

Arg

Ile

Arg

Thr

Gly

Leu

Arg

Glu

260

Phe

Lys

Lys

Thr

Lys

Asn

85

Ile

Gly

Ile

Ser

GlIn

165

Asn

Phe

Ala

Ile

val

245

val

Ile

Phe

ES 2632470 T3

Ala

Phe

Gln

70

Glu

Tyr

Ile

Asp

Glu

150

Phe

Gly

Gly

Gly

His

Phe

ser

A5p

Lys

Phe

Thr

55

val

Lys

5er

Pra

Thr

135

Glu

Glu

Tyr

Phe

Lys

Ala

Lys

Fhe

ser

ASp

Pro

Asp

Thr

Phe

120

Asn

Leu

Cys

Gly

Glu

200

Phe

Gly

val

Glu

Leu

280

Ilea

25

Ile

Pro

val

Asn

Asp

Trp

Cys

Asn

Lys

Ser

185

Glu

Ala

His

Asn

Glu

265

Gln

ala

58

His

Glu

Ser

Tyr

Leu

Gly

Ile

Leu

ser

170

Thr

ser

Thr

Arg

Thr

250

Leu

Glu

ser

Asn

Glu

Tyr

75

Leu

Gly

Gly

Asn

val

155

Phe

Gln

Leu

Asp

Leu

235

ASn

Arg

ASn

Thr

Lys

Gly

60

Tyr

Lys

Arg

Ser

val

140

Ile

Gly

Tyr

Glu

Pro

220

Tyr

Ala

Thr

Glu

Leu
300

Ile

45

ASpP

Asp

Gly

Met

Thr

125

Ile

Ile

His

Ile

val

205

Ala

Gly

TYr

Phe

Fhe

285

Asn

30

Trp

Leu

ser

val

Leu

110

Ile

Gln

Gly

Glu

Arg

190

ASp

val

Ile

TYr

Gly

Arg

Lys

val

Asn

Thr

Thr

95

Leu

Asp

Pro

Pro

val

175

Phe

Thr

Thr

Ala

Glu

Gly

Leu

Ala

Ile

Pro

Tyr

80

Lys

Thr

Thr

Asp

ser

160

Leu

Ser

Asn

Leu

Ile

240

Met

His

Tyr

LYyS



ser

305

LyS

ASp

Thr

Tyr

val

385

Ala

Thr

Cys

Thr

His

465

Gly

val

Ser

sSer

Ile

545

Ile

Glu

Lys

Glu

Leu

370

Asn

Ala

Lys

val

Leu

450

Arg

Gly

Leu

Glu

530

Gln

Ser

val

LysS

Leu

Asp

355

Asn

Tyr

Asn

Leu

Asp

435

Asn

Ser

Gly

Gln

Asp

515

Thr

Gln

Ile

aly

Tyr

Phe

Thr

Phe

Lys

420

Gly

ser

Phe

Ser

Cys

500

Asn

Asn

Tyr

Glu

Thr

Leu

325

Phe

Phe

Asp

Ile

Asn

405

Asn

Gly

Ala

Ser

Phe

Ile

Tyr

Asn
565

ES 2632470 T3

Thr

310

Leu

AsSp

val

Lys

Tyr

Gly

Phe

Gly

Gly

Asp

Gly

Lys

Thr

Glu

Leu

550

Leu

Ala

Ser

Lys

Lys

Ala

375

Asp

GlIn

Thr

Gly

Tyr

Leu

Gly

val

Asn

Ala

535

Thr

sSer

Ser

Glu

Leu

Phea

360

val

Gly

Asn

Gly

sSer

440

Leu

Asn

Gly

Asn

Asp

520

Ala

Phe

sSer

Leu

ASp

Phe

Phe

Thr

Leu

425

Ala

Leu

Gly

ser

Asn

505

Leu

Glu

Asn

Asp

59

Thr

330

Lys

Lys

Lys

Asn

Glu

410

Phe

Asp

Gly

Leu

Gly

Trp

Asn

Glu

Phe

Ile
570

Met

val

Ile

Leu

395

Ile

Glu

Asp

Pro

Thr

475

Gly

Asp

Lys

Asn

Asp
555

Met

Gly

Leu

Leu

Asn

380

Arg

Asn

Phe

Asp

His

460

Ser

Gly

Leu

Gly

Tle

540

Asn

Gly

LYs

LYs

Thr

Asn

365

Ile

Asn

Asn

Tyr

Ala

Gly

Phe

Glu

525

Ser

Glu

Gln

Asn

Phe

Glu

350

Arg

val

Thr

Met

Lys

Lys

val

Leu

Ser

Phe

519

Glu

Leu

Pro

Leu

val

ser

335

Ile

Lys

Pro

Asn

Asn

415

Leu

Gly

Gly

Ala

Ala

495

Ser

Ile

Asp

Glu

Glu
575

Phe

320

val

Tyr

Thr

Lys

Leu

409

Phe

Leu

Trp

Asn

Gly

Leu

Pro

Thr

Leu

Ash

560

Leu



Met

Lys

Lys

Pro

625

Asn

val

Ile

Ile

Ser

705

val

Thr

Asp

Thr

Gln

785

Thr

ser

Phe

Pro

Tyr

Ser

610

ser

Lys

TYr

Ala

Gly

Gly

Leu

val

Glu

Gln

770

Ala

Glu

Lys

Leu

Asn

Thr

395

Arg

Aryg

Ala

ASD

Asp

Asn

Ala

Gly

Gln

val

755

Ile

Glu

Glu

Leu

Asn
835

Ile
580

Met

val

Thr

FPhe

660

Ile

Met

val

Thr

Thr

740

Tyr

Asp

Ala

Glu

Asn

820

Gln

Glu

Phe

Ala

TYr

Glu

645

Thr

Thr

Leu

Ile

Phe

725

Lys

Leu

Thr

Lys

805

Glu

Cys

ES 2632470 T3

Arg

His

Leu

Thr

630

Ala

Asp

Ile

Tyr

Leu

710

Ala

Asp

Tvr

LYS

Asn

ser

ser

Phe

Tyr

Thr

615

Phe

Ala

Glu

Ile

Lys

695

Leu

Leu

Asn

Ile

Arg

Ala

Asn

Ile

val

Pro

Leu

600

Asn

Pha

Met

Thr

Ile

680

AsD

Glu

val

Ala

val

760

Lys

Ile

Ile

Asn

ser
840

60

Asn

585

Arg

Ser

ser

Phe

ser

665

Fro

Asp

Phe

Ser

Leu

745

Thr

Lys

Ile

AsSh

Lys

Tyr

Gly

aAla

val

ser

Leu

650

Glu

Tyr

Phe

Tle

Tyr

730

Ser

Asn

Met

Asn

Phe

810

Ala

Leu

Lys

Gln

Asn

ASp

Gly

val

Ile

val

Pro

715

Ile

Lys

Trp

Lys

Tyr

AsSh

Met

Met

Lys

Glu

Glu

620

TYr

Trp

ser

Gly

Gly

Glu

Ala

Arg

Leu

Glu

780

Gln

Ile

Ile

Asn

Tyr

Phe

605

Ala

val

val

Thr

Pro

685

Ala

Ile

AsSn

Asn

Ala

765

Ala

TYr

Asp

Asn

Ser
845

Glu

590

Glu

Leu

LYysS

Glu

Thr

670

Ala

Leu

Ala

Lys

Glu

750

Lys

Leu

Asn

Asp

Ile

830

Met

Leu

His

Leu

Lys

Gln

655

Asp

Leu

Ile

Ile

val

735

Lys

val

Glu

Gln

Leu

815

Asn

Ile

Asp

Gly

Asn

val

640

Leu

Lys

Asn

Phe

Pro

720

Leu

Trp

Asn

Asn

Tyr

Ser

Lys

Pro
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<210> 17
<211>913

Tyr Gly
Leu Leu
865

Asp Arg

Phe Gln

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

val

Lys

Leu

Leu

Leu
915

<223> Secuencia sintética

<400> 17

Lys

Tyr

Lys

Ser

900

Ala

ES 2632470 T3

Arg Leu
Ile Tyr
Asp Lys
885

Lys Tyr

ser Gly

Glu Asp
855

Asp Asn
val Asn

val Asp

His His
920

61

Phe asp Ala

Arg Gly Thr
875

Asn Thr Leu
890

Asn Gln Arg
905

His His His

Ser

860

Leu

Ser

Leu

His

Leu Lys Asp Ala

Ile Gly GlIn val
880

Thr Asp Ile Pro
895

Leu Ser Thr Leu
210



Met

val

Met

Pro

Pro

65

Leu

Leu

Ser

Glu

Gly

Gly

Asnh

Gln

Glu

50

Pro

ser

Phe

Ile

Leu

130

Ser

ser

Gly

Pro

35

Arg

Glu

Thr

Glu

val

115

Lys

Tyr

Met

val

20

val

Asp

Ala

Asp

Arg

Arg

val

Arg

Glu

Asp

Lys

Thr

Lys

AsSDh

85

Ile

Gly

Ile

Ser

ES 2632470 T3

Phe

Ile

Ala

Phe

Gln

70

Glu

Tyr

Ile

Asp

Glu
150

val

Ala

Phe

Thr

55

val

Lys

ser

Pro

Thr

135

Glu

Asn

Tyr

Pro

Asp

Thr

Phe

120

Asn

Leu

62

Lys

Ile

25

Ile

Pro

val

Asn

Asp

Trp

Cys

Asn

GIn

10

Lys

His

Glu

ser

Tyr

90

Leu

Gly

Ile

Leu

Phe

Asn

Glu

Tyr

75

Leu

Gly

Gly

Asn

val
155

Asn

Pro

Lys

Gly

60

Tyr

Lys

Arg

Ser

val

140

Ile

Tyr

Asn

Ile

45

Asp

Asp

Gly

Met

Thr

125

Ile

Ile

Lys

Ala

30

Trp

Leu

Ser

val

Leu

110

Ile

Gln

Gly

Asp

15

Gly

val

Asn

Thr

Thr

95

Leu

Asp

Pro

Pro

Pro

Pro

Lys

Thr

Thr

Asp

Ser
160



Ala

Ash

Pro

Pro

Ala

Asn

Ser

Asp

Tyr

ser

305

Lys

AsSp

Thr

Tyr

val

385

Ala

Thr

Asp

Leu

Asp

Leu

210

His

Pro

Gly

Ala

Tyr

Ile

Glu

Lys

Glu

Leu

370

Asn

Ala

Lys

Ile

Thr

Phe

195

Leu

Glu

Asn

Leu

Lys

Asn

val

Lys

Leu

AsSp

355

Asn

Tyr

Asn

Leu

Ile

Arg

Thr

Gly

Leu

Arg

Glu

260

Phe

Lys

Gly

TYr

Lys

Asn

Phe

Thr

Phe

Gln

165

Asn

Phe

Ala

Ile

val

245

val

Ile

Phe

Thr

Leu

325

Phe

Phe

Asp

Ile

Asnh

405

Asnh

ES 2632470 T3

Phe

Gly

Gly

Gly

His

230

Phe

Ser

Asp

Lys

Thr

310

Leu

ASD

val

Lys

Tyr

Gly

Phe

Glu

Tyr

Phe

Lys

215

Ala

Lys

Phe

Ser

sSer

Lys

Lys

Ala

375

Asp

Gln

Thr

Cys

Gly

Glu

200

Phe

Gly

val

Glu

Leu

280

Ile

Ser

Glu

Leu

Phe

360

val

Gly

Asn

Gly

63

Lys
sSer

185

Glu

His

Asn

Glu

265

Gln

Ala

Leu

Asp

TYr

Phe

Phe

Phe

Thr

Leu
425

ser

170

Thr

Ser

Thr

Arg

Thr

250

Leu

Glu

ser

Gln

Thr

330

Lys

Lys

Lys

Asn

Glu

410

Phe

Phe

Gln

Leu

Asp

Leu

235

Asn

Arg

Asn

Thr

TYr

315

ser

Met

val

Ile

Leu

395

Ile

Glu

Gly

Tyr

Glu

Pra

220

Tyr

ala

Thr

Glu

Leu

300

Met

Gly

Leu

Leu

Asn

380

Arg

Asn

Phe

His

Ile

val

205

Ala

Gly

Tyr

Phe

Phe

285

Asn

Lys

LysS

Thr

Asn

365

Ile

Asn

Asn

Tyr

Glu

Arg

190

Asp

val

Ile

Tyr

Gly

Arg

LysS

Asn

Phe

Glu

350

Arg

val

Thr

Met

Lys

val

175

Phe

Thr

Thr

aAla

Glu

Gly

Leu

Ala

val

ser

335

Ile

Lys

Pro

Asn

Asn

415

Leu

Leu

ser

Asn

Leu

Ile

240

Met

His

Tyr

Lys

Phe

320

val

Tyr

Thr

Lys

Leu

400

Phe

Leu



Cys

Thr

His

465

Gly

val

Ser

ser

Ile

545

Tle

Met

Lys

Lys

Pro

625

Asn

val

Ile

Ile

ser

va'l

Leu

450

Arg

Gly

Leu

Glu

Asp

530

Gln

Ser

Pro

Tyr

Ser

610

ser

Lys

Tyr

Ala

Gly

Gly

ser

Gly

GlIn

515

Thr

Gln

Ile

Asn

Thr

595

Arg

Arg

Ala

Asp

Asp

Asn

Ala

Gly

ser

Phe

Ser

Cys

500

Asn

Asn

Tyr

Glu

Ile

580

Met

val

Thr

Phe

660

Ile

Met

val

Gly

Ala

ser

Phe

Ile

Tyr

Asn

565

Glu

Phe

Ala

Tyr

Glu

645

Thr

Thr

Leu

Ile

ES 2632470 T3

Gly

Gly

ASp

Gly

Lys

Thr

Glu

Leu

550

Leu

Arg

His

Leu

Thr

630

Ala

Asp

Ile

Tyr

Leu

Leu

Gly

val

Asn

Ala

535

Thr

ser

Phe

Tyr

Thr

615

Phe

Ala

Glu

Ile

Lys

Leu

ser

440

Leu

Ash

Gly

Asn

Asp

520

Ala

Fhe

ser

Pro

Leu

600

Asn

Phe

Met

Thr

Ile

680

Asp

Glu

Ala

Leu

Gly

ser

Ash

505

Leu

Glu

Asn

Asp

Asn

585

Arg

ser

ser

Phe

ser

665

Pro

Asp

Phe

64

ASD

Gly

Leu

Gly

Trp

Asn

Glu

FPhe

Ile

570

Gly

Ala

val

ser

Leu

650

Glu

Tyr

Fhe

Ile

Asp

Pro

Thr

475

Gly

Asp

Lys

Asn

Asp

555

Ile

Lys

Gln

Asn

Gly

val

val

Pro

Asp

His

460

ser

Gly

Leu

Gly

Ile

540

Asn

Gly

Lys

Glu

Glu

620

Tvyr

Trp

ser

Gly

Gly

Glu

Ala

Gly

Phe

Glu

ser

Glu

Gln

Tyr

Phe

605

Ala

val

val

Thr

Pro

685

Ala

Ile

Lys

val

Leu

ser

Phe

510

Glu

Leu

Pro

Leu

Glu

590

Glu

Leu

Lys

Glu

Thr

670

Ala

Leu

Ala

Gly

Gly

Ala

Ala

495

Ser

Ile

Asp

Glu

Leu

His

Leu

Lys

GlIn

655

Asp

Leu

Ile

Ile

Trp

Asn

Gly

480

Leu

Pro

Thr

Leu

Asn

560

Leu

Asp

Gly

Ash

val

640

Leu

Lys

Asn

Phe

Pro
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705

val

Thr

AsSp

Thr

GlIn

785

Thr

Ser

Phe

Tyr

Leu

BG5S

AsSp

Phe

AsSp

<210> 18
<211> 2769
<212> ADN

Leu

val

Glu

GlIn

770

Ala

Glu

Lys

Leu

Gly

Leu

Arg

G1n

Gly

Gln

val

755

Ile

Glu

Glu

Leu

Asnh

835

val

Lys

Leu

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética

<400> 18

Thr

Thr

740

TVr

Asp

Ala

Glu

Asn

820

Gln

Lys

TVr

Lys

sSer
900

Phe

725

Ile

Lys

Leu

Thr

Lys

Glu

Cys

Arg

Ile

AsSp

Lys
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710

Ala

Asp

Tyr

Ile

Lys

Asnh

Ser

Ser

Leu

Tyr

Lys

Tyr

Leu

Asn

Ile

Arg

775

Ala

Asnh

Ile

val

Glu

Asp

val

val

val

Ala

val

760

Lys

Ile

Ile

Asn

Ser

840

ASp

Asn

Asn

ASp

65

ser

Leu

745

Thr

Lys

Ile

Asn

Tyr

Phe

Arg

Asn

Asn
905

TYr

730

ser

Asn

Met

Asn

Phe

810

Ala

Leu

Asp

Gly

Thr

890

Gln

715

Ile

Lys

Trp

Lys

Tyr

Asn

Met

Met

Thr
875

Leu

Arg

Ala

Arg

Leu

Glu

780

GlIn

Ile

Ile

Asn

ser

860

Leu

ser

Leu

Asn

Asn

Ala

765

Ala

Tyr

ASp

Asn

Ser

845

Leu

Ile

Thr

Leu

Lys

Glu

750

Lys

Leu

Asn

ASp

Ile

830

Met

Lys

Gly

ASp

ser
910

val
735

Lys

val

Glu

GlIn

Leu

815

Asn

Ile

ASp

G1n

Ile

895

Thr

720

Leu

Trp

Asn

Asn

Tyr

Ser

Lys

Pro

val
8§80

Fro

Leu



ES 2632470 T3

catatgggat ccatgccggt taccatcaac aacttcaact acaacgaccc gatcgacaac 60

aacaacatca ttatgatgga accgccgttc gcacgtggta ccggacgtta ctacaaggcet 120

tttaagatca ccgaccgtat ctggatcatc ccggaacgtt acaccttcgg tracaaacct 180
gaggacttca acaagagtag cgggattttc aatcgtgacg tctgcgagta ctatgatcca 240
gattatctga ataccaacga taagaagaac atattccttc agactatgat taaactcttc 300
aaccgtatca aaagcaaacc gctcggtgaa aaactcctcg aaatgattat caacgytatce 360
ccgtacctcy gtgaccygtcg tygtcccgett gaagagttca acaccaacat cgcaagcgte 420
accgtcaaca aactcatcag caacccagygt gaagtcgaac gtaaaaaagg tatcttcgea 480
aacctcatca tcttcggtce gggtccgygte ctcaacgaaa acgaaaccat cgacatcggt 540
atccagaacc acttcgcaag ccgtgaaggt ttcggtggta tcatgcagat gaaattctgce 600
ccyggaatacyg tcagtgtctt caacaacgtc caggaaaaca aaggtgcaag catcttcaac 660
CgTCgryggrt actrtcagcga CCcgygcactc atccrtcarge atgaactcat ccacgtccrce 720
cacggtctct acggtatcaa agttgacgac ctcccgatcg tcccgaacga gaagaaattce 780
ttcatgcaga gcaccgacge aatccaggct gaggaactct acaccttcgg tggccaagac 840
ccaagtatca taaccccgtc caccgacaaa agcatctacg acaaagtcct ccagaacttc 900
agyggytatcyg tggacagact caacaaagtc ctcgtctgca tcagcgaccc gaacatcaat 960
atcaacatat acaagaacaa gttcaaagac aagtacaaat tcgtcgagga cagcgaagqc 1020
aaatacagca tcgacgtaga aagtttcgac aagctctaca aaagcctcat gttcggtttc 1080
accgaaacca acatcgccga gaactacaag atcaagacaa gggcaagtta cttcagcgac 1140
agcctcecge ctgtcaaaat caagaacctc ttagacaacg agatttacac aattgaagag 1200
ggcttcaaca tcagtgacaa agacatggag aaggaataca gaggtcagaa caaggotatce 1260
aacaaacagy catacgagga gatcagcaaa gaacacctcg cagtctacaa gatccagaty 1320
tgcgtcgacy goggtggcygg tagegcagac gatgacgata aaggttggac cctgaactet 1380
gctggttace tgctggygtce gcacgctgtt gcgetageyg goygtggeyyg tagegycygt 1440
ggcggtagey gQoggtggegg tagogcacta gtgetgcagt gcatcgacygt tgacaacgaa 1500
gacctgttct tcatcgetga caaaaacagc ttcagtgacg acctgagcaa aaacgaacgt 1560
atcgaataca acacccagag caactacatc gaaaacgact tcccgatcaa cgaactgatce 1620
ctggacaccy acctgataag taaaatcgaa ctgccgageg aaaacaccga aagtctgace 1680
gacttcaacy ttgacgttcc ggtttacgaa aaacagecyg ctatcaagaa aatcttcacc 1740
gacgaaaaca ccatcttcca gtacctgtac agccagacct tcccgctgga catccgtgac 1800
atcagtctga ccagcagttt cgacgacygct ctgctgttca gcaacaaagt ttacagttrtce 1860
ttcagcatgg actacatcaa aaccgctaac aaagrtgttg aagcagggcet gttegetggt 1920
tgggttaaac agatcgttaa cgacttcgtt atcgaagcta acaaaagcaa cactatggac 1980
gcaatcgctg acatcagtct gatcgttccg tacatcggtc tggctctgaa cgttggtaac 2040
gaaaccgcta aaggtaactt tgaaaacgct ttcgagatcg ctggtgcaag catcctgcetyg 2100
gagttcatcc cggaactygct gatcccggtt grttggtgctt tccrtgctgga aagttacatc 2160
gacaacaaaa acaagatcat caaaaccatc gacaacgctc tgaccaaacg taacgaaaaa 2220

66
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<210> 19

tggagtgata
tacaccatca
atcatcaaat
ttcaacgaca
aacttcatca
gaaaaactgc
aacaagctgt
aagaccatca
ttcaacaaat

tgaaagctt

<211>918
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

tgtacggtct
aagaaggtat
accgttacaa
tcaacagcaa
acggttgcag
tggacttcga
acctgatcgg
tgccgttcga

acaactctct

<223> Secuencia sintética

<400> 19

ES 2632470 T3

gatcgttgct
gtacaaagct
catctacagt
actgaacgaa
tgttagctac
caacaccctg
tagtgctgaa
cctgagtatc

agaagcacta

cagtggctga
ctgaactace
gagaaggaaa
ggtatcaacc
ctgatgaaga
alaaaagaacc
tacgaaaaaa

tacaccaacq

gcgagtgggc

67

gcaccgtcaa
aggctcaggce
agagtaacat
aggctatcga
agatgatccce
tyctgaacta
gtaaagtgaa
acaccatcct

accatcacca

cacccagttc
tctggaagag
caacatcgac
caacatcaac
gctggctogtt
catcgacgaa
Caaatacctg
gatcgaaatg

tcaccattaa

2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2769



Met

Ile

Thr

Ile

Ser

65

Tyr

Lys

Glu

Leu

Ile
145

Gly

AsSp

Gly

Pro

50

ser

Leu

Leu

Met

Glu

130

Ser

sSer

Asn

Arg

35

Glu

Gly

Asn

Phe

Ile

115

Glu

Asn

Met

Asn

20

Tyr

Arg

Ile

Thr

Asn

100

Phe

Pro

Pro

Asn

Tyr

Tyr

Phe

Asn

85

Arg

Asn

Asn

Gly

ES 2632470 T3

val

Ile

Lys

Thr

Asn

70

AsSp

Ile

Gly

Thr

Glu
150

Thr

Ile

Ala

Phe

55

Arg

Lys

Lys

Ile

Asn

135

val

Ile

Met

Phe

40

Gly

Asp

Lys

Ser

Pro

120

Ile

Glu

68

Asn

Met

25

Lys

Tyr

val

Asn

Tyr

Ala

Arg

Asn

10

Glu

Ile

Lys

Cys

Ile

90

Pro

Leu

ser

Lys

Phe

Pro

Thr

Pro

Glu

75

Phe

Leu

Gly

va'l

Lys

Asn

Pro

Asp

Glu

60

Tyr

Leu

Gly

Asp

Thr

140

Gly

Tyr

Phe

Arg

45

Asp

Tyr

Gln

Glu

Arg

val

Ile

Asn

Ala

30

Ile

Phe

Asp

Thr

Arg

Asn

Phe

Asp

15

Arg

Trp

Asn

Pro

Met

95

Leu

val

Lys

Ala

Pro

Gly

Ile

Lys

Asp

80

Ile

Leu

Pro

Leu

Asn
160



Leu

Asp

Ile

val

S5er

225

Gly

Lys

Tyr

Lys

305

Asn

Ser

LyS

Lys

Lys

Ile

Ile

Met

G1n

210

Asp

Leu

Lys

Thr

Ser

290

Leu

Ile

Glu

Ser

Ile

370

Tle

Asn

Ala

Ile

Gly

Gln

195

Glu

Pro

Tyr

Phe

Phe

275

Ile

Asn

Tyr

Gly

Leu

355

Lys

Lys

Ile

Ile

Phe

Ile

180

Met

Asn

Ala

Gly

Phe

260

Gly

Tyr

Lys

Lys

Lys

Met

Thr

Asn

Ser

Asn
420

Gly

Gln

Lys

Lys

Leu

Ile

245

Met

Gly

Asp

val

Asn

325

Tyr

Phe

Arg

Leu

Asp

Lys

Fro

Asn

Fhe

Gly

Ile

230

Lys

G1In

G1In

Lys

Leu

310

Lys

Ser

Gly

Ala

Leu

390

Lys

Gln

ES 2632470 T3

Gly

His

Cys

Ala

215

Leu

val

ser

AsSp

val

295

val

Phe

Ile

Phe

Ser

375

Asp

Asp

Ala

Pro

Phe

Pro

200

5er

Met

Asp

Thr

Pro

280

Leu

Cys

Lys

ASp

Thr

360

Tyr

Asn

Met

Tyr

va'l

aAla

185

Glu

Ile

His

Asp

Asp

ser

Gln

Ile

Asp

va'l

345

Glu

Phe

Glu

Glu

Glu
425

69

Leu

170

ser

Tyr

Phe

Glu

Leu

250

Ala

Ile

Asn

ser

Lys

Glu

Thr

ser

Ile

Lys

410

Glu

Asn

Arg

val

Asn

Leu

235

Pro

Ile

Ile

Phe

315

Tyr

ser

Asn

Asp

Tyr

395

Glu

Ile

Glu

Glu

ser

Arg

220

Ile

Gln

Thr

300

Pro

Lys

Phe

Ser

380

Thr

Tyr

Ser

Asn

Gly

val

205

Arg

His

val

Ala

Pro

285

Galy

Asn

Phe

Asp

Ala

365

Leu

Tle

Arg

Lys

Glu

Phe

120

Phe

Gly

val

Pro

Glu

270

ser

Ile

Ile

val

Lys

Glu

Fro

Glu

Gly

Glu
430

Thr

175

Gly

Asn

Tyr

Leu

Asn

255

Glu

Thr

val

Asn

Glu

Leu

Asn

Fro

Glu

Gln

415

His

Gly

Asn

Phe

His

240

Glu

Leu

ASp

Asp

Ile

320

Asp

Tyr

Tyr

val

Gly

400

Asn

Leu



Ala

Asp

Gly

Gly

Asp

Asp

Ile

Ile

545

Phe

Ile

FPhe

Ala

Ile

val

Thr

Leu

Ala

val

Asp

450

Pro

ser

Ash

Leu

Glu

530

ser

Asnh

Phe

Pro

Leu

610

Lys

Lys

Met

Ala

Phe
6920

Asp

His

Gly

Glu

Ser

515

Asn

Lys

val

Thr

Leu

595

Leu

Thr

Gln

Asp

Leu

675

Glu

Lys

Asp

ala

Gly

Asp

500

Lys

Asp

Ile

ASp

AsSp

580

ASp

Phe

Ala

Ile

Ala

660

Asn

Ile

Ile

Lys

val

Gly

Leu

Ash

Phe

Glu

val

565

Glu

Ile

Ser

Asn

val

645

Ile

val

Ala

ES 2632470 T3

Gln

Gly

Ala

470

Gly

Phe

Glu

Pro

Leu

550

Pro

Asn

Arg

Asn

Lys

Asn

Ala

Gly

Gly

Met

Trp

Leu

ser

Phe

Arg

Ile

535

Pro

val

Thr

Asp

Lys

val

Asp

ASP

Asn

Ala
695

Cys

Thr

Ala

Ala

Ile

Ile

520

Asn

ser

Tyr

Ile

Ile

600

val

val

Phe

Tle

Glu

680

ser

val

Leu

Gly

Leu

Ala

505

Glu

Glu

Glu

Glu

Phe

585

ser

Tyr

Glu

val

Ser

665

Thr

Ile

70

Asp

Asn

Gly

val

490

Asp

Tyr

Leu

Asn

Leu

ser

Ala

Ile

650

Leu

Ala

Leu

Gly

sSer

Gly

Leu

Lys

Asn

Ile

Thr

555

Gln

Tvr

Thr

Phe

Gly

Glu

Ile

Lys

Leu

Gly

Ala

460

Gly

Gln

Asnh

Thr

Leu

540

Glu

Pro

Leu

Ser

Phe

620

Leu

Ala

val

Gly

Glu
700

ser

Cys

Ser

Glin

525

Asp

ser

Ala

Tyr

sSer

605

ser

Phe

Asn

Pro

Asn

685

Phe

Gly

Tyr

Gly

Ile

Phe

510

Ser

Thr

Leu

Ile

Ser

590

Phe

Met

Ala

Lys

Tyr

670

Phe

ITle

ser

Leu

Gly

Asp

Ser

Asn

ASp

Thr

AsSp

Asp

Gly

ser

655

Tle

Glu

Pro

Leu

Gly

val

Asp

Tyr

Leu

Asp

560

Lys

Thr

Asp

Tyr

Trp

Asn

Gly

Asn
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<210> 20
<211>908

Leu

705

Asn

Asn

Ser

Ala

Tyr

785

Asn

Asn

Lys

Leu

Ile

865

Thr

Ile

His

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Lys

Glu

Thr

Leu

770

Asn

Asp

Ile

Met

Lys

Gly

Ile

Glu

His

Ile

Asn

Lys

val

755

Asn

Ile

Ile

Asn

Ile

835

Lys

Ser

Met

Met

His
915

<223> Secuencia sintética

<400> 20

Pro

Lys

Trp

Asnh

Tyr

Tyr

Asn

Asn

820

Pro

Asnh

Ala

Pro

Phe

900

His

val

Ile

Ser

Thr

G1In

ser

ser

805

Phe

Leu

Leu

Glu

Phe

885

Asn

His

ES 2632470 T3

val

710

Ile

Asp

GlIn

Ala

Glu

790

Lys

Ile

Ala

Leu

Tyr

870

Asp

Lys

His

Gly

Lys

Met

Phe

Gln

775

Lys

Leu

Asn

val

Asn

8535

Glu

Leu

Tyr

Ala

Thr

Tyr

Tyr

760

Ala

Glu

Asn

Gly

Glu

840

Tyr

Lys

Ser

Asn

71

Phe

Ile

Gly

Thr

Leu

Lys

Glu

Cys

825

Lys

Ile

Ser

Ile

Ser
905

Leu

Asp

730

Leu

Ile

Glu

ser

Gly

ser

Leu

Asp

Lys

Tyr

Leu

Leu

715

Asn

Ile

Lys

Glu

Asn

795

val

Leu

Glu

val

875

Thr

Glu

Glu

Ala

val

Glu

Ile

780

Ile

Asn

ser

Asp

Asn

860

Asn

Asn

Ala

Ser

Leu

Ala

Gly

Ile

Asn

Gln

Tyr

Phe

845

Lys

Lys

Asp

Leu

Tyr

Thr

GlIn

750

Met

Lys

Ile

Ala

Leu

830

Asp

Leu

Tyr

Thr

Ala
910

Ile

735

Trp

Tyr

Tyr

Asp

Ile

815

Met

Asn

Tyr

Leu

Ile

895

Ser

Asp

Arg

Leu

Lys

Arg

Phe

800

Asp

Lys

Thr

Leu

Lys

Leu

Gly



ES 2632470 T3

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

ITe Asp Asn Asn Asn Ile Ile Met Met Glu Pro Pro Phe Ala Arg Gly
20 25 30

Thr Gly Arg Tyr Tyr Lys Ala Phe Lys Ile Thr Asp Arg Ile Trp Ile
35 40 45

Ile Pro Glu Arg Tyr Thr Phe Gly Tyr Lys Pro Glu Asp Phe Asn Lys
50 55 60

Ser Ser Gly Ile Phe Asn Arg Asp val Cys Glu Tyr Tyr Asp Pro Asp
65 70 75 80

Tyr Leu Asn Thr Asn Asp Lys Lys Asn Ile Phe Leu Gln Thr Met Ile
85 90 95

Lys Leu Phe Asn Arg Ile LySs Ser Lys Pro Leu Gly Glu Lys Leu Leu
100 105 110

Glu Met Ile Ile Asn Gly Ile Pro Tyr Leu Gly Asp Arg Arg val Pro
115 120 125

Leu Glu Glu Phe Asn Thr Asn Ile Ala Ser val Thr val Asn Lys Leu
130 135 140

Ile Ser Asn Pro Gly Glu val Glu Arg Lys Lys Gly Ile Phe Ala Asn
145 150 155 160

Leu Ile TIle Phe Gly Pro Gly Pro val Leu Asn Glu Asn Glu Thr Ile
165 170 175

Asp Ile Gly ITe Gln Asn His Phe Ala Ser Arg Glu Gly Phe Gly Gly
180 185 190

Tle Met G1n Met Lys Phe Cys Pro Glu Tyr val Ser val Phe Asn Asn
195 200 205

val Gln Glu Asn Lys Gly Ala Ser Ile Phe Asn Arg Arg Gly Tyr Phe
210 215 220

Ser Asp Pro Ala Leu TIle Leu Met His Glu Leu Ile His val Leu His
225 230 235 240

Gly Leu Tyr Gly Ile Lys val Asp Asp Leu Pro Ile val Pro Asn Glu
245 250 255

Lys Lys Phe Phe Met Gln Ser Thr Asp Ala Ile Gln Ala Glu Glu Leu
260 265 270

Tyr Thr Phe Gly Gly Gln Asp Pro Ser Ile Ile Thr Pro Ser Thr Asp
275 280 285

72



Lys

305

Asn

Ser

Lys

Lys

Lys

Phe

Lys

Ala

Asp

Gly

Gly

ASp

Asp

Ile

Ile

545

Phe

ser
290

Leu

ser

Ile

370

Asnh

Ala

val

ser

Asn

Leu

ser

Asn

Ile

ASn

Tyr

Gly

Leu

355

Lys

Lys

Ile

Ile

Tyr

435

Asp

His

Gly

Glu

ser

515

Asnh

Lys

val

Tyr

Lys

Lys

Lys

Met

Thr

Asn

ser

Asn

420

Lys

Asp

Ala

Gly

ASp

500

Lys

Asp

Ile

ASD

Asp

val

Asn

325

TYr

Phe

Arg

Leu

Asp

Lys

Ile

Lys

val

Gly

Leu

Asn

Phe

Glu

val

ES 2632470 T3

Lys

Leu

310

Lys

Ser

Gly

Ala

Leu

390

Lys

Gln

Gln

Gly

Ala

470

Gly

Phe

Pro

Leu
550

Pro

val

295

val

Phe

Ile

Phe

Ser

375

Asp

Asp

Ala

Met

Trp

455

Leu

sSer

Phe

Arg

Ile

Pro

val

Leu

Cys

Lys

Asp

Thr

360

Tyr

Asn

Met

Tyr

Cys

4240

Thr

Ala

Ala

Ile

Ile

520

Asn

Ser

Tyr

73

Gln

Ile

Asp

val

345

Glu

Phe

Glu

Leu

Gly

Leu

Ala

505

Glu

Glu

Glu

Asn

sSer

Thr

sSer

Ile

Lys

410

Glu

ASp

Ash

Gly

val

490

ASp

Tyr

Leu

Asn

Lys

Phe

Asp

315

Tyr

sSer

Asn

Asp

TvYr

Glu

Ile

Gly

Ser

Gly

Leu

Lys

Asn

Thr
555

Gln

Arg

Pro

Lys

Phe

Ile

ser

380

Thr

Tyr

ser

Gly

Ala

460

Gly

Gln

ASN

Thr

Leu

540

Glu

Pro

Gly

Asn

Phe

Asp

Ala

365

Leu

Ile

Arg

Lys

Gly

Gly

Ser

Cys

ser

Gln

525

Asp

sSer

Ala

Ile

Ile

val

Lys

Glu

Pro

Glu

Gly

Glu

430

Gly

Tyr

Gly

Phe

510

ser

Thr

Leu

Ile

val

Asn

Glu

Leu

Asn

Pro

Glu

Gln

415

His

Ser

Leu

Gly

Asn

Asp

Thr

Lys

Asp
Ile
320
Asp
Tyr
Tyr
val
Gly
Asn
Leu
Ala
Leu
Gly
4

val
ASp
Tyr
Leu
Asp

560

Lys



Ile

Phe

Ala

Ile

625

val

Thr

Leu

Ala

Leu

705

Asn

Asn

ser

Ala

Tyr

785

Ash

ASD

Lys

Phe

Pro

Leu

610

Lys

Lys

Met

Ala

Phe

690

Leu

Lys

Glu

Thr

Leu

770

AsSn

Asp

Ile

Met

Thr

Leu

595

Leu

Thr

Gln

Asp

Leu

675

Glu

Ile

Asn

LysS

val

755

Asn

Ile

Ile

Asnh

Ile
835

Asp

580

Asp

Phe

Ala

Ile

Ala

660

ASn

Ile

Pro

Lys

Trp

AsSN

Tyr

Tyr

Ash

Asnh

820

Pro

565

Glu

Ile

Ser

AsSnh

val

645

Ile

val

Ala

val

Ile

725

ser

Thr

Gln

Ser

Ser

805

Phe

Leu

ES 2632470 T3

Asn

Arg

ASN

LYS

Asn

Ala

Gly

Gly

val

710

Ile

ASp

Gln

Ala

Glu

790

Lys

Ile

Ala

Thr

Asp

Asp

ASp

Asnh

Ala

095

Gly

Lys

Met

Phe

Gln

775

Lys

Leu

Asn

val

Ile Phe
585

Ile Ser
600

val Tyr
val Glu
Phe val
Ile ser

665

Glu Thr

680

ser Ile

Ala Phe

Thr Ile

Tyr Gly

Tyr Thr

760

Ala Leu

Glu Lys

Asn Glu

Gly Cys

Glu Lys
840

74

570

Gln

Leu

Ser

Ala

Ile

650

Leu

Ala

Leu

Leu

Leu

Ile

Glu

Ser

Gly

Ser

Leu

Tyr

Thr

Phe

Gly

Glu

Ile

Lys

Leu

Leu

715

Asn

Ile

Lys

Glu

ASn

795

Ile

val

Leu

Leu

Ser

Phe

620

Leu

Ala

val

Gly

Glu

700

Glu

Ala

val

Glu

Ile

780

Ile

Ash

Ser

ASp

Tyr

ser

605

ser

Phe

Asn

Fro

Asn

685

Phe

Ser

Leu

Ala

Gly

Ile

Ash

Gln

Tyr

Phe
845

ser

590

Phe

Met

Ala

Lys

Tyr

670

Phe

Ile

Tyr

Thr

Gln

750

Met

Lys

Ile

Ala

Leu

830

ASp

575

Gln

Asp

Asp

Gly

ser

655

Ile

Glu

Pro

Ile

Lys

Trp

Tyr

Tyr

Asp

Ile

815

Met

Asn

Thr

Asp

Tyr

mrp

Asn

Gly

Asn

Glu

Asp

720

Arg

Leu

LyS

Arg

Phe

800

Asp

Lys

Thr
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Leu

Ile
865

Gly
Thr Ile

Ile Glu

<210> 21

<211> 2769
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

Lys

Ser

Met

Met

300

<223> Secuencia sintética

<400> 21

catatgggat
aacaacatca
tttaagatca
gaggacttca
gattatctga
aaccygtatca
ccgtacctey
accgtcaaca
aacctcatca
atccagaacc
ccggaatacg
cotcgtygtt
cacggtctct
ttcatgcaga
ccaagtatca
aggggtatcg
atcaacatat
aaatacagca
accgaaacca
agccteecge

ggctrcaaca

ccatgccggt
ttatgatgga
ccgaccgtat
acaagagtag
ataccaacga
aaagcaaacc
gtgaccytcy
aactcatcag
tcttcggtee
acttcgeaag
tcagtgtctt
acttcagega
acggtatcaa
geaccgacye
taaccecgte
tggacagact
acaagaacaa
tcgacgtaga
acatcgcecga
ctgtcaaaat

tcagtgacaa

ES 2632470 T3

Asn Leu Leu Asn Tyr

855

Ala Glu Tyr Glu Lys
870

Pro Phe Asp Leu Ser
885

Phe Asn Lys Tyr Asn

taccatcaac
accgecgttc
ctggatcatc
cgggattttc
taagaagaac
getcgygtygaa
tgtcecgett
caacccaggt
gggtccygtce
ccgtgaaggt
caacaacgtc
ccecggeacte
agttgacgac
aatccagoct
caccgacaaa
caacaaagtc
gttcaaagac
aagtttcgac
gaactacaag
caagaacctc

agacatggag

905

aacttcaact
gcacgtggta
ccggaacgtt
aatcgtgacg
atattccttc
aaactcctey
gaagagttca
gaagtcgaac
ctcaacgaaa
ttcggtgyta
caggaaaaca
atcctcatge
ctccecgateg
gaggaactct
agcatctacy
ctcgtctgca
aagtacaaat
aagctctaca
atcaagacaa
ttagacaacg

aaggaataca

75

Ile Asp Glu

ser Lys val

Ile Tyr Thr
890

ser Leu Glu

860

875

Asp

acaacgaccce
ccggacgtta
acaccttegy
tctgcgagta
agactatgat
aaatgattat
acaccaacat
gtaaaaaagy
acgaaaccat
tcatgcagat
aaggtycaag
atgaactcat
tcccgaacga
acaccttegy
acaaagtcct
tcagcgacce
tcgtcgagga
aaagcctcat
gggcaagtta
agatttacac

gaggtcagaa

gatcgacaac
ctacaaggcet
ttacaaacct
ctatgatcca
taaactctte
caacggtatce
cgcaagegte
tatcttegea
cgacatcggt
gaaattctgce
catcttcaac
cecacgtccte
gaagaaattc
tggccaagac
cecagaactte
gaacatcaat
cagcgaaggc
gttcggtrtc
cttcagegac
aattgaagag

caaggctatc

Asn Lys Leu Tyr Leu

Asn Lys Tyr Leu Lys
380

Asn Asp Thr Ile Leu
895

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
260

1020
1080
1140
1290
1260



10

aacaaacagg
tgcgtcgacyg
gctggttacc
ggcggtageg
gacctgttct
atcgaataca
ctggacaccg
gacttcaacg
gacgaaaaca
atcagtctga
ttcagcatgg
tgggttaaac
aaaatcgctg
gaaaccgcta
gagttcatcc
gacaacaaaa
tggagtgata
tacaccatca
atcatcaaat
ttcaacgaca
aacttcatca
gaaaaactgc
aacaagctgt
aagaccatca
ttcaacaaat

tgaaagctt

<210> 22

<211>918
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

catacgagga
gcggrggcgy
tgctgggtcc
gcggtggegy
tcatcgetga
acacccagag
acctgataag
ttgacgttcc
ccatcttcca
ccagcagttt
actacatcaa
agatcgttaa
acatcagtct
aaggtaactt
cggaactgct
acaagatcat
tgtacggtct
aagaaggtat
accgttacaa
tcaacagcaa
acggttgcag
tggacttcga
acctgatcgg
tgccgttcga

acaactctct

<223> Secuencia sintética

<400> 22

ES 2632470 T3

gatcagcaaa
tagcgcagac
gcacgctgtt
tagcgcacta
caaaaacagc
caactacatc
taaaatcgaa
ggtttacgaa
gtacctgtac
cgacgacgct
aaccgctaac
cgacttcgtt
gatcgttccg
tgaaaacgct
gatcccggtt
caaaaccatc
gatcgttgct
gtacaaagct
catctacagt
actgaacgaa
tgttagctac
caacaccctg
tagtgctgaa
cctgagtatc

agaagcacta

gaacacctcg
gatgacgata
gcgctagegg
gtgctgcagt
ttcagtgacg
gaaaacgact
ctgccgageg
aaacagccgg
agccagacct
ctgctgttca
aaagttgrty
atcgaagcta
tacatcggtc
ttcgagatcg
gttggtgctt
gacaacgctc
cagtggctga
ctgaactacc
gagaaggaaa
ggtatcaacc
ctgatgaaga
aaaaagaacc
tacgaaaaaa

tacaccaacg

gcgagtgggc

cagtctacaa
aaggttggac
gcggtggcygg
gcatcgacgt
acctgagcaa
tcccgatcaa
aaaacaccga
ctatcaagaa
tcccgetgga
gcaacaaagt
aagcagggct
acaaaagcaa
tggctctgaa
ctyggtgcaag
tcctgctgga
Tgaccaaacg
gcaccgtcaa
aggctcagyc
agagtaacat
aggctatcga
agatgatccc
tgctgaacta
gtaaagtgaa
acaccatcct

accatcacca

gatccagatyg
cctgaactct
tagcggeggt
tgacaacgaa
aaacgaacgt
cgaactgatc
aagtctgacc
aatcttcacc
catccgtgac
ttacagtttc
gttcgctggt
cactatggac
cgttggtaac
catcctgctyg
aagttacatc
taacgaaaaa
cacccagttc
tctggaagag
caacatcgac
caacatcaac
gctggctgtt
catcgacgaa
caaatacctyg
gatcgaaatg

tcaccattaa

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2769

Met Gly Ser Met Pro val Thr Ile Asn Asn Phe Asn Tyr Ash Asp Pro
1 5 15

Ile Asp Asn Asn Asn Ile Ile Met Met GIu Pro Pro Phe Ala Arg Gly
20 25 30

76



Thr

Ile

ser

65

Tyr

Lys

Glu

Leu

Ile

145

Leu

Asp

Ile

val

ser

225

Gly

Lys

Tyr

Lys

Gly

Pro

50

ser

Leu

Leu

Met

Glu

130

Ser

Ile

Ile

Met

Gln

210

Asp

Leu

Lys

Thr

ser
290

Arg

35

Glu

Gly

Asn

Phe

Ile

115

Glu

Asn

Ile

Gly

Gln

195

Glu

Pro

Tyr

Phe

Phe

275

Ile

Tyr

Arg

Ile

Thr

Asn

100

Ile

Phe

Pro

Phe

Ile

180

Met

Asn

Ala

Gly

Phe

260

Gly

Tyr

Tyr

Tyr

Phe

Asn

85

Arg

Asn

Asn

Gly

Lys

Lys

Leu

Ile

245

Met

Gly

Asp

ES 2632470 T3

Lys

Thr

Asn

70

Asp

Ile

Gly

Thr

Glu

150

Pro

Asn

Phe

Gly

Ile

230

Lys

GlIn

Gln

Lys

Ala

Phe

55

Arg

Lys

Lys

Ile

Asn

135

val

Gly

His

Cys

Ala

215

Leu

val

Ser

Asp

val
295

Phe

40

Gly

Asp

Lys

Ser

Pro

120

Ile

Glu

Pro

Phe

Pro

200

ser

Met

Asp

Thr

Pro

280

Leu

77

Lys

Tyr

val

Asn

Lys

105

Tyr

Ala

Arg

val

Ala

185

Glu

Ile

His

Asp

Asp

265

Ser

GlIn

Ile

Lys

Cys

Ile

90

Pro

Leu

Ser

Lys

Leu

170

ser

Tyr

Phe

Glu

Leu

250

Ala

Ile

Asn

Thr

Pro

Glu

75

Phe

Leu

Gly

val

Lys

Asn

Arg

val

Asn

Leu

235

Pro

Ile

Ile

Phe

Asp

Glu

60

Tyr

Leu

Gly

Asp

Thr

140

Gly

Glu

Glu

ser

Arg

Ile

Ile

GlIn

Thr

Arg

45

Asp

Tyr

Gln

Glu

Arg

val

Ile

Asn

Gly

val

205

Arg

His

val

Ala

Pro

285

Gly

Ile

Phe

Asp

Thr

Lys

110

Arg

Asn

Phe

Glu

Phe

190

Phe

Gly

val

Pro

Glu

270

ser

Ile

Trp

Asn

Pro

Met

95

Leu

val

Lys

Ala

Thr

175

Gly

Asn

Tyr

Leu

Asn

255

Glu

Thr

val

Ile

Lys

Asp

80

Ile

Leu

Pro

Leu

Asn

160

Ile

Gly

Asn

Phe

His

240

Glu

Leu

Asp

Asp



Ser

Lys

Lys

Lys

Ala

Asp

Gly

Gly

Asp

Asp

Ile

Ile

545

Phe

Leu

Ile

Glu

ser

Ile

370

Asn

Ala

val

Ser

Asn

Leu

ser

Asn

Asn

Tyr

Gly

Leu

355

Lys

Lys

Ile

Ile

Tyr

435

Asp

His

Gly

Glu

Ser

515

Asn

Lys

val

Lys

Lys

Thr

Asn

sSer

Asn

420

Lys

ASp

Ala

Gly

ASp

Lys

Asp

Ile

Asp

val

Asn

325

Tyr

Phe

Arg

Leu

405

Lys

Ile

Lys

val

Gly

Leu

Asn

Phe

Glu

val
565
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Leu

310

Lys

Ser

Gly

Ala

Leu

390

Lys

Gln

Gln

Gly

Ala

470

Gly

Phe

Glu

Pro

Leu

550

Pro

val

Phe

Ile

Phe

ser

375

Asp

Asp

Ala

Met

Ser

Phe

Arg

Pro

val

Cys

Lys

Asp

Thr

360

Tvyr

Asn

Met

Tvyr

cys

Thr

Ala

Ala

Ile

Ile

520

Asn

ser

Tvyr

78

Ile

ASp

val

345

Glu

Phe

Glu

Glu

Glu

val

Leu

Gly

Leu

Ala

505

Glu

Glu

Glu

Glu

Ser

Thr

ser

Ile

Lys

410

Glu

Asp

Asn

Gly

val

490

ASp

Tyr

Leu

Asn

Lys

ASp

Tyr

Ser

Asn

ASp

Tyr

Glu

Ile

Gly

Ser

Gly

Leu

Lys

Asn

Ile

Thr

555

G1n

Pro

Lys

Phe

Ile

ser

380

Thr

Tyr

ser

Gly

Ala

460

Gly

Gln

Asn

Thr

Leu

540

Glu

Pro

Ash

Phe

Asp

Ala

365

Leu

Ile

Arg

Lys

Ser

cys

Ser

Asp

ser

Ala

Ile

val

Pro

Glu

Gly

Glu

430

Gly

Tyr

Gly

Ile

Phe

510

Ser

Thr

Leu

Asn

Asn

Pro

Glu

Gln

415

ser

Leu

Gly

Asp

Ser

Asn

Asp

Thr

Lys

Ile

320

Asp

Tyr

Tyr

val

Gly

Asn

Leu

Ala

Leu

Gly

val

Asp

Tyr

Leu

560

Lys
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Ile Phe Thr Asp Glu Asnh Thr Ile Phe Gln Tyr Leu Tyr Ser Glnh Thr
580 585 590

Phe Pro Leu Asp Ile Arg Asp Ile Ser Leu Thr Ser Ser Phe Asp Asp
595 600 605

Ala Leu Leu Phe Ser Asn Lys val Tyr Ser Phe Phe Ser Met Asp Tyr
610 615 620

ITe Lys Thr aAla Asn Lys val val Glu ala Gly Leu Phe Ala Gly Trp
625 630 635 640

val Lys GIln Ile val Asn Asp Phe val Ile Glu Ala Asn Lys Ser Asn
645 650 655

Thr Met Asp Lys Ile Ala Asp Ile sSer Leu Ile val Pro Tyr Ile Gly
660 665 670

Leu Ala Leu Asn val Gly asn Glu Thr Ala Lys Gly Asn Phe Glu Asn
675 680 685

Ala Phe Glu I1e ala Gly ala Ser Ile Leu Leu Glu Phe Ile Pro Glu
690 695 700

Leu Leu Ile Pro val val Gly Ala Phe Leu Leu Glu ser Tyr Ile Asp
705 710 715 720

Ash Lys Asn Lys Ile Ile Lys Thr Ile Asp Asn Ala Leu Thr Lys Arg

Asn Glu Lys Trp Ser Asp Met Tyr Gly Leu Ile val Ala Gln Trp Leu
740 745 750

ser Thr val Asn Thr Gln Phe Tyr Thr Ile Lys Glu Gly Met Tyr Lys
755 760 765

Ala Leu Asn Tyr GIn Ala Gln Ala Leu Glu Glu Ile Ile Lys Tyr Arg
770 775 780

Tyr Asn Ile Tyr Ser Glu Lys Glu Lys Ser Asnh Ile Asn Ile Asp Phe
785 790 795 800

Asn Asp Ile Asn Ser Lys Leu Asn Glu Gly ITe Asn Gln Ala Ile Asp
805 810 815

Asn Ile Asn Asn Phe TIle Asn Gly Cys Ser val Ser Tyr Leu Met Lys
820 825 830

Lys Met Ile Pro Leu Ala val Glu Lys Leu Leu Asp Phe Asp Ash Thr
835 840 845

Leu Lys Lys Asn Leu Leu Asn Tyr Ile Asp Glu Asn Lys Leu Tyr Leu

79
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850 855 860

Ile Gly Ser Ala Glu Tyr Glu Lys Ser Lys val Asn Lys Tyr Leu Lys
865 870 875 880

Thr Ile Met Pro Phe Asp Leu Ser Ile Tyr Thr Asn Asp Thr Ile Leu
885 890 895

Ile Glu Met Phe Asn Lys Tyr Asn Ser Leu Glu Ala Leu Ala Ser Gly
900 905 910

His His His His His His

915
<210> 23
<211> 907
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia sintética
<400> 23
Met Gly Ser Met Pro val Thr Ile Asn Asn Phe Asn Tyr Asn Asp Pro
1 5 10 15

Ile Asp Asn Asn Asn Ile Tle Met Met Glu Pro Pro Phe Ala Arg Gly
20 25 30

Thr Gly Arg Tyr Tyr Lys Ala Phe Lys Ile Thr Asp Arg Ile Trp Ile
35 40 45

Ile Pro Glu Arg Tyr Thr Phe Gly Tyr Lys Pro Glu Asp Phe Asn Lys
50 55 60

Ser Ser Gly Ile Phe Asn Arg Asp val Cys Glu Tyr Tyr Asp Pro Asp
65 70 75 80

Tyr Leu Asn Thr Asn Asp Lys Lys Asn Ile Phe Leu GIn Thr Met Ile
85 90 95

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

Glu Met Ile Ile Asn Gly Ile Pro Tyr Leu Gly Asp Arg Arg val Pro
115 120 125

Leu Glu Glu Phe Asn Thr Asn Ile Ala Ser val Thr val Asn Lys Leu
130 135 140

Ile Ser Asn Pro Gly Glu val Glu Arg Lys Lys Gly Ile phe Ala Asn
145 150 155 160

80



Leu

ASDH

Ile

val

Ser

225

Gly

Lys

Tyr

Lys

305

Asn

ser

Lys

Lys

LysS

385

Phe

Lys

ala

Ile

Ile

Met

G1In

210

Asp

Leu

Lys

Thr

Ser

290

Leu

Ile

Glu

ser

Ile

370

Ile

Asn

Ala

val

Ile

Gly

Gln

195

Glu

Pro

Tyr

Phe

Phe

275

Ile

Asn

Tyr

Gly

Leu

355

Lys

LyS

Ile

Tyr

Phe

Ile

180

Met

Asn

Ala

Gly

Phe

260

Gly

Tyr

Lys

Lys

LyS

340

Met

Thr

Asn

ser

Asn

420

Lys

Gly

Gln

Lys

Lys

Leu

Ile

245

Met

Gly

Asp

val

Asn

325

Tyr

Phe

Arg

Leu

ES 2632470 T3

Pro

ASn

Phe

Gly

Lys

Gln

Gln

Lys

Leu

310

Lys

5er

Gly

Ala

Leu

390

Lys

Gln

Gln

Gly

His

cys

Ala

215

Leu

val

ser

Asp

val

295

val

Phe

Ile

Phe

Ser

375

Asp

Asp

Ala

Met

Pro

Phe

Pro

200

s5er

Met

Asp

Thr

Pro

280

Leu

Cys

Lys

Asp

Thr

360

Tyr

Asn

Met

Tvr

Cys

val
Ala
185
Glu
Ile
His
Asp
Asp
265
ser
Gln
Ile
Asp
val
345
Glu
Phe
Glu
Glu
Glu
4

val

81

Leu

170

ser

Tyr

Phe

Glu

Leu

250

Ala

Ile

Asn

ser

Lys

330

Glu

Thr

Ser

Ile

Lys

410

Glu

Asp

Asn

Arg

val

Asn

Leu

235

Pro

Ile

Ile

Phe

Asp

315

Tyr

ser

Asn

Asp

Tyr

395

Glu

Ile

Gly

Glu

Glu

ser

Arg

Ile

Ile

GlIn

Thr

Arg

Pro

Lys

Phe

Ile

Ser

380

Thr

Tyr

ser

Gly

Asn

Gly

val

205

Arg

His

val

Ala

Pro

285

Gly

Asn

Phe

Asp

Ala

365

Leu

Ile

Arg

Lys

Gly

Glu

Phe

190

Phe

Gly

val

Pro

Glu

270

s5er

Ile

val

Pro

Glu

Gly

Glu

430

Gly

Thr

175

Gly

Asn

Tyr

Leu

Asn

255

Glu

Thr

val

Asn

Glu

Leu

Asn

Pro

Glu

Gln

415

His

Ser

Ile

Gly

Asn

Phe

His

240

Leu

Asp

Asp

Ile

320

Asp

Tyr

Tyr

val

Gly

Asn

Leu

ala



Asp

Asp

Ile

Ile

545

Phe

Ile

Phe

Ala

Thr

Leu

Ala

Leu
705

Asp

450

Pro

ser

Asn

Leu

Glu

530

Ser

Asn

Phe

Pro

Leu

610

Lys

Lys

Met

Ala

Phe

690

Leu

435

ASD

His

Gly

Glu

Ser

515

Asn

Lys

val

Thr

Leu

595

Leu

Thr

ASD
Leu
675

Glu

Ile

Asp

Ala

Gly

Asp

Lys

Asp

Asp

Asp

Asp

Phe

Ala

Ile

LYS

660

Asn

Pro

Lys

val

Asn

Phe

Glu

val

365

Ile

ser

Asn

val

645

Ile

val

Ala

val

ES 2632470 T3

Gly

Ala

470

Gly

Phe

Glu

Pro

Leu

550

Pro

Asn

Arg

Asn

LysS

630

Asn

Ala

Gly

Gly

val
710

Trp

Leu

ser

Phe

Arg

Ile

535

Pro

val

Thr

Asp

Asp

Asp

Asn

Ala

695

Gly

440

Thr Leu

Ala Gly

Ala Leu

Ile Ala
505

Ile Glu
520

Asn Glu

ser Gglu

Tyr Glu

Ile Phe

285

Ile ser
600

val Tyr

val Glu

Phe val

Ile ser

665

Glu Thr
680

ser Ile

Ala rhe

82

Ash

Gly

val

490

Asp

Tyr

Leu

Asn

Lys

Gln

Leu

Ser

Ala

Ile

650

Leu

Ala

Leu

Leu

Sar

Gly

Leu

Lys

Asn

Ile

Thr

335

Gn

Tyr

Thr

Phe

Gly

Glu

Ile

Lys

Leu

Leu
715

Ala

460

Gly

Gln

Asn

Thr

Leu

540

Glu

Pro

Leu

ser

Phe

620

Leu

Ala

val

Gly

Glu

700

Glu

445

Gly

ser

Cys

Ser

Gln

525

Asp

Ser

Ala

Tyr

ser

605

ser

Phe

Ash

Pro

Asn

685

Phe

ser

Tyr

Gly

Ile

Phe

510

ser

Thr

Leu

Ile

ser

590

Phe

Met

Ala

Lys

Tyr

670

Phe

Tyr

Leu

Gly

AsSp

ser

Asn

Asp

Thr

Lys

Gln

Asp

Asp

Gly

Ser

655

Ile

Glu

Pro

Ile

Leu

Gly

val

Asp

Tyr

Leu

ASp

360

Lys

Thr

Asp

Tyr

Trp

Asn

Gly

Asn

Glu

Asp
720
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Asn Lys

Asn Glu

ser Thr

Ala Leu

770

Tyr Asn

Asn Asp
Asn Ile
Lys Met

Leu

Ile
865

Gly
Ile

Thr

Ile Glu

<210> 24

<211> 2778
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

Asn Lys Ile

Lys Trp Sser

val Thr

755

Asn

Asn Tyr Gln

Ile Tyr Ser

Ile Ser

805

Asn

Asn Phe

820

Ash

Pro Leu

Lys Asn Leu

ser Ala Glu

Phe
885

Met Pro

Phe
900

Met Asn

<223> Secuencia sintética

<400> 24

catatggygat
gataacaaaa
aaagcgtttc
aacccgaatc

aactatctga

ES 2632470 T3

Ile

AsSp

G1n

Ala

Glu

790

Lys

Ile

Ala

Leu

Tyr

Asp

Lys

Lys

Met

Phe

GlIn

775

Lys

Leu

Asnh

val

Asn

855

Glu

Leu

Tyr

Thr ITe Asp

730

Tyr Gly Leu

Tyr Thr Ile

Ala Leu Glu

Glu Lys Ser

Asn Glu Gly

Gly Cys Ser

825

Glu
840

Lys Leu

Tyr Ile Asp

Lys Ser Lys

ser Ile Tyr

890

Ser Leu

905

Asn

atcaacaact

Asn

Ile

Lys

Glu

Asn

795

Ile

val

Leu

Glu

val

875

Thr

Asp

Ala

val

Glu

Ile

780

Ile

Asn

Ser

ASp

Asn

860

Asn

Asn

Leu

Ala

Gly

Ile

Asn

Glin

Tyr

Phe

845

Lys

Lys

Asp

Thr

Gln

750

Met

Lys

Ile

Ala

Leu

830

ASp

Leu

Tyr

Thr

Lys

Trp

Tyr

Tyr

ASp

Ile

815

Met

Asn

Tyr

Leu

Ile
895

ccgaattcat
acatcctgta
gtatcaccgg
tgaataaacc

gcaccgatag

gccgatcacce
cctggatacc
caacatttgg
gccgegtgrt

cgataaagat

catctgaata
gttattccgg
accagcccga

accttcctga

83

tcaactacag
ccctggogaa
atcgttttag
aaagcggtta

aagaaatcat

cgatccggty
cgaaccggaa
ccgtaacagce
ttacgatccg

caaactgttc

Arg

Leu

Lys

Arg

Phe

800

ASp

Lys

Thr

Leu

Lys

Leu

60
120
180
240
300



adacgcatca
ccgrttccag
agcgttoatg
agcgtgatta
ctgaccaaca
agcecgeget
agcaaaagcyg
atgcataacc
aacatctttt
ggtccgacca
gattactatc
ttcaacaaat
gaaagcagcg
accgagatct
tacctgagca
atccagaacy
ctgagccgta
aaattttgcg
aactctgctyg
ggcggtggcy
gtgaaaaaca
ctgcgcaaag
gatcaggtga
agcattgata
acccagaacy
aacgtggaag
gtttacacct
tttctgatgt
accctrggata
attagcaata
attctgctyg
agcaaagtgc
attaaacgct
acccagttca

attaaagcga

acagccgtga
gcaacaacaa
ttaaaacccyg
ttaccggtcc
acacctttgc
ttatgctgac
aattttgcat
tgtatggcat
acageccagta
ttgatctgat
gcagcattge
atatcggcga
gcgaagttac
tcaccgaatt
acgtgtatac
gctttaacat
atccggcget
tcgacggcygy
gttacctgct
gtagcggcgg
ccgatctgcec
atatcaacga
tcoctygagcaa
gcgaaagcga
tggattacct
attttacctt
attttccgac
gggcgaacga
aaatcagcga
gcgtgcgteg
aagcgtttcc
aggaacgcaa
ggaaagatag
acaacatcag

aaatcgatct

ES 2632470 T3

aattggcgaa
caccccgartc
ccagggtaac
gcgcgaaaac
ggcgcaggaa
ctatagcaac
ggacccgatc
cgcgattcecyg
caacgtgaaa
tccgaaaagc
gaaacgtctg
atataaacag
cgttaaccgc
taactatqgcyg
ccoggtgacc
cccgaaaage
gcgtaaagtyg
tggcggtagce
gggtccgeac
tggcggtage
gtttattgge
agaaaccgaa
aaacaccage
aattctgcceg
gaacagctat
tacccgecage
cctggcgaac
tgtggtyggaa
tgttagcacy
tggcaatttt
ggaatttacc
cgaaatcatc
ctatgaatgg
ctaccagatg

ggaatacaaa

gaactgatct
aacaccrtty
aattgggtga
attattgatc
ggrrttggcy
gcgaccaacg
ctgatcctga
aacgatcaga
ctggaatatg
gcgcgcaaat
aacagcatta
aaactgatcc
aataaattcg
aaaatctata
gcgaatattc
aacctgaacy
aacccggaaa
gcagacgatg
gctgttgcyc
gcactagtgc
gatatcagcg
gtgatctact
gaacatggtc
ggcgaaaacc
tactacctgg
attgaagaag
aaagttaatg
gatttcacca
attattccot
accgaagcgt
attccggcgce
aaaaccatcg
atgatgggca
tacgatagcc

aaatacagcg

84

atcgcctgag
atttcgatgt
aaaccggcag
cggaaaccag
cgctgagcat
atgttggtga
tgcatgaact
ccattagcag
Ccggaaatcta
acttcgaaga
ccaccgcgaa
gcaaatatcg
tggaactgta
acgtgcagaa
tggatgataa
ttctgtttat
acatgctgta
acgataaagg
tagcgggcgy
tgcagtgtcg
atgtgaaaac
acccggataa
agctggatct
aggtgtttta
aaagccagaa
cgctggataa
cgggtgttca
ccaacatcct
atattggtcc
ttgcggttac
tgggtygcgtt
ataactgcct
cctggctgag
tgaactatca

gcagcgataa

caccgatatt
ggatttcaac
cattaacccg
cacctttaaa
tattagcatt
aggccgtttc
gaaccatgcg
cgtgaccagc
tgcgtttggce
aaaagcygctg
tccgagcage
ctttgtggty
caacgaactg
ccgtaaaatc
cgtgtacgat
gggccagaac
cctgttcacc
ttyggaccctg
tggcggtage
tgaactgctg
cgatatcttc
cgtgagcgtt
gctgtatccy
cgataaccgt
actgagcgat
cagcgcgaaa
gggcggtetg
gcgtaaagat
ggcgctgaac
cggtgtgacc
tgtgatctat
ggaacagcgt
ccgtattatc
ggcgagtygcg

agaaaacatc

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400
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aaaagecagy
aacatcaaca
aaagtgatcy
atcgatagec
aacagcettec
aaagatatca

caccattaat

<210> 25
<211> 921
<212> PRT

ttgaaaacct
aattcatccy
atgaactgaa
acaacattat
agaacaccat
tcaacgaata

gaaagctt

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética

<400> 25

Met

1

Asp

Thr

Trp

Tyr

Lys

Tyr

Thr
145

va'l

Gly

Fro

Leu

val

50

Pro

Leu

Leu

Arg

Asn

130

Arg

Ile

Ser Glu

val Asp

20

Ala
35

Asn

Ile Pro

Pro Arg

Ser Thr

Fhe Lys

100

Leu Ser

115

Thr Phe

GlIn

Gly

Ile Thr

Phe

Asn

Glu

Asp

val

Asp

85

Arg

Thr

Asp

Asn

ES 2632470 T3

gaaaaacagc
cgaatgeage
cgaatttgat
tctggtgggce
cccgtttaac

Cttcaatcta

Met Pro

Lys Asn
Glu

Pro

Phe
55

Arg

Thr
70

Ser
ser Asp
Ile Asn
Asp Ile
Phe

Asp

ASn
150

Trp

Pro Arg

ctggatgtga
gtgacctacce
cgcaacacca
gaagtgogata
atcttcaget

gaagcactag

aaattagega
tgttcaaaaa
aagcgaaact
aactgaaagce

ataccaacaa

cgagtgggca

agcgatgaat
catgctgecg
gatcaacctyg
gaaagttaac
cagcctgety

ccatcaccat

Ile

Ile

Lys

40

Ser

Pro

Lys

Ser

Pro

120

val

val

Glu

Thr

Leu

25

Ala

Arg

Lys

ASp

Arg

Phe

Asp

LyS

Asn

85

Ile

10

Tyr

Phe

Asn

ser

Thr

90

Glu

Pro

Phe

Thr

Ile
170

Asn

Leu

Arg

ser

Gly

75

Phe

Ile

Gly

Asn

Gly

Ile

Asn

Asp

Ile

Asn

60

Tyr

Leu

Gly

Asn

ser

140

sSer

Asp

Phe

Thr

Thr

45

Pro

Tyr

Lys

Glu

Asn

125

val

Ile

Pro

Asn

His

30

Gly

Asn

Asp

Glu

Glu

110

Asn

Asp

Asn

Glu

Tyr

Leu

Asn

Leu

Pro

Ile

95

Leu

Thr

val

Fro

Thr
175

Ser

Asn

Ile

Asn

Asn

80

Ile

Ile

Pro

Lys

ser

160

Ser

2460
2520
2580
2640
2700
2760
2778
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Thr Phe Lys Leu Thr Asn Asn Thr Phe Ala Ala GIn Glu Gly Phe Gly
180 185 190

Ala Leu ser Ile Ile ser Ile Ser Pro Arg Phe Met Leu Thr Tyr Ser
195 200 205

Asn Ala Thr Asn Asp val Gly Glu Gly Arg Phe Ser Lys Ser Glu Phe
210 215 220

Cys Met Asp Pro Ile Leu Ile Leu Met His Glu Leu Asnh His Ala Met
225 230 235 240

His Asn Leu Tyr Gly Ile Ala Ile Pro Asn Asp GIn Thr Ile Ser Ser
245 250 255

val Thr Ser Asn Ile Phe Tyr Ser Gln Tyr Asn val Lys Leu Glu Tyr
260 265 270

Ala Glu Ile Tyr Ala Phe Gly Gly Pro Thr Ile Asp Leu Ile Pro Lys
275 280 285

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

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

Asn Lys Tyr Ile Gly Glu Tyr Lys GIn Lys Leu Ile Arg Lys Tyr Arg
325 330 335

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

val Glu Leu Tyr Asn Glu Leu Thr GIn Ile Phe Thr Glu Phe Asn Tyr
355 360 365

Ala Lys ITe Tyr Asn val GIn Asn Arg Lys Ile Tyr Leu Ser Asn val
370 375 380

Tyr Thr Pro val Thr Ala Asn Ile Leu Asp Asp Asn val Tyr aAsp Ile
385 390 395 400

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

Gly GIn Asn Leu Ser Arg Asn Pro Ala Leu Arg Lys val Asn Pro Glu
420 425 430

Asn Met Leu Tyr Leu Phe Thr Lys Phe Cys val aAsp Gly Gly Gly Gly
435 440 445

86



ser

Leu

465

Gly

Glu

Asp

Glu

ser

545

Ile

Asp

Glu

ser

Pro

625

Leu

Arg

Tyr

Phe

Phe

705

Lys

Ala

450

Leu

Gly

Leu

val

val

530

LysS

ASD

Asn

Ser

Ile

&10

Thr

Met

Lys

Ile

Thr

690

Pro

val

Asp

Gly

Gly

Leu

Lys

515

Ile

Asn

ser

Arg

Gln

595

Leu

Trp

Asp

Gly

Glu

Glu

Gln

Asp

Pro

ser

val

500

Thr

Tyr

Thr

Glu

Thr

580

Lys

Ala

Ala

Thr

660

Pro

Ala

Phe

Glu

Asp

His

Gly

Lys

Asp

Tyr

ser

ser

565

Gln

Leu

Ala

Ash

Asn

645

Leu

Ala

Phe

Thr

Arg

ES 2632470 T3

Asp

Ala

470

Gly

AsSn

Ile

Pro

Glu

550

Glu

Asn

ser

Leu

Lys

Asp

AsSp

Leu

Ala

Ile

/710

Asn

Lys

455

val

Gly

Thr

Phe

Ile

val

ASp

Asp

val

val

Lys

Asnh

val

695

Pro

Glu

Gly

Ala

Gly

AsSh

Leu

520

AsSNn

Gly

Leu

ASp

ASN

600

Asn

ASh

val

Ile

Ile

680

Thr

Ala

Ile

Trp

Leu

Ser

Leu

505

Arg

val

GlIn

Pro

TYr

585

val

ser

Ala

Glu

ser

665

Ser

Gly

Leu

Ile

87

Thr

Ala

Ala

490

Pro

Lys

sSer

Leu

Gly

Leu

Glu

Ala

Gly

Asp

650

Asp

Asn

val

Gly

Lys

Leu

Gly

Leu

Phe

Asp

val

Asp

Glu

Asn

Asp

LysS

val

635

Phe

val

Ser

Thr

Ala

715

Thr

Asn

460

Gly

val

Ile

Ile

ASpP

540

Leu

Asnh

ser

Phe

val

620

Gln

Thr

ser

val

Ile

700

Phe

Ile

ser

Gly

Leu

Gly

Asn

525

Gln

Leu

Gln

Tyr

Thr

605

Tyr

Gly

Thr

Ala

685

Leu

val

Asp

Ala

Gly

Gln

Asp

510

Glu

val

Tyr

val

Tyr

Phe

Thr

Gly

Asn

Ile

670

Arg

Leu

Ile

Asn

Gly

Ser

Cys

495

Ile

Glu

Ile

Pro

Phe

575

Tyr

Thr

Tyr

Leu

Ile

635

Ile

Gly

Glu

Tyr

cys

Tyr

Gly

Arg

ser

Thr

Leu

Ser

560

Tyr

Leu

Arg

Phe

Phe

640

Leu

Pro

Asn

Ala

ser

720

Leu
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725 730 735

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

Thr Trp Leu Ser Arg Ile Ile Thr GIn Phe Asn Asn Ile Ser Tyr Gln
755 760 765

Met Tyr Asp Ser Leu Ash Tyr GIn Ala Gly Ala Ile Lys Ala Lys Ile
770 775 780

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

ser GIn val Glu Asn Leu Lys Asn Ser Leu Asp val Lys Ile ser Glu
805 810 815

Ala Met Asn Asn Ile Asn Lys Phe Ile Arg Glu Cys Ser val Thr Tyr
820 825 830

Leu Phe Lys Asn Met Leu Pro Lys val Ile Asp Glu Leu Asn Glu Phe
835 840 845

Asp Arg Asn Thr Lys Ala Lys Leu Ile Asn Leu Ile Asp Ser His Asn
850 855 860

Ile Ile Leu val Gly Glu val Asp Lys Leu Lys Ala Lys val Asn Asn
865 870 875 880

Ser Phe Gln Asn Thr Ile Pro Phe Asn Ile Phe Ser Tyr Thr Asn Asn
885 890 895

Ser Leu Leu Lys Asp Ile Ile Asn Glu Tyr Phe Asn Leu Glu Ala Leu
900 905 910

Ala Ser Gly His His His His His His
915 920

<210> 26

<211>910

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 26

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

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

88



Thr

Trp

Tyr

Lys

Tyr

Ile

Thr

145

val

Thr

Ala

Asn

Cys

225

His

val

Ala

ser

Ile

Leu

val

50

Pro

Leu

Leu

Arg

Asn

130

Arg

Ile

Phe

Leu

ala

210

Met

ASn

Thr

Glu

Ala

290

Ala

Ala

35

Ile

Pro

Ser

Phe

Leu

115

Thr

Gln

Ile

Lys

ser

195

Thr

Asp

Leu

Ser

Ile

275

Arg

Lys

AsSnh

Pro

Arg

Thr

Lys

100

ser

Phe

Gly

Thr

Leu

180

Ile

Asn

Pro

Tyr

Asn

260

Tyr

Lys

Arg

Glu

ASp

val

ASp

85

Arg

Thr

Asp

Asn

Gly

Thr

Ile

AsSp

Gly

Tle

ala

Tyr

Leu

ES 2632470 T3

Pro

Arg

Thr

70

Ser

Ile

Asp

Phe

Asn

150

Pro

Asn

Sar

val

Leu

230

Ile

Phe

Phe

Phe

Asn

Glu

Phe

55

ser

Asp

Asn

Ile

Asp

135

Trp

Arg

Asn

Ile

Gly

Ile

Ala

Tyr

Gly

Glu

295

S5er

Lys

ser

Fro

Lys

Ser

Pro

120

val

val

Glu

Thr

ser

200

Glu

Leu

Ile

Ser

Gly

280

Glu

Ile

Ala

Arg

Lys

Asp

Arg

105

Phe

AsSp

Lys

Asn

Phe

185

Pro

Gly

Met

Pro

Gln

265

Fro

Lys

Thr

89

Phe

Asn

ser

Thr

90

Glu

Pro

Phe

Thr

Ile

170

Ala

Arg

Arg

His

Asn

250

Tyr

Thr

Ala

The

Arg

ser

Gly

75

Phe

Ile

Gly

Asn

Gly

Ile

Ala

Phe

Phe

Glu

235

Asp

Asn

Ile

Leu

Ala

Ile

Ash

60

Tyr

Leu

Gly

Asn

Ser

140

Ser

Asp

Gln

Met

Sser

220

Leu

Gln

val

Asp

Asp

300

Asn

Thr

45

Fro

Tyr

Lys

Glu

Asn

125

val

Ile

Pro

Glu

Leu

205

Lys

Asn

Thr

Lys

Leu

285

Tyr

Pro

Gly

ASN

Asp

Glu

Glu

110

Asn

ASD

Asn

Glu

Gly

Thr

ser

His

Ile

Leu

270

Ile

Tyr

Ser

Asn

Leu

Pro

Ile

95

Leu

Thr

val

Pro

Thr

175

Phe

Tyr

Glu

Ala

ser

255

Glu

Pro

Arg

ser

ASN

Asn

80

Ile

Ile

Pro

Lys

ser

160

Ser

Gly

Ser

rPhe

Met

240

Ser

Tyr

Lys

ser

Phe



305

Asn

Phe

val

ala

Tyr

385

Gln

Gly

Ash

Ser

Leu

465

Gly

Glu

Asp

Glu

Ser

545

Ile

Asp

Lys

val

Glu

Lys

Thr

Asn

Gln

Met

Ala

450

Leu

Gly

Leu

val

val

530

Lys

Asp

Asn

TYr

val

Leu

355

Ile

Pra

Gly

Asn

Leu

435

Asp

Gly

Gly

Leu

Lys

Ile

Asn

Ser

Arg

Ile

Glu

340

Tyr

Tyr

val

Phe

Leu

420

Tyr

Asp

Pro

ser

val

500

Thr

Tyr

Thr

Glu

Thr
580

Gly

ser

Asn

Asn

Thr

Asn

405

ser

Leu

Asp

His

Gly

Lys

Asp

Tyr

Ser

Ser

565

GlIn

ES 2632470 T3

310

Glu

Ser

Glu

val

Ala

390

Ile

Arg

Phe

Asp

Ala

470

Gly

Asnh

Ile

Pro

Glu

550

Glu

Asn

Tyr

Gly

Leu

Glin

375

Asn

Pro

Asn

Thr

Lys

val

Gly

Thr

Phe

Asp

His

Ile

val

Lys

Glu

Thr

360

Asn

Ile

Lys

Pro

Lys

440

Gly

Ala

Gly

AsSD

Leu

520

Asn

Gly

Leu

AsD

90

Gln

val

345

Gln

Arg

Leu

Sar

Ala

425

Phe

Trp

Leu

ser

Leu

505

Arg

val

Gln

Pro

Tyr
585

Ile

Lys

Asp

Asn

410

Leu

Cys

Thr

Ala

Ala

490

Pro

Lys

S5er

Leu

Gly

570

Leu

315

Leu

val

Phe

Ile

Asp

395

Leu

Arg

val

Leu

Leu

Phe

Asp

val

Asp

555

Glu

Asn

Ile

Asn

Thr

Tyr

380

Asn

Asn

Lys

ASDP

Asn

460

Gly

val

Ile

Ile

Asp

540

Leu

Asn

Ser

Arg

Arg

Glu

365

Leu

val

val

val

Gly

Ser

Gly

Leu

Gly

Asn

525

Gln

Leu

Gln

Tyr

Lys

Asn

350

Phe

Ser

Tyr

Leu

Asn

430

Gly

Ala

Gly

Gln

Asp

510

Glu

val

Tyr

val

Tyr
590

Tyr

335

Lys

Asn

Asn

AsSp

Phe

415

Pro

Gly

Gly

ser

Cys

495

Ile

Glu

Pro

Phe
575

Tyr

320

Arg

Phe

Tyr

val

Ile

400

Met

Glu

Gly

Tyr

Gly

480

Arg

ser

Thr

Leu

ser

560

Tyr

Leu



Glu

Ser

Pro

625

Leu

Arg

Tyr

Phe

Phe

705

Lys

Glu

Thr

Met

ser

Ala

Leu

AsSp

ser

Ile

610

Thr

Met

Lys

Ile

Thr

690

Pro

val

G1In

Trp

Leu

GlIn

Met

Phe

Arg

Gln

595

Glu

Leu

Trp

Asp

Gly

Glu

Glu

Gln

Arg

Leu

755

Asp

Glu

val

Asn

Lys

Glu

Ala

Ala

Thr

660

Pro

Ala

Phe

Glu

Ile

740

ser

ser

Tyr

Glu

Asn

820

Ash

Thr

Leu

Ala

Asn

Asn

645

Leu

Ala

Phe

Thr

Arg

Lys

Arg

Leu

Lys

Asn

805

Ile

Met

Lys

ser

Leu

630

ASp

Asp

Leu

Ala

Ile

710

Asn

Arg

Ile

Asn

790

Leu

Asn

Leu

Ala

ES 2632470 T3

val

Lys

Asn

val

695

Pro

Glu

Trp

Ile

Tyr

Tyr

Lys

Lys

Pro

Asn

600

Asn

Asn

val

Ile

Ile

680

Thr

Ala

Ile

Lys

Thr

760

Gln

ser

Asn

Phe

Lys

Leu

val

ser

Ala

Glu

Ser

665

Ser

Gly

Leu

Ile

745

Gln

Ala

Gly

ser

Ile

825

val

Ile

91

Glu

Ala

Gly

Asp

Asp

Asnh

val

Gly

Lys

ser

Phe

Gly

ser

Leu

810

Arg

Ile

Asn

Asp

Lys

val

635

Phe

val

Ser

Thr

Ala

715

Thr

Tyr

Asn

Ala

Asp

795

Asp

Glu

Asp

Leu

Phe

val

620

Gln

Thr

Ser

val

Ile

700

Phe

Ile

Glu

Asn

Ile

780

Lys

val

Cys

Glu

Ile
860

Thr

605

Tyr

Gly

Thr

Ala

Arg

685

Leu

val

Asp

Trp

Ile

765

Lys

Glu

Lys

Ser

Leu

845

Asp

Phe

Thr

Gly

Asn

Ile

670

Arg

Leu

Ile

Asn

Met

750

ser

Ala

Asn

Ile

val

830

Asn

Ser

Thr

Tyr

Leu

Ile

655

Ile

Gly

Glu

Tyr

Cys

Met

TYr

Lys

Ile

ser

815

Thr

Glu

His

Arg

Phe

Phe

640

Leu

Pro

Asn

Ala

Ser

720

Leu

Gly

Gln

Ile

800

Glu

Tyr

Phe

Asn
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Ile Ile Leu val Gly Glu val Asp Lys Leu Lys Ala Lys val Asn Asn

865

870

875

880

Ser Phe GIn Asn Thr Ile Pro Phe Asn Ile Phe Ser Tyr Thr Asn Asn
885

830

895

Ser Leu Leu Lys Asp Ile Ile Asn Glu Tyr Phe Asn Leu Asp

<210> 27

<211> 2769
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

900

<223> Secuencia sintética

<400> 27

catatgggat
aacgatattc
ttcatgatta
agtttatcta
ctcagtacgg
attaatgagc
atgggcgata
gcggtagaga
ttaatttttyg
caacagtcga
gaatttctgc
tcaattttet
caactgtatg
LTtttctcac
gacgtagaga
tataaggata
tcgaatattg
acaggtaact
gtaatgagcyg
tctegtecact
gacggcttta
cgcaacccgy
tgcgtegacy
gctggttacce

ccatgacgtg
tytaccttcy
ctcaaaacat
aacctcegeg
acgaacaaaa
gcgatatcgg
gctctacegc
agtttgagaa
gtccgetgec
atccgagrtt
tcactrtttc
gcatggaccc
ggatcaacat
aggatggacc
tcattcccca
ttgcaaaacg
ataaatataa
ttgtygttaa
aagttgtgta
acctygceggt
acttgaccaa
ccttgcagaa
gcggtgycyg
tgctygytcc

gccagttaag
cattccacaa
ttgggtcatt
tccgacgtec
agatactttc
gaaaaagttg
cgaagacact
cggatcgtag
aaacatctta
cgaaggtttet
agatgtcacc
ggttattgca
ccecagtgac
gaacgtccag
gattgagcgc
cctgaataac
gaaaattttt
cattgacaaa
tagttcccaa
tttcgegaac
caagggcttc
actgtcgagt
tagcgcagac

gcacgctygtt

905

gatttcaact
aataaactga
ccagaacyct
aaatatcaga
cttaaaggta
attaattatc
tttgatttta
aaagtcacaa
gattatacag
ggraccctga
agcaaccaga
ctgatgcacg
aaacgtatrtc
ttcgaagagt
agtcagctgc
attaacaaaa
agcgagaaat
ttcaactccec
tacaacgtta
atccttgacy
aatattgaaa
gaatccgtgyg
gatgacgata
gcgctagegy

92

actcagatcc
tcaccacacc
tttctagtga
gctattacga
tcattaaact
ttgttgtggy
ccegtcatac
acatcattac
ccagcctgac
gcattctgaa
gctcagcagt
aactgacgca
gtccccaggt
tgratactrt
gtgagaaggc
cgattccatc
ataattrtga
tttacagtga
agaatcygtac
ataatattta
attcaggcca
ttgacctgtt
aaggttygac

g9cggtggcgy

910

tgtaaatgac
agtcaaagca
cacaaatccy
tcectcatat
gtttaagcgt
ttccccgtte
gacaaacatc
acctagcgtc
tttgcagogg
agttgccccyg
attaggaaag
ctctctygcat
gtctgaagga
cggaggectg
attgggccat
ttcgtggatc
taaagataat
tttgacgaat
ccattactte
cactattcgt
gaacattgaa
taccaaagtc

cctgaactct

tagcggeggt

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
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ggcggtageg gocggtygegyg tagocgcacta gtgctgeagt gtattaaagt gaaaaacaat 1500
cggctgectt atgtagcaga taaagatage attagtcagg agattttcga aaataaaatt 1560
atcactgacg aaaccaatgt tcagaattat tcagataaat tttcactgga cgaaagcatc 1620
ttagatggcc aagttccgat taacccggaa attgttgatc cgttactgec gaacgtgaat 1680
atggaaccgt taaacctccc tggcgaagag atcgtatttt atgatgacat tacgaaatat 1740
gtggactacc ttaattctta ttactatttg gaaagccaga aactgtccaa taacgtggaa 1800
aacattactc tgaccacaag cgtggaagag gctttaggct actcaaataa gatttatacc 1860
ttcctccocgt cgotggogga aaaagtaaat aaaggtgtge aggotggtct gttoctcaac 1920
tgggcgaatyg aagttgtcga agactttacc acgaatatta tgaaaaagga taccctggat 1980
aaaatctccg acgtctcggt tattatccca tatattggcc ctgcgttaaa tatcggtaat 2040
agtgcgctgc gggggaattt taaccaggcc tttgctaccg cgggegtcge gttocctoctyg 2100
gagggctttc ctgaatttac tatcccggocg ctcggtgttt ttacatttta ctocttccatc 2160
caggagcgtg agaaaattat caaaaccatc gaaaactgcc tggagcagcg ggtgaaacgc 2220
tggaaagatt cttatcaatg gatggtgtca aactggttat ctcgcatcac gacccaattc 2280
aaccatatta attaccagat gtatgatagt ctgtcgtacc aagctgacgc cattaaagcc 2340
aaaattgatc tggaatataa aaagtactct ggtagcgata aggagaacat caaaagccag 2400
gtggagaacc ttaagaatag tctggatgtg aaaatctctg aagctatgaa taacattaac 2460
aaattcattc gtgaatgttc ggtgacgtac ctgttcaaga atatgctgcc aaaagttatt 2520
gatgaactga ataaatttga tctgcgtacce aaaaccgaac ttatcaacct catcgactec 2580
cacaacatta tccttgtggg cgaagtggat cgtctgaaqgg ccaaagtaaa cgagagettt 2640
gaaaatacga tgccgtttaa tattitttca tataccaata actcecttgct gaaagatate 2700
atcaatgaat atttcaatct agaagcacta gcgagtygyc accatcacca tcaccattaa 2760
tgaaagctt 2769

<210> 28

<211>918

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 28
Met Gly Ser Met Thr Trp Pro val Lys Asp Phe Asn Tyr Ser Asp Pro
1 5 10 15
val Asn Asp Asn Asp Ile Leu Tyr Leu Arg Ile Pro GIn Asn Lys Leu
20 25 30

ITe Thr Thr Pro val Lys Ala Phe Met Ile Thr GIn Asn Ile Trp val
35 40 45

93



Ile

Pro

63

ser

Phe

Leu

Thr

Glu

145

Ile

Leu

Ser

Thr

Ser

Leu

Arg

Pro

50

Arg

Thr

LYyS

val

Phe

130

Asn

Phe

Gln

Ile

Ser

210

Pro

Tyr

Glu

Tyr

Ser

290

Arg

Glu

Fro

Asp

Arg

val

115

Asp

Gly

Gly

Gly

Leu

195

Asn

val

Gly

Gly

Thr

275

Gln

Leu

Arg

Thr

Glu

Ile

100

Gly

Phe

ser

Pro

Gln

180

Lys

Ile

Phe

260

Phe

Leu

Asn

Phe

sSer

Gln

85

AsSn

Ser

Thr

Trp

Leu

165

G1n

val

Ser

Ala

Asn

245

Phe

Gly

Arg

Asn

sSer

Lys

Glu

Pro

Arg

Lys

1590

Pro

Ser

Ala

Ser

Leu

230

Ile

Ser

Gly

Glu

Ile
310

ES 2632470 T3

ser

35

Tyr

Asp

Arg

Phe

His

135

val

Asn

Asn

Pro

Ala

Met

Pro

Gln

Leu

Asp

Gln

Thr

ASD

Met

120

Thr

Thr

Ile

Pro

Glu

200

val

His

Ser

Asp

Asp

280

Ala

Lys

Thr

ser

Phe

Ile

105

Gly

Thr

Asn

Leu

ser

185

Phe

Leu

Glu

Asp

Gly

val

Leu

Thr

94

Asn

Tyr

Leu

90

Gly

Asp

Asn

Ile

Asp

170

Phe

Leu

Gly

Leu

Lys

250

Pro

Glu

Gly

Ile

Pro

Tyr

Lys

Lys

ser

Ile

Ile

155

Tyr

Glu

Leu

Lys

Thr

235

Arg

Asn

Ile

His

Pro
315

Ser

60

Asp

Gly

Lys

ser

Ala

149

Thr

Thr

Gly

Thr

Ser

220

His

Ile

val

Ile

Tyr

300

Ser

Leu

Pro

Ile

Leu

Thr

125

val

Pro

Ala

Phe

Phe

205

Ile

S5er

Arg

Gln

Pro

285

Lys

Ser

sSer

sSer

Ile

Ile

119

Pro

Glu

ser

ser

Gly

190

Ser

Phe

Leu

FPro

Phe

270

Gln

Asp

Trp

Lys

Tyr

Lys

AsSNh

Glu

Lys

val

Leu

175

Thr

Asp

Cys

His

Gln

Glu

Ile

Ile

Ile

Pro

Leu

80

Leu

Tyr

Asp

Phe

Leu

160

Thr

Leu

val

Met

Gln

240

val

Glu

Glu

Ala

Ser
320



Asn

Lys

Leu

Gln

Pro

385

Gly

Asn

val

Asp

Gly

Gly

Lys

Glu

Tyr

Pro

545

Glu

Thr

Lys

Ile

ASp

Tyr

Tyr

370

val

Phe

Ile

Asp

Asp

450

Pro

Ser

Asn

Ile

Ser

530

Ile

Pro

Lys

Leu

Asp

Asn

sSer

355

AsSn

Phe

Asn

Glu

Leu

435

Asp

His

Gly

Asn

Phe

515

Asp

Asnh

Leu

Tyr

Ser

Lys

Thr

340

Asp

val

Ala

Leu

Arg

420

Phe

Asp

Ala

Gly

Arg

500

Glu

Lys

Pro

Asn

val

580

Asnh

Tyr

325

Gly

Leu

Lys

Asn

Thr

405

Asn

Thr

Lys

val

Asn

Phe

Glu

Leu

565

Asp

Asnh

ES 2632470 T3

LyS

ASN

Thr

Asn

Ile

390

Asn

Pro

Lys

Gly

Ala

470

Gly

Pro

Lys

Ser

Ile

550

Pro

Tyr

val

Lys

Phe

Asn

Lys

Ala

val

455

Leu

ser

Tyr

Ile

Leu

535

val

Gly

Leu

Glu

Ile

val

val

360

Thr

Asp

Gly

Leu

Cys

4230

Thr

Ala

Ala

val

Ile

520

Asp

Asp

Glu

ASn

Asn

Phe

val

345

Met

His

Asp

Phe

Gln

va'l

Leu

Gly

Leu

Ala

505

Thr

Glu

Pro

Glu

ser

585

Ile

95

ser

330

Asn

5er

Tyr

ASn

Asn

410

Lys

Asp

Ash

Gly

val

490

Asp

Asp

Ser

Leu

Ile

570

Tyr

Thr

Glu

Ile

Glu

Phe

Ile

395

Ile

Leu

Gly

ser

Gly

Leu

Lys

Glu

Ile

Leu

555

val

Tyr

Leu

Lys

ASp

val

ser

380

TYyr

Glu

Ser

Gly

Ala

460

Gly

GIn

Asp

Thr

Leu

540

Pro

Phe

TYyr

Thr

Tyr Asn

Lys Phe
350

val Tyr
365

Arg His
Thr Tle

Ash Ser

ser Glu
430

Gly Gly

Gly Tyr

Ser Gly

Cys Ile

ser Ile

510

Asn val
525

Asp Gly

Asn val

Tyr Asp

Leu Glu

590

Thr ser

Phe

335

Asn

ser

Tyr

Arg

Gly

ser

ser

Leu

Gly

Lys

ser

Gln

Gln

Asn

AsSp

575

Ser

val

Asp
ser
Sser
Leu
Asp
400
Gln
val
Ala
Leu
Gly
4

val
Gln
Asn
val
Met
560

Ile

Gln



Glu

Ala

Ala

Thr

Pro

Ala

Phe

705

val

5er

Ser

Tyr

785

Glu

Asnh

Asnh

Thr

val
865

Ala

610

Glu

Asnh

Leu

Ala

Phe

690

Thr

Arg

Lys

Arg

Leu

770

Lys

Asn

Ile

Met

Lys

Gly

595

Leu

Lys

Glu

Asp

Leu

675

Ala

Ile

Glu

Arg

Ile

755

Ser

Lys

Leu

AsSn

Leu

835

Thr

Glu

Gly
val
val
Lys
6

Asn
Thr
Pro
Lys
Trp
Thr
Tyr
Tyr

Lys

Pro
Glu

val

Tyr

Asn

val
645

Ala

Ala

Ile

725

Lys

Thr

Gln

ser

Asnh

805

Phe

Lys

Leu

Asp

sS5er

Lys

Glu

ser

Gly

Gly

Leu

710

Ile

Asp

G1In

Ala

Gly

790

Ser

Ile

val

Ile

Arg
870

ES 2632470 T3

Asn

615

Gly

Asp

Asp

Asn

val

695

Gly

Lys

ser

Phe

Asp

Ser

Leu

Arg

Ile

Asn

8535

Leu

600

Lys

val

Phe

val

5er

680

Ala

val

Thr

Tyr

Asn

760

Ala

Asp

Asp

Glu

Asp

840

Leu

Lys

Ile

Gln

Thr

sSer

665

Ala

Phe

Phe

Ile

Gln

745

His

Ile

Lys

val

Cys

Glu

Tle

Ala

96

Tyr

Ala

Thr

650

val

Leu

Leu

Thr

Glu

730

Trp

Lys

Glu

Lys

810

ser

Leu

Asp

Lys

Thr

Gly

Asn

Ile

Arg

Leu

Phe

715

Asnh

Met

Asn

Ala

Asn

795

Ile

val

Asn

ser

val
875

Phe
620

Leu

Ile

Gly

Glu

700

Tyr

Cys

val

Tyr

Lys

Ile

ser

Thr

Lys

His

860

Asn

605

Leu

Phe

Met

Pro

Asn

685

Gly

sSer

Leu

Ser

Gln

765

Ile

Lys

Glu

Tyr

Phe

845

Asn

Glu

Pro

Leu

Lys

Tyr

Phe

Phe

Ser

Glu

Asn

750

Met

Asp

Ser

Ala

Leu

830

Asp

Ile

ser

Ser

Asn

Lys

Ile

Asn

Pro

Ile

Gln

735

Trp

Tyr

Leu

Gln

Met

815

Phe

Leu

Tle

Phe

Leu

Trp

AsSp

Gly

Glu
Gln
720
Arg

Leu

Asp

val

800

Asnh

Lys

Arg

Leu

Glu
880



ES 2632470 T3

Asn Thr Met Pro Phe Asn Ile Phe Ser Tyr Thr Ash Asn Ser Leu Leu
885 890 895

Lys Asp Ile Ile Asn Glu Tyr Phe Asn Leu Glu Ala Leu Ala Ser Gly
900 905 910

His His His His His His
915
<210> 29
<211> 907
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 29
Met Gly Ser Met Thr Trp Pro val Lys Asp Phe Asn Tyr Ser Asp Pro
1

val Asn Asp Asn Asp Ile Leu Tyr Leu Arg Ile Pro Gln Asn Lys Leu
20 25 30

Ile Thr Thr Pro val Lys Ala Phe Met Ile Thr Gln Asn Ile Trp val
35 40 45

Ile Pro Glu Arg Phe Ser Ser Asp Thr Asn Pro Ser Leu Ser Lys Pro
50 55 60

Pro Arg Pro Thr Ser Lys Tyr GlIn Ser Tyr Tyr Asp Pro Ser Tyr Leu
65 70 75 80

Ser Thr Asp Glu G1n Lys Asp Thr Phe Leu Lys Gly Ile Ile Lys Leu
85 90 95

Phe Lys Arg Ile Asnh Glu Arg Asp Ile Gly Lys Lys Leu Ile Asnh Tyr
100 105 110

Leu val val Gly Ser Pro Phe Met Gly Asp Ser Ser Thr Pro Glu Asp
115 120 125

Thr Phe Asp Phe Thr Arg His Thr Thr Asn Ile Ala val Glu Lys Phe
130 135 140

Glu Asn Gly Ser Trp Lys val Thr Asn Ile Ile Thr Pro Ser val Leu
145 150 155 1640

Ile Phe Gly Pro Leu Pro Asn Ile Leu Asp Tyr Thr Ala Ser Leu Thr
165 170 175

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

97



ser

Thr

225

Leu

Ser

Leu

Arg

LyS

Asn

Lys

Leu

Gln

Pro

385

Gly

Asn

val

Asp

Ile

Ser

210

Pro

Tyr

Glu

Tyr

ser

290

Arg

Ile

AsSp

Tyr

Tyr

370

val

Phe

Ile

Asp

AsSp

Leu

195

Asn

val

Gly

Gly

Thr

275

Gln

Leu

Asp

Asn

355

Asn

Phe

Asn

Glu

Leu

435

Asp

180

Lys

Gln

Ile

Ile

Phe

260

Phe

Leu

AsSN

Lys

Thr

340

ASD

val

Ala

Leu

Arg

Fhe

Asp

val

Ser

Ala

Asn

245

Phe

Gly

Arg

AsSn

TYr

Gly

Leu

Lys

Asn

Thr

405

Asn

Thr

Lys

ES 2632470 T3

Ala

5er

Leu

230

Ile

sSer

Gly

Glu

Ile

310

Lys

Asn

Thr

Asn

Ile

390

Asn

Pro

Lys

Gly

Pro

Ala

215

Met

Pro

Gln

Leu

Lys

Phe

Asn

Lys

Ala

val

Trp
455

Glu

200

val

His

Ser

AsSD

ASD

280

Ala

Lys

Ile

val

val

360

Thr

ASpD

Gly

Leu

Cys

Thr

98

185

Fhe

Leu

Glu

Asp

Gly

val

Leu

Thr

Phe

val

345

Met

His

Asp

Phe

Gln

425

val

Leu

Leu

Gly

Leu

Lys

Pro

Glu

Gly

Ile

Ser

330

Asn

sSer

Tvr

Asn

AsSn

410

Lys

Asp

Asn

Leu

Lys

Thr

235

Arg

Asn

Ile

His

Pro

315

Glu

Ile

Glu

Phe

Ile

395

Ile

Leu

Gly

ser

Thr

Ser

220

His

Ile

val

Ile

Tyr

300

Ser

Lys

Asp

val

ser

380

Tyr

Glu

sSer

Gly

Ala
460

Phe

205

Ile

S5er

Arg

Gln

Pro

285

Lys

ser

Tyr

Lys

val

365

Arg

Thr

Asn

ser

Gly

Gly

130

ser

Phe

Leu

Pro

Phe

270

Gln

ASp

Trp

Asn

Phe

350

Tyr

His

ser
Glu
430

Gly

Tyr

ASD

Cys

His

Gln

Glu

Ile

Ile

Ile

Phe

335

Asn

Ser

Tyr

Arg

Gly

Ser

Ser

Leu

val

Met

Gln

240

val

Glu

Glu

Ala

Ser

320

Asp

Ser

Ser

Leu

ASD

Gln

val

Ala

Leu



Gly

Gly

Lys

Glu

Tyr

Pro

545

Glu

Thr

Lys

Glu

Ala

625

Ala

Thr

Pro

Ala

Phe

705

Glu

Pro

Ser

Asnh

Ile

Ser

530

Ile

Pro

Lys

Leu

Ala

610

Glu

Ash

Leu

Ala

Phe

690

Thr

Arg

His

Gly

Asnh

Phe

515

ASp

Asn

Leu

Tyr

Ser

595

Leu

Lys

Glu

Asp

Leu

675

Ala

Ile

Glu

Ala

Gly

500

Glu

Lys

Pro

Asn

val

580

Asn

Gly

val

val

Lys

660

Asn

Thr

Pro

Lys

val

Gly

Leu

Asn

Phe

Glu

Leu

565

Asp

Asn

Tyr

Asn

val

645

Ile

Ile

Ala

Ala

Ile
725

ES 2632470 T3

Ala

470

Pro

Lys

ser

Ile

550

Pro

Tyr

val

Ser

Lys

Glu

Ser

Gly

Gly

Leu

710

Ile

Leu

Ser

Tyr

Ile

Leu

535

val

Gly

Leu

Glu

Asn

615

Gly

Asp

Asp

Ash

val

695

Gly

Lys

Ala Gly

Ala Leu

val Ala
505

Ile Thr
520

Asp Glu

Asp Pro

Glu GTu

Asn Ser

585
Asn Ile
600
Lys Ile
val GIn
Phe Thr
val ser

665

ser Ala
680
Ala Phe

val Phe

Thr 1le

99

Gly

val

490

Asp

Asp

ser

Leu

Ile

570

Tyr

Thr

Tyr

Ala

Thr

650

val

Leu

Leu

Thr

Glu
730

Lys

Glu

Ile

555

val

Tyr

Leu

Thr

Gly

Asn

Ile

Arg

Leu

Phe

715

Asn

Gly

Gln

Asp

Thr

Leu

540

Pro

Phe

Tyr

Thr

Phe

620

Leu

Ile

Ile

Gly

Glu

700

Tyr

Cys

Ser

Cys

Ser

Asn

525

Asp

Asn

Tyr

Leu

Thr

605

Leu

Phe

Met

Pro

Asn

685

Gly

ser

Leu

Gly

Ile

Ile

510

val

Gly

val

Asp

Glu

590

Ser

Pro

Leu

Lys

Tyr

Phe

Phe

Ser

Glu

Gly

Lys

Ser

GlIn

Gln

Asn

ASD

575

ser

val

Ser

Asnh

Asnh

Pro

Ile

Gln
735

Gly

val

Gln

Asn

val

Met

560

Ile

Gln

Glu

Leu

Asp

Gly

Gln

Glu

GlIn

720

Arg



10

val Lys Arg

Ile
755

Ser Arg

Leu Ser

770

sSer Tyr

TYr LYs Lys Tyr

Glu Asn Leu Lys

Lys

Thr

GlIn

Ser

Asn

ES 2632470 T3

Asp Ser

Gln Phe

Ala Asp

775

Gly Sser

Ser Leu

805

Asn Ile Asn Lys

820

Met Leu Pro

835

Asn

Thr Thr Glu

val Glu val

865

Asn Thr Met Pro

Phe

Lys

Leu

Asp

Phe

Ile Arg

val Ile

Ile Asn

855

Arg Leu

870

Asn Ile

885

Ile
900

Lys Asp Ile

<210> 30

<211> 2766

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 30
catatgggat ccatggagtt

gttgacattg cttacatcaa

Asn

aaaatccaca
ggrgacctga
tacctgtcta
cgtatttact
ttctggagcy
gttattcagc

acaaaatctg
acccgccacc
ccgataacga
ccaccgacct
grrctaccat
cggacggttc

Glu Tyr

cgttaacaaa
aatcccgaac
ggttatcccyg
ggaagcgaaa
daaggacaac
gggccgtatg
cgataccgaa

ctatcgttec

Gln
745

Tyr

Asn His

760

Ala Ile

ASp

Lys

Asp val

Trp

Ile

Lys

Glu

Lys

Met val

Asn Tyr

Ala Lys

Asn Ile

795

Ile ser

810

Glu
825

Asp Glu

Leu Ile
Lys Ala

Phe ser

Ser

Leu

Asp

Lys

Tyr

val Thr

Asn

Lys

His
860

Ser

val
875

Asn

Thr Asn

890

Phe Asn

905

cagttcaact
gctggccaga
gaacgtgata
cagatgccgg
tacctgaaag
ctgctgacta
ctgaaagtaa

gaagaactga

100

Leu

Asp

ataaagaccc
tgcagccggt
cctttactaa
tatctracta
gtgttactaa
gcatcgttcg
tcgacactaa

acctggtgat

ser

GlIn

765

Ile

Lys

Glu

Tyr

Phe

845

Asn

Glu

Asn

Asn
750

Trp

Met Tyr

Asp Leu

ser Gln

Ala Met

815

Leu Phe

830

Asp Leu

Ile Ile
Phe

Ser

Leu
895

ser

agttaacggt
aaaggcattc
cccggaagaa
tgactccace
actgttcgag
cggtatcccg
ctgcatcaac

catcggcccy

Leu

Asp

Glu

val

800

Asn

Lys

Arg

Leu

Glu

880

Leu

60
120
180
240
300
360
420
480



tctgctgata
cgtaacggct
gaagaatccc
cctgcggtta
atcaatccga
gaagttagct
ctgcaagaaa
ctgaacaaag
tttaaagaaa
aaattcgata
ttctttaaag
aacatcgtgc
ctggctgcta
aaaaacttca
agcgcagacg
cacgctgttg
gctaaagctg
gatttattct
atcacctcag
cagtactacc
agctctgata
aaaaagtacg
cacggcaaat
cgtgtataca
gcaatgttct
gtatctacta
ctgaacatty
gcggtgatcc
ctggtttctt
aaacgtaacg
gttaatactc
gaagctacca
aacatcaact

atgatcaaca

tcatccagtt
acggttccac
tggaagtaga
ccctggetca
accgtgtctt
tcgaagaact
acgagttccg
cgaaatccat
aatacctgct
aactttacaa
ttctgaaccy
cgaaagttaa
attttaacgg
ctggtctgtt
atgacgataa
cgctagegge
gtgycggtygg
fcagcccgag
atactaacat
tgacctttaa
tcatcggceca
agctggacaa
cccgtatcge
ccttcttcte
tgggttgogt
ccgacaaaat
gcaacatgct
tgctggagtt
acattgcaaa
aaaaatggga
agatcgacct
aggcaatcat
tcaacatcga

tcaacaagtt

ES 2632470 T3

cgagtgtaag
tcagtacatc
cacgaaccca
cgaactgatt
caaagttaac
gcgtactttt
tctgtactac
cgtgogtacc
cagcgaagac
aatgctgact
caaaacctat
ctacactatc
ccagaacacg
cgagttttac
aggttggacc
tgaagctgct
ttccgcacta
tgaagacaac
cgaagcagcc
tttcgacaac
gctggaactyg
atataccatg
actgactaac
tagcgactac
tgaacagctt
tgcggatatc
gtacaaagac
catcccggaa
caaggttctg
tgaagtttac
catccgeaaa
taactaccag
cgatctgtcc

cctgaaccag

agctttggtc
cgtttctctc
ctgctgggcg
catgcaggec
accaacgcgt
ggcggtcacg
tataacaagt
actgcttctc
accteecggea
gaaatttaca
ctgaacttcg
tacgatggtt
gaaatcaaca
aagctgctgt
ctgaactctg
gctaaagaag
gtgctgcagt
ttcaccaacg
gaagaaaaca
gagccggaaa
atgccgaaca
ttccactace
ftccgttaacg
gtgaaaaaqgqg
gtttatgatt
actatcatca
gacttcgttg
atcgccatcc
actgtacaaa
aaatatatcg
aaaatgaaag
tacaaccagt
tctaaactga

tgctctgtraa

101

acgaagttct
cggacttcac
ctggtaaatt
accgectgta
attacgagat
acgctaaatt
tcaaagatat
tccagtacat
aattctctgt
ccgaagacaa
acaaggcagt
tcaacctgcg
acatgaactt
gcgtcgacgg
ctggttacct
ctgctgctaa
gtatcaaggt
acctgaacaa
tctegctygga
acatttctat
tcgaacgttt
tgcgcgcgca
aagctctgct
tcaacaaagc
ttaccgacga
tccegtacat
gcgcactgat
cggtactgag
ccatcgacaa
tgaccaactg
aagcactgga
acaccgagga
acgaatccat

gctatctgat

gaacctcacc
cttcggtttt
cgcaactgat
cggtatcgcec
gtccggtetg
catcgactct
cgcatccacc
gaagaacgtt
agacaagttg
cttcgttaag
attcaaaatc
taacaccaac
cacaaaactg
cggtggcggt
gctgggtccy
agaagctgct
taacaactgg
aggtgaagaa
cctgatccag
cgaaaacctyg
cccaaacygt
ggaatttgaa
caacccgtcc
gactgaagct
gacgtccgaa
cggtccgyct
cttctccygt
cacctttgct
cgcgctgage
gctggctaag
aaaccaggcg
agaaaaaaac
caacaaagct

gaactccatg

540

600

660

720

780

849

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
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atcccgtacg gtgttaaacg
aaatacattt acgacaaccg
gtgaacaata ccttatcgac

cgcctrttgt ccactctaga

aagctt

<210> 31
<211> 917
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética

<400> 31

Met
1
val
Met
Pro
Pro
65
Leu
Leu
ser
Glu
Gly

Ala

Asn

Gly

Asn

Gln

Glu

50

Pro

Ser

Phe

Ile

Leu

130

ser

AsSp

Leu

sSer

Gly

Pro

35

Arg

Glu

Thr

Glu

val

115

Lys

Tyr

Ile

Thr

Met

val

20

val

AsSp

Ala

Asp

Arg

Arg

val

Arg

Ile

Arg

Glu

Asp

Lys

Thr

Lys

Asn

85

Ile

Gly

Ile

sSer

Gln

165

Asn

ES 2632470 T3

Phe

Ile

Ala

Phe

Gln

70

Glu

Tyr

Ile

AsSp

Glu

150

Phe

Gly

tctggaggac
tggcactctyg
cgacatccct

agcactageg

val

Ala

Phe

Lys

Ser

Pro

Thr

135

Glu

Glu

TYr

ttcgatgcgt ctctgaaaga
atcggtcagg ttgatcgtct
tttcagctca gtaaatatgt

agtgggcacc atcaccatca

Asn Lys GIn Phe Asn
10

Tyr ITe Lys Ile Pro
25

Lys ITe His Asn Lys

Asn Pro Glu Glu aly
60

Pro val Ser Tyr Tyr

Asp Ash Tyr Leu Lys

Thr Asp Leu Gly Arg

Phe Trp Gly Gly Ser
120

Asn Cys Ile Asn val
140

Leu Asn Leu val Ile
155

Cys Lys Ser Phe Gly
170

Gly ser Thr Gln Tyr
185

102

cgccctgoty
gaaggacaaa
cgataaccaa

ccattaatga

Tyr Lys Asp
15

Asn Ala Gly
30

Ile Trp val
45

ASp Leu Asn

Asp Ser Thr

Gly val Thr
a5

Met Leu Leu
110

Thr ITe Asp
125

Ile GIn Pro
Ile Gly Pro
His Glu val

175

Ile Arg Phe

Pro

Gln

Ile

Pro

Lys

Thr

Thr

Asp

Ser

160

Leu

Ser

2580
2640
2700
2760
2766
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35 40 45
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 48
Met Gly Ser Met Glu Phe val Asn Lys GIn Phe Asn Tyr Lys Asp Pro
1

val Asn Gly val Asp Ile Ala Tyr Ile Lys Ile Pro aAsn Ala Gly Gln
20 25 30

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

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

Pro Pro Glu Ala Lys Gln val Pro val Ser Tyr Tyr Asp Ser Thr Tyr
65 70 75 80

Leu ser Thr Asp Asn Glu Lys Asp Asn Tyr Leu Lys Gly val Thr Lys
85 90 95

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

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

Glu Leu Lys val Ile Asp Thr Asn Cys Ile Asn val Ile Gln Pro Asp
130 135 140

Gly Ser Tyr Arg Ser Glu Glu Leu Ash Leu val Ile Ile Gly Pro Ser
145 150 155 160

Ala Asp ITe Tle GIn Phe Glu Cys Lys Ser Phe Gly His Glu val Leu
165 170 175

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

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

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

Ala His Glu Leu Ile His Ala Gly His Arg Leu Tyr Gly Ile Ala Ile
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Thr

125

Ile

Ile

His

Ile

val

205

Ala

Gly

Tyr

Phe

Phe

285

Asn

Lys

Lys

Thr

Asn

365

Ile

Ile

Gln

Gly

Glu

Arg

190

Asp

val

Ile

Tyr

Arg

Lys

Asn

Phe

Glu

350

Arg

val

Asp

Pro

Pro

val

175

Phe

Thr

Thr

Ala

Glu

Gly

Leu

Ala

val

ser

335

Ile

Lys

Pro

Thr

ASp

ser

160

Leu

Ser

Asn

Leu

Ile

240

Met

His

Tyr

Lys

Phe

320

val

Tyr

Thr

Lys



val

385

Ala

Thr

Cys

Asp

His

465

cys

Asn

Asn

Tyr

Met

Ile

val

Thr

Phe

Asn

Ala

Lys

val

Ile

Phe

Ile

Tyr

Asn

Glu

Phe

Ala

Tyr

Glu

Thr

Tyr

Asn

Leu

435

Lys

val

Lys

Thr

Glu

515

Leu

Leu

Arg

His

Leu

595

Thr

Ala

Asp

Thr

Phe

Gly

Gly

Ala

val

Asn

500

Ala

Thr

ser

Phe

TYI

580

Thr

Phe

ala

Glu

Ile

Asn

405

Asn

Gly

Trp

Leu

Asnh

485

Asp

Ala

Phe

Ser

Pro

565

Leu

Asn

Phe

Met

Thr
645

ES 2632470 T3

Phe

Gly

Thr

Ala

470

Asn

Leu

Glu

Asn

550

Asn

Arg

S5er

Ser

Phe

630

Ser

Asp

GlIn

Thr

Gly

Leu

455

Gly

Trp

Asn

Glu

Phe

535

Ile

Gly

Ala

val

Ser

615

Leu

Glu

Gly

Asn

Gly

ser

440

ASn

Gly

Asp

Lys

Asn

520

Asp

Ile

Lys

G1ln

Asn

600

Asp

Gly

val

Phe

Thr

Leu

425

Galy

Ser

Gly

Leu

Gly

Ile

Asn

Gly

Lys

Tyr

Trp

Ser

175

Asn

Glu

410

Phe

aly

Ala

Gly

Phe

490

Glu

Ser

Glu

Gln

TYI

570

Phe

Ala

val

val

Thr
650

Leu

395

Ile

Glu

aly

Gly

Ser

475

Phe

Glu

Leu

Pro

Leu

555

Glu

Glu

Leu

Lys

Glu

635

Thr

Arg

Asn

FPhe

Gly

Tyr

Ala

Ser

Ile

ASp

Glu

540

Glu

Leu

His

Leu

Lys

Gln

ASp

Asn

Asn

Tyr

Ser

445

Leu

Leu

Pro

Thr

Leu

525

Asn

Leu

Asp

Gly

Asn

605

val

Leu

LysS

Thr

Met

Leu
val
Ser
ser
510
Ile
Ile
Met
Lys
Lys
5

Pro
Asn

val

Ile

Asn

Asn

415

Leu

ASpP

Gly

Leu

Glu

495

Asp

Gln

ser

Pro

Tyr

ser

ser

Lys

Tyr

Leu

400

Phe

Leu

ASp

Pro

GIn

480

Asp

Thr

Gln

Ile

Asn

560

Thr

Arg

Arg

aAla

ASp

ASp



Ile

Met

val

Thr

705

Thr

Tyr

Asp

Ala

Glu

785

Asn

Gln

Lys

Tyr

Ala

<210> 50
<211> 894
<212> PRT

Thr

Leu

Ile

690

Phe

Ile

Lys

Leu

Thr

770

Lys

Glu

Cys

Arg

Ile

850

ASD

Lys

Ser

Ile

Tyr

675

Leu

Ala

Asp

Tyr

Ile

755

Lys

Asn

ser

ser

Leu

835

Tyr

Lys

TYr

Gly

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Secuencia sintética

Ile

660

Lys

Leu

Leu

Asn

Ile

740

Arg

Ala

Asn

Ile

val

820

Glu

Asp

val

val

His
900

Ile

Asp

Glu

val

Ala

725

val

Lys

Ile

Ile

Asn

805

ser

Asp

Asn

Asn

Asp

885

His

ES 2632470 T3

Pro

Asp

Phe

ser

710

Leu

Thr

Lys

Ile

Asn

790

Lys

Tyr

Phe

Arg

Asn

870

Ash

His

Tyr

Phe

Ile

695

Tyr

Ser

Ash

Met

Asn

775

Phe

Ala

Leu

ASp

Gly

Thr

Gln

His

Ile

val

680

Pro

Ile

Lys

Trp

Lys

Tyr

Asn

Met

Met

Ala

840

Thr

Leu

Arg

His

Gly

Glu

Ala

Arg

Leu

745

Glu

Gln

Ile

Ile

Asn

825

Ser

Leu

ser

Leu

His
905

176

Pro

Ala

Ile

Asn

Asn

730

Ala

Ala

Tyr

Asp

Asn

810

Ser

Leu

Ile

Thr

Leu
890

Ala

Leu

Ala

Lys

Leu

Asn

Met

Lys

Gly

Asp

Ser

Leu

Ile

Ile

700

val

Lys

val

Glu

Gln

780

Leu

Asn

Ile

ASp

Gln

860

Ile

Thr

Asn

Phe

685

Pro

Leu

Trp

Asn

Asn

765

Tyr

Ser

Lys

Pro

Ala

845

val

Pro

Leu

Ile

670

ser

val

Thr

Asp

Thr

750

GlIn

Thr

Ser

Phe

Tyr

830

Leu

Asp

Phe

Glu

Gly

Gly

Leu

val

Glu

735

GlIn

Ala

Glu

Lys

Leu

815

Gly

Leu

Arg

GlIn

Ala
895

Asn

Ala

Gly

Gln

720

val

Ile

Glu

Glu

Leu

800

Asn

val

Lys

Leu

Leu

880

Leu



<400> 50

Met
1
val
Met
Pro
Pro
65
Leu
Leu

Ser

Glu

Ash
Pro
Pro
Ala

225

Asn

Gly

Asn

Gln

Glu

50

Pro

Ser

Phe

Ile

Leu

130

ser

Asp

Leu

Asp

Leu

210

His

Pro

ser

Gly

Pro

35

Arg

Glu

Thr

Glu

val

115

Lys

Tyr

Ile

Thr

Phe

195

Leu

Glu

Asnh

Met

val

20

val

Asp

Ala

Asp

Arg

Arg

val

Arg

Ile

Gly

Leu

Arg

Glu
5
Asp
Lys
Thr
Lys
Ash
85
Ile
Gly
Ile
Ser
Gln
165
Asn
Phe
Ala

Ile

val
245

ES 2632470 T3

Phe

Ile

Ala

Phe

GlIn

70

Glu

Tyr

Ile

Asp

Glu

150

Phe

Gly

Gly

Gly

His

Phe

val

Ala

Phe

Thr

35

val

Lys

Ser

Pro

Thr

135

Glu

Glu

Tyr

Phe

Lys

Ala

Lys

Asn

Tyr

Pro

Asp

Thr

Phe

120

Asn

Leu

Cys

Gly

Glu

200

Phe

Gly

val

Lys

Ile

25

Ile

Pro

val

Asn

Trp

Cys

Asn

Lys

ser

185

Glu

Ala

His

Asn

177

Gln

10

Lys

His

Glu

Ser

Tyr

90

Leu

Gly

Ile

Leu

ser

170

Thr

ser

Thr

Arg

Thr
250

Phe

Ile

Asn

Glu

Tyr

75

Leu

Gly

Gly

Asn

val

155

Phe

Gln

Leu

Asp

Leu

235

Asn

Asn

Pro

Lys

Gly

60

Tyr

Lys

Arg

Ser

val

140

Ile

Gly

Tyr

Glu

Pro

220

Tyr

Ala

Tyr

Asn

Ile

45

Asp

Asp

Gly

Met

Thr

125

Ile

Ile

His

Ile

val

205

Ala

Gly

Tyr

Lys

Ala

30

Trp

Leu

Ser

val

Leu

110

Ile

GlIn

Gly

Glu

Arg

Asp

val

Ile

Tyr

Asp

15

Gly

val

Asn

Thr

Thr

95

Leu

Asp

Pro

Pro

val

175

Phe

Thr

Thr

Ala

Glu
255

Pro

GlIn

Ile

Pro

Tyr

Lys

Thr

Thr

Asp

ser

160

Leu

ser

Asn

Leu

Ile

240

Met



Ser

ASD

Tyr

ser

305

Lys

AsSp

Thr

Tyr

val

385

Ala

Thr

Cys

AsSp

His

4G5

Cys

Asn

Asn

Tyr

Gly

Ala

Tyr

290

Ile

Glu

Lys

Glu

Leu

370

AsSnh

Ala

Lys

val

Ile

Phe

Ile

Tyr

Leu

Lys

Asn

val

Lys

Leu

Asp

355

Asn

Tyr

Asn

Leu

ASp

Lys

val

Lys

Thr

Glu

515

Leu

Glu
260
Phe
Lys

Gly

TYr

Phe

Thr

Phe

Lys

Gly

Gly

Ala

val

Asn

300

Ala

Thr

va'l

Ile

Phe

Thr

Leu

325

Phe

Phe

Asp

Ile

Asn

405

Asn

Gly

Trp

Leu

Asn

485

Asp

Ala

Phe

ES 2632470 T3

ser

Asp

Lys

Thr

310

Leu

Asp

val

Lys

Tyr

390

Gly

Phe

Gly

Thr

Ala

470

Asnh

Leu

Glu

Asn

Phe

ser

ser

Lys

Lys

Ala

375

Asp

Gln

Thr

Gly

Leu

455

Gly

Trp

Asn

Glu

Phe

Glu Glu
265

Leu G1n

280

Ile Ala

ser Leu

Glu Asp

Leu Tyr

Phe Phe

360

val Phe

Gly Phe

Asn Thr

Gly Leu

425

ser Gly

440

Asn Ser

Gly Gly

ASp Leu

Lys Gly

Asn Ile

520

Asp Ash

178

Leu

Glu

Ser

Gln

Thr

330

Lys

Lys

Lys

ASn

Glu

410

Phe

Gly

Ala

Gly

Phe

490

Glu

ser

Glu

Arg

Asn

Thr

Tyr

315

ser

Met

val

Ile

Leu

395

Ile

Glu

Gly

Gly

Ser

475

Fhe

Glu

Leu

Pro

Thr

Glu

Leu

300

Met

Gly

Leu

Leu

Asn

380

Alrg

Asn

Phe

Gly

Tyr

Ala

Ser

ASD

Glu

Phe

Phe

285

Asn

Lys

Lys

Thr

Asn

365

Ile

ASn

Asn

Tyr

Sar

445

Leu

Leu

Pro

Thr

Leu

525

Asn

Gly

270

Arg

Lys

Asn

Phe

Glu

350

Arg

val

Thr

Met

Leu

val

ser

Ser

510

Ile

Gly

Leu

Ala

val

ser

335

Ile

Lys

Pro

AsSn

Asn

415

Leu

AsSD

Gly

Leu

Glu

495

Asp

Gln

Ser

His

Tyr

Lys

Phe

320

val

TYIr

Thr

Lys

Leu

400

Phe

Leu

Asp

Pro

Gln

480

Asp

Thr

Gln

Ile



Glu

545

Ile

Met

Ile

val

Thr

625

Phe

Ile

Met

val

Thr

705

Thr

Tyr

Asp

Ala

Glu

785

AsSh

330

Asn

Glu

Phe

Ala

Tyr

610

Glu

Thr

Thr

Leu

Ile

690

Phe

Ile

Lys

Leu

Thr

770

Lys

Glu

Leu

Arg

His

Leu

595

Thr

Ala

Asp

Ile

Tyr

675

Leu

Ala

ASp

Tyr

Ile

755

LysS

Asn

ser

ser

Phe

Tyr

Thr

Phe

Ala

Glu

Ile

660

Lys

Leu

Leu

Asn

Ile

740

Arg

Ala

Asn

Ile

ser

Pro

565

Leu

Asn

Phe

Met

Thr

645

Ile

Asp

Glu

val

Ala

725

val

Lys

Ile

Ile

Asn
805

ES 2632470 T3

550

Asn

Arg

Ser

Ser

Phe

630

ser

Pro

Asp

Phe

ser

710

Leu

Thr

Lys

Ile

Asn

790

Lys

535

Ile

Gly

Ala

val

ser

615

Leu

Glu

TYr

Phe

Ile

695

Tyr

Ser

Asn

Met

Asn

775

Phe

aAla

Ile

Lys

Galn

Asn

600

Asp

Gly

val

Ile

val

680

Pro

Ile

Lys

Trp

TYIr

Asn

Met

Gly

Lys

Glu

585

Glu

Tyr

Trp

Ser

Gly

Gly

Glu

Ala

Arg

Leu

745

Glu

Gln

Ile

179

Gln

Tyr

Phe

Ala

val

val

Thr

650

Pro

Ala

Ile

Asn

Asn

730

Ala

Ala

TYr

Asp

Asn
810

Leu

555

Glu

Glu

Leu

Lys

Glu

635

Thr

Ala

Leu

Ala

Lys

Glu

Lys

Leu

Asn

Asp

Ile

540

Glu

Leu

His

Leu

Asp

Leu

Ile

Ile

700

val

Lys

val

Glu

Gln

780

Leu

Asn

Leu

Asp

Gly

Asn

605

val

Leu

Lys

Asn

Phe

685

Pro

Leu

Trp

Asn

Asn

765

Tyr

ser

Lys

Met

Lys

Lys

Pro

Asn

val

Ile

Ile

670

ser

val

Thr

Asp

Thr

750

Gln

Thr

Ser

Phe

Pra

Tyr

575

Ser

ser

Lys

Tyr

Ala

Gly

Gly

Leu

val

Glu

Gln

Ala

Glu

Lys

Leu
815

Asn
560

Thr

Arg

Arg

Asp
640

Asp

Asn

Gly

Gln
720

val

Leu
800

Asn



10

Gln Cys

Lys Arg

ser

Leu

val
820

ser

Glu Asp

835

Ile
850

Tyr
Lys

Asp

ser Lys

<210> 51

<211> 2889
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

Tyr

Lys

Tyr

Asp Asn

val

Asn

val Asp

<223> Secuencia sintética

<400> 51

ggatccttgg
ggtaagtttt
ggtaacgcac
attgcaaccyg
catacgttct
tatcgcgtgg
ggccgectgg
atcgccccca
agcttcgtgce
gaaggtaatg
gccggaaccce
ggtttcggga
gatgcgttaa
aaacagaaaa
aagagctgygc
gacaacgcag
agtcatatcg

caaaacgtga

gcgggaggct

tacgagatga
tcgteygege
tgagcaacgt
tcgttgatcc
attacgggca
tcgagcagaa
aggactataa
cagatgctgg
gcattggcgce
aaaaggggta
cgtataaaga
atcataataa
ccaattacgg
atcaatgggt
aggaatggaa
gtacggtgaa
gatcgacggc
cctttgagga
tgttctttaa

ES 2632470 T3

Tyr Leu

Phe Asp

Met

Ala

Ash S5er

825

Ser Leu

840

Arg Gly

Asn Thr

870

Asn

cgttgactat
cacagacctg
ccctatgatt
gcagtatgct
atataacggc
caattacgaa
catggcccgt
tgggggcctg
cggtcgtcag
cgacctccgt
tattaatatc
gcaatatagc
agtgttaggc
gtttctyggc
tatttataaa
ggggaacggc
cgttcgecty
caacggtacc

aggcgactat

Thr

Leu

Arg

Leu Ile

Thr

Ser

Leu
890

Leu

caaattttcc
tccgtcaaaa
gattttagto
gtcagcgtca
cataacgatg
ccgcacaaag
ttcaataaat
gatacctaca
ctcgtgtacy
gatttgtccc
gatcaaacca
gcagaagagc
gatagcggca
acttatgatt
aaggaattcg
gaacatcact
gcgaacaatg
ctggtcctta

actgttaagg

180

Met Ile

Lys Asp

Pro

Ala

Tyr
830

Leu

845

Gln
860

Gly

Asp

ser Thr

gcgactttgc
ataagagadg
tagcggacgt
aacatgctaa
tggctgataa
cgtggggcgc
tcgtgaccga
aagataaaaa
agaagqggtgt
aggcgtatcg
tgaataccga
taaagcaagc
gtccgctgtt
attgggccgg
cagacaaaat
ggaagacgac
agggcgatyc
accagaacat

gagcaaacaa

val

Pro

Leu

Asp

Phe

Asp

ggaaaataaa
ccagaacatc
taataaacgg
agcggaagtt
agaaaatgaa
gagtaattta
ggtagcaccg
ccgcttctet
ctatcaccag
ctacgctatt
aggcctaatt
cctcagccaa
tgccttcgat
atatggtaaa
caagcagcat
cggcacgaat
aaacaatggg
aaatcagggc

tyacatcacc

Gly val

Leu Lys

Arg Leu

Gln Leu

380

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

1020
1080
1140
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tggttagggy
cctaacgyyy

gtgaatcagg
gctgacaaaa
gtcttgaact
cgcctyggatyg
gcgcgcatag
ctgattacaa
gattactcat
aaaaattacc
aarggcgtgg
aaaaatgcaa
gaggaaaatg
cagaaacgtt
ggtaacgtgc
agcgctcgta
ataaatcgca
ggtaggaatg
ctgggttata
tgcaacactg
gggaatgtga
aaaattcagg
acgggggact
gcgtecgatyg
aacggtcact
aaagaatcag
caggaaggcc
tcactcgcga
ggcataacac

tgcgtcgac

ccggtattga
accyggctgyc
gtcagctgaa
aggtgcaagc
caagcaacca
ctaacgggaa
ttaatcataa
acccaaactc
actattaccg
gttattacgc
cCgaaaacaa
tgaaccataa
gtaaaggtca
tccttctgac
tgctttctygg
aagatgcgca
cctttaaagc
tatctgatat
aaaacggtga
gcaatctgtc
acctgaacca
gccaggycaa
cgcaggtgca
cccagtcagc
ttcactactt
cgagcggaca
ttgacttatt
atcactacgt

gcctctataa

<210> 52

<211> 4284

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 52

ES 2632470 T3

cgttgcggat
aaaaatcgygc
agtyggagat
ctttagccaa
aataaatccy
tgatctgacc
tactgaccat
tctgtcagta
gccgcgraga
attaaaatcc
tgactggatt
aaataaccga
caatggtgcg
tggtggeget
ccggccaact
tttttctaaa
ggcagaaatc
tacagcaaac
tgaagtttgt
tgataaagcg
aaacgctgcc
ctccegtygty
caacttgtcc
taataaatat
aacggattta
ttatcagtta
tgatgcttca
tgatctgggt

tccctatgec

ggaaaaaagg
aaagggacat
gggaccgtga
gtaggaattyg
gataacctgt
tttgaacata
gcatcaacta
cattccatcc
ccaattccac
ggagggcggc
tttatgggtt
aggatcggtg
ctgaatctaa
aatctgaatg
ccgcatgeac
aataacgagqg
gcggttaatc
attacagcca
gttcgatcgg
cttaactctt
ttggtactty
tctctygaacce
ctggccgata
catacgatca
gcaaaaaact
catgtacaga
tcggytacaag
gcgetygeget
ggtaacggcc

181

tggtttggea
tygaaattaa
ttctgaacca
ttagtggtcyg
actttggatt
tccgtaacgt
tcaccttgac
agaatgatta
aaggtaaaga
tgaatgcacc
atactcaaga
atttcggcgg
attttaacgg
gtaaaatcag
gtgattttgt
tcgtgtttga
agagtgcgag
ctgataatgc
attacacggg
ttgacgccac
gtaagyccge
agcactcgaa
gccatattca
aaatcaatca
taggggyataa
acaaaacagg
atcgttccag
atactataaa

gtccggtgaa

ggttaaaaac
tggtaccggt
gaaagcagac
tggcacactc
tcgtggcgga
tgacgagggt
cgggaaaagt
tgatgaagac
tctrtattac
tatgccggaa
agaggctcgc
attrttcgat
Caaaagtgcc
tgtgacgcag
aaataaatcg
agatgactqg
cttttcatcy
gaaggtcaac
ctatgttacc
gcgcattaac
gttgtgggyt
gtyggcaccty
ccttaacaat
cctetetggce
agtcctygta
cgagccaaat
actgttcgtt
gacggaaaat

acctgctccc

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2889



ggatccttgg
ggtaagttte
ggtaacgcac
attgcaaccyg
catacgttct
tatcgcgtgg
ggcegectgy
atcgccccca
agcttcgtoc
gaaggtaatg
gccggaacce
ggtrttcggoa
gatgcgttaa
aaacagaaaa
aagagctggce
gacaacgcag
agtcatatcg
caaaacgtga
gcgggagget
tggttagggg
cctaacggag
gtgaatcagg
gctgacaaaa
gtcttgaact
cgcctggatyg
gcgcgeatag
ctgattacaa
gattactcat
aaaaattacc
aatggcgtog
aaaaatgcaa
gaggaaaatqg
cagaaacgtt

ggtaacgtgc

tacgagatga
tcgtcggegce
tgagcaacgt
tcgttgatcc
attacgggca
tcgagcagaa
aggactataa
cagatgctgg
gcattggcege
aaaaggggta
cgtataaaga
atcataataa
ccaattacgg
atcaatgggt
aggaatggaa
gtacggtgaa
gatcgacggc
cctttgagga
tgttctttaa
ccggtattga
accggctggc
gtcagctgaa
aggtgcaagc
caagcaacca
ctaacgggaa
ttaatcataa
acccaaactc
actattaccg
gttattacgce
cCgaaaacaa
tgaaccataa
gtaaaggtca
tcottetgac
tgctttctyg
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cgttgactat
cacagacctg
ccctatgatt
gcagtatgct
atataacggc
caattacgaa
catggcccgt
tgggggccty
cggtcgtcag
cgaccteegt
tattaatatc
gcaatatagc
agtgttaggc
gtttctoggac
tatttataaa
ggggaacggc
cgttcgectyg
caacggtacc
aggcgactat
cgttgcggat
aaaaatcggc
agtgggagat
ctttagccaa
aataaatccg
tgatctgacc
tactgaccat
tctgtcagta
gccgegtaga
attaaaatcc
tgactggatt
aaataaccga
caatggtgcg
tggtggcget

ccggccaact

caaattttcc
tccgtcaaaa
gattttagty
gtcagcgtca
cataacgatg
ccgcacaaag
tlcaataaat
gatacctaca
ctcgtgtacg
gatttgtcce
gatcaaacca
gcagaagagc
gatagcggca
acttatgatct
aaggaattcg
gaacatcact
gcgaacaatg
ctggtcctta
actgttaagg
ggaaaaaagg
aaagggacat
gggaccgtga
gtaggaattg
gataacctgt
tttgaacata
gcatcaacta
cattccatcc
ccaattccac
ggagggcggc
tttatgggtt
aggatcaggty
ctgaatctaa
aatctgaatqg

ccgcatgcac

182

gcgactttgce
ataagagagg
tagcggacgt
aacatgctaa
tggctgataa
cgtggggcgc
tcgtgaccga
aagataaaaa
agaagggtgt
aggcgtateg
tgaataccga
taaagcaggc
gtccgotgrt
attgggccgg
cagacaaaat
ggaagacgac
agggcgatgc
accagaacat
gagcaaacaa
tggtttgogca
tggaaattaa
ttctgaacca
trtagtggtcg
actttggatt
tccgtaacgt
tcaccttgac
agaatgatta
aaggtaaaga
tgaatgcacc
atactcaaga
atttcggcad
attttaacgg
gtaaaatcag

gtgattttgt

ggaaaataaa
ccagaacatc
taataaacgg
agcggaagtt
agaaaatgaa
gagtaattta
ggtagcaccg
ccgcttctet
ctatcaccag
ctacgctatt
aggcctaatt
cctcagecaa
tgccttcgat
atatggtaaa
caagcagcat
cggcacgaat
aaacaatggg
aaatcagggc
tgacatcacc
ggttaaaaac
tggtaccggt
gaaagcagac
tggcacactc
tcgtggegga
tgacgagggt
cgggaaaagt
tgatgaagac
tcrtrtattac
tatgccggaa
agaggctegc
atttttcoat
caaaagtgcc
tgtgacgcag

aaataaatcg

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1930
2040



agcgctcgta
ataaatcgca
ggtaggaatg
ctgggttata
tgcaacactg
gggaatgtga
aaaattcagg
acgggggact
gcgtccgatg
aacggtcact
aaagaatcag
caggaaggcc
tcactcgcoga
ggcataacac
tgcogtcgacg
gctggttacc
ggcggtageg
gatttattct
atcacctcag
cagtactacc
agctctgata
aaaaagtacg
cacggcaaat
cgtgtataca
gcaatgttct
gtatctacta
ctgaacattg
gcggtgatcc
ctggtttctt
aaacgtaacg
gitaatactc
gaagctacca
aacatcaact
atgatcaaca

atcccgtacg

aagatgcgca
cctttaaage
tatctgatat
aaaacggtga
gcaatctgtc
acctgaacca
gccagggcaa
cgcaggtgca
cccagtcage
ttcactactt
cgagcggaca
ttgacttatt
atcactacgt
gcctctataa
gcggtggegg
tgctgggtcec
gcggtggegg
tcagcccgag
atactaacat
tgacctttaa
tcatcggeca
agctggacaa
ccegtatege
CCTICTtCtLC
tgggttgggt
ccgacaaaat
gcaacatgct
tgctggagrt
acattgcaaa
aaaaatggga
agatcgacct
aggcaatcat
tcaacatcga
tcaacaagtt

gtgttaaacg
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tttitctaaa
ggcagaaatc
tacagcaaac
tgaagtttgt
tgataaagcy
aaacgctygee
ctccegtgty
caacttgtcc
taataaatat
aacggattta
ttatcagtta
tgatgcttca
tgatctggot
tccetatgec
tagcgcagac
gcacgctott
tagcgcacta
tgaagacaac
cgaagcagcc
tttcgacaac
gctggaacty
atataccatg
actgactaac
tagcgactac
tgaacagctt
tgcggatatc
gtacaaagac
catcccggaa
caaggttcty
tgaagtttac
catccgcaaa
taactaccag
cgatctgtec
cctgaaccag

tctggaggac

aataacgagyg
gcggttaatc
attacagcca
gttcgatcgg
cttaactctt
ttggtacttyg
tctctgaacc
ctggccgata
catacgatca
gcaaaaaact
catgtacaga
tcggtacaag
gcgctgoget
ggtaacggcc
gatgacgata
gcgctaacgg
gtgctgcagt
ttcaccaacyg
gaagaaaaca
gagccggaaa
atgccgaaca
ttccactacc
tccgttaacy
gtgaaaaagyg
gtttatgatt
actatcatca
gacttcgttg
atcgccatec
actgtacaaa
aaatatatcg
aaaatgaaag
tacaaccagt
tctaaactga
tgctctgtaa

ttcgatgcgt

183

tcgtgtitga
agagtgcgag
ctgataatgc
attacacggqg
ttgacgccac
gtaaggecagce
agcactcgaa
gccatattca
aaatcaatca
taggggataa
acaaaacagqg
atcgttccag
atactataaa
gtccggtgaa
aaggttggac
gcggtagcgy
gtatcaaggt
acctgaacaa
tcregotgga
acatttctat
tcgaacgttet
tgcgcgegea
aagctctgct
tcaacaaagc
ttaccgacga
tcccgtacat
gcgcactgat
cggractgqgg
ccatcgacaa
tgaccaactg
aagcactygga
acaccgagga
acgaatccat
gctatctgat

ctctgaaaga

agatgactgg
cttttcatcg
gaaggtcaac
ctatgttacc
gcgcattaac
gttgtggggt
gtggcacctg
ccttaacaat
cctctectggc
agtcctggta
cgagccaaat
actgttcgtt
gacggadaaat
acctgctecc
cctgaactet
tagcggcggt
taacaactgg
aggtgaagaa
¢cctgatccag
cgaaaaccty
¢ccaaacgot
ggaatitgaa
caacccgtcee
gactgaagct
gacgtccgaa
cggtceggct
cttcteeggt
cacctitgct
cgcgctgage
gctggctaag
aaaccaggcy
agaaaaaaac
caacaaagct
gaactccatg

cgccctgety

2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4149
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aaatacattt acgacaaccg tggcactctg atcggtcagy ttgatcgtct gaaggacaaa

gtgaacaata ccttatcgac cgacatccct tttcagctca gtaaatatgt cgataaccaa

cgccttttgt ccactctaga ctag

<210> 53
<211> 1427
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética

<400> 53

Gly Ser Leu
1

Ala

Lys

Met

val

65

His

Lys

Lys

Ala

145

ser

val

ser

Glu

Asn

Ile

50

Asp

Thr

Glu

Ala

Arg

Ala

Phe

Tyr

Gln

Asn

Asp

Pro

Phe

Asn

Trp

Phe

Gly

val

His

Ala
195

val

Arg

Phe

Gln

Tyr

Glu

100

Gly

Asn

Gly

Arg

Gln

180

Tyr

Arg
5
Gly
Gly
ser
Tyr
Tyr
85
Tyr
Ala
Lys
Gly
Ile
165

Glu

Al'g

ASp

Lys

Gln

val

Ala

70

Gly

Arg

ser

Phe

Leu

150

Gly

Gly

Tyr

Asp

Phe

Asn

Ala

35

val

Gln

val

Asn

val

135

Asp

Ala

Asn

Ala

val

Phe

Ile

40

ASp

ser

Tyr

val

Leu

120

Thr

Thr

Gly

Glu

Ile
200

Asp

val

25

Gly

val

val

Ash

Glu

105

Gly

Glu

Tyr

Arg

Lys

Ala

184

AsSn

Asn

Lys

Gly

a0

Gln

Arg

val

Lys

Gln

170

Gly

Gly

Gln

Ala

Ala

Lys

His

75

His

Asn

Leu

Ala

ASpP

155

Leu

Tyr

Thr

Ile

Thr

Leu

Arg

60

Ala

Asn

Asnh

Glu

Pro

140

Lys

val

Asp

Pro

Phe

Asp

Ser

45

Ile

Lys

Asp

Tyr

Asp

125

Ile

Asn

Tyr

Leu

Tyr
2Q5

Arg

Leu

30

Asn

Ala

Ala

val

Glu

110

Tyr

Ala

Arg

Glu

Arg

Lys

ASp

15

Ser

val

Thr

Glu

Ala

95

Pro

Asn

Pro

Phe

Lys

Asp

Asp

4200
4260
4284

Phe

val

Pra

val

val

80

Asp

His

Met

Thr

Ser

160

Gly

Leu



Asn

His

225

Asp

Phe

Asp

Tyr

Thr

305

Ser

Ala

Leu

Asp

Gly

Pro

Asn

val

Ser

Ser
465

Ile

210

Asn

Ala

Ala

Tyr

His

Asn

Asn

Tyr

Ile

Asn

Gly

Ile

Gln

450

Asn

Asp

Lys

Leu

Phe

Trp

275

Lys

Lys

Ile

Asn

Gln

355

Thr

ASp

Gly

Thr

Leu

435

val

Gln

Gln

Gln

Thr

Asp

260

Ala

Glu

Gly

Gly

Gly

340

Asn

val

val

Asp

Gly

Asn

Gly

Ile

Thr

Tyr

Asn

245

LyS

Gly

Phe

Asn

Ser

325

Gln

Ile

Lys

Ala

Gln

Ile

Asn

ES 2632470 T3

Met

Ser

230

Tyr

Gln

Tyr

Ala

Gly

310

Thr

Asn

Asn

Gly

ASp

390

Leu

Asn

Lys

val

Pro
470

Asn

215

Ala

Gly

LyS

Gly

Asp

295

Glu

Ala

val

Gln

Ala

375

Gly

Ala

Gln

Ala

Ser

455

Asp

Thr Glu

Glu Glu

val Leu

Asn Gln

265

Lys Lys

280

Lys Ile

His His

val Arg

Thr phe

345

Gly Ala

Asn Asn

LYS LYS

Lys Ile

Gly Gln

Asp Ala

Gly Arg

Asn Leu

185

Gly

Leu

Gly

Trp

ser

Lys

Trp

Leu

330

Glu

Gly

Asp

val

Gly

410

Leu

Asp

Gly

TYr

Leu

Lys

Asp

val

Trp

Gln

Lys

315

Ala

Asp

Gly

val

395

Lys

Lys

Lys

Thr

Phe
475

Ile

220

Gln

Ser

Phe

Gln

His

300

Thr

Asn

Asn

Leu

Thr

380

Trp

Gly

val

Lys

Leu

460

Gly

Gly

Ala

Gly

Leu

Glu

285

Asp

Thr

Asn

Gly

Phe

365

Trp

Gln

Thr

Gly

val

445

val

Phe

Phe

Leu

Ser

Gly

270

Trp

Asn

Gly

Glu

Thr

350

Phe

Leu

val

Leu

Leu

Arg

Gly

Ser

Pro

255

Thr

Asn

Ala

Thr

Gly

Leu

Lys

Gly

LYysS

Glu

415

Gly

Ala

Asnh

Gly

Asn

Gln

240

Leu

Tyr

Ile

Gly

Asn

320

Asp

val

Gly

Ash

400

Thr

Phe

Ser

Gly
480



Arg

val

Thr

ser

Tyr

545

Lys

Pro

Gly

Asnh

ser

Ala

ser

Phe

705

Gly

Ala

Ser

Leu

ASp

val

530

Tyr

Asn

Met

Tyr

Arg

610

Gly

Lys

val

Arg

Lys

Lys

Arg

Lys

Asp

AsSp

Glu

Thr

515

His

Arg

Tyr

Pro

Thr

395

Arg

His

Arg

Thr

ASp

Asn

Ala

Asn

val

TYr

Ala

Gly

Leu

ser

Pro

Arg

Glu

580

Gln

Ile

Asn

Phe

Gln

660

Phe

Asn

Ala

val

Asn

740

Thr

Asn
485

Ala

Thr

Arg

Tyr

Asn

Glu

Gly

Gly

Leu

645

Gly

val

Glu

Glu

ser

725

Leu

Gly

Gly

Arg

Gly

Gln

Arg

Tyr

Gly

Glu

Asp

Ala

630

Leu

Asn

Asn

val

Ile

710

ASp

Gly

Tyr
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Asn

LysS

Asn

535

Pro

Ala

val

Ala

Phe

615

Leu

Thr

val

Lys

val

695

Ala

Tyr

val

Asp

val

sSer

520

ASp

Ile

Leu

Ala

Arg

Gly

AsSn

Gly

Led

ser

680

Fhe

val

Thr

Lys

Thr

Leu

Asn

505

Leu

Tyr

Pro

Lys

Glu

585

Lys

Gly

Leu

Gly

Leu

665

ser

Glu

Asn

Ala

Asn

745

cys

186

Thr

490

His

Ile

ASp

GIn

sSer

570

Asn

Ash

Phe

Asn

Ala

650

ser

Ala

Asp

Gln

Asn

730

Gly

Asn

Phe

Asn

Thr

Glu

Gly

Gly

Asn

Ala

Phe

Phe

635

Asn

Gly

Arg

Asp

ser

715

Ile

Asp

Thr

Glu

Thr

Asn

ASD

Lys

Gly

ASp

Met

Asp

620

Asn

Leu

Arg

Lys

700

Ala

Thr

Glu

Gly

His

ASp

Pro

525

Asp

Asp

Arg

Trp

Ash

605

Glu

Gly

Asn

Pro

Asp

685

Ile

ser

Ala

val

Asn

Ile

His

510

AsSn

Tyr

Leu

Leu

Ile

590

His

Glu

Lys

Gly

Thr

670

Ala

Asn

Phe

Thr

Cys

750

Leu

ser

ser

Tyr

Asn

575

Phe

Lys

Asn

Sear

Lys

655

Pro

His

Arg

ser

ASp

735

val

Ser

Asn

Ser

Leu

Tyr

Tyr

560

Met

ASn

Gly

Ala

640

His

Fhe

Thr

ser

720

Asn

Arg

ASp
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755 760 765

Lys Ala Leu Asn Ser Phe Asp Ala Thr Arg Ile Asn Gly Asn val Asn
770 775 780

Leu Asn GIn Asn Ala Ala Leu val Leu Gly Lys Ala Ala Leu Trp Gly
785 790 795 800

Lys Ile GIn Gly GIn Gly Asn Ser Arg val Ser Leu Asn GIn His Ser
805 810 815

Lys Trp His Leu Thr Gly Asp Ser Gln val His Asn Leu Ser Leu Ala
820 825 830

Asp Ser His Ile His Leu Asn Asn Ala Ser Asp Ala GlIn Ser Ala Asn
835 840 845

Lys Tyr His Thr ITe Lys Ile Asn His Leu Ser Gly Asn Gly His Phe

His Tyr Leu Thr Asp Leu Ala Lys Asn Leu Gly Asp Lys val Leu val
865 870 875 880

Lys Glu Ser Ala Ser Gly His Tyr GIn Leu His val Gln Asn Lys Thr
885 890 895

Gly Glu Pro Asn GIn Glu Gly Leu Asp Leu Phe Asp Ala ser ser val
900 905 910

Gln Asp Arg Ser Arg Leu Phe val sSer Leu Ala Asn His Tyr val Asp
915 920 925

Leu Gly Ala Leu Arg Tyr Thr Ile Lys Thr Glu Asn Gly Ile Thr Arg
930 935 940

Leu Tyr Asn Pro Tyr Ala Gly Asn Gly Arg Pro val Lys Pro Ala Pro
945 950 955 960

Cys val Asp Gly Gly Gly Gly Ser Ala Asp AsSp Asp Asp Lys Gly Trp
965 970 975

Thr Leu Asn Ser Ala Gly Tyr Leu Leu Gly Pro His Ala val Ala Leu
980 985 990

Ala Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly ser Gly Gly Gly Gly Ser
995 1000 1005

Ala Leu val Leu Gln Cys Ile Lys val Asn Asn Trp Asp Leu Phe
1010 1015 1020

Phe Ser Pro Ser Glu Asp Asn Phe Thr Asn Asp Leu Ash Lys Gly
1025 1030 1035

187



Glu

Asp

Ile

Asn

Leu

Thr

Thr

Glu

Phe

Asp

Gly

ser

Pro

val

Glu

Ala

Glu
1040

Ser
1055

Asn
1070

Ile
1085

Gly
1100

Arg
1115

Ash
1130

Phe
1145

Ala
1160

Thr
1175

Ile
1190

Asn
1205

val
1235

Leu
1250

Lys
1265

Lys
1280

Ile

Leu

Glu

Gly

Lys

Ala

ser

Phe

Ala

Asp

Thr

Met

Ala

Leu

Thr

Trp

val

Thr

Asp

Pro

GlIn

Lys

GlIn

val

ser

Met

Glu

Ile

Leu

val

Gly

val

Asp

Asn

ser

Leu

Glu

Leu

Tyr

Glu

Asn

ser

Phe

Thr

Ile

Tyr

Ile

Thr

GIn

Thr
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Asp

Ile

Asn

Glu

Glu

Phe

Glu

Asp

Leu

ser

Ile

Lys

Leu

Phe

Thr

val

GIn

Thr
1045

Gln
1060

Ile
1075

Leu
1090

Leu
1105

Glu
1120

Ala
1135

Tyr
1150

Gly
1165

Glu
1180

Pro
1195

Asp
1210

Leu
1225

Ala
1240

Ile
1255

Tyr
1270

Ile
1285

Asn

GlIn

ser

Met

Asp

His

Leu

val

Trp

val

Tyr

Asp

Glu

Leu

ASp

Lys

ASp

188

Ile

Tyr

Ile

Pro

Lys

Gly

Leu

Lys

val

ser

Ile

Phe

Phe

val

Asn

Tyr

Leu

Glu

Tyr

Glu

Asn

Tyr

Lys

Asn

Lys

Glu

Thr

Gly

val

ser

Ala

Ile

Ile

Ala

Leu

Asn

Ile

Thr

Ser

Pro

val

Gln

Thr

Fro

Gly

Fro

Tyr

Leu

val

Arg

Ala
1050

Thr
1065

Leu
1080

Glu
1095

Met
1110

Arg
1125

ser
1140

Ash
1155

Leu
1170

Asp
1185

Ala
1200

Ala
1215

Glu
1230

Ile
1245

Ser
1260

Thr
1275

Lys
1290

Glu

Phe

ser

Arg

Phe

Ile

Arg

Lys

val

Lys

Leu

Leu

Ala

Lys

Asn

Lys

Glu

Asn

ser

Phe

His

val

Tyr

Ile

Asn

Ile

Ala

Asn

Arg

Trp

Met

Asn

Phe

Asp

Pro

Tyr

Leu

Tyr

Thr

Asp

Ala

Ile

Phe

Ile

Lys

Asn

Leu

Lys
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15

Ala
1295

Glu

Gln
1310

Tyr

Phe Asn

1325

Ala
1340

Lys

Ser Tyr
1355

Glu Asp
1370

Tyr Asp
1385

Asp Lys

1400

Ser Lys
1415

<210> 54

<211> 558
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

Leu Glu

Tyr Asn
Ile Asp
Met Ile
Leu Met
Phe Asp
Asn Arg
val

Asn

Tyr val

<223> Secuencia sintética

<400> 54

ctgcagtyta
tctttgaaag
tcggaggaaa
gagctcagty
gcggcttyggy
aagacgaccy
qgagcgqtcc
atggttgcac
aacttcgtag
ctagaatgat

<210> 55

<211> 2010
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

tcaatctgga
aacacggeccc
aagcgaaaca
aactgaaaac
ccgtgaatgt
cagcgttaag
accataacac
aggctatecce
aaagcattat

aaaagctt

Asn

GIn

Asp

Asn

Asn

Ala

Gly

Asn

Asp

ES 2632470 T3

GIn

Ala

Glu Ala

1300

Tyr

Thr

Glu Glu

1315

Leu

ser

ser Lys

1330

Asn

Lys Phe

1345

ser

Met

ITle Pro

1360

ser

Leu

Lys Asp

1375

Thr

Leu

Ile Gly

1390

Thr

Leu

ser Thr

1405

Asn

Gln

Arg Leu

1420

ttgygacgta
gatcaaaaat
gtatttggaa
agtgacggga
tgcccaagta
cattttaccg
gaggaaatt
actcgtgyggy
taatcttttt

atccgtgata
aagatgtctg
gagtttcatc
acgaatcctg
attgatagtyg
gagattggtt
gtcgcccagt
gaactggtig
caggtggtygc

189

Thr Lys

Ala

Ile Ile

1305

Glu Lys

Asn

Asn Ile

1320

Leu Asn

Glu

ser Ile

1335

Leu Asn

Gln

Cys ser

1350

Tyr Gly

val

Lys Arg

1365

Ala Leu

Leu

Lys Tyr

1380

Gln val

Asp

Arg Leu

1395

Asp Ile

Pro

Phe Gln

1410

Leu Ser

Thr

Leu Asp

1425

agaccaaaac
aatcacccaa
aaaccgeget
tttttgcagg
agaccgcaga
ccgtgatgag
caatcgctct
acataggttt

ataacagcta

aaaaatcgay
taaaactgrt
tgaacatccy
cgcaaactat
caacctggaa
tatagcggat
gagttecoty
cgccgectac

caaccgccect

Asn

Asn

Asn

val

Leu

Lys

Leu

60
120
180
240
300
360
429
480
540
558



5

<220>

<223> Secuencia sintética

<400>

55
catatgggat

gttgacattg
aaaatccaca
ggtgacctga
tacctgtcta
cgtatttact
ttctgggocy
grrattcagco
tctygctgata
cgtaacggct
gaagaatccc
cctgcggtta
atcaatccga
gaagttagct
ctgcaagaaa
ctgaacaaag
tttaaagaaa
aaattcgata
ttctttaaag
aacatcgtyce
ctggctgeta
daaaacttca
agcgcagacyg
cacgctgttg
agcgcactag
acaaaaatcy
aataaaactyg
cttgaacatc
ggcgcaaact
gacaacctgg

ggtatagcgg

ccatggagtt
cttacatcaa
acaaaatcty
acccgccaccec
ccgataacga
ccaccgacct
gttctaccat
cggacgyrtc
Tcatccagtrt
acggttccac
tggaagtaga
ccctggetea
accgtgtctt
tcgaagaact
acgagttccy
cgaaatccat
aatacctygct
aactttacaa
ttctgaaccy
cgaaagttaa
attttaacqg
ctggtctytt
atgacgataa
cgctagcggy
tactgcagty
agtctttgaa
tttcggagga
cggagctcag
atgcggcttg
aaaagacgac

atggagcggt

ES 2632470 T3

cgttaacaaa
aatcccgaac
ggttatcccy
ggaagcgaaa
aaaggacaac
gggccgtatg
cgataccgaa
ctatcgttec
cgagtgtaag
tcagtacatc
cacgaacceca
cgaactgatt
caaagttaac
gcgtactttt
tctygtactac
cotgygotace
cagcgaagac
aatgctgact
caaaacctat
ctacactatc
ccagaacacy
cgagttttac
aggttggacc
cggtggcggt
tatcaatctyg
agaacacggc
aaaagcgaaa
fgaactgaaa
ggccgtgaat
cgcagcgtta

ccaccataac

cagttcaact
gctggecaga
gaacgtgata
caggtgccag
tacctgaaag
ctgctgacta
ctgaaagtaa
gaagaactga
agctttggtc
cgtttctctc
ctgctgggcg
catgcaggcce
accaacgcgt
ggcggtcacg
tataacaagt
actgcttcete
acctceegycea
gaaatttaca
ctgaacttcy
tacgatgytt
gaaatcaaca
aagctyctgt
ctgaactcty
agcggcggty
gattgggacy
ccgatcaaaa
cagtatttgg
acagtgacgg
gttgcccaag
agcattttac

actgaggaaa

190

ataaagaccc
tgcagccyggt
cctttactaa
tatcttacta
gtgttactaa
gcatcgttcyg
tcgacactaa
acctggtgat
acgaagttct
cggacttcac
ctggtaaatt
accgcctgta
attacgagat
acgctaaatt
tcaaagatat
tccagtacat
aattctctgt
ccgaagacaa
acaaggcagt
tcaacctycy
acatgaactt
gcgtegacgy
ctggttacct
gcggtagegg
taatccgtga
ataagatgtc
aagagtttca
gaacgaatcc
taattgatag
cggggattgg
ttgtcgcecca

agttaacggt
aaaggcattc
cccggaagaa
tgactccacc
actgttcgag
cggtatcccy
ctgcatcaac
catcggcececg
gaacctcacc
cttcggtttt
cgcaactgat
cggtatcgec
gtccggtctg
catcgactct
cgcateccacc
gaagaacgtt
agacaagttg
cttcgttaag
attcaaaatc
taacaccaac
cacaaaactg
cggtogcgyt
gctgggtecg
cggtggcggt
taagaccaaa
tgaatcaccc
tcaaaccgeg
tgtttttgca
tgagaccgca
ttccgtgatg
grcaatcgct

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
15900
1560
1620
1680
1740
1800
1860
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ES 2632470 T3

ctgagttccc tgatggttgc acaggctatc ccactcgtgg gggaactggt tgacataggt

ttcgccgect acaacttcgt agaaagcatt attaatcttt ttcaggtggt gcataacagc

tacaaccgcc ctctagaatg ataaaagctt

<210> 56
<211> 666
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética

<400> 56

His

1

Pro

Gln

Ile

Pro

65

Tyr

Lys

Thr

Thr

145

ser

Leu

ser

Met

val

Met

Pro

50

Pro

Leu

Leu

ser

Glu

130

Gly

Ala

Asn

Pro

Gly

Asn

Gln

35

Glu

Pro

ser

Phe

Ile

115

Leu

ser

Asp

Leu

Asp
195

Ser

Gly

20

Pro

Arg

Glu

Thr

Glu

100

val

Lys

Tyr

Ile

Thr

180

Phe

Met

val

val

Asp

Ala

Asp

85

Arg

Arg

val

Arg

Ile

165

Arg

Thr

Glu

Asp

Lys

Thr

Ile

Gly

Ile

ser

150

Gln

Asn

Phe

Phe

Ile

Ala

Phe

55

Gln

Glu

Tyr

Ile

Asp

135

Glu

Phe

Gly

Gly

val

Ala

Phe

40

Thr

val

Lys

ser

Pro

120

Thr

Glu

Glu

Tyr

Phe
200

Asn

Tyr

Lys

Asn

Pro

Asp

Thr

105

Phe

Asn

Leu

Cys

Gly

Glu

191

Lys

10

Ile

Ile

Pro

val

Asn

90

Asp

Trp

Cys

Asn

Glu

Gln

Lys

His

Glu

Ser

75

Tyr

Leu

Gly

Ile

Leu

155

ser

Thr

ser

Phe

Ile

Asn

Glu

60

Tyr

Leu

Gly

Gly

Asn

140

val

Phe

Gln

Leu

Asn

Pro

Tyr

Lys

Arg

ser

125

val

Ile

Gly

Tyr

Glu
205

Tyr

Asn

30

Ile

Asp

Asp

Gly

Met

110

Thr

Ile

His

Ile
190

val

Lys

Ala

Trp

Leu

ser

val

95

Leu

Ile

GIn

Gly

Glu

175

Arg

Asp

1920
1980
2010

Asp

Gly

val

Asn

Thr

80

Thr

Leu

Asp

Pro

Pro

160

val

Phe

Thr



Asn

Leu

225

Ile

Met

His

Tvr

val

Tvr

Thr

Leu

Phe

Leu

Trp

Leu

465

Ser

Pro

210

Ala

Asn

ser

Asp

Tyr

290

Ser

Lys

Asp

Thr

TYIr

val

Ala

Thr

Cys

Thr

450

Ala

Ala

Leu

His

Fro

Gly

Ala

275

Tyr

Ile

Glu

Lys

Glu

Leu

Asn

Ala

Lys

val

435

Leu

Gly

Leu

Leu

Glu

Asn

Leu

260

Lys

AsN

val

LyS

Leu

340

Asp

AsSnh

Tyr

Asn

Leu

420

Asp

Asnh

Gly

val

Gly

Leu

245

Glu

Phe

Lys

Gly

Tyr

325

LYyS

Ash

Phe

Thr

Phe

Lys

Gly

Ser

Gly

Leu

ES 2632470 T3

val
Ile
Phe
Thr
310
Leu
Phe
Phe
Asp
Ile
390
ASN
ASh
Gly
Ala

Gly
4

Gln

Gly

His

Phe

Ser

ASp

Lys

Thr

Leu

Asp

val

Lys

375

Tyr

Gly

Phe

Gly

Cys

Lys

Ala

Lys

Phe

ser

280

ASp

Ala

Ser

LyS

Lys

Ala

Asp

Gln

Thr

Gly

Tyr

Gly

Ile

Phe

Gly

val

Glu

265

Leu

Ile

Ser

Glu

Leu

345

Phe

va'l

Gly

Asn

Gly

ser

Leu

Gly

Asn

192

Ala

His

Ash

250

Glu

Gln

Ala

Leu

ASD

330

Tyr

Phe

Phe

Phe

Thr

410

Leu

Ala

Leu

Gly

Leu

Thr
Arg
235

Thr

Leu

Ser

Gln

315

Thr

LYsS

Lys

Lys

Asn

395

Glu

Phe

Asp

Gly

Gly

475

Asp

AsSp

Leu

Asn

Arg

Asn

Thr

300

Tyr

Ser

Met

val

Ile

380

Leu

Ile

Glu

Asp

Pro

460

ser

Trp

Pra

Tyr

Ala

Thr

Glu

285

Leu

Met

Gly

Leu

Leu

365

AsSn

Abrg

Asn

Phe

His

Gly

Asp

Ala

Gly

Tyr

Fhe

270

Phe

Asn

Lys

Lys

Thr

350

Asn

Asn

Asn

Tyr

Asp

Ala

Gly

val

val

Ile

Tyr

Gly

Arg

Lys

Asn

Arg

val

Thr

Met

415

Lys

Lys

val

Gly

Ile

Thr

Ala

240

Gly

Leu

val

320

ser

Ile

Lys

Pro

Asn

400

Asn

Leu

Gly

Ala

Gly

Arg
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<210> 57
<211> 1329
<212> ADN

Asp

Lys

Ala

Glu

545

Gly

ser

Leu

His

Met

625

Phe

val

Lys

Asn

Ala

Glu

Pro

ASDh

010

val

Ala

His

Thr

Lys

GlIn

Ser

Asn

Thr

Gly

Thr

Ala

Ala

Asn

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética

<400> 57

Lys

500

Met

Tyr

Glu

Tyr

Ala

580

Glu

GIn

Tyr

ser
660

485

Thr

ser

Leu

Leu

Ala

565

Asp

Gly

Glu

Ala

Asn

645

Tyr

ES 2632470 T3

Lys

Glu

Glu

Lys

Ala

AsSDh

ser

Ile

Ile

630

Phe

Asn

Ile

ser

Glu

535

Thr

Trp

Leu

val

val

015

Pro

val

Arg

Glu

Pro

520

Phe

val

Ala

Glu

Met

600

Ala

Leu

Glu

Pro

193

ser

505

Asn

His

Thr

val

Gly

Gln

val

ser

Leu
665

490

Leu

Lys

GIn

Gly

Asn

570

Thr

Ile

ser

Gly

Ile
650

Lys

Thr

Thr

Thr

555

val

Thr

Ala

Ile

Glu

635

Ile

Glu

val

Ala

540

Asn

Ala

Ala

Asp

Ala

620

Leu

Asn

His

ser

525

Leu

Pro

GlIn

Ala

Leu

val

Leu

Gly

510

Glu

Glu

val

val

Leu

590

Ala

ser

Asp

Phe

495

Pro

Glu

His

Phe

Ile

575

ser

val

ser

Ile

Gln
655

Ile

Lys

Pro

Ala

560

Asp

Ile

Leu

Gly

val
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ggatccatgce
attatcatga
attactgacc
tttaacccge
cgtacggaca
aagaacaatg

ggcaattctt

ctgttagaac
atrtttggtc
gacaataaga
tgtccggagt
ggtaagtcaa
ctgcacggct
attratatgc
gacgcgaatt
tataaagcqga
attgattcct
cagtatatcg
accgaaatty
aaccatgatc
gggttcaaca
aatactaacg

tgtgtcgac

ctattactat
tggaaccygcc
gcatttggat
cttcatcgct
gcgataaaga
tggccggaga
acagcctygct
aagatccgag
caggtcctgt
actacttccc
acgttccgac
aatattttca
tatatggtat
agcataccta
tgatctccat
ttgcgaacaa
acaaacaaat
taaacgaaga
agttggggaa
cggtgaaaat
ttgaatctaa
ctttccgtaa

<210> 58

<211> 2772

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 58

ES 2632470 T3

taacaattrt
atattgcaaa
tgttccagag
gatcgaagga
ccycttetta
agcactctty
ggataaattt

tggcgeaacc
actgaataaa
atgccgtgac
gtttgataat
agatcecggec
gcaagtgtcc
cccgatttca
cgacatcaaa
actgtctcag
ttatcaacag
taaatttcag
gaaatttaac
ccccaatcty
ggatctgaaa
tgttgatggt

cgttatageg
ggactggaca
cgttacgagt
gcatcagagt
cagaccatgg
gataagatta

gacacaaata

acgaagtctg
aatgaagtac
ggctteggtt
gttattgaga
cttctcctta
tcgcatgaaa
gctgaagagt
aacgatctgt
gtgactagct
adataccagt
atcctgtata
attaaaaccc
cttgatgata
tccgaataca

agtggactcg

194

atcccgtcaa
tttactataa
tcgggacgaa
attacgatcc
tcaaactttt
tcaacgegat

gtaattcagt

ccatgctgac
gcggcatcgt
cgatcatgeca
atatcacgag
tgcatgaact
tcattccgtc
tgtttacgtt
atgagaaaac
gcaacgatcc
tcgataaaga
acagcattat
gtctygtctta
Ccatttataa
aaggccaaaa

tctcgaaact

caatgacacc
agccttceaag
accagaagat
gaactatcty
taaccgtatt
tccataccty

cagctttaac

aaatctgatc
tcteogegtyg
gatggctttc
tttaacaatc
gattcacgtg
caaacaggaa
tggtggccag
attaaatgac
taacattgat
cagcaatggt
gtatggcttt
ttttagtatyg
tgataccgaa
tatgcgtgtt
gattgggtty

60
120
180
240
300
360
420

430
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1329



catatgggat
gacaccatta
ttcaagatta
gaagatttta
tatctgcgta
cgtattaaga
tacctgggca
tttaacctgt
Ctgatcattt
cgcgtggaca
gctttctgtc
acaatcggta

cacgtgctgc

ccatgcctat
tcatgatgga
ctgaccgcat
acccgectte
cggacagcga
acaatgtggc
attcttacag
tagaacaaga
ttggtccagg
ataagaacta
cggagtacgt
agtcaaaata

acggcttata

ES 2632470 T3

tactattaac
accgccatat
ttggattgrt
atcgctgatc
taaagaccgc
cggagaagca
cctgctggat
tccgagtggce
tcctgtactg
cttcccatgce
tccgacgttt
ttttcaagat

tggtatgeaa

aattttcgtt
tgcaaaggac
ccagagcgtt
gaaggagcat
ttcttacaga
ctcttggata
aaatttgaca
gcaaccacga
aataaaaatg
cgtgacggcet
gataatgtta
ccggceecttce

gtgtcctegce

195

atagcgatcc
tggacattta
acgagttcgg
cagagtatta
ccatggtcaa
agattatcaa
caaatagtaa
agtctgccat
aagtacgcgg
tcggttcgat
ttgagaatat
tccttatgea

atgaaatcat

cgtcaacaat
ctataaagcc
gacgaaacca
cgatccgaac
actttttaac
cgcgattcca
ttcagtcagc
gctgacaaat
catcgttete
catgcagaty
cacgagttta
tgaactgatt

tcegtecaaa

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



ES 2632470 T3

caggaaattt atatgcagca tacctacccg atttcagctg aagagttgtt tacgtttggt 840
ggccaggacyg cgaatttgat ctccatcgac atcaaaaacg atctgtatga gaaaacatta 900
aatgactata aagcgattgc gaacaaactg tctcaggtga ctagctgcaa cgatcctaac 960
attgatattg attcctacaa acaaatttat caacagaaat accagttcga taaagacagc 1020
aatggtcagt atatcgtaaa cgaagataaa tttcagatce tgtataacag cattatgtat 1080
ggctttaccg aaattgagtt ggggaagaaa titaacatta aaacccgtct gtcttatttt 1140
agtatgaacc atgatccgot gaaaatcccc aatctgcttg atgataccat ttataatgat 1200
accgaagggt tcaacattga atctaaggat ctgaaatccg aatacaaagg Ccadaatatg 1260
cgtgttaata ctaacgcttt ccgtaatgtt gatggtagtg gactcgtcte gaaactgatt 1320
gggttotgtg tcgacggcgg tggeggtagc gcagacgatg acgataaagg ttggaccctg 1380
aactctgctg gttacctygct gggtccgeac goctgttgege tagogggoegyg tggeggtagce 1440
ggcggtggeg gtagcgocgg tggeggtage gcactagtge tgcagtgtat caaggttaac 1500
aactgggatt tattcttcag cccgagtgaa gacaacttca ccaacgacct gaacaaaggt 1560
gaagaaatca cctcagatac taacatcgaa gcagccgaag aaaacatctc gctggacctg 1620
atccagcagt actraccrgac ctrtaatttc gacaacgagc cggaaaacat ttctatcgaa 1680
aacctgagct ctgatatcat cggecagetg gaactgatge cgaacatcga acgtttccca 1740
aacggtaaaa agtacgagct ggacaaatat accatgttcc actacctgcg cgcgcaggaa 1800
tttgaacacg gcaaatcccg tatcgeactg actaactecg ttaacgaage tctgctcaac 1860
ccgtcccgtg tatacacctt cttctctage gactacgtga aaaaggtcaa caaagcgact 1920
gaagctgcaa tgttcttggg ttgggitgaa cagcttgttt atgattitac cgacgagacg 1980
tccgaagtat ctactaccga caaaattgcg gatatcacta tcatcatcce gtacatcggt 2040
ccggctctga acattggcaa catgctgtac aaagacgact tcgttggcge actgatottc 2100
tccggtgegg tgatcctgct ggagttcatc ccggaaatcg ccatcccggt actgggeacc 2160
tttgctctygg titcttacat tgcaaacaag grtctgactg tacaaaccat cgacaacqdq 2220
ctygagcaaac gtaacgaaaa atgggatgaa gtttacaaat atatcgtgac caactggctg 2280
gctaaggtta atactcagat cgaccicatc cgcaaaaaaa tgaaagaagc actggaaaac 2340
caggcggaaq ctaccaaggc aatcattaac taccagtaca accagtacac <¢gaggaagaa 2400
aaaaacaaca tcaacttcaa catcgacgat ctgtcctcta aactgaacga atccatcaac 2460
aaagctatga tcaacatcaa caagttcctg aaccagtgct ctgtaagcta tctgatgaac 2520
tccatgatce cgtacggtgt taaacgtctg gaggacttcg atgcgtctct gaaagacgcec 2580
ctgctgaaat acatttacga caaccgtgyc actctgatcg gtcaggttga tcgtctgaag 2640
gacaaagtga acaatacctt atcgaccgac atccctttte agctcagtaa atatgtcgat 2700
aaccaacgcc ttttgtccac tctagaagca ctagcgagtg ggcaccatca ccatcaccat 2760
taatgaaagc tt 2772

<210> 59

<211> 920

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

196



<220>

<223> Secuencia sintética

<400> 59

His Met Gly
1

Pro

Gly

Ile

Pro

65

Tyr

Lys

Asp

Leu

Glu

145

Leu

Gly

Gly

Thr

ser
225

val

Leu

val

50

Pro

Leu

Leu

Lys

Asp

130

Gln

Phe

Phe
210

Lys

Asn

Asp

35

Pro

ser

Arg

Phe

Ile

115

Lys

Asp

Ile

val

Gly

Asp

Tyr

sSer

Asn

20

Ile

Glu

Ser

Thr

Ash

100

Phe

Pro

Phe

Leu

180

Ser

Asn

Phe

Met

Asp

Tyr

Arg

Leu

Asp

85

Arg

Asn

Asp

ser

Gly

Arg

Ile

val

Gln

ES 2632470 T3

Pro

Thr

Tyr

Tyr

Ile

70

ser

Ala

Thr

Gly

Pro

val

Met

Ile

Asp

Ile

Ile

Lys

Glu

55

Glu

Asp

Lys

Ile

Asn

135

Ala

Gly

Asp

Gln

Glu

215

Pro

Thr

Ile

Ala

40

Phe

Gly

Lys

Asn

Pro

120

ser

Thr

Pro

Asn

Met

200

Asn

Ala

Ile

Met

25

Phe

Gly

Ala

AsSp

Ash

105

Tyr

Asn

Thr

val

Lys

Ala

Ile

Leu

197

Asn

10

Met

Lys

Thr

Ser

Arg

90

val

Leu

Ser

Lys

Leu

170

Asn

Phe

Thr

Leu

Asn

Glu

Ile

Lys

Glu

75

Phe

Ala

Gly

val

Ser

155

Asn

Tyr

Cys

Ser

Leu
235

Phe

Pro

Thr

Pro

60

Tyr

Leu

Gly

Asn

ser

140

Ala

Lys

Phe

Pro

Leu

220

Met

Arg

Pro

Asp

45

Glu

Tyr

Gln

Glu

Ser

125

Phe

Met

Asn

Pro

Glu
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REIVINDICACIONES
1. Una proteina de fusién polipeptidica de cadena sencilla, que comprende:

a. una proteasa no citotdxica, proteasa que escinde una proteina del aparato de fusion exocitica de un
aferente sensorial nociceptivo;

b. una fraccion de direccionamiento de galanina que se une a un sitio de unién en el aferente sensorial
nociceptivo, donde el sitio de unién sufre una endocitosis para ser incorporado en un endosoma dentro del
aferente sensorial nociceptivo;

c. un sitio de escision de la proteasa en cuyo sitio la proteina de fusidn se puede escindir por una proteasa,
en el que el sitio de escision de la proteasa esta localizado entre la proteasa no citotdxica y la fraccion de
direccionamiento de galanina y en el que la fraccion de direccionamiento y el sitio de escision de la
proteasa estan separados por cero aminoacidos;

d. un domino de translocaciéon que transloca la proteasa desde dentro de un endosoma, a través de la
membrana endosomal y hasta el citosol del aferente sensorial nociceptivo, en el que la fraccion de
direccionamiento esta localizada entre el sitio de escision de la proteasa y el dominio de translocacion;

e. un primer espaciador localizado entre la proteasa no citotoxica y el sitio de escision de la proteasa, en el
que dicho primer espaciador comprende una secuencia de aminoacidos de 4 a 25 restos de aminoacidos;

f. un segundo espaciador localizado entre la fraccién de direccionamiento de galanina y el dominio de
translocacién, en el que dicho segundo espaciador comprende una secuencia de 4 a 35 restos de
aminoacidos.

2. La proteina de fusion de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que el primer espaciador comprende una secuencia
de aminoacidos de 6 a 16 restos de aminoacidos.

3. La proteina de fusién de acuerdo con la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, en la que dichos restos de
aminoacidos de dicho primer espaciador se seleccionan del grupo que consiste en glicina, treonina, arginina, serina,
alanina, asparagina, glutamina, acido aspartico, prolina, acido glutamico y/o lisina,

preferiblemente en la que los restos de aminoacidos del primer espaciador se seleccionan del grupo que consiste en
glicina, serina y alanina.

4. La proteina de fusién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en la que el primer espaciador se
selecciona de un espaciador GS5, GS10, GS15, GS18 o0 GS20,

5. La proteina de fusién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en la que la fracciéon de
direccionamiento de galanina se une especificamente al receptor GALR1, GALR2 y/o al GALRS3.

6. La proteina de fusidon de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la que la fraccién de
direccionamiento de galanina comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 70 % de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de longitud completa de la SEQ ID NO: 7 o SEQ ID NO: 8.

7. La proteina de fusién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en la que la fraccion de
direccionamiento de galanina comprende una secuencia de aminoacidos de acuerdo con la SEQ ID NO. 7 o un
fragmento que comprende o consiste en al menos 14 o 16 restos de aminoacidos contiguos de la secuencia de
aminoacidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 7 o una variante de la secuencia de aminoacidos de dicha SEQ ID NO.
7, teniendo dicha variante un maximo de 5 o 6 sustituciones de aminoacidos conservadoras.

8. La proteina de fusion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en la que la proteasa no citotdxica es
una cadena L de la neurotoxina clostridial o una IgA proteasa.

9. La proteina de fusion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en la que el dominio de translocacion
es el dominio Hy de una neurotoxina clostridial.

10. La proteina de fusién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en la que dicha proteina de fusion
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % de identidad de secuencia con la secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOs: 10, 11, 13, 14, 16, 17, 19, 20, 22, 23, 25, 26,
28, 29, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 53, 56 y/o 59.

11. Una molécula de polinucleétido que codifica la proteina de fusiéon polipeptidica de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1-10.

12. Un vector de expresion, que comprende un promotor, la molécula de polinucleétido de acuerdo con la
reivindicacion 11, en el que dicha molécula de polinucleétido se localiza en direccion 3' del promotor y un terminador
localizado en direccién 3' de la molécula de polinucledétido.
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13. Un método para preparar una proteina de fusion polipeptidica de cadena sencilla, que comprende:
a. transfectar una célula hospedadora con el vector de expresion de la reivindicacion 12 y

b. cultivar dicha célula hospedadora en condiciones que promueven la expresion de la proteina de fusion
polipeptidica por el vector de expresion.

14. Un método para preparar un agente no citotdéxico, que comprende:

a. poner en contacto una proteina de fusion polipeptidica de cadena sencilla de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 1-10 con una proteasa capaz de escindir el sitio de escision de la proteasa;

b. escindir el sitio de escision de la proteasa y formar asi una proteina de fusion de doble cadena,
en la que las dos cadenas estan unidas entre si por enlaces disulfuro.

15. Un polipéptido no citotdxico, obtenido por el método de acuerdo con la reivindicacion 14, en el que el polipéptido
es un polipéptido de doble cadena, y en el que:

a. la primera cadena comprende la proteasa no citotdxica, proteasa que es capaz de escindir una proteina
del aparato de fusion exocitica de un aferente sensorial nociceptivo;

b. la segunda cadena comprende la fraccion de direccionamiento de galanina y el dominio de translocacion
que es capaz de translocar la proteasa desde dentro de un endosoma, a través de la membrana endosomal
y hasta el citosol del aferente sensorial nociceptivo y

la primera y segunda cadenas estan unidas por enlaces disulfuro.

16. Una proteina de fusién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-10 o un polipéptido de acuerdo con
la reivindicacion 15, para su uso en el tratamiento, prevencion o alivio del dolor;

preferiblemente en el que el dolor crénico se selecciona de dolor neuropatico, dolor inflamatorio, cefalea, dolor
somatico, dolor visceral, y dolor referido.
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Figura 1
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Figura 1 Cont...
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 3 Cont...
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Figura 4
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Figura b

Proteina
de fusion

LC-GS5-EN- 82 nM 44 N 50 nM
CPGA30-GS20-H-
HT

LC-GS10-EN- 83 nM 49 nM 487 nM 41 nM 55 nM
CPGA30-GS20-Hy-
HT

LC-GS5-EN- 10 nM 11,7 nM 17,5 nM ND 13 nM
CPGA16-GS20-Hy-
HT

LC-GS10-EN- 6,14 nM 1,2 nM 9,47 nM 11 nM 7 NM
CPGA16-GS20-
Hy-HT
LC-GS18-EN- 4 nM 15,6 nM 11,7 nM 21,7 nM 13 nM
CPGA16-GS20-Hy-
HT

'62 nM

Figura 6

% Efecto maximo

Proteina de fusiéon | 25ng 2,5ng 0,25ng

LC-GS5-EN- 25,3+ 3,35 20,84+ 6,38 17,19+ 7,94
CPGA16-GS20-
Hn-HT

LC-GS18-EN- 22,07+ 7,86 19,98+ 7,42
CPGA16-GS20-
Hn-HT
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Figura 8
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Proteina de fusion Serotipo de la cadena principal MPE %

LC-GS5-EN-CPGA16- A 40,4+ 8,9
GS20-Hn-HT

LC-GS5-EN-CPGA16- B 27,546
GS20-Hn-HT

LC-GS5-EN-CPGA16- C 452+ 7.0
GS20-Hy-HT

LC-GS5-EN-CPGA16- D 30,5t 6,6
GS20-Hn-HT
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Figura 9
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Figura 9 Cont...
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Figura 9 Cont...
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