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DESCRIPCION

Proteinas de adherencia y penetracién de Haemophilus influenzae.

El gobierno tiene ciertos derechos en esta invencién de acuerdo con los nimeros de cesiéon AI23945 concedidos
por el National Institute of Health.

Campo de la invencién

La invencidn se refiere a las proteinas de adherencia y penetracion de Haemophilus, a los dcidos nucleicos, y a las
vacunas

Antecedentes de la invencion

La mayoria de las enfermedades bacterianas comienzan con la colonizacién de una superficie mucosal concreta
(Beachey et al., 1981, J. Infect. Dis. 143:325-345). La colonizacién exitosa requiere que un organismo supere la lim-
pieza mecdnica de la superficie de la mucosa y evada la respuesta inmunitaria local. El procedimiento de colonizacién
depende de factores microbianos especializados que promueven la unién a las células anfitrionas (Hultgren et al.,
1993 Cell, 73:887-901). En algunos casos el organismo colonizador entrard con posterioridad (invadird) estas células
y sobrevivird intracelularmente (Falkow, 1991, Cell 65:1099-1102).

Haemophilus influenzae es un organismo comensal comun del tracto respiratorio humano (Kuklinska and Kilian,
1984, Eur. J. Clin. Microbiol. 3:249-252). Es un organismo especifico de humanos que normalmente reside en la
nasofaringe humana y debe colonizar este sitio con el fin de evitar la extincién. Este microbio tiene numerosas es-
tructuras superficiales capaces de promover el anclaje a las células anfitrionas (Guerina et al., 1982, J. Infect. Dis.
146:564; Pichichero et al., 1982, Lancet 11:960-962; St. Geme et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90:2875-
2879). Ademds, H. influenzae ha adquirido la capacidad de entrar y sobrevivir en estas células (Forsgren et al., 1994,
Infect. Immun. 62:673-679; St. Geme and Falkow, 1990, Infect. Immun. 58:4036-4044; St. Geme and Falkow, 1991,
Infect. Immun. 59:1325-1333, Infect. Immun. 59:3366-3371). Como resultado, esta bacteria es una importante causa
de enfermedad del tracto respiratorio tanto localizada como sistémica (Turk, 1984, J. Med. Microbiol. 18:1-16). Las
cepas no tipificables, no encapsuladas representan la mayor parte de las enfermedades locales (Turk, 1984, supra); en
contraste, las cepas de serotipo b, que expresan una cdpsula compuesta por un polimero de ribosa y ribitol-5-fosfato
(PRP), son responsables de mas del 95% de los casos de las enfermedades sistémicas por H. influenzae (Turk, 1982,
Clinical importance of Haemophilus influenzae, p. 3-9. En S.H. Sell and PF. Wright (ed.), Haemophilus influenzae
epidemiology, immunology, and prevention of disease. Elsevier/North-Holland Publishing Co., New York).

La etapa inicial en la patogénesis de la enfermedad debida a H. influenzae implica la colonizacién de la mucosa
respiratoria superior (Murphy et al., 1987, J. Infect. Dis. 5:723-731). La colonizacién con una cepa concreta puede
persistir durante semanas a meses, y la mayoria de los individuos permanecen asintomadticos durante todo este periodo
(Spinola et al., 1986, 1. Infect. Dis. 154:100-109). No obstante, en ciertas circunstancias la colonizacién estard seguida
de una continua diseminacién en el tracto respiratorio, produciendo una enfermedad local en el oido medio, los senos,
la conjuntiva, o los pulmones. Alternativamente, una bacteria ocasional penetrara en la barrera epitelial nasofaringea
y entrard en la corriente sanguinea.

Las observaciones in vitro y los estudios en animales sugieren que los apéndices de la superficie bacteriana denomi-
nados pili (o fimbrias) juegan un importante papel en la colonizacién de H. influenzae. En 1982 dos grupos informaron
sobre la correlacion entre la piliacién y el aumento de anclaje a células epiteliales orofaringeas humanas y eritrocitos
(Guerina et al., supra; Pichichero et al., supra). Otros investigadores han demostrado que los anticuerpos anti-pilus
bloquean el anclaje in vitro por H. influenzae piliado (Forney et al., 1992, J. Infect. Dis. 165:464-470; van Alphen et
al., 1988, Infect. Immun. 56:1800-1806). Recientemente Weber et al. inactivaron insercionalmente el gen estructural
del pilus en una cepa de H. influenzae de tipo b y de ese modo eliminaron la expresion de los pili; el mutante resultante
mostraba una capacidad de colonizacién reducida de monos adultos (Weber et al., 1991, Infect. Immun. 59:4724-
4728).

Numerosos informes sugieren que los factores diferentes del pilus también facilitan la colonizacién por
Haemophilus. Utilizando el modelo de cultivo en 6rgano nasofaringeo humano, Farley et al. (1986, J. Infect. Dis.
161:274-280) y Loeb et al. (1988, Infect. Immun. 49:484-489) observaron que las cepas de tipo b no piliadas eran
susceptibles de anclaje mucosal. Read y colaboradores realizaron observaciones similares al examinar cepas no tipifi-
cables en un modelo que emplea tejido de cornete nasal en cultivo de érganos (1991, J. Infect. Dis. 163:549-558). En el
estudio de colonizacién de monos de Weber et al. (1991, supra), los organismos no piliados conservaban la capacidad
de colonizacién, aunque a densidades reducidas; por otra parte, entre los monos infectados originalmente con la cepa
piliada, virtualmente todos los organismos recuperados de la nasofaringe eran no piliados. Todas estas observaciones
coinciden con el descubrimiento de que los productos aislados nasofaringeos de nifios colonizados con H. influenzae
son frecuentemente no piliados (Mason et al., 1985, Infect. Immun. 49:98-103; Brinton et al., 1989, Pediatr. Infect.
Dis. J. 8:554-561).

Los estudios previos han demostrado que H. influenzae son capaces de entrar (invadir) células epiteliales humanas
cultivadas via un mecanismo independiente de los pili (St. Geme and Falkow, 1990, supra; St. Geme and Falkow,
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1991, supra). Aunque H. influenzae no es considerado generalmente un pardsito intracelular, un informe reciente su-
giere que estos descubrimientos in vitro pueden tener una correlacion in vivo (Forsgren et al., 1994, supra). Forsgren y
colaboradores examinaron vegetaciones adenoides de 10 nifios a los que se habian extirpado las vegetaciones adenoi-
des debido a una otitis media secretora de larga duracién o hipertrofia adenoidal. En los 10 casos habia H. influenzae
intracelular viable. La microscopia electrénica demostré que estos organismos estaban concentrados en el epitelio de
la cripta reticular y en las células de tipo macréfago de la capa subepitelial del tejido. Una posibilidad es que la entrada
de la bacteria en las células proporcione un mecanismo para la evasion de la respuesta inmune local, permitiendo de
ese modo la persistencia en el tracto respiratorio.

De este modo, es deseable una vacuna para el tratamiento terapéutico y profilactico de la infeccién por Haemop-
hilus. Por consiguiente, un objeto de la presente invencién es proporcionar proteinas de Adherencia y Penetracion
de Haemophilus influenzae recombinantes (HAP) y variantes de las mismas, y producir cantidades ttiles de estas
proteinas HAP utilizando técnicas de ADN recombinante.

Un objeto adicional de la invencidn es proporcionar dcidos nucleicos recombinantes que codifican proteinas HAP,
y vectores de expresion y células anfitrionas que contienen el dcido nucleico que codifica la proteina HAP.

Un objeto adicional de la invencién es proporcionar anticuerpos monoclonales para la diagnosis de la infeccién
por Haemophilus influenzae.

Un objeto adicional de la invencidn es proporcionar métodos para producir las proteinas HAP, y una vacuna que
comprende las proteinas HAP de la presente invencidén. También se proporcionan los métodos para el tratamiento
terapéutico y profilactico de la infeccion por Haemophilus influenzae.

Compendio de la invencién

Segtn los objetos anteriores, la presente invencién proporciona proteinas HAP recombinantes, concretamente una
proteina de adherencia y penetracion de Haemophilus influenzae recombinante, cuya proteina tiene una secuencia de
aminodcidos con una homologia de mas del 80% con la secuencia de aminodcidos mostrada en la Figura 6, y dcidos
nucleicos aislados o recombinantes que codifican las proteinas HAP de la presente invencién. También se proporcionan
vectores de expresion que comprenden ADN que codifica una proteina HAP de la invencién conectada operablemente
a ADN regulador transcripcional y traduccional, y células anfitrionas que contienen los vectores de expresion.

La invencién también proporciona métodos para producir proteinas HAP de la invencién que comprenden cultivar
una célula anfitriona transformada con un vector de expresion y ocasionar la expresion del dcido nucleico que codifica
la proteina HAP para producir una proteina HAP recombinante.

La invencién también incluye vacunas para la infeccién por Haemophilus influenzae que comprenden una proteina
HAP de la invencién para uso profildctico o terapéutico en la generacion de una respuesta inmunitaria en el paciente.
Los métodos para tratar o prevenir la infeccién por Haemophilus influenzae comprenden administrar una vacuna.

Breve descripcion de los dibujos

Las Figuras 1A y 1B representan micrografias épticas de cepas de H. influenzae DB117(pGJB103) y DB117
(pN187) incubadas con células epiteliales de Chang. Las bacterias fueron incubadas con una monocapa epitelial du-
rante 30 minutos antes de aclarar y tefiir con colorante Giemsa. Figura 1A: H. influenzae cepa DB117 que porta vector
de clonacién solo (pGJB103); Figura 1B: H. influenzae cepa DB117 que alberga el pldsmido recombinante pH187. La
barra representa 3,5 ym.

Las Figuras 2A, 2B, 2C y 2D representan micrografias electrénicas de transmision de seccién delgada que de-
muestran la interaccién entre las cepas de H. influenzae N187 y DB117(pN187) con células epiteliales de Chang. Las
bacterias fueron incubadas con monocapas epiteliales durante cuatro horas antes de aclarar y transformar para el exa-
men mediante microscopia electrénica de transmisién. Figura 2A: cepa N187 asociada con la superficie de la célula
epitelial y presente en una localizacién intracelular; Figura 2B: H. influenzae DB117 (pH187) en intimo contacto con
la superficie de la célula epitelial; Figura 2C: cepa DB117 (pN187) en el proceso de entrada en la célula epitelial;
Figura 2D: cepa DB117 (pN187) presente en una localizacién intracelular. La barra representa 1 ym.

La Figura 3 representa perfiles de proteina de la membrana externa de diversas cepas. Las proteina de la membrana
externa fueron aisladas basandose en la insolubilidad del sarcosilo y resueltas sobre un gel de poliacrilamida-SDS al
10%. Las proteinas fueron visualizadas mediante tincién con Azul de Coomassie. Calle 1, H. influenzae cepa DB117
(pGJB103); calle 2, cepa DB117 (pN187); calle 3, cepa DB117 (pJS106); calle 4, E. coli HB101 (pGJB103); calle 5,
HB101 (pN187). Obsérvense las proteinas novedosas en -160 kD y 45 kD marcadas por asteriscos en las calles 2 y 3.

La Figura 4 representa un mapa de restriccién de pN187 y derivados y localizaciones de inserciones mini-Tn/0
kan. pN187 es un derivado de pGIB103 que contiene un fragmento Sau3Al de 8,5 kb de ADN cromosémico de H.
influenzae cepa N187. Las secuencias del vector se representan mediante cajas sombreadas. Las letras encima de la
linea horizontal superior indican los sitios de las enzimas de restriccion: Bg, Bglll; C, Clal; E, EcoRI; P, Psfl. Los
nimeros y las piruletas encima de la linea horizontal superior muestran las posiciones de las inserciones mini-Tn/0
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kan; las piruletas vacias representan inserciones que no tienen efecto sobre la adherencia y la invasién, mientras las
piruletas rellenas indican inserciones que eliminan la capacidad de pN187 para promover la asociacién con monocapas
epiteliales. La linea horizontal densa con flecha representa la localizacidn del locus hap en pN187 y la direccién de la
transcripcion. (+): pldsmidos recombinantes que promueven la adherencia y la invasion; (-): pldsmidos recombinantes
que fracasan al promover la adherencia y la invasion.

La Figura 5 representa la identificacién de proteinas codificadas por plasmidos utilizando el sistema de expre-
sién del bacteriéfago T7. Las bacterias fueron radiomarcadas con metionina [S*], y los productos lisados celulares
completos fueron resueltos en un gel de poliacrilamida-SDS al 10%. Las proteinas fueron visualizadas mediante auto-
rradiografia. Calle 1, E. coli XL-1 Blue(pT7-7) no inducido; calle 2, XL-1 Blue(pT7-7) inducido con IPTG; calle
3, XL-1 Blue(pJS103) no inducido; calle 4, XL-1 Blue(pJS103) inducido con IPTG; calle 5, XL-1 Blue(pJS104) no
inducido; calle 6, XL-1 Blue(pJS104) inducido con IPTG. Los plasmidos pJS103 y pJS104 son derivados de pT7-7
que contienen el fragmento PstI de 6,5 kb de pN187 en orientaciones opuestas. El asterisco indica la proteina sobre-
expresada en XL-1 Blue(pJS104).

Las Figuras 6A, 6B, y 6C representan la secuencia de nucledtidos y la secuencia de aminodcidos pronosticada del
gen hap. Las supuestas secuencias 5° -10 y -35 con respecto a la secuencia codificadora de hap estdn subrayadas; un
supuesto terminador independiente de rho 3’ con respecto al codén de terminacion de hap estd indicado con flechas
invertidas. Los primeros 25 aminodcidos de la proteina, que estdn en cajas, representan la secuencia sefial.

Las Figuras 7A, 7B, 7C, 7D, 7E, 7F, 7G, y 7TH representan una comparacion de la secuencia del producto hap y las
proteasas IgA1 de H. influenzae clonadas. Se muestran las homologias de aminoécidos entre el producto del gen hap
deducido y los productos del gen iga de H. influenzae HK368, HK61, HK393, y HK793. Los guiones indican espacios
introducidos en las secuencias con el fin de obtener la mdxima homologia. Se muestra una secuencia consenso para las
cinco proteinas sobre la linea inferior. El dominio catalitico de la proteasa de tipo serina conservado esta subrayado, y
la serina del sitio activo comtin estd indicada por un asterisco. Las cisteinas conservadas también estdn indicadas por
asteriscos.

La Figura 8 representa el andlisis de actividad proteasa IgA1. Los sobrenadantes de cultivo fueron analizados en
cuanto a la capacidad para escindir IgA1. Las mezclas de reaccion fueron resueltas en un gel de poliacrilamida-SDS
al 10% y después transferidas a una membrana de nitrocelulosa. La membrana fue sondeada con anticuerpo para la
cadena pesada de IgA1l humana. Calle 1, H. influenzae cepa N187; calle 2, cepa DB117(pGJB103); calle 3, cepa
DB117(pN187). Los patrones del producto de escision sugieren que la cepa N187 contiene una proteasa IgA1 de tipo
2 mientras las cepas DB117(pGJB103) y DB117(pN187) contienen una enzima de tipo 1. La banda superior ~70-kD
observada con los derivados de DB117 representa una cadena pesada de IgA1 intacta.

Las Figuras 9A y 9B representan el andlisis Southern del ADN cromosémico de la cepa de H. influenzae N187,
sondeando con hap versus iga. Los fragmentos de ADN fueron separados en un gel de agarosa al 0,7% y transferidos
bidireccionalmente a membranas de nitrocelulosa antes de sondear o bien con hap o bien con iga. Calle 1, ADN
cromosomico de N187 digerido con EcoRI; calle 2, ADN cromosémico de N187 digerido con Bg/II; calle 3, ADN
cromosOémico de N187 digerido con BamHI; calle 4, el fragmento Clal-Pstl de 4,8 kb de pN167 que contiene el
gen hap intacto. Figura 9A: Hibridacién con el fragmento Clal-PstI de 4,8 kb que contiene el gen hap; Figura 9B:
hibridacién con el gen iga de H. influenzae cepa Rd, llevado como un fragmento Clal-EcoRI de 4,8 kb en pVD116.

La Figura 10 representa un gel de poliacrilamida-SDS de protefnas secretadas. Las bacterias se hicieron crecer
hasta la fase log tardia, y los sobrenadantes de cultivo se hicieron precipitar con dcido tricloroacético y después se re-
solvieron sobre un gel de poliacrilamida-SDS al 10%. Las proteinas fueron visualizadas mediante tincién con Azul de
Coomassie. Calle 1, H. influenzae cepa DB117(pGJB103); calle 2, DB117(pN187); calle 3, DB117(pJS106); calle 4,
DB117(pJS102); calle 5, DB117(pJS105); calle 6, DB117(Tn10-18); calle 7, DB117(Tn10-4"); calle 8, DB117(Tn10-
30); calle 9, DB117(Tn10-16); calle 10, DB117(Tn10-10); calle 11, DB117(Tn10-8); calle 12, N187. El asterisco
indica la proteina secretada de 110-kD codificada por hap.

Descripcion detallada de la invencion
La presente invencidn proporciona proteinas de Adherencia y Penetracion (HAP) de Haemophilus influenzae.

Una proteina HAP puede ser identificada de diversas maneras. Un 4dcido nucleico HAP o una proteina HAP son
identificados inicialmente por la homologia de la secuencia de 4cido nucleico y/o aminodcidos sustancial con las
secuencias mostradas en la Figura 6. Semejante homologia puede estar basada en las secuencias mostradas en la
Figura 6. Semejante homologia puede estar basada en la secuencia de dcido nucleico o amino4cidos total.

Las proteinas HAP de la presente invencidn tienen una homologia limitada con las proteasas IgA1 de tipo serina
de Haemophilus influenzae y N. gonorrhoeae. Esta homologia, mostrada en la Figura 7, es de aproximadamente el
30-35% a nivel de aminodcidos, mostrando varios tramos una identidad del 55-60%, incluyendo los aminodcidos
457-549, 399-466, 572-622, y 233-261. No obstante, la homologia entre la proteina HAP y la proteasa de IgAl es
considerablemente menor que la similitud entre las propias proteasas [gA1.
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Ademds, la proteina HAP completa tiene homologia con Tsh, una hemaglutinina expresada por una cepa de E. coli
aviar (Provence and Curtiss 1994, Infect. Immun. 62:1369-1380). La mayor homologia estd en la mitad N-terminal
de las proteinas, y la homologia global es del 30,5%. La proteina HAP completa también tiene homologia con la
pertactina, una proteina de la membrana externa de 69 kD expresada por B. pertussis, mostrando la regién media
de las proteinas una homologia del 39%. Finalmente, HAP tiene una homologia del 34 - 52% con seis regiones de
HpmA, una hemolisina independiente de calcio expresada por Proteus mirabilis (Uphoff and Welch, 1990, J. Bacteriol.
172:1206-1216).

Segtn se utiliza en la presente memoria, una proteina es una “proteina HAP” si la homologia global de la secuencia
de la proteina con la secuencia de aminodcidos mostrada en la Figura 6 es mayor del 80%. En algunas realizaciones la
homologia serd tan alta como aproximadamente un 95 0 98%. Esta homologia serd determinada utilizando mecanismos
normalizados en la técnica, tales como el programa de secuencias Best Fit descrito por Devereux et al., Nucl. Acid
Res. 12:387-395 (1984). La alineacién puede incluir la introduccién de espacios en las secuencias que se van a alinear.
Ademads, para las secuencias que contienen mds o menos aminodcidos que la proteina mostrada en la Figura 6, se
entiende que el porcentaje de homologia serd determinado basdndose en el nimero de aminodcidos homélogos en
relacién con el nimero total de aminoécidos. De este modo, por ejemplo, la homologia de secuencias mds cortas que
la mostrada en la Figura 6, como se estudia mds abajo, serd determinada utilizando el nimero de aminodcidos de la
secuencia mds corta.

Las proteinas HAP de la presente invencién pueden ser mds cortas que la secuencia de aminodcidos mostrada en
la Figura 6. Como se muestra en los Ejemplos, la proteina HAP puede experimentar una transformacién post-tra-
duccional similar a la observada para las proteasas IgA1 de tipo serina expresadas por Haemophilus influenzae y N.
gonorrhoeae. Estas proteasas son sintetizadas como preproteinas con tres dominios funcionales: el péptido sefial N-
terminal, la proteasa, y un dominio coadyuvante C-terminal. Tras el movimiento de estas proteinas al espacio periplas-
mico, el dominio S carboxi terminal de la proenzima es insertado en la membrana externa, formando posiblemente un
poro (Poulsen et al., 1989, Infect. Immun. 57:3097-3105; Pohlner et al., 1987, Nature (London). 325:458-462; Klauser
et al., 1992, EMBO J. 11:2327-2335; Klauser et al., 1993, J. Mol. Biol. 234:579-593). Con posterioridad el extremo
amino de la proteina es exportado a través de la membrana externa, y se produce una escision autoproteolitica para
dar lugar a la secrecién de la proteasa de 100 a 106 kD madura. El dominio 8 C-terminal de 45 a 56 kD permanece
asociado con la membrana externa después del evento de escision. Como se muestra en los Ejemplos, el 4cido nucleico
de HAP estd asociado con la expresion de una proteina de membrana externa de 106 kD. El producto génico secretado
es una proteina de aproximadamente 110 kD, con la aparicién simultdnea de una proteina de membrana externa de
45 kD. La proteina de 45 kD parece corresponder a los aminodcidos desde aproximadamente el 960 a aproximada-
mente el 1394 de la Figura 6. Cualquiera de estas proteinas es considerada una proteina HAP para los fines de esta
invencion.

De este modo, en una realizacion preferida, se incluyen dentro de la definicién de las proteinas HAP porciones o
fragmentos de la secuencia mostrada en la Figura 6. Los fragmentos pueden ser fragmentos de la secuencia completa,
la secuencia de 110 kD, o la secuencia de 45 kD. Generalmente, los fragmentos de la proteina HAP pueden oscilar de
tamafio entre aproximadamente 10 aminodcidos y aproximadamente 1900 amino4cidos, prefiriéndose de aproximada-
mente 50 a aproximadamente 1000 aminoécidos, y también se prefiere de aproximadamente 100 a aproximadamente
500 aminodcidos. Los fragmentos particularmente preferidos son las secuencias tnicas para HAP; estas secuencias
tienen un uso concreto en la clonacién de proteinas HAP de otros organismos o para generar anticuerpos especificos
para las proteinas HAP. Las secuencias unicas son facilmente identificadas por los expertos en la técnica después del
examen de la secuencia de la proteina HAP y la comparacidn con otras proteinas; por ejemplo, mediante el examen
de la alineacidn de la secuencia mostrado en la Figura 7. Por ejemplo, en comparacién con las proteasas de IgA, las
secuencias Unicas incluyen, pero no estdn limitadas a, los aminodcidos 11-14, 16-22, 108-120, 155-164, 257-265, 281-
288, 318-336, 345-353, 398-416, 684-693, 712-718, 753-761, 871-913, 935-953, 985-1008, 1023-1034, 1067-1076,
1440-1048, 1585-1592, 1631-1639, 1637-1648, 1735-1743, 1863-1871, 1882-1891, 1929-1941, y 1958-1966 (utili-
zando la numeracién de la Figura 7). Los fragmentos de la proteina HAP que estdn incluidos en la definicién de una
proteina HAP incluyen truncamientos N- o C-terminales y deleciones que todavia permiten que la proteina sea biold-
gicamente activa; por ejemplo, que todavia muestran actividad proteolitica en el caso de la secuencia de la supuesta
proteasa de 110 kD. Ademads, cuando la proteina HAP va a ser utilizada para generar anticuerpos, por ejemplo como
vacuna, la proteina HAP debe compartir al menos un epitopo o determinante con la proteina completa, la proteina de
110 kD o la proteina de 45 kD, mostradas en la Figura 6. En una realizacién preferida, el epitopo es tnico para la
proteina HAP; esto es, los anticuerpos generados para un epitopo inico muestran poca o ninguna reactividad cruzada
con otras proteinas. Por “epitopo” o “determinante” se quiere significar en la presente memoria una porcién de una
proteina que generard y/o se unird a un anticuerpo. Esto es, en la mayoria de los casos, los anticuerpos elaborados para
una proteina HAP mas pequefia serdn capaces de unirse a la proteina completa.

En algunas realizaciones, el fragmento de la proteina HAP utilizado para generar anticuerpos es pequefio; de este
modo, pueden ser utilizados como haptenos y acoplados a portadores proteicos para generar anticuerpos, como es
sabido en la técnica.

Preferiblemente, los anticuerpos son generados para una porciéon de la proteina HAP que permanece anclada al
organismo de Haemophilus influenzae. Por ejemplo, la proteina HAP puede ser utilizada para vacunar a un paciente
para que produzca anticuerpos que tras la exposicion al organismo de Haemophilus influenzae (por ejemplo durante
una posterior infeccién) se unen al organismo y permiten una respuesta inmunitaria. De este modo, en una realizacion,
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los anticuerpos son generados groseramente para el fragmento de 45 kD de la proteina HAP completa. Preferiblemente,
los anticuerpos son generados para la porcion del fragmento de 45 kD que estd expuesta a la membrana externa.

En una realizacién alternativa, los anticuerpos se unen al fragmento de 110 kD secretado maduro. Por ejemplo,
como se explica con detalle més abajo, las proteinas HAP de la presente invencién pueden ser administradas terapéu-
ticamente para generar anticuerpos neutralizadores para la supuesta proteasa de 110 kD, para disminuir los efectos
indeseables del fragmento de 100 kD.

En el caso del 4cido nucleico, la homologia total de la secuencia de dcido nucleico guarda una proporcién con la
homologia de los aminoécidos pero tiene en cuenta la degeneracién del cédigo genético y la preferencia codénica de
diferentes organismos. Por consiguiente, la homologia de la secuencia de 4cido nucleico puede ser menor o mayor
que la de la secuencia de proteinas. De este modo la homologia de la secuencia de acido nucleico en comparacién
con la secuencia de 4cido nucleico de la Figura 6 es preferiblemente mayor del 40%, mds preferiblemente mayor de
aproximadamente el 60% y muy preferiblemente mayor del 80%. En algunas realizaciones la homologia serd tan alta
como aproximadamente el 95 0 98%.

En una realizacién, la homologia del 4cido nucleico se determina por medio de estudios de hibridacién. De este
modo, por ejemplo, los dcidos nucleicos que hibridan en condiciones muy restrictivas con toda o parte de la secuencia
de 4cido nucleico mostrada en la Figura 6 son considerados genes de la proteina HAP. Las condiciones muy restrictivas
incluyen lavados con 0,1XSSC a 65°C durante 2 horas.

Las proteinas HAP y los dcidos nucleicos de la presente invencidn son preferiblemente recombinantes. Segtn se
utiliza en la presente memoria, “dcido nucleico” puede hacer referencia a ADN o ARN, o a moléculas que contienen
tanto desoxirribonucledtidos como ribonucleétidos. Los dcidos nucleicos incluyen ADN genémico, ADNc y oligonu-
cleétidos que incluyen acidos nucleicos efectores y antisentido. Estdn especificamente incluidos en la definicién de
dcido nucleico los 4cidos nucleicos antisentido. Un dcido nucleico antisentido hibridard con la correspondiente hebra
no codificadora de la secuencia de 4cido nucleico mostrada en la Figura 6, pero puede contener ribonucleétidos asi
como desoxirribonucledtidos. Generalmente, los dcidos nucleicos anti-sentido funcionan evitando la expresion del
ARNm, de manera que la proteina HAP no es elaborada, o es elaborada a niveles reducidos. El dcido nucleico puede
ser de doble hebra, de hebra sencilla, o contener porciones de secuencias tanto de doble hebra como de hebra sencilla.
Por el término “4cido nucleico recombinante” en la presente memoria se quiere significar dcido nucleico, formado
originalmente in vitro mediante la manipulacion del dcido nucleico por endonucleasas, en una forma normalmente
no encontrada en la naturaleza. De este modo un gen de la proteina HAP aislada, en forma lineal, o un vector de
expresion formado in vitro ligando moléculas de ADN que no estdn normalmente unidas, son considerados ambos
recombinantes para los fines de esta invencion. Se entiende que una vez que el dcido nucleico recombinante es ela-
borado y reintroducido en una célula u organismo anfitrién, éste replicard no recombinantemente, esto es, utilizando
la maquinaria celular in vivo de la célula anfitriona en lugar de las manipulaciones in vitro; no obstante, semejantes
dcidos nucleicos, una vez producidos recombinantemente, aunque repliquen con posterioridad no recombinantemente,
todavia son considerados recombinantes para los propdsitos de la invencién.

De un modo similar, una “proteina recombinante” es una proteina elaborada utilizando técnicas recombinantes,
esto es por medio de la expresidon de un acido nucleico recombinante como se ha representado antes. Una proteina
recombinante se distingue de una proteina de origen natural al menos en una o mds caracteristicas. Por ejemplo,
la proteina puede ser aislada de algunas o de todas las proteinas y compuestos con los cuales estd normalmente
asociada en su anfitrién de tipo salvaje, o puede encontrarse en ausencia de las propias células anfitrionas. De este
modo, la proteina puede ser parcialmente o sustancialmente purificada. La definicién incluye la produccién de una
proteina HAP de un organismo en un organismo o célula anfitriona diferente. Alternativamente, la proteina puede ser
elaborada a una concentracién significativamente superior que la observada normalmente, por medio del uso de un
promotor inducible o un promotor de alta expresion, de manera que la proteina se elabore a niveles de concentracién
incrementados. Alternativamente, la proteina puede estar en una forma no encontrada normalmente en la naturaleza,
como en la adicién de una etiqueta epitdpica o en las sustituciones, inserciones y deleciones de aminoacidos.

También estan incluidas en la definicién de proteina HAP las proteinas HAP de otros organismos, que son clonadas
y expresadas como se esboza mas abajo.

En el caso de los 4cidos nucleicos anti-sentido, un 4cido nucleico anti-sentido se define como aquel que hibridara
con toda o con parte de la secuencia no codificadora correspondiente mostrada en la Figura 6. Generalmente, las
condiciones de hibridacion utilizadas para la determinacién de la hibridacién anti-sentido serdn las condiciones muy
restrictivas, tales como 0,1 X SSC a 65°C.

Una vez que el 4cido nucleico de la proteina HAP se ha identificado, puede ser clonado y, si fuera necesario,
sus partes constituyentes recombinadas para forma el 4cido nucleico de la proteina HAP completa. Una vez que se
ha aislado de su fuente natural, p. ej., contenido en un plasmido u otro vector o separado por corte de alli en forma
de un segmento de 4cido nucleico lineal, el 4cido nucleico de la proteina HAP recombinante puede ser utilizado
adicionalmente como sonda para identificar y aislar otros dcidos nucleicos de proteinas HAP. También puede ser
utilizado como 4cido nucleico “precursor” para elaborar dcidos nucleicos y proteinas de la proteina HAP modificados
o0 variantes.
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Utilizando los 4dcidos nucleicos de la presente invencion que codifican la proteina HAP, se elaboran una variedad
de vectores de expresion. Los vectores de expresion pueden ser o bien vectores extracromosdmicos auto-replicantes o
bien vectores que se integran en el genoma del anfitrién. Generalmente, estos vectores de expresion incluyen un acido
nucleico regulador de la transcripcion y de la traduccién conectado operablemente al dcido nucleico que codifica la
proteina HAP. “Conectado operablemente” en este contexto significa que el ADN regulador de la transcripcién y la
traduccion esta situado con respecto a la secuencia codificadora de la proteina HAP de tal manera que se inicie la
transcripcion. Generalmente, esto significard que las secuencias promotoras y de inicio o comienzo de la transcripcién
estan situadas 5’ con respecto a la regién codificadora de la proteina HAP. El 4cido nucleico regulador de la transcrip-
cién y la traduccidn serd generalmente apropiado para la célula anfitriona utilizada para expresar la proteina HAP; por
ejemplo, las secuencias de dcido nucleico reguladoras de la transcripcién y la traduccién de Bacillus se utilizaran para
expresar la proteina HAP en Bacillus. Se conocen numerosos tipos de vectores de expresion apropiados, y secuencias
reguladoras adecuadas en la técnica para una variedad de células anfitrionas.

En general, las secuencias reguladoras de la transcripcion y la traduccién pueden incluir, pero no estdn limitadas
a, secuencias promotoras, secuencias lider o sefal, sitios de unién al ribosoma, secuencias de inicio y terminacién
de la traduccién, y secuencias intensificadoras o activadoras. En una realizacién preferida, las secuencias reguladoras
incluyen un promotor y secuencias de inicio y terminacién de la transcripcion.

Las secuencias promotoras codifican promotores constitutivos o inducibles. Los promotores pueden ser promotores
de origen natural o promotores hibridos. Los promotores hibridos, que combinan elementos de mas de un promotor,
también son conocidos en la técnica, y son ttiles en la presente invencion.

Ademas, el vector de expresion puede comprender elementos adicionales, por ejemplo, el vector de expresion pue-
de tener dos sistemas de replicacién, permitiendo de este modo que sea mantenido en dos organismos, por ejemplo
en células de mamifero o insecto para la expresion y en un anfitrién procariético para la clonacién y amplificacion.
Ademds, para los vectores de expresion integrantes, el vector de expresion contiene al menos una secuencia homéloga
al genoma de la célula anfitriona, y preferiblemente dos secuencias homélogas que flanquean el constructo de expre-
sién. El vector integrante puede estar dirigido a un locus especifico en la célula anfitriona seleccionando la secuencia
homéloga apropiada para la inclusién en el vector. Los constructos para los vectores integrantes son bien conocidos
en la técnica.

Ademds, en una realizacion preferida, el vector de expresion contiene un gen marcador seleccionable para permitir
la seleccion de las células anfitrionas transformadas. Los genes de seleccion son bien conocidos en la técnica y variardn
con la célula anfitriona utilizada.

Las proteinas HAP de la presente invencién son producidas cultivando una célula anfitriona transformada con un
vector de expresion que contiene un dcido nucleico que codifica una proteina HAP, en las condiciones apropiadas
para inducir o causar la expresion de la proteina HAP. Las condiciones apropiadas para la expresion de la proteina
HAP variardn con la eleccion del vector de expresion y de la célula anfitriona, y serdn facilmente determinadas por
un experto en la técnica por medio de la experimentacion rutinaria. Por ejemplo, el uso de promotores constitutivos
en el vector de expresion requerird optimizar el crecimiento y la proliferacién de la célula anfitriona, mientras el
uso de un promotor inducible requiere las condiciones de crecimiento apropiadas para la induccién. Ademads, en
algunas realizaciones, el momento de la cosecha es importante. Por ejemplo, los sistemas baculovirales utilizados en
la expresion en células de insectos son virus liticos, y de este modo la seleccién del momento de la cosecha puede ser
crucial para el rendimiento del producto.

Las células anfitrionas apropiadas incluyen células de levadura, de bacterias, de arqueobacterias, de hongos, y de
insectos y animales. Son de particular interés las células de Drosophila melanogaster, de Saccharomyces cerevisiae y
de otras levaduras, de E. coli, de Bacillus subtilis, las células SF9, las células C129, las células 293, las de Neurospora,
BHK, CHO, COS, y HelLa, y las lineas celulares mieloides y linfoides de mamifero inmortalizadas.

En una realizacidn preferida, las proteinas HAP son expresadas en sistemas bacterianos. Los sistemas de expresion
bacterianos son bien conocidos en la técnica.

Un promotor bacteriano adecuado es cualquier secuencia de acido nucleico capaz de unirse a la ARN polimerasa
bacteriana e iniciar la transcripcion aguas arriba (3’) de la secuencia codificadora de la proteina HAP en ARNm. Un
promotor bacteriano tiene una regién de inicio de la transcripcién que se sitia normalmente proxima al extremo 5’
de la secuencia codificadora. Esta regién de inicio de la transcripcién incluye tipicamente un sitio de unién a la ARN
polimerasa y un sitio de inicio de la transcripcién. Las secuencias que codifican las enzimas de la ruta metabdlica
proporcionan secuencias promotoras particularmente tiles. Los ejemplos incluyen secuencias promotoras derivadas
de enzimas metabolizadoras de azicares, tales como galactosa, lactosa y maltosa, y secuencias derivadas de enzimas
biosintéticas tales como el triptéfano. Los promotores de bacteriéfagos también pueden ser utilizados y son conocidos
en la técnica. Ademads, también son utiles los promotores sintéticos; por ejemplo, el promotor tac es un hibrido de
las secuencias trp y lac. Ademds, un promotor bacteriano puede incluir promotores de origen natural de origen no
bacteriano que tienen la capacidad de unirse a la ARN polimerasa bacteriana e iniciar la transcripcion.

Ademds de una secuencia promotora en funcionamiento, es deseable un sitio de unién al ribosoma eficaz. En
E. coli, el sitio de unién al ribosoma se denomina secuencia de Shine-Delgarno (SD) e incluye un codén de inicia-
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cién y una secuencia de 3-9 nucleétidos de longitud localizada 3-11 nucleétidos aguas arriba del codén de inicia-
cion.

El vector de expresion también puede incluir una secuencia peptidica sefial que proporciona la secrecién de la
proteina HAP a la bacteria. La secuencia sefial codifica tipicamente un péptido sefial comprendido por aminoacidos
hidréfobos que dirigen la secrecion de la proteina desde la célula, como es bien sabido en la técnica. La proteina es
secretada al medio de crecimiento (bacteria gram-positiva) o al espacio periplasmico, localizado entre la membrana
interna y la externa de la célula (bacteria gram-negativa).

El vector de expresion bacteriano también puede incluir un gen marcador seleccionable para permitir la seleccién
de cepas bacterianas que han sido transformadas. Los genes de seleccién adecuados incluyen genes que hacen a la
bacteria resistente a los farmacos tales como ampicilina, cloranfenicol, eritromicina, kanamicina, neomicina y tetraci-
clina. Los marcadores seleccionables también incluyen genes biosintéticos, tales como los de las rutas biosintéticas de
la histidina, el tript6fano y la leucina.

Estos componentes son ensamblados en vectores de expresion. Los vectores de expresion para bacterias son bien
conocidos en la técnica, e incluyen vectores para Bacillus subtilis, E. coli, Streptococcus cremoris, y Streptococcus
lividans, entre otros.

Los vectores de expresion bacterianos son transformados en células anfitrionas bacterianas utilizando mecanismos
bien conocidos en la técnica, tales como el tratamiento con cloruro de calcio, la electroporacion, y otros.

En una realizacion, las proteinas HAP son producidas en células de insectos. Los vectores de expresion para la
transformacion de células de insectos, y en particular los vectores de expresion basados en baculovirus, son bien
conocidos en la técnica. Brevemente, el baculovirus es un virus con ADN muy grande que produce su proteina de la
envuelta a niveles muy elevados. Debido al tamafio del genoma baculoviral, los genes exégenos deben ser colocados
en el genoma viral mediante recombinacién. Por consiguiente, los componentes del sistema de expresion incluyen:
un vector de transferencia, normalmente un pldsmido bacteriano, que contiene tanto un fragmento del genoma de
baculovirus, como un sitio de restricciéon conveniente para la insercién de la proteina HAP; un baculovirus de tipo
salvaje con una secuencia homdloga al fragmento especifico de baculovirus en el vector de transferencia (esto permite
la recombinacién homéloga del gen heterélogo en el genoma de baculovirus); y células anfitrionas de insecto y medios
de crecimiento apropiados.

Los sistemas de expresién de mamifero también son conocidos en la técnica y se utilizan en una realizacién. Un
promotor de mamifero es cualquier secuencia de ADN capaz de unirse a la ARN polimerasa de mamifero e iniciar la
transcripcion aguas abajo (3’) de una secuencia codificadora para la proteina HAP en ARNm. Un promotor tendrd una
region de inicio de la transcripcion, que normalmente se sitia proxima al extremo 5’ de la secuencia codificadora, y
una caja TATA, utilizando 25-30 pares de bases localizados aguas arriba del sitio de iniciacién de la transcripcidn. Se
piensa que la caja TATA dirige la ARN polimerasa II a comenzar la sintesis de ARN en el sitio correcto. Un promotor
de mamifero también contendrd un elemento promotor aguas arriba, localizado tipicamente de 100 a 200 pares de
bases aguas arriba de la caja TATA. Un elemento promotor aguas arriba determina la velocidad a la cual se inicia la
transcripcién y puede actuar en cualquier orientacién. En cuanto a los promotores de mamifero tienen un uso concreto
los promotores de genes virales de mamifero, puesto que los genes virales a menudo son altamente expresados y tienen
una amplia gama de anfitriones. Los ejemplos incluyen el promotor temprano de SV40, el promotor LTR del virus del
tumor mamario de ratén, el promotor tardio principal de adenovirus, y el promotor del virus herpes simplex.

Tipicamente, las secuencias de terminacién de la transcripcidon y de poliadenilacién reconocidas por las células
de mamifero son regiones reguladoras localizadas 3’ con respecto al codén de terminacién de la traduccién y de
este modo, junto con los elementos promotores, flanquean la secuencia codificadora. El extremo 3’ del ARN maduro
estd formado por la escision y la poliadenilacidn post-traduccionales de sitio especifico. Los ejemplos de las sefales
terminadora y de poliadenilacién incluyen aquellas derivadas de SV40.

Los métodos de introduccién de dcido nucleico exdgeno en los anfitriones mamiferos, asi como otros anfitriones,
son bien conocidos en la técnica, y variardn con la célula anfitriona utilizada. Los mecanismos incluyen la transfeccién
mediada por dextrano, la precipitacién con fosfato de calcio, la transfecciéon mediada por polibreno, la fusién de proto-
plastos, la electroporacion, la encapsulacion del polinucleétido o los polinucledtidos en liposomas, y la microinyeccién
directa del ADN en los ntcleos.

En una realizacion preferida, la proteina HAP es producida en células de levadura. Los sistemas de expresion de
levadura son bien conocidos en la técnica, e incluyen vectores de expresion para Saccharomyces cerevisiae, Candida
albicans y C. maltosa, Hansenula polymorpha, Kluvveromyces fragilis y K. lactis, Pichia guillerimondii y P. pastoris,
Schizosaccharomyces pombe, y Yarrowia lipolytica. Las secuencias promotoras preferidas para la expresioén en leva-
dura incluyen el promotor GAL1 inducible, el promotor 10, los promotores de la alcohol deshidrogenase, la enolasa, la
glucocinasa, la glucosa-6-fosfato isomerasa, la gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa, la hexocinasa, la fosfofructo-
cinasa, la 3-fosfoglicerato mutasa, la piruvaro cinasa, y el gen de la fosfatasa acida. Los marcadores seleccionables de
levadura incluyen ADE2, HIS4, LEU2, TRP1, y ALG7, que confiere resistencia a la tunicamicina; el gen de resistencia
G418, que confiere resistencia a G418; y el gen CUP1, que permite a la levadura crecer en presencia de iones cobre.
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Una proteina HAP recombinante puede ser expresada intracelularmente o secretada. La proteina HAP también
puede ser elaborada en forma de una proteina de fusién utilizando mecanismos bien conocidos en la técnica. De este
modo, por ejemplo, si el epitopo deseado es pequefio, la proteina HAP puede ser fusionada a una proteina portadora
para formar un inmundgeno. Alternativamente, la proteina HAP puede ser elaborada en forma de una proteina de
fusién para incrementar la expresion.

También estdn incluidas dentro de la definicidon de proteinas HAP de la presente invencion las variantes de la se-
cuencia de aminodacidos. Estas variantes caen dentro de una o mds de tres clases: variantes por sustitucion, insercién
o delecion. Normalmente estas variantes se preparan mediante mutagénesis de sitio especifico de los nucledtidos del
ADN que codifica la proteina HAP, utilizando la mutagénesis por casete u otros mecanismos bien conocidos en la
técnica, para producir ADN que codifica la variante, y después de eso expresar el ADN en un cultivo de células re-
combinantes como se ha esbozado antes. No obstante, los fragmentos de la proteina HAP variante que tienen hasta
aproximadamente 100-150 restos pueden ser preparados mediante sintesis in vitro utilizando los mecanismos estable-
cidos. Las variantes de la secuencia de aminoécidos se caracterizan por la naturaleza predeterminada de la variacion,
un rasgo que las aparta de la variacién alélica o interespecie de origen natural de la secuencia de aminodcidos de la
proteina HAP. Las variantes muestran tipicamente la misma actividad biolégica cualitativa que el andlogo de origen
natural, aunque también se pueden seleccionar variantes que tienen caracteristicas modificadas como se esbozard mas
completamente mds abajo.

Si bien el sitio o la regién para introducir una variacién en la secuencia de aminodcidos es predeterminado, la mu-
tacion per se no necesita ser predeterminada. Por ejemplo, con el fin de optimizar el funcionamiento de una mutacién
en un sitio dado, la mutagénesis al azar se puede llevar a cabo en el codén o la region diana y las variantes de la protei-
na HAP expresadas se pueden rastrear en cuanto a la combinacién éptima de la actividad deseada. Las técnicas para
elaborar mutaciones por sustitucion en sitios predeterminados en un ADN que tiene una secuencia conocida son bien
conocidas, por ejemplo, la mutagénesis del cebador M13. El rastreo de los mutantes se realiza utilizando el andlisis de
las actividades de la proteina HAP; por ejemplo, los genes de HAP mutados se colocan en cepas de delecion de HAP y
se someten a ensayo en cuanto a la actividad de HAP, como se describe en la presente memoria. La creacién de cepas
de delecion, dada una secuencia génica, es conocida en la técnica. Por ejemplo, el dcido nucleico que codifica las
variantes puede ser expresado en una cepa de Haemophilus influenzae deficiente en la proteina HAP, y la infectividad
de la Haemophilus influenzae variante evaluada. Alternativamente, la proteina HAP variante puede ser expresada y sus
caracteristicas bioldgicas evaluadas, por ejemplo su actividad proteolitica.

Las sustituciones de aminodcidos son tipicamente restos individuales; las inserciones serdn normalmente del orden
de aproximadamente 1 a 20 aminodcidos, aunque se pueden tolerar inserciones considerablemente mds grandes. Las
deleciones oscilan entre aproximadamente 1 y 30 restos, aunque en algunos casos las deleciones pueden ser mucho
mayores, como por ejemplo cuando uno de los dominios de la proteina HAP es suprimido.

Las sustituciones, deleciones, inserciones o cualquier combinacion de las mismas pueden ser utilizadas para llegar
a un derivado final. Generalmente estos cambios se realizan en pocos aminodcidos para minimizar la alteracion de la
molécula. No obstante, se pueden tolerar cambios mayores en ciertas circunstancias.

Cuando se desean alteraciones pequefias en las caracteristicas de la proteina HAP, las sustituciones se realizan
generalmente segun el siguiente diagrama:

(Tabla pasa a pagina siguiente)



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2278 381 T3

Diagrama I
Resto Original Sustituciones Ejemplares
Ala Ser
Arg Lys
Asn Gln, His
Asp Glu
Cys Ser
Gln Asn
Glu Asp
Gly Pro
His Asn, Gln
Ile Leu, Val
Leu Ile, Val
Lys Arg, Gln, Glu
Met Leu, Ile
Phe Met, Leu, Tyr
Ser Thr
Thr Ser
Trp Tyr
Tyr Trp, Phe
Val Ile, Leu

Los cambios sustanciales en la funcién o la identidad inmunoldgica se realizan seleccionando las sustituciones
que son menos conservativas que las mostradas en el Diagrama 1. Por ejemplo, se pueden realizar sustituciones que
afectan mds significativamente a: la estructura del esqueleto polipeptidico en el drea de la alteracién, por ejemplo
la estructura alfa-helicoidal o en ldmina beta; la carga o cardcter hidrofébico de la molécula en el sitio diana; o el
volumen de la cadena lateral. Las sustituciones que se espera en general que produzcan los mayores cambios en las
propiedades del polipéptido son aquellas en las que (a) un resto hidrdfilo, v.g., serilo o treonilo, es sustituido con (o
por) un resto hidréfobo, p. ej. leucilo, isoleucilo, fenilalanilo, valilo o alanilo; (b) una cisteina o prolina es sustituida
con (o por) cualquier otro resto; un resto que tiene una cadena lateral electropositiva, p. €j. lisilo, arginilo, o histidilo,
estd sustituido con (o por) un resto electronegativo, p. ej. glutamilo o aspartilo; o (d) u resto que tiene una cadena
lateral voluminosa, p. ej. fenilalanina, es sustituido con (o por) uno que no tiene una cadena lateral, p. €j. glicina.

Las variantes muestran tipicamente la misma actividad bioldgica cualitativa y logrardn la misma respuesta inmu-
nitaria que el andlogo de origen natural, aunque las variantes también se seleccionan para modificar las caracteristicas
del polipéptido segtin se necesite. Alternativamente, la variante puede ser disefiada de manera que la actividad biol6gi-
ca de la proteina HAP resulte alterada. Por ejemplo, la actividad proteolitica del dominio de 110 kD mads grande de la
proteina HAP puede ser alterado, por medio de la sustitucién de los aminoécidos del sitio activo. El supuesto dominio
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catalitico de esta proteina es GDSGSPMF, correspondiendo la primera serina a la serina del sitio activo caracteristica
de las proteasas de tipo serina. Los restos del sitio activo pueden ser alterados individualmente o simultineamente
para disminuir o eliminar la actividad proteolitica. Esto se puede realizar para disminuir la toxicidad o los efectos
secundarios de la vacuna. De un modo similar, el sitio de escision entre el dominio de 45 kD y el dominio de 100 kD
puede ser alterado, por ejemplo para eliminar el tratamiento proteolitico para formar los dos dominios, Supuestamente
este sitio estd en el resto 960.

En una realizacion preferida, la proteina HAP es purificada o aislada después de la expresion. Las proteinas HAP
pueden ser aisladas o purificadas en una variedad de formas conocidas por los expertos en la técnica dependiendo de
qué otros componentes estan presentes en la muestra. Los métodos de purificaciéon normalizados incluyen técnicas
electroforéticas, moleculares, inmunolégicas y cromatograficas, incluyendo la cromatografia HPLC de intercambio
i6nico, hidréfoba, de afinidad, y en fase reversa, y el cromatoenfoque. Por ejemplo, la proteina HAP puede ser puri-
ficada utilizando una columna de anticuerpo anti-HAP normalizada. También son utiles las técnicas de ultrafiltracién
y diafiltracién, junto con la concentracién de la proteina. Para una pauta general de las técnicas de purificacién ade-
cuadas, ver Scopes, R., Protein Purification, Springer-Verlag, NY (1982). El grado de purificacion necesario variard
dependiendo del uso de la proteina HAP. En algunos casos no serd necesaria purificacion.

Una vez expresadas y purificadas si es necesario, las proteinas HAP son ttiles en numerosas aplicaciones.

Por ejemplo, las proteinas HAP pueden ser acopladas, utilizando tecnologia normalizada, a columnas de croma-
tografia de afinidad. Estas columnas se pueden utilizar después para purificar anticuerpos de las muestras obtenidas
de animales o pacientes expuestos a un organismo de Haemophilus influenzae. Los anticuerpos purificados se pueden
utilizar después como se esboza mas abajo.

Adicionalmente, las proteinas HAP son ttiles para elaborar anticuerpos para las proteinas HAP. Estos anticuerpos
encuentran uso en numerosas aplicaciones. En una realizacién preferida, los anticuerpos se utilizan para diagnosticar
la presencia de una infeccién por Haemophilus influenzae en una muestra o un paciente. Esto se realizard utilizando
mecanismos bien conocidos en la técnica; por ejemplo, se pueden obtener muestras tales como muestras de sangre
o tejido de un paciente y someterlas a ensayo en cuanto a la reactividad con los anticuerpos, por ejemplo utilizando
mecanismos normalizados tales como ELISA. En una realizacién preferida, se generan anticuerpos monoclonales para
la proteina HAP, utilizando mecanismos bien conocidos en la técnica. Como se ha esbozado antes, los anticuerpos
pueden ser generados para la proteina HAP completa, o para una porcién de la proteina HAP.

Los anticuerpos generados para las proteinas HAP también pueden ser utilizados en tratamientos de inmunizacién
pasiva, como es sabido en la técnica.

Los anticuerpos generados para secuencias unicas de proteinas HAP también pueden ser utilizados para rastrear
genotecas de expresion de otros organismos para encontrar, y posteriormente clonar, dcidos nucleicos de HAP de otros
organismos.

En una realizacién, los anticuerpos pueden estar marcados directamente o indirectamente. Por “marcados” se
quiere significar en la presente memoria un compuesto que tiene al menos un elemento, isétopo o compuesto quimico
anclado para permitir la deteccién del compuesto. En general, las marcas se dividen en tres clases: a) marcas isotdpicas,
que pueden ser radiactivas o isétopos pesados; b) marcas inmunitarias, que pueden ser anticuerpos o antigenos; y c)
tintes coloreados o fluorescentes. Las marcas se pueden incorporar al compuesto en cualquier posicién. De este modo,
por ejemplo, el anticuerpo de la proteina HAP puede ser marcado para la deteccidn, o se puede crear y marcar un
anticuerpo secundario para el anticuerpo de la proteina HAP.

En una realizacion, los anticuerpos generados para las proteinas HAP de la presente invencién se utilizan para
purificar o separar proteinas HAP o el organismo de Haemophilus influenzae de una muestra. De este modo, los
anticuerpos generados para las proteinas HAP que se unirdn al organismo de Haemophilus influenzae pueden ser
acoplados, utilizando la tecnologia normalizada, a columnas de cromatografia de afinidad. Estas columnas pueden ser
utilizadas para retirar el organismo de Haemophilus de muestras medioambientales o de tejidos. Alternativamente, los
anticuerpos generados para la porcion de 110 kD soluble de la porcidon completa de la proteina mostrada en la Figura
7 pueden ser utilizados para purificar la proteina de 110 kD de las muestras.

En una realizacién preferida, las proteinas HAP de la presente invencién se utilizan como vacunas para el trata-
miento profilactico o terapéutico de una infeccién por Haemophilus influenzae en un paciente. Por “vacuna” se quiere
significar en la presente memoria un antigeno o compuesto que logra una respuesta inmunitaria en un animal o pacien-
te. La vacuna puede ser administrada profildcticamente, por ejemplo a un paciente no expuesto nunca anteriormente al
antigeno, de manera que se evite la posterior infeccién por el organismo Haemophilus influenzae. Alternativamente,
la vacuna puede ser administrada terapéuticamente a un paciente expuesto o infectado previamente por el organismo
Haemophilus influenzae. Si bien la infeccién no puede ser evitada, en este caso se genera una respuesta inmunitaria
que permite al sistema inmunitario del paciente combatir mds eficazmente la infeccién. De este modo, por ejemplo,
puede haber una disminucién o reduccion de los sintomas asociados con la infeccion.

Un “paciente” para los fines de la presente invencidn incluye tanto seres humanos como otros animales y organis-
mos. De este modo los métodos son aplicables tanto a la terapia en seres humanos como a aplicaciones veterinarias.
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La administracién de la proteina HAP como vacuna se realiza de diversas maneras. Generalmente, las proteinas
HAP pueden ser formuladas segiin los métodos conocidos para preparar composiciones farmacéuticamente ttiles, por
medio de los cuales se combinan cantidades terapéuticamente eficaces de la proteina HAP mezcladas con un vehiculo
portador farmacéuticamente aceptable. Los vehiculos adecuados y su formulacién son bien conocidos en la técnica.
Tales composiciones contendran una cantidad eficaz de la proteina HAP junto con una cantidad adecuada de vehiculo
con el fin de preparar composiciones farmacéuticamente aceptables para la administracién eficaz al anfitrién. La com-
posicién puede incluir sales, tampones, proteinas portadoras tales como seralbiimina, moléculas de redireccionamiento
para localizar la proteina HAP en el sitio o tejido apropiado dentro del organismo, y otras moléculas. La composicion
puede incluir también coadyuvantes.

En una realizacion, la vacuna se administra en forma de una tnica dosis; esto es, una dosis es adecuada para inducir
una respuesta inmunitaria suficiente para tratar profildcticamente o terapéuticamente una infeccién por Haemophilus
influenzae. En realizaciones alternativas, la vacuna se administra a varias dosis a lo largo de un periodo de tiempo, en
forma de una vacunacidn primaria y vacunaciones de “refuerzo”.

Por “cantidades terapéuticamente eficaces” se quiere significar en la presente memoria una cantidad de proteina
HAP que es suficiente para inducir una respuesta inmunitaria. Esta cantidad puede ser diferente dependiendo de si se
desea un tratamiento profilactico o terapéutico. Generalmente, esta oscila de aproximadamente 0,001 mg a aproxima-
damente 1 gm, con un intervalo preferido de aproximadamente 0,05 a aproximadamente. Estas cantidades pueden ser
ajustadas si se utilizan coadyuvantes.

Los siguientes ejemplos sirven para describir mas completamente la manera de utilizar la invencién descrita an-
teriormente, asi como para mostrar los mejores modos contemplados para llevar a cabo los diversos aspectos de la
invencion. Se entiende que estos ejemplos no sirven en modo alguno para limitar el verdadero alcance de esta inven-
cion, sino que en vez de eso se presentan con fines ilustrativos.

Ejemplos
Ejemplo 1
Clonacion de la proteina HAP

Cepas Bacterianas, pldsmidos, y fagos. La cepa N187 de H. influenzae es un producto aislado que fue cultivado
originalmente a partir del fluido del oido medio de un nifio con otitis media aguda. Esta cepa fue clasificada como no
tipificable basandose en la ausencia de aglutinacién con antisuero de tipificacion para los tipos a-f de H. influenzae
(Burroughs Wellcome) y el fracaso al hibridar con pU038, un pldsmido que contiene el locus cap b completo (Kroll
and Moxon, 1988, J. Bacteriol. 170:859-864).

La cepa DB117 de H. influenzae es un mutante recl de Rd, una cepa de serotipo d carente de capsula que ha estado
en el laboratorio durante 40 afios (Alexander and Leidy, 1951, J. Exp. Med. 83:345-359); DB117 fue obtenida de
G. Barcak (University of Maryland, Baltimore, MD) (Sellow et al., 1968). DB117 es deficiente para la adherencia y
la invasién in vitro, como se analiza mds abajo. La cepa 12 de H. influenzae es la cepa no tipificable de la cual se
clonaron los genes que codifican las proteinas HMW1 y HMW2 (Barenkamp and Leininger, 1992, Infect. Immun.
60:1302-1313); HMW1 y HMW?2 son los miembros prototipo de una familia de proteinas adherentes de elevado peso
molecular antigénicamente relacionadas con Haemophilus no tipificables (St. Geme et al., 1993).

E. coli HB101, que es no adherente y no invasiva, ha sido descrita previamente (Sambrook et al., 1989, Molecular
cloning: A laboratory manual, 2nd ed. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y.). E. coli DH5« fue
obtenido de Bethesda Research Laboratories. E. coli MC1061 fue obtenido de H. Kimsey (Tufts University, Boston,
MA). E. coli XL-1 Blue y el plasmido pBluescript KS- fueron obtenidos de Stratagene. El pldsmido pT7-7 y el fago
mGP1-2 fueron proporcionados por S. Tabor (Harvard Medical School, Boston, MA) (Tabor and Richardson, 1985,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 82:1074-1078). El vector lanzadera de E. coli-Haemophilus pGJB103 (Tomb et al., 1989,
Rd. J. Bacteriol. 171:3796-3802) y el fago 41105 (Way et al., 1984, Gene. 32:3 69-379) fueron proporcionados por
G. Barcak (University of Maryland, Baltimore, MD). El pldsmido pVD116 alberga el gen de la proteasa IgA1 de la
cepa Rd de H. influenzae (Koomey and Falkow, 1984, Infect. Immun. 43:101-107) y fue obtenido de M. Koomey
(University of Michigan, Ann Arbor, MI).

Condiciones de crecimiento. Las cepas de H. influenzae se hicieron crecer como se ha descrito (Anderson et al.,
1972, J. Clin. Invest. 51:31-38). Se almacenaron a -80°C en caldo de infusién de cerebro-corazén con 25% de glicerol.
Las cepas de E. coli se hicieron crecer sobre agar LB o en caldo LB. Se almacenaron a -80°C en caldo LB con 50% de
glicerol.

Para H. influenzae, se utilizé tetraciclina a una concentracién de 5 ug/ml y se utilizé kanamicina a una concen-
tracion de 25 pg/ml. Para E. coli, se utilizaron antibidticos a las siguientes concentraciones: tetraciclina, 12,5 ug/ml;
kanamicina, 50 ug/ml; ampicilina, 100 ug/ml.

Meétodos de ADN Recombinante. La ligacién de ADN, las digestiones con endonucleasas de restriccion, y las elec-
troforesis en gel se realizaron segiin los mecanismos normalizados (Sambrook et al., 1989, supra). Los plasmidos
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fueron introducidos en cepas de E. coli mediante transformacién quimica o electroporacién, como describen (Sam-
brook et al, 1989, supra; Dower et al., 1988, Nucleic Acids Res. 16:617-6145). En H. influenzae la transformacién se
llevé a cabo utilizando el método de MIV de Herriott ez al. (1970, J. Bacteriol. 101:517-524), y la electroporacién se
llevé a cabo utilizando el protocolo desarrollado para E. coli (Dower et al., 1988, supra).

Construccion de genoteca genémica de la cepa N187 de H. influenzae. Se prepar6 ADN cromosémico de elevado
peso molecular a partir de 3 ml de un cultivo en caldo durante la noche de H. influenzae N187 como se ha descrito
previamente (Mekalanos, 1983, Cell. 35:253-263). Tras la digestion parcial con Sau3Al, se hicieron eluir los frag-
mentos de 8 a 12 kb en papel DEAE (Schleicher & Schuell, Keene, H.H.) y después se ligaron a pGJB103 tratado
con fosfatasa de intestino de ternera digerido con Bg/Il. La mezcla de ligacién fue sometida a electroporacién en H.
influenzae DB117, y los transformantes fueron seleccionados sobre medio que contenia tetraciclina.

Mutagénesis de transposones

La mutagénesis del ADN plasmidico se realizé utilizando el elemento mini-Tn/0 kan descrito por Way et al.
(1984, supra). Inicialmente, se introdujo el plasmido apropiado en E. coli MC1061. La cepa resultante se infecté con
A1105, que porta el transposén mini-Tn/0 kan. Los transductantes se hicieron crecer durante la noche en presencia
de kanamicina y un antibiético para seleccionar el plasmido, y el ADN plasmidico se aislé utilizando el método
de lisis alcalina. Con el fin de recuperar los pldsmidos que contienen una insercién del transposén, se sometié a
electroporacion el ADN plasmidico en E. coli DH5a, cultivando en placa sobre medio que contenia kanamicina y el
segundo antibidtico apropiado.

Con el fin de establecer mds precisamente la regién de pN187 implicada en la promocién de la interaccién con las
células anfitrionas, inicialmente este pldsmido se sometié andlisis con endonucleasas de restriccién. Con posterioridad,
se construyeron numerosos subclones en el vector pGJB103 y se reintrodujeron en la cepa DB117 de H. influenzae.
Las cepas resultantes se examinaron después en cuanto a la adherencia y la invasiéon. Como se resume en la Figura
4, los subclones que contienen o bien el fragmento PstI-BglII de 3,9 kb (pJS105) o bien el fragmento Bg/II de 4,2 kb
colindante (pJS102) fracasaba al conferir la capacidad para asociarse con las células Chang. En contraste, un subclon
que contenia un inserto que inclufa porciones de ambos de estos fragmentos (pJS106) no promovia la interaccién con
las monocapas epiteliales. La mutagénesis del transposén realizada sobre pH187 confirmé que las porciones limitrofes
del inserto en este plasmido no requerian el fenotipo adherente/invasivo. Por otra parte, la insercién de transposén
localizado adyacente con respecto al sitio Bg/II en pJS106 eliminaba la adherencia y la invasién. Una insercién entre
los segundos sitios EcoRI y Pstl en este plasmido tenfa un efecto similar (Figura 4).

Examen de las proteinas codificadas por el pldasmido

Con el fin de examinar las proteinas codificadas por el plasmido, se ligé el ADN relevante en el vector de expresion
del bacteridfago T7 pT7-7, y el constructo resultante se transformé en E. coli XL-1 Blue. El plasmido pT7-7 contiene
el promotor ¢10 del fago T7 y el sitio de unién al ribosoma aguas arriba de un sitio de clonacién mdltiple (Tabor
and Richardson, 1985, supra). El promotor de T7 fue inducido mediante infeccién con el fago de M 13 recombinante
mGP12 y adicién de isopropil-3-D-tiogalactopirandsido (concentracién final, 1 mM). El fago mGP1-2 contiene el gen
que codifica la ARN polimerasa de T7, que activa el promotor ¢10 en pT7-7 (Tabor and Richardson, 1985, supra).

Como DB117(pN187), la cepa DB117 que porta pJS106 expresaba proteinas de la membrana externa nuevas de
160-kD y 45-kD de tamafio (Figura 3, calle 3). Con el fin de examinar si el inserto de 6,5 kb en pJS106 realmente
codifica estas proteinas, este fragmento de ADN fue ligado en el vector de expresion del bacteriéfago T7 pT7-7. El
pldsmido resultante que contenia el inserto en la misma orientacién que en pN187 fue denominado pJS104, y el plas-
mido con el inserto en orientacion opuesta fue denominado pJS103. Tanto pJS104, como p7S103 fueron introducidos
en E. coli XL-1 Blue, produciendo XL-1 Blue (pJS104) y XL-1 Blue (pJS103), respectivamente. Como control nega-
tivo, también se transformé pT7-7 en XL-1 Blue. El promotor de T7 fue inducido en estas tres cepas por infeccién con
el fago M 13 recombinante mGP1-2 y la adicién de isopropil-3-D-tiogalactopirandsido (concentracién final, 1 mM), y
las proteinas inducidas fueron detectadas utilizando metionina [S**]. Como se muestra en la Figura 5, la induccién de
XL-1 Blue (pJS104) daba como resultado la expresion de una proteina de 160 kD y numerosas proteinas mas pequeas
que presumiblemente representan productos de degradacion. En contraste, cuando se inducian XL-1 Blue(pJS103) y
XL-1 Blue(pT7-7), no habia expresion de estas proteinas. No habia proteina de 45 kD indicada en ninguna de las tres
cepas. Este experimento sugeria que el inserto de 6,5 kb presente en pJS106 contiene el gen estructural para la proteina
de la membrana externa de 160 kd identificada en DB117(pJS106). Por otra parte, este andlisis fracasaba al establecer
el origen de la proteina de membrana de 45 kD expresada por DB117 (pJS106).

Andlisis de adherencia e invasion

Los andlisis de adherencia e invasion se realizaron con células epiteliales de Chang [derivado Wong-Kilbourne,
clon 1-5c-4 (conjuntiva humana)], que fueron sembradas en pocillos de placas para el cultivo de tejidos de 14 pocillos
como se ha descrito previamente (St. Geme and Falkow, 1990). La adherencia fue medida después de incubar las
bacterias con monocapas epiteliales durante 30 minutos como se ha descrito (St. Geme et al., 1993). Los andlisis de
invasion se llevaron a cabo segtn el protocolo original de los autores de la presente invencién e implicaban incubar
bacterias con células epiteliales durante cuatro horas seguido de tratamiento con gentamicina durante dos horas (100
pg/ml) (St. Geme and Falkow, 1990).
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Determinacion de la secuencia de nucledtidos y andlisis

La secuencia de nucledtidos fue determinada utilizando un estuche Sequenase y un molde plasmidico de doble
hebra. Los fragmentos de ADN fueron subclonados en pBluescript KS™ y secuenciados junto con ambas hebras me-
diante paseo con cebadores. El andlisis de la secuencia de ADN se realiz6 utilizando el paquete de soporte 16gico
Genetics Computer Group (GCG) de la University of Wisconsin (Devereux et al., 1984). Las busquedas de similitud
de la secuencia se llevaron a cabo utilizando el programa BLAST del National Center for Biotechnology Informa-
tion (Altschul et al., 1990, J. Mol. Biol. 215:403-410). La secuencia de ADN descrita en la presente memoria sera
depositada en EMBL/GenBank/DDBJ Nucleotide Sequence Data Libraries.

Basandose en los resultados de la subclonacion de los autores de la presente invencion, los autores de la presente
invencién razonaron que el sitio Bg/II central de pH187 estaba situado en un marco de lectura abierto. El examen de
una serie de mutantes mini-Tn/0 kan apoyaba esta conclusion (Figura 4). Por consiguiente, los autores de la presente
invencién secuenciaron DHA en ambos lados de este sitio Bg/II e identificaron un gen de 4182 pb, que ha sido
denominado hap por Haemophilus adherence and penetration (adherencia y penetracion de Haemophilus) (Figura 6).
Este gen codifica un polipéptido de 1394 aminoécidos, que los autores de la presente invencién han denominado Hap,
con una masa molecular calculada de 155,4 kD, con forme a la masa molecular de las mds grande de las dos proteina
de la membrana externa novedosas expresadas por DB117(pN187) y la proteina expresada después de la induccién de
XL-1 Blue/pJS104. El gen hap tiene un contenido en G+C de 39,1%, similar a la estimacién publicada de 38,7% del
genoma completo (Kilian, 1976, J. Gen. Microbiol. 93:9-62). Las supuestas secuencias promotoras - 10 y -35 estan
presentes aguas arriba del codén de iniciacion. Falta un sitio de unién al ribosoma consenso. Una secuencia similar a
un terminador de la transcripcidon independiente de tho estd presente empezando 39 nucledtidos mads alla del codén de
terminacion y contiene repeticiones invertidas interrumpidas con el potencial de formar una estructura en horquilla que
contiene un bucle de tres bases y un tallo de ocho bases. Similar a la situacién con los terminadores de E. coli tipicos,
esta estructura estd seguida de un tramo rico en restos T. El andlisis de la secuencia de aminodcidos pronosticada
sugeria la presencia de un péptido sefal de 25 aminoacidos en el extremo amino. Esta region tiene caracteristicas
tipicas de péptidos sefial procariéticos, con tres cargas terminales H-positivas, una regién hidréfoba central, y restos
alanina en las posiciones 23 y 25 (-3 y -1 con respecto al supuesto sitio de escision) (von Heijne, 1984, J. Mol. Biol.
173:243-251).

Comparacion de la secuencia de aminodcidos deducida de Hap con otras proteinas. Se realiz6 una busqueda de
similitud de la secuencia de la proteina con la secuencia de aminodcidos pronosticada utilizando el servicio de la
red BLAST del National Center for Biotechnology Information (Altschul ef al., 1990, supra). Esta busqueda reveld
homologia con las proteasas IgA1l de H. influenzae y Neisseria gonorrhoeae. La alineacion de las secuencias de
aminodcidos derivadas para el producto génico hap y las proteasas IgA1 de cuatro cepas diferentes de H. influenzae
revelé homologia de un lado a otro del extremo de las proteinas (Figura 7), mostrando diversos tramos con una
identidad del 55-60% y una similitud del 70-80%. Se observaban niveles similares de homologia entre el producto
hap y la proteasa IgA1 de la cepa MS11 de N. gonorrhoeae. Esta homologia incluye la regién identificada como sitio
catalitico de las proteasas IgAl, que estd comprendido por la secuencia GDSGSPLF, donde 2 es la serina del sitio
activo caracteristica de las serina proteasas (Brenner, 1988, Nature (London). 334:528-530; Poulsen et al., 1992, J.
Bacteriol. 174:2913-2921). En el caso de Hap, la secuencia correspondiente es GDSGSPMF. El producto hap también
contiene dos cisteinas correspondientes a las cisteinas que se ha propuesto que son importantes en la formacién del
dominio catalitico de las proteasas IgA (Pohlner et al., 1987, supra). En conjunto hay una identidad del 30-35% y una
similitud del 51-55% entre el producto del gen hap y las proteasas IgA de H. influenzae y N. gonorrhoeae.

También se encontré que la secuencia de aminoacidos deducida codificada por hap contenia un homologia sig-
nificativa con Tsh, una hemaglutinina expresada por una cepa de E. coli aviar (Provence and Curtiss, 1994, supra).
Esta homologfa se extiende a ambas proteinas pero es mayor en la mitad H-terminal de cada una. En conjunto las dos
protefnas son idénticas en un 30,5% y similares en un 51,6%. Tsh también es sintetizada como una preproteina y es
secretada en una forma més pequefia; como las proteasas IgA1 y quizds Hap, un péptido carboxi terminal permanece
asociado con la membrana externa (D. Provence, comunicacién personal). Si bien se presumia que esta proteina tenia
actividad proteolitica, su sustrato todavia no ha sido determinado. Interesantemente, Tsh fue identificada primero ba-
sandose en su capacidad para promover la aglutinacién de eritrocitos. De este modo Hap y Tsh son posiblemente los
primeros miembros de una clase de proteinas adherentes novedosa que son transformadas andlogamente a las proteasas
IgAl.

Asimismo se ha observado homologia con la pertactina, una proteina de la membrana externa de 69 kD expresada
por B. pertussis (Charles et al., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 86:3554-3558). Las porciones medias de estas
dos moléculas son idénticas en un 39% y similares casi en un 60%. Esta proteina contiene el triplete de aminodcidos
arginina-glicina-dcido aspdrtico (RGD) y se ha demostrado que promueve el anclaje a células de mamifero cultivadas
por medio de su secuencia (Leininger ef al., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 88:345-349). Aunque las especies de
Bordetella no se consideran generalmente pardsitos intracelulares, el trabajo de Ewanowich y colaboradores indica
que estos patdgenos respiratorios son capaces de entrar en células epiteliales in vitro (Ewanowich et al., 1989, Infect.
Immun. 57:2698-2704; Ewanowich et al., 1989, Infect. Immun. 57:1240-1247). Recientemente Leininger et al. infor-
maron que la preincubacion de las monocapas epiteliales con un péptido que contiene RGD derivado de la secuencia
de pertactina inhibia especificamente la entrada de B. pertussis (Leininger et al., 1992, Infect. Immun. 60:2380-2385).
Ademds, estos investigadores descubrieron que el recubrimiento de Staphylococcus aureus con pertactina purificada
producia una entrada de S. aureus mas eficaz; el péptido que contenia RGD de pertactina inhibia esta entrada inten-
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sificada por pertactina en un 75%. Aunque el producto hap carece de motivo RGD, es posible que Hap y pertactina
cumplan funciones bioldgicas similares para H. influenzae y Bordetella sp., respectivamente.

El andlisis adicional revel6 una homologia significativa (identidad del 34 al 52%, similitud del 42 al 70%) con seis
regiones de HpmA, una hemolisina independiente de calcio expresada por Proteus mirabilis (Uphoff and Welch, 1990,
supra).

El locus hap es distinto del de la proteasa IgAl de H. influenzae

Dado el grado de similitud entre el producto génico de hap y la proteasa IgA1l de H. influenzae, los autores de la
presente invencion se preguntaron si habian aislado el gen de la proteasa IgA1 de la cepa N187. Para examinar esta
posibilidad, los autores de la presente invencién realizaron andlisis de actividad de la proteasa IgA1. Entre las cepas de
H. influenzae, se han encontrado dos tipos enzimdticamente distintos de proteasa [gA1 (Mulks et al., 1982, J. Infect.
Dis. 146:266-274). Las enzimas de tipo 1 escinden el enlace peptidico Pro-Ser entre los restos 231 y 232 en la regién
bisagra de la cadena pesada de IgA1 humana y general fragmentos de aproximadamente 28 kD y 31 kD; las enzimas
de tipo 2 escinden el enlace Pro-Thr entre los restos 235 y 236 en la regién bisagra y generan fragmentos de 26,5 kD
y 32,5 kD. Los estudios previos de la cepa parental de la cual deriva DB117 han demostrado que esta cepa produce
una proteasa IgA1 de tipo 1 (Koomey and Falkow, 1984, supra). Como se muestra en la Figura 8, la comparacién de
las actividades proteoliticas de la cepa DB117 y la cepa N187 sugieren que N187 produce una proteasa IgA1 de tipo
2. Los autores de la presente invencién razonaron que DB117(pN187) podria generar un total de cuatro fragmentos
a partir de la proteasa IgAl, coincidentes con dos especificidades de escision distintas. El examen de DB117(pH187)
revel6 en lugar de eso que este transformante produce los mismos dos fragmentos de la cadena pesada de IgA1 que
DB117, indicando que esta cepa produce solamente una enzima de tipo 1.

En un esfuerzo para obtener una evidencia adicional frente a la posibilidad de que el pldsmido pH187 contenga el
gen de la proteasa IgA1 de N187, los autores de la presente invencidn realizaron una serie de transferencias Southern.
Como se muestra en la Figura 9, cuando el ADN gendmico de la cepa N187 era digerido con EcoRI, BglIl, o BamHI
y después sondeado con el gen hap, se detectaba un grupo de fragmentos de hibridacién. El sondeo del mismo ADN
con el gen iga de la cepa Rd de H. influenzae daba como resultado un grupo diferente de bandas de hibridacién. Por
otra parte, el iga fracasaba al hibridar con un fragmento de 4,8 kb purificado que contenia el gen hap intacto.

El plasmido recombinante asociado con la adherencia y la invasion codifica una proteina secretada

La sorprendente homologia entre el producto génico de hap y las proteasas IgA1l de Haemophilus y Neisseria
sugeria la posibilidad de que estas proteinas pudieran ser transformadas de una manera similar. Las proteasas IgA1 son
sintetizadas como preproteinas con tres dominios funcionales: el péptido sefial N-terminal, la proteasa, y un dominio
coadyuvante C-terminal, que se postula que forma un poro en la membrana externa para la secreciéon de la proteasa
(Poulsen et al., 1989, supra; Pohlner et al., 1987, supra). El péptido C-terminal permanece asociado con la membrana
externa después de un evento de escision autoproteolitico que produce la liberacion de la enzima madura.

De acuerdo con la posibilidad de que el producto del gen hap siga un destino similar, los autores de la presente
invencién encontraron que DB117(pN187) producia una proteina secretada de un tamafio de aproximadamente 110 kD
que estaba ausente de DB117(pGJB103) (Figura 10). Esta proteina también era producida por DB117(pJS106), pero
no por DB117(pJ5102) o DB117(pJS105). Ademads, los dos mutantes con inserciones de transposones en la regién
codificadora de hap eran deficientes en esta proteina. Con el fin de determinar la relacién entre hap y la proteina
secretada, esta proteina fue transferida a una membrana de PVDF y se realizé una secuenciacién de aminodcidos
N-terminales. Un fondo excesivo en el primer ciclo imposibilitaba la identificacién del primer resto aminodcido del
extremo amino libre. Se encontré que la secuencia de los siete restos siguientes era HTYFGID, que corresponde a los
aminodcidos 27 a 33 del producto de hap.

La introduccién de hap en cepas de laboratorio de E. coli era incapaz de dotar a estos organismos de la capacidad
de adherencia o invasion. Teniendo en cuenta estos resultados, es notable que los transformantes de E. coli fracasaran
al expresar la proteina de membrana externa de 160 kD o de 45 kD. Por consiguiente, también fracasaban al expresar
la proteina secretada de 110 kD. La explicacion de esta carencia de expresion no estd clara. Una posibilidad es que el
promotor de H. influenzae o el sitio de unién al ribosoma eran escasamente reconocidos en E. coli. En efecto la su-
puesta secuencia -35 aguas arriba del codén de iniciacion de hap es bastante divergente de la secuencia consenso 070,
y el sitio de unién al ribosoma es irreconocible. Alternativamente, se puede requerir un gen accesorio para la expor-
tacion apropiada de la proteina Hap, aunque la sorprendente homologia con las proteasas IgA, que son normalmente
expresadas y secretadas en E. coli, indica argumenta en contra de esta hipdtesis.

Considerando la posibilidad de que el producto del gen hap promueva la adherencia y la invasion uniéndose direc-
tamente a una estructura de la superficie de la célula anfitriona, parece curioso que la proteina madura sea secretada
del organismo. Sin embargo, existen ejemplos de otros factores de adherencia que también son secretados. La hema-
glutinina filamentosa es una proteina de 220 kD expresada por B. pertussis que media la adherencia in vitro y facilita
la colonizacion natural (Relman et al., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86:2637-2641; Kimura et al., 1990, Infect.
Immun. 58:7-16). Esta proteina permanece asociada a la superficie hasta cierto punto pero también es liberada de la
célula. El procedimiento de secrecion de la hemaglutinina filamentosa implica una proteina accesoria denominada
FhaC, que parece estar localizada en la membrana externa (Willems et al., 1994, Molec. Microbiol. 11:337-347). De
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un modo similar, las proteinas Ipa implicadas en la invasién de Shigella también son secretadas. La secrecion de estas
protefnas requiere los productos de multiples genes en los loci mxi y spa loci (Allaoui et al., 1993, Molec. Microbiol.
7:59-68; Andrews et al., 1991, Infect. Immun. 59:1997-2005; Venkatsan et al., 1992, J. Bacteriol. 174:1990-2001).

Es concebible que la secrecion sea simplemente consecuencia del mecanismo para exportar el producto del gen
hap a la superficie del organismo. No obstante, es notable que la proteina secretada contenga un dominio catalitico de
proteasa de tipo serina y muestre homologia con la hemolisina de P. mirobilis. Estos descubrimientos sugieren que la
proteina Hap madura puede poseer actividad proteolitica y originar la posibilidad de que Hap promueva la interaccion
con la célula anfitriona a una distancia modificando la superficie de la célula anfitriona. Alternativamente, Hap puede
modificar la superficie bacteriana con el fin de facilitar la interaccién con un receptor de la célula anfitriona. Es posible
que hap codifique una molécula con funciones duales, funcionando como adhesina y como proteasa.

Andlisis de proteinas de la membrana externa y secretadas

Se aislaron proteinas de la membrana externa basdndose en la insolubilidad del sarcosilo segtin el método de
Carlone et al. (1986, J. Clin. Microbiol. 29:33C-332). Las proteinas secretadas se aislaron centrifugando cultivos
bacterianos a 16.000 g durante 10 minutos, recuperando el sobrenadante, y precipitando con 4cido trifluorodcetico
a una concentracién final del 10%. Se realiz6 una electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida como se ha descrito
previamente (Laemmli, 1970, Nature (London). 227:680-685).

Para identificar las proteinas que podrian estar implicadas en la interaccién con la superficie de la célula anfitriona,
se compararon los perfiles de la proteina de la membrana externa para DB117 (pN187) y DB117 (pGJB103). Como
se muestra en la Figura 3, DB117(pN187) expresaba dos nuevas proteinas de la membrana externa: una proteina de
elevado peso molecular de aproximadamente 160 kD y una proteina de 45 kD. E. coli HB101 que albergaba pN187
fracasaba al expresar estas proteinas, sugiriendo una explicacion para la observaciéon de que HB101(pN187) es incapaz
de adherirse o de invadir.

Los estudios previos han demostrado que una familia de proteinas de elevado peso molecular antigénicamente re-
lacionadas con similitud a la hemaglutinina filamentosa de Bordetella pertussis media el anclaje por H. influenzae no
tipificable a células epiteliales cultivadas (St. Geme et al., 1993). Para explorar la posibilidad de que el gen que codifi-
ca el miembro de la cepa H187 de esta familia fuera clonado, se examinaron productos lisados de células completas de
N187, DB117(pN187), y DB117(pGJB103) mediante inmunotransferencia Western. La cepa de control de los autores
de la presente invencion para este experimento era la cepa 12 de H. influenzae. Utilizando un antisuero policlonal diri-
gido contra HMW1 y HMW?2, las proteinas prototipo de esta familia, los autores de la presente invencién identificaron
una proteina de 140 kD en la cepa H187 (no mostrada). En contraste, este antisuero fracasaba al reaccionar con DB117
(pN187) o DB117(pGJB103) (no mostrado), indicando que pN187 no tiene relacién con la expresion de la proteina
HMW.

Determinacion de la secuencia amino terminal. Las proteinas secretadas fueron precipitadas con 4cido tricloroa-
cético, separadas en un gel de poliacrilamida-SDS al 10%, y electrotransferidas a una membrana de difluoruro de
polivinilideno (PVDF) (Matsudaira, 1987, J. Biol. Chem. 262:10035-10038). Después de la tincién con Azul Brillante
de Coomassie R-250, la proteina de 110 kD fue cortada de la membrana de PVDF y sometida a determinacién de
la secuencia amino terminal en el Protein Chemistry Laboratory en el Washington University School of Medicine.
El andlisis de la secuencia se realiz6 mediante degradaciéon de Edman automatizada utilizando un secuenciador de
proteinas Modelo 470A de Applied Biosystems.

Examen de la actividad proteasa IgA1. Con el fin de evaluar la actividad proteasa IgA1, las bacterias fueron ino-
culadas en caldo y se hicieron crecer aerobiamente durante la noche. Las muestras se centrifugaron después en un
microfago durante dos minutos, y se recogieron los sobrenadantes. Se mezclé un volumen de 10 ul con 16 ul de 0,5
ug/ml de IgA1 humana (Calbiochem), y se afiadié cloramfenicol a una concentracién final de 2 pg/ml. Después de
incubar durante la noche a 37°C, las mezclas de reaccidn se sometieron a electroforesis en un gel de poliacrilamida
SDS al 10%, se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa, y se sondearon con cadena pesada de IgA1l anti-hu-
mana de cabra conjugada con fosfatasa alcalina (Kirkegaard & Perry). La membrana se revel6 mediante inmersién en
solucién sustrato de fosfatasa (sistema de sustrato 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato toluidinio-nitroazul de tetrazolio;
Kirkegaard & Perry).

Andlisis de inmunotransferencia. El andlisis de inmunotransferencia de los productos lisados celulares completos
se llevd a cabo como se ha descrito (St. Geme et al., 1991).

Hibridacion Southern. La transferencia Southern se realizé utilizando condiciones restrictivas como se ha descrito
previamente (St. Geme and Falkow, 1991).

Microscopia

i. Microscopia dptica. Las muestras de células epiteliales con bacterias asociadas se tifieron con colorante Giemsa
y se examinaron mediante microscopia ptica como se ha descrito (St. Geme and Falkow, 1990).
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ii. Microscopia de Transmision de electrones. Para la microscopia de transmision de electrones, las bacterias fueron
incubadas con monocapas de células epiteliales durante cuatro horas y después fueron aclaradas cuatro veces con PBS,
fijadas con 2% de glutaraldehido/1% de tetréxido de osmio en tampén fosfato de sodio 0,1 M pH 6,4 durante dos
horas sobre hielo, y tefiidas con acetato de uranilo acuoso durante la noche. Después las muestras se deshidrataron
en soluciones de etanol graduadas y se embebieron en Polybed. Se examinaron secciones ultra finas (0,4 um) en un
microscopio electrénico Phillips 201c.

Como se muestra en la Figura 2, DB117(pN187) incubado con monocapas durante cuatro horas demostré una
intima interaccidn con la superficie de la célula epitelial y ocasionalmente se encontré que era intracelular. En una
seccién fina dada, las células invadidas contenian generalmente uno o mds organismo intracelulares. Como se puede
notar, las bacterias intracelulares eran mas comunes en las secciones preparadas con la cepa N187, una observacién
coherente con los resultados utilizando el andlisis con gentamicina. En contraste, el examen de las muestras preparadas
con la cepa DB117 que portaba el vector de clonacién solo (pGJB103) fracasaba al revelar la bacteria internalizada
(no mostrado).

Habiendo descrito las realizaciones preferidas de la presente invencién a los expertos normales en la técnica les

parecerd que se pueden realizar diversas modificaciones de las realizaciones descritas, y que tales modificaciones estdn
destinadas a estar dentro del alcance de la presente invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina de adherencia y penetracién Haemophilus influenzae recombinante, cuya proteina tiene una se-
cuencia de aminoacidos con una homologia de mds del 80% con la secuencia de aminoacidos mostrada en la Figura
6.

2. Una proteina de adherencia y penetraciéon de Haemophilus influenzae recombinante como se reivindica en la
reivindicacion 1 codificada por un dcido nucleico, cuya dcido nucleico hibrida en condiciones muy restrictivas con el
dcido nucleico que tiene la secuencia mostrada en la Figura 6.

3. Una proteina de adherencia y penetracion de Haemophilus influenzae recombinante como se reivindica en la
reivindicacion 1 que tiene una secuencia de aminodcidos mostrada en la Figura 6.

4. Una composicion que comprende un portador farmacéuticamente aceptable y una proteina de adherencia y
penetracién de Haemophilus influenzae segtn cualquiera de las reivindicaciones 1-3.

5. Un é4cido nucleico recombinante que codifica una proteina de adherencia y penetracion de Haemophilus in-
fluenzae, cuya proteina tiene una secuencia de aminodcidos con una homologia de més del 80% con la secuencia de
aminodcidos mostrada en la Figura 6.

6. Un 4cido nucleico recombinante que codifica una proteina de adherencia y penetracién de Haemophilus influen-
zae como se reivindica en la reivindicacion 5, cuyo dcido nucleico hibrida en condiciones muy restrictivas con el dcido
nucleico que tiene la secuencia mostrada en la Figura 6.

7. Un vector de expresion que comprende dcido nucleico regulador de la transcripcion y la traduccién conectado
operablemente al 4cido nucleico recombinante de las reivindicaciones 5 o 6.

8. Una célula anfitriona transformada con el vector de expresion de la reivindicacién 7.
9. Un método para producir una proteina de adherencia y penetracién de Haemophilus influenzae que comprende:

a) cultivar una célula anfitriona transformada con un vector de expresiéon que comprende un dcido nucleico recom-
binante que codifica una proteina de adherencia y penetraciéon de Haemophilus influenzae, cuya proteina tiene una
secuencia de aminodcidos con una homologia de més del 80% con la secuencia de aminoédcidos mostrada en la Figura
6,y

b) expresar dicho dcido nucleico para producir una proteina de adherencia y penetracion de Haemophilus influen-
zae.

10. Un método reivindicado en la reivindicacion 9, donde el acido nucleico recombinante hibrida en condiciones
muy restrictivas con el dcido nucleico que tiene la secuencia mostrada en la Figura 6.

11. Una vacuna que comprende un portador farmacéuticamente aceptable y una proteina de adherencia y penetra-
ciéon de Haemophilus influenzae para el uso profildctico o terapéutico en la generacién de una respuesta inmunitaria,
cuya proteina tiene una secuencia de aminodcidos con una homologia de més del 80% con la secuencia de aminodcidos
mostrada en la Figura 6.

12. Una vacuna como se ha reivindicado en la reivindicacién 11, donde el 4cido nucleico que codifica dicha
proteina de adherencia y penetracién de Haemophilus influenzae hibrida en condiciones muy restrictivas con el 4cido
nucleico que tiene la secuencia mostrada en la Figura 6.

13. Una vacuna como se ha reivindicado en las reivindicaciones 11 o 12, donde dicha proteina de adherencia y
penetracion de Haemophilus influenzae tiene la secuencia de aminodcidos mostrada en la Figura 6.

14. El uso de una proteina de adherencia y penetracion de Haemophilus influenzae de cualquiera de las reivindica-
ciones 1-3 en la fabricacion de una vacuna para tratar o prevenir la infecciéon por Haemophilus influenzae.

15. Un anticuerpo monoclonal capaz de unirse a la proteina de adherencia y penetracién de Haemophilus influenzae
de cualquiera de las reivindicaciones 1-3.
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LISTA DE SECUENCIAS

(1) INFORMACION GENERAL:

()
(ii)
(iii)
(@iv)

)

(vi)

(vii)

(viii)

(ix)

SOLICITANTE: Washington University et al.

TITULO DE LA INVENCION: Haemophilus Adherence and Penetration Protein

NUMERO DE SECUENCIAS: 9

DIRECCION DE CORRESPONDENCIA:
(A) DESTINATARIO: Flehr, Hohbach, Test, Albritton & Herbert
(B) CALLE: 4 Embarcadero Center, Suite 3400
(C) CIUDAD: San Francisco
(D) ESTADO: California
(E) PAIS: Estados Unidos
(F) CODIGO POSTAL: 94111-4187

FORMA LEGIBLE CON ORDENADOR:
(A) TIPO MEDIO: Disco Flexible
(B) ORDENADOR: PC compatible con IBM
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOPORTE LOGICO: PatentIn Release #1.0, Versién #1.25

DATOS DE LA SOLICITUD ACTUAL:
(A) NUMERO DE SOLICITUD: PCT/US 95/10661
(B) FECHA DE PRESENTACION: 16-AUG-1995
(C) CLASIFICACION:

DATOS DE LA SOLICITUD ANTERIOR:
(A) NUMERO DE SOLICITUD: US 08/296,791
(B) FECHA DE PRESENTACION: 25-AUG-1994
(C) CLASIFICACION:

INFORMACION DEL APODERADO/AGENTE:
(A) NOMBRE: Trecartin, Richard F.
(B) NUMERO DE REGISTRO: 31,801

(C) NUMERO DE REFERENCIA/EXPEDIENTE: FE-59941/RFT/RMS

INFORMACION DE TELECOMUNICACIONES:
(A) TELEFONO: (415) 781-1989
(B) TELEFAX: (415) 398-3249
(C) TELEX: 910 277299

(2) INFORMACION PARA EL SEQ ID NO: 1:

@

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 4319 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CUALIDAD DE LA HEBRA: doble
(D) TOPOLOGIA: both

(ix) FEATURE:

(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) LOCALIZACION: 60..4241
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(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 1:

TCAATAGTCG TTTAACTAGT ATTTTTTAAT ACGAAAARATT ACTTAATTAA ATAAACATT

ATG
Met
1

TTA
Leu

GAT
Asp

GTT
val

GGC A
Gly
6S

CGT
Arg

GCA
Ala

AsSn

TAC

Arg
145

AAT
Asn

GTT
Val

6GC
Gly

CAC
His

GTT
Val
225

GGG
Gly

AAA AAA ACT GTA TTT CGT CTT AAT TTT TTA ACC GCT TGC ATT TCA
Lys Lys Thr Val Phe Arg Leu Asn Phe Leu Thr Ala Cys Ile Ser
10 15

GGG ATA GTA TCG CAA GCG TGG GCT GGT CAC ACT TAT TTIT GGG ATT
Gly lle Val Ser Gln Ala Trp Ala Gly Hia Thr Tyr Phe Gly Ile
20 25 30

TAC CAR TAT TAT CGT GAT TTT GCC GAG AAT AAA GGG AAG TTC ACA
Tyr Gln Tyr Tyr Arg Asp Phe Ala Glu Asn Lys Gly Lys Phe Thr
35 40

GGG GCT CAA AAT ATT AAG GTT TAT AAC AAA CAA GGG CAA TTA GIT
Gly Ala Gln Asn Ile Lys Val Tyr Asn Lys Gln Gly Gln Leu Val
50 S5 60

ACA TCA ATG ACA AAA GCC CCG ATG ATT GAT TTT TCT GTA GTG TCA
Thr Ser Met Thr Lys Ala Pro Met Ile Asp Phe Ser val Val Ser
70 80

AAC GGC GTG GCA GCC TTG GTT GAA AAT CAA TAT ATT GTG AGC GTG
Asn Gly Val Ala Ala Leu val Glu Asn Gln Tyr Ile Val Ser Vval
90 95

CAT AAC GTA GGA TAT ACA GAT GTT GAT TTT GGT GCA GAG GGA AAC
His Asn Val Gly Tyr Thr Asp Val Asp Phe Gly Ala Glu Gly Asn
100 105 110

CCC GAT CAA CAT CGT TIT ACT TAT AAG ATT GTA AAA CGA AAT AAC
Pro Asp Gln His Arg Phe Thr Tyr Lys Ile Val Lys Arg Asn Asn
11$ 126 125

AAR AAA GAT AAT TTA CAT CCT TAT GAG GAC GAT TAC CAT AAT CCA
Lys Lys Asp Asn Leu His Pro Tyr Glu Asp Asp Tyr His Asn Pro
130 135 140

TTA CAT AARA TTC GTT ACA GAA GCG GCT CCA ATT GAT ATG ACT TCG
Leu His Lys Phe Val Thr Glu Ala Ala Pro Ile Asp Met Thr Ser
150 155 160

ATG AAT GGC AGT ACT TAT TCA GAT AGA ACA AAA TAT CCA GAA CGT
Met Asn Gly Ser Thr Tyr Ser Asp Arg Thr Lys Tyr Pro Glu Arg
165 1?7 178

CGT ATC GGC TCT GGA CGG CAG TTT TGG CGA AAT GAT CAA GAC AAA
Arg lle Gly Ser Gly Arg Gln Phe Trp Arg Asn Asp Gln AsSp Lys
180 185

GAC CAA GTT GCC GGT GCA TAT CAT TAT CTG ACA GCT GGC AAT ACA
Asp Gln Val Ala Gly Ala Tyr His Tyr Leu Thr Aéa Gly Asn Thr
195 200 205

AAT CAG CGT GGA GCA GGT AAT GGA TAT TCG TAT TTG GGA GGC GAT
Asn Gln Arxrg Gly Ala gly Asn Gly Tyr Ser 'ryr Leu Gly Gly Asp
210

CGT AAA GCG GGA GAA TAT GGT CCA TTA CCG ATT GCA GGC TCA ANG
Arg Lys Ala Gly Glu Tyr Gly Pro Leu Pro Ile Ala Gly Ser Lys
230 235 240

GAC AGT GGT TCT CCG ATG TTT ATT TAT GAT GCT GAA AAA CAA AAA
Asp Ser Gly Ser Pro Met Phe Ile Tyr Asp Ala Glu Lys Gln Lys
245 250 255

59

107

155

203

251

299

347

395

443

491

539

587

635

683

731

779

827
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Glu

Glu

TAC
305
TCA
Ser

CCT
Pro

AAT
Asn

GAT

Ala
385

AAC
AsSn

Vval

GGT
Gly

ATC
Ile

CAA
Gln
465

GGG
Gly

TAT
Tyr

ES 2278 381 T3

TTA ATT AAT GGG ATA TTA CGG GAA GGC AAC CCT TTT GAA GGC AAA
Leu Ile Asn Gly Ile Leu Arg Glu Gly Asn Pro Phe Glu Gly Lys
260 265 270

AAT GGG TTT CAA TTG GTT CGC AAA TCT TAT TTT GAT GAA ATT TTC
Asn Gly Phe Gln Leu Val Arg Lys Ser Tyr Phe Asp Glu Ile Phe
275 280 285

AGA GAT TTA CAT ACA TCA CTT TAC ACC CGA GCT GGT AAT GGA GTG
Arg Asp Leu His Thr Ser Leu Tyr Thr Arg Ala Gly Asn Gly val
290 295 300

ACA ATT AGT GGA AAT GAT AAT GGT CAG GGG TCT ATA ACT CAG AAA
Thr Ile Ser Gly Asn Asp Asn Gly Gln Gly Ser Ile Thr Gln Lys
310 315 320

GGA ATA CCA TCA GAA ATT ARA ATT ACG TTA GCA AAT ATG AGT TTA
Gly Ile Pro Ser Glu Ile Lys Ile Thr Leu Ala Asn Met Ser Leu
azs 330 338

TTG AAA GAG AAG GAT AAA GTT CAT AAT CCT AGA TAT GAC GGA CCT
Leu Lys Glu Lys Asp Lys Val His Asn Pro Arg Tyr Asp Gly Pro
340 345 350

ATT TAT TCT CCA CGT TTA AAC AAT GGA GAA ACG CTA TAT TTIT ATG
Ile Tyr Ser Pro Arg Leu Asn Asn Gly Glu Thr Leu Tyr Phe Met
355 360 365

CAA AAA CAA GGA TCA TTA ATC TTC GCA TCT GAC ATT AAC CAA GGG
Gln Lys Gln Gly Ser Leu Ile Phe Ala Ser Asp Ile Asn Gln Gly
370 375 380

GGT GGT CTT TAT TTT GAG GGT AAT TTT ACA GTA TCT CCA AAT TCT
Gly Gly Leu Tyr Phe Glu Gly Asn Phe Thr Val Ser Pro Asn Ser
390 395 400

CAA ACT TGG CAA GGA GCT GGC ATA CAT GTA AGT GAA AAT AGC ACC
Gln Thr Trp Gln Gly Ala Gly Ile His Val Ser Glu Asn Ser Thr
405 410 415

ACT TGG AAA GTA AAT GGC GTG GAA CAT GAT CGA CTT TCT AARA ATT
Thr Trp Lys Val Asn Gly Val Glu His Asp Arg Leu Ser lys Ile
420 425 430

AAA GGA ACA TTG CAC GTT CAA GCC AAA GGG GAA AAT AAA GGT TCG
Lys Gly Thr Leu His Val Gln Ala Lys Gly Glu Asn Lys Gly Ser
435 440 445

AGC GTA GGC GAT GGT AAA GTC ATT TTG GAG CAG CAG GCA GRC GAT
Ser Val Gly Asp Gly Lys Val Ile Leu Glu Gln Gln Ala Asp Asp
450 45S 460

GGC AAC AAA CAA GCC TTT AGT GAA ATT GGC TTG GTT AGC GGC AGA
Gly Asn Lys Gln Ala Phe Ser Glu Ile Gly Leu Val Ser Gly Arg
470 475 480

ACT GTT CAA TTA AAC GAT GAT AAA CAA TTT GAT ACC GAT AAA TIT
Thr Val Gln Leu Asn Asp Asp Lys Gln Phe Asp Thr Asp Lys Phe
485 490 495

TIC GGC TTT CGT GGT GGT CGC TTA GAT CTT ARC GGG CAT TCA TTA
Phe Gly Phe Arg Gly Gly Arg Leu Asp Leu Asn Gly His Ser Leu

875

923

971

1019

1067

1115

1163

1211

1259

1307

1355

1403

1451

1499

1547

15898
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ACC
Thr

CAT
His

ATT
Ile
545

Glu

AAT
Asn

Leu

Lys

CAT
His
625

ATT
Ile

TTC
Phe

ATT
Ile

GTT
val

Gly
705

AAT
Asn

AAT
Asn

ES 2278 381 T3

500 505 510

TTT AAA CGT ATC CAA AAT ACG GAC GAG GGG GCA ATG ATT GTG AAC
Phe Lys Arg Ile Gln Asn Thr Asp Glu Gly Ala Met Ile Val Asn
515 520 525

AAT ACA ACT CAA GCC GCT AAT GTC ACT ATT ACT GGG AAC GAA AGC
Asn Thr Thr Gln Ala Ala Asn Val Thr Ile Thr Gly Asn Glu Ser
530 535 540

GTT CTA CCT AAT GGA AAT AAT ATT AAT AAA CTT GAT TAC AGA AAA
Val Leu Pxo Asn Gly Asn Asn Ile Asn Lys Leu Asp Tyr Arg Lys
550 555 560

ATT GCC TAC AAC GGT TGG TTT GGC GAA ACA GAT AAA AAT AAA CAC
Ile Ala Tyr Asn Gly Trp Phe Gly Glu Thr Asp Lys Asn Lys His
565 570 575

GGG CGA TTA AAC CTT ATT TAT AAA CCA ACC ACA GAA GAT CGT ACT
Gly Arg Leu Asn Leu Ile Tyr Lys Pro Thr Thr Glu Asp Arg Thr
580 585 $90

CTA CTT TCA GGT GGT ACA AAT TTA AAA GGC GAT ATT ACC CAA ACA
Leu Leu Ser Gly Gly Thr Asn Leu Lys Gly Asp lle Thr Gln Thr
595 600 605

GGT AAA CTA TTT TTC AGC GGT AGA CCG ACA CCG CAC GCC TAC AAT
Gly Lys Leu Phe Phe Ser Gly Arg Pro Thr Pro His Ala Tyr Asn
610 615 620

TTA AAT AAA CGT TGG TCA GAA ATG GAA GGT ATA CCA CAA GGC GAA
Leu Asn Lys Arg Trp Ser Glu Met Glu Gly Ile Pro Gln Gly Glu
630 635 640

GTG TGG GAT CAC GAT TGG ATC AAC CGT ACA TTT AAA GCT GAA AAC
val Trp Asp His Asp Trp Ile Asn Arg Thr Phe Lys Ala Glu Asn
645 650 655

CAA ATT AAA GGC GGA AGT GCG GTG GTT TCT CGC AAT GTT TCT TCA
Gln Ile Lys Gly Gly Ser Ala Val Val Ser Arg Asn Val Ser Ser
660 665 670

GAG GGA AAT TGG ACA GTC AGC AAT AAT GCA AAT GCC ACA TTT GGT
Glu Gly Asn Trp Thr Val Ser Asn Asn Ala Asn Ala Thr Phe Gly
675 680 68S

GTG CCA AAT CAA CAA AAT ACC ATT TGC ACG CGT TCA GAT TGG ACA
Val Pro Asn Gln Gln Asn Thr Ile Cys Thr Arg Ser Asp Trp Thr
690 695 700

TTA ACG ACT TGT CAA AAA GTG GAT TTA ACC GAT ACA AAA GTT ATT
Leu Thr Thr Cys Gln Lys Val Asp Leu Thr Asp Thr Lys Val Ile
710 715 720

TCT ATA CCA ARA ACA CAA ATC AAT GGC TCT ATT AAT TTA ACT GAT
Ser Ile Pro Lys Thr Gln Ile Asn Gly Ser Ile Asn Leu Thr Asp
725 730 73S

GCA ACG GCG AAT GTT AAA GGT TTA GCA AAA CTT AAT GGC AAT GTC
Ala Thr Ala Asn Val Lys Gly Leu Ala Lys Leu Asn Gly Asn Val
740 74S 750

1643

1691

1739

1787

1838

1883

1931

1979

2027

2075

2123

2171

2219

2267

2315
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ACT
Thr

ATA
Ile

GCA
Ala
785
TTA
Leu

ACA
Thr

Leu

TAT
Tyr

Glu
865

AAT
Asn

Phe

ATA
Ile

Glu

ES 2278 381 T3

TTA ACA AAT CAC AGC CAA TTT ACA TTA AGC AAC AAT GCC ACC CAR
Leu Thr Asn His Ser Gln Phe Thr Leu Ser Asn Asn Ala Thr Gln
758 760 765

GGC AAT ATT CGA CTT TCC GAC AAT TCA ACT GCA ACG GTG GAT AAT
Gly Asn Ile Arg Leu Ser Asp Asn Ser Thr Ala Thr Val Asp Asn
770 775 780

AAC TTG AAC GGT AAT GTG CAT TTA ACG GAT TCA GCT CAA TTIT TCT
Asn Leu Asn Gly Asn Val His Leu Thr Asp Ser Ala Gln Phe Ser
790 795 800

AAA AAC AGC CAT TTT TCG CAC CAA ATT CAG GGA GAC AAAR GGC ACA
Lys Asn Ser His Phe Ser His Gln Ile Gln Gly Asp Lys Gly Thr
80S 810 815

GTG ACG TTG GAA AAT GCG ACT TGG ACA ATG CCT AGC GAT ACT ACA
Val Thr Leu Glu Asn Ala Thr Trp Thr Met Pro Ser asp Thr Thr
820 825 830

CAG AAT TTA ACG CTA AAT AAC AGT ACG ATC ACG TTA AAT TCA GCT
Gln Asn Leu Thr Leu Asn Asn Ser Thr Ile Thr Leu Asn Ser Ala
83S 840 845

TCA GCT AGC TCA ARC AAT ACG CCA CGT CGC CGT TCA TTA GAG ACG
Ser Ala Ser Ser Asn Asn Thr Pro Arg Arg Arg Ser Leu Glu Thr
850 855 860

ACA ACG CCA ACA TCG GCA GAA CAT CGT TTC AAC ACA TTG ACA GTA
Thr Thr Pro Thr Ser Ala Glu His Arg Phe Asn Thr Leu Thr Vval
870 875 880

GGT AAA TTG AGT GGG CAA GGC ACA TTC CAA TTT ACT TCA TCT TTA
Gly Lys Leu Ser Gly Gln Gly Thr Phe Gln Phe Thr Ser Ser Leu
88S 890 895

GGC TAT AAA AGC GAT AAA TTA AAAR TTA TCC AAT GAC GCT GAG GGC
Gly Tyr Lys Ser Asp Lys leu Lys Leu Ser Asn Asp Ala Glu Gly
900 90S 910

TAC ATA TTA TCT GTT CGC AAC ACA GGC AAA GAA CCC GAA ACC CIT
Tyr Ile Leu Ser Val Arg Asn Thr Gly Lys Glu Pro Glu Thr Leu
915 920 928

CAA TTA ACT TTG GTT GAA AGC AAA GAT AAT CAA CCG TTA TCA GAT
Gln Leu Thr Leu Val Glu Ser Lys Asp Asn Gln Pro Leu Ser Asp
930 935 940

CTC AAA TTT ACT TTA GAA AAT GAC CAC GTT GAT GCA GGT GCA TTA
Leu Lys Phe Thr Leu Glu Asn Asp His Val Asp Ala Gly Ala Leu
950 958 960

TAT AAA TTA GTG AAG AAT GAT GGC GAA TTC CGC TTG CAT AAC CCA
Tyr Lys Leu Val Lys Asn Asp Gly Glu Phe Arg Leu His Asn Pro
96S 970 978

AAA GAG CAG GAA TTG CAC AAT GAT TTA GTA AGA GCA GAG CAA GCA
Lys Glu Gln Glu Leu His Asn Asp Leu Val Arg Ala Glu Gln Ala
880 98S 990

CGA ACA TTA GAA GCC AAA CAA GIT GAA CCG ACT GCT AAA ACA CAA
Arg Thr Leu Glu Ala Lys Gln Val Glu Pro Thr Ala Lys Thr Gln

2363

2411

2459

2507

2558

2603

2651

2699

2747

2795

2843

2891

2939

2987

3035

3083
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995 1000 1005

ACA GGT GAG CCA AAA GTG CGG TCA AGA AGA GCA GCG AGA GCA GCG TTT 3131
Thr Gly Glu Pro Lys Val Arg Ser Arg Arg Ala Ala Arg Ala Ala Phe
1010 10158 1020

CCT GAT ACC CTG CCT GAT CAA AGC CTG TTA AAC GCA TTA GAA GCC AAA 3179
Pro Asp Thr Leu Pro Asp Gln Ser Leu Leu Asn Ala Leu Glu Ala Lys
1025 1030 1035 1040

CAA GCT GAA CTG ACT GCT GAA ACA CAA AAA AGT AAG GCA AAA ACA AAA 3227
Gln Ala Glu Leu Thr Ala Glu Thr Gln Lys Ser Lys Ala Lys Thr Lys
1045 1050 10S5S

AAA GTG CGG TCA AAA AGA GCA GTG TTT TCT GAT CCC CTG CTT GAT CAA 3275
Lys Val Arg Ser Lys Arg Ala Val Phe Ser Asp Pro Leu Leu Asp Gln
060 1065 1070

AGC CTG TTC GCA TTA GAA GCC GCA CTT GAG GTT ATT GAT GCC CCA CAG 3323
Ser Leu Phe Ala Leu Glu Ala Ala Leu Glu Val Ile Asp Ala Pro Gln
1075 1080 1085

CAA TCG GAA AAA GAT CGT CTA GCT CAA GAA GAA GCG GAA AAA CAA CGC 3371
Gln Ser Glu Lys Asp Arg Leu Ala Gln Glu Glu Ala Glu Lys Gln Arg
1090 108S 1100

AAA CAA AAA GAC TTG ATC AGC CQT TAT TCA AAT AGT GCG TTA TCA GAA 3419
Lys Gln Lys Asp Leu Ile Ser Arg Tyr Ser Asn Ser Ala Leu Sexr Glu
1105 1110 1115 1120

TTA TCT GCA ACA GTA AAT AGT ATG CTT TCT GTT CAA GAT GAA TTA GAT 3467
Leu Ser Ala Thr Val Asn Ser Met Leu Ser Val Gln Asp Glu Leu Asp
1125 1130 1135

CGT CTT TTT GTA GAT CAA GCA CAA TCT GCC GTG TGG ACA AAT ATC GCA 3515
Arg Leu Phe Val Asp Gln Ala Gln Ser Ala Val Trp Thr Asn Ile Ala
1140 1145 1150

CAG GAT AAA AGA CGC TAT GAT TCT GAT GCG TTC CGT GCT TAT CAG CAG 3563
Gln Asp Lys Arg Arg Tyr Asp Ser Asp Ala Phe Arg Ala Tyr Gln Gln
1160 1165

CAG AAA ACG AAC TTA CGT CAA ATT GGG GTG CAA AAA GCC TTA GCT AAT 3611
Gln Lys Thr Asn Leu Arg Gln Ile Gly Val Gln Lys Ala Leu Ala Asn
1170 1175 1180

GGA CGA ATT GGG GCA GTT TTC TCG CAT AGC CGT TCA GAT AAT ACC TIT 3659
Gly Arg Ile Gly Ala Val Phe Ser His Ser Arg Ser Asp Asn Thr Phe
1185 1190 1195 1200

GAT GAA CAG GTT AAA AAT CAC GCG ACA TTA ACG ATG ATG TCG GGT TTIT 3707
Asp Glu Gln val Lys Asn His Ala Thr Leu Thr Met Met Ser Gly Phe
1208 1210 1215

GCC CAA TAT CAA TGG GGC GAT TTA CAA TIT GGT GTA AAC GTG GGA ACG 3755
Ala Gln Tyr Gln Trp Gly Asp Leu Gln Phe Gly Val Asn Val Gly Thr
1220 1228 1230

GGA ATC AGT GCG AGT AAA ATG GCT GAA GAA CAA AGC CGA AAA ATT CAT 3803
Gly Ile Sexr Ala Ser Lys Met Ala Glu Glu Gln Ser Arg Lys Ile His
1235 1240 1245
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CGA AAA GCG ATA AAT TAT GGC GTG AAT GCA AGT TAT CAG TTC CGT TTA 3851
Axrg Lys Ala Ile Asn Tyr Gly Val Asn Ala Ser Tyr Gln Phe Arg Leu
1250 1255 1260

GGG CAA TTG GGC ATT CAG CCT TAT TYT GGA GTT AAT CGC TAT TTT ATT 3899
Gly Gln Leu Gly Ile Gln Pro Tyr Phe Gly val Asn Arg Tyr Phe Ile
1265 1270 1275 1280

GAA CGT GAA AAT TAT CAA TCT GAG GAA GTG AGA GTG AAA ACG CCT AGC 3947
Glu Arg Glu Asn Tyr Gln Ser Glu Glu Val Arg Val Lys Thr Pro Ser
1285 1290 1295

CTT GCA TTT AAT CGC TAT AAT GCT GGC ATT CGA GTT GAT TAT ACA TTT 3995
Leu Ala Phe Asn Arg Tyr Asn Ala Gly Ile Axrg Val Asp Tyr Thr Phe
1300 1305 1310

ACT CCG ACA GAT AAT ATC AGC GTIT AAG CCT TAT TTC TTC GTC AAT TAT 4043
Thr Pro Thr Asp Asn Ile Ser Val Lys Pro Tyr Phe Phe Val Asn Tyr
1315 1320 1325

GTT GAT GTT TCA AAC GCT AAC GTA CAA ACC ACG GTA AAT CTC ACG GTG 4091
val Asp Val Ser Asn Ala Asn Val Gln Thr Thr Val Asn Leu Thr Val
1330 1335 1340

TTG CAA CAA CCA TTT GGA CGT TAT TGG CAA ARA GAA GTG GGA TTA AAG 4139
Leu Gln Gln Pro Phe Gly Arg Tyr Trp Gln Lys Glu Val Gly Leu Lys
134S 1350 1355 1360

GCA GAA ATT TTA CAT TTC CAA ATT TCC GCT TTIT ATC TCA AAA TCT CAA 4187
Ala Glu Ile Leu His Phe Gln Ile Ser Ala Phe Ile Ser Lys Ser Gln
1365 1370 1375

GGT TCA CAA CTC GGC AAA CAG CAA AAT GTG GGC GTG AAA TTG GGC TAT 4235
Gly Ser Gln Leu Gly Lys Gln Gln Asn Val Gly Val Lys Leu Gly Tyr

1380 1385 1390
CGT TGG TAAAAATCA ACATAATTTIT ATCGTTTATT GATARACAAG GTGGGTCAGA 4290
Arg Trp

TCAGATCCCA CCTTTTTTAT TCCARTAAT 4319

(2) INFORMACION PARA EL SEQ ID NO: 2:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 1394 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 2:

Met Lys Lys Thr Val Phe Arg Leu Asn Phe Leu Thr Ala Cys Ile Ser
1 5 10 15

Leu Gly Ile Val Ser Gln Ala Trp Ala Gly His Thr Tyr Pl;g Gly Ile
20 25

Asp Tyr Gln Tyr Tyr Arg Asp Phe Ala Glu Asn Lys Gly Lys Phe Thr
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val
Gly

6S
Ala

Asn

Arg
145
val
Gly
His
val

228
Gly

Clu
Glu
Tyx
308
Ser

Pro

Gly

50
Thr
Asn
His
Pro
Lys
130
Leu
Met
Arg
Asp
Asn
210
Arg
Asp
Leu
Asn
Arg
290
Gly
Leu

Ile

Gln
370

35
Ala

Ser
Gly
Asn
Asp
115
Lys
His
Asn
Ile
Gln
185
Gln
Lys
Ser
Ile
Gly
275
Asp
Ile
Ile
Lys

355
Lys

Gln
Met
val
val
100
Gln
Asp
Lys
Gly
Gly
180
val
Arg
Ala
Gly
Asn
260
Phe

Leu

Ser

Glu
340

Ser

Gln

Asn
Thr
Ala

85
Gly
His
Asn
Phe
Ser
165
Ser
Ala
Gly
Gly
Ser
245
Gly
Gln
His
Gly
Ser
328
Lys

Pro

Gly

ES 2278 381 T3

Ile
Lys

70
Ala

Tyr
Arg
Leu
val
150
Thr
Gly
Gly
Ala
Glu
230
Pro
Ile
Leu
Thr
Asn
310
Glu
Asp

Arg

Ser

Lys

55
Ala
Leu
Thr
Phe
His

135
Thx

Arg

40
Val

Pro
val
Asp
Thr
120
Pro
Glu

Ser

Gln

Ala Tyr

Gly
218
Met
Leu
val
Ser
295
Asp
Ile
Lys

Leu

Leu
37s

200
Asn

Gly
Phe
Arg
Axg
280
Leu
Asn
Lys
val
Asn

360
Ile

45

Tyr Asn Lys Gln Gly Gln Leu Val

Met

Glu

Val

105

Tyr

Ala

Asp

Phe

188

His

Gly

Pro

Ile
Asn

90
Asp
Lys
Glu
Ala
Arg
170

Trp

Ile Tyr

Glu
265

Lys

Gly
Ile
His
345

Asn

Phe

Gln

330
Asn

Gly

Ala

Asp

75
Gln
Phe
Ile
Asp
Pro
155
Arg
Leu
Ser
Pro
235

Asp

Asn

Arg
Gly
315
Leu
Pro

Glu

Ser

60
Phe

Gly
val
Asp
140
Ile
Lys

Asn

Thx

Ile
Ala
Pro
Phe
Ala
300
Ser
Ala
Arg

Thr

Asp
380

Ser
Ile
Ala
Lys
125
Asp
Tyr
Asp
Ala
208
Leu
Ala
Glu
Phe
Asp
285
Gly

Ile

Asn

Leu
365

Ile

val
val
Glu
110
Axg
His
Met
Pro
Gln
190
Gly
Gly
Gly
Lys
Glu
270
Glu

Asn

Thr

Met

Asp
3s0

Tyr

Asn

val
Ser

95
Gly

Asn

Asn

Glu
17
Asp
Asn
Gly
Ser
Gln
255
Gly
Ile
Gly
Gln
Ser
338
Gly

Phe

Glin

Ser

80
Val
Asn
Asn
Pro
Ser
160
Arg
Lys
Thr
Asp
Lys
240
Lys
Lys
Phe
val
Lys
320
Leu
Pro

Met

Gly
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Ala
38S
Asn
val
Gly
Ile
Gln

465
Gly

Thr
His
Ile

545
Glu

Leu
Lys
His
625
Ile
Phe
Ile

val

Gly
20S

Gly
Gln
Thr
Lys
Serx
450
Gly
Thr
fhe
Phe
Asn
530
val
Ile
Gly
Leu
Gly
610
Leu
val
Gln
Glu
val
690

Leu

Ser

ES 2278 381 T3

Gly Leu Tyr Phe

Thr

Trp
Gly
43S
val
Asn
val
Gly
Lys
51%
Thr
Leu
Ala
Arg
Leu
595

Lys

Agn

Ile
Gly
675

Pro

Ile

Txp
Lys
420
Thr
Gly
Lys
Gln
Phe
500
Arg

Thr

Pro

Leu
580
Ser
Leu
Lys
Asp
Lys
660

Asn

Asn

Pxo

Gln
405
val
Leu
Asp
Gln
Leu
485
Axg
Ile
Gin
Asn
Asn
565
Asn

Gly

Phe

390
Gly

Asn
His
Gly
Ala
470
Asn
Gly
Gln
Ala
Gly
550
Gly
Leu

Gly

Phe

Arg Trp

His
€4S
Gly
Trp
Gln

Cys

Lys

Asp

Gly

Gln

Gln
710

Thr

Glu
Ala
Gly
Val
Lys
455
Phe
Asp
Gly
Asn
Ala

§35

Asn

Ile
Thr
Ser

61S

Ser
Trp
Ser
vVal
Asn
€95

Lys

Gln

Gly
Gly
val
Gln
440
Val
Ser
Asp
Arg
520
Asn

Asn

Phe

Asn
600
Gly
Glu
Ile
Ala
Ser
680
Thr

Val

Ile

Asn
Ile
Glu
425
Ala
Ile
Glu
Lys
Leu
505
Asp
val
Ile
Gly
Lys
585
Leu
Arg
Met
Asn
val
€65
Asn
Ile

Asp

Asn

Phe
His
410
His
Lys
Leu
Ile
Gln
490
Asp
Glu
Thr
Asn
Glu
570
Pro
Lys
Pro
Glu
Arg
650
val
Asn

Cys

Leu

Thr
395
val
Asp
Gly
Glu
Gly
475
Phe
Leu
Gly
Ile
Lys

555
Thr

Gly

Gly
635

Ser

Ala

Thr

715

Gly Ser

Val
Ser
Axrg
Glu
Gln
460
Leu
Asp
Asn
Ala
Thr
540
Leu
Asp
Thx
Asp
Pro
620
Ile
Phe
Arg
ASn
Arg
700

Asp

Ile

Ser
Glu
Leu
Asn
445
Gln
val
Thr
Gly
Met
525
Gly
Asp
Lys
Glu
Ile
60S
His
Pro
Lys
Asn
Ala
685
Ser

Thr

Asn

Pro
Asn
Ser
430
Lys
Ala
Ser
Asp
His
510

Ile

Asn

Asn
Asp
590
Thr
Ala
Gln
Ala
val
670
Thr
Asp

Lys

Leu

Asn
Ser
415
Lys
Gly
Asp
Gly
Lys
495
Ser
val
Glu
Arg
Lys
5785
Arg
Gln
Tyr
Gly
Glu
655

Ser

Phe

val

Thr

Ser
400
Thr
Ile
Ser
Asp
Arg
480
Phe
Leu
Asn
Ser
Lys

560
His

Thr
AsSn
Glu
640
ASn

Ser

Gly

Ile
720

Asp
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Asn Ala

Thr Leu

Ile Gly
770

Ala Asn
78S

Leu Lys

Thr Val

Leu Gln

Tyr Ser
850

Glu Thr
865

Asn Gly
Phe Gly
Asp TyT
Glu Gln

930
Lys Leu
945
Arg Tyr
Ile Lys

Glu Arg

Thr
Thr
758
Asn

Leu

Asn

Asn
835
Ala
Thr
Lys
TYr
Ile
915
Leu
Lys
Lys

Glu

Thr
995

Thr Gly Glu
1010

Pro ASp
1025

Gln Ala

Lys Val

Thr

Glu

Arg

Ala
740
Asn
Ile
AsSn
Ser
Leu
820
Leu
Sex
Pro
Leu
Lys
900
Leu
Thr
Phe
Leu
Gln
980
Leu
Pro

Leu

Leu

Ser Lys Arg Ala val P

725

Asn
His
Arg
Gly
His
805
Glu
Thr
Ser
Thr
Ser
885
Ser
Ser
Leu
Thr
val
965
Glu
Glu

Lys

Pro

ES 2278 381 T3

val Lys Gly

Ser
Leu
Asn
790
Phe
Asn
Leu
AsSn
Sex
870
Gly
Asp
val
val
Leu
950
Lys
Leu

Ala

val

Gln
Ser
775
val
Ser
Ala
Asn
Asn
855
Ala
Gln
Lys
Arg
Glu
938
Glu
Asn

His

Lys

Phe
760
Asp
His

His

Asn
840
Glu
Gly
Leu
Asn
920
Ser
Asn
Asp

Asn

Gln

Leu
745
Thr
Asn

Leu

Gln

Ser
Pro
His
Thr
Lys
90S
Thr
Lys
Asp
Gly
Asp

985S
val

1000

Arg Ser Arg
1015

Asp Gln Ser Leu
1030

Thx Ala Glu Thr Gln
1045

1060

106

10

730

Ala
Leu
Ser
Thr
Ile
810
Thr
Thr
Arg
Arg
Phe
890
Leu
Gly
Asp
His
Glu
970
Leu
Glu

Arg

Leu

Lys
Ser
Thr
Asp
798
Gln
Met
Ile
Arg
Phe
875
Gln
Ser
Lys
Asn
val
95S%
Phe
val

Pro

Ala

Leu
Asn
Ala
780
Sex
Gly
Pro
Thr
Arg
860
Asn
Phe
AsSn
Glu
Gln
940
Asp
Axg

Arg

Thx

Asn
Asn
765
Thr
Ala
Asp
Ser
Leu

84S

Ser

Asp
Pro
925
Pro
Ala
Leu

Ala

Ala

Gly
750
AaAla
val
Gln
Lys
Asp
830
Asn
Leu
Leu
Ser
Ala
910
Glu
Leu
Gly
His
Glu

990
Lys

1005

Ala Arg Ala
1020

Asn Ala Leu Glu
1035

Lys Ser Lys Ala Lys
1050

735
Asn

Thxr
Asp
Phe
Gly
815
Thr

Ser

Glu

Ser
895

Glu

Ser
Ala
Asn
975
Gln
Thr
Ala

Ala

Thr

val
Gln
Asn
Ser
800
Thr
Ala
Thr
Val
880
Leu
Gly
Leu
Asp
Leu
960
Prxo
Ala
Gln
Phe
Lys

1040

Lys

1055

he Ser Asp Pro Leu Leu Asp Gln
5 1070
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Ser Leu Phe Ala Leu Glu Ala Ala Leu Glu Val Ile Asp Ala Pro Gln

1075

1080

1085

Gln Ser Glu Lys Asp Arg Leu Ala Gln Glu Glu Ala Glu Lys Gln Arg
1100

1090

1095

Lys Gln Lys Asp lLeu Ile Ser Arg Tyr Ser Asn Ser Ala Leu Ser Glu
1115

1105

111

1120

Leu Ser Ala Thr Val Asn Ser Met Leu Ser Val Gln Asp Glu Leu Asp

1125

1130

1135

Arg Leu Phe Val Asp Gln Ala Gln Ser Ala Val Trp Thr Asn Ile Ala
1140

1145

1150

Gln Asp Lys Arg Arg Tyr Asp Ser Asp Ala Phe Arg Ala Tyr Gln Gln
1155

1160

1165

Gln Lys Thr Asn Leu Arg Gln Ile Gly val Gln Lys Ala Leu Ala Asn
17s 1180

1170

Gly Arg Ile Gly Ala Val Phe Ser His Ser Arg Ser Asp Asn Thr Phe
1195

1185

1190

1200

Asp Glu Gln Val Lys Asn His Ala Thr Leu Thr Met Met Ser Gly Phe

1208

1210

1215

Ala Gln Tyr Gln 'rr:p Gly Asp Leu Gln Phe Gly Val Asn Val Gly Thr

1225

1230

Gly Ile Ser Ala Ser Lys Met Ala Glu Glu Gln Ser Arg Lys Ile His

Arg Lys Ala Ile Asn Tyr Gly val Asn Ala Ser Tyr Gln Phe
1260

Gly Gln Leu Gly Ile Gln Pro Tyr Phe Gly Val Asn Arg Tyr

1265

Glu Arg Glu Asn Tyr Gln Ser Glu Glu Val Arg Val Lys Thr
Leu Ala Phe Asn Arg Tyr Asn Ala Gly Ile Arg Val Asp Tyr
Thr Pro Thr Asp Asn Ile Ser Val Lys Pro Tyr Phe Phe Val
Val Asp Val Ser Asn Ala Asn Val Gln Thr Thr Val Asn Leu

Leu Gln Gln Pro Phe Gly Axrg Tyr Trp Gln Lys Glu Val Gly
S0

1235

1250

1315

1330

1345

Ala Glu Ile Leu His Phe Gln Ile Ser Ala Phe Ile Ser Lys

Gly Ser Gln Leu Gly Lys Gln Gln Asn Val Gly Val Lys Leu

Arg

1240

125S

1270

1285

1290

1305

1320

1335

13658

1380

Trp

(2) INFORMACION PARA EL SEQ ID NO: 3:

1370

1385

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 1541 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: desconocida

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 3:

11

Arg Leu
Phe Ile
1280

Pro Ser
1298

Thr Phe
1310

Asn Tyr
1325

Thr val

1340

Leu Lys
1360

Ser Gln
1375

Gly Tyr
1390
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Met
1

Tyr

Asp

val

Gly
65

Asp
Gly

Leu

Ser

Gln

His

225

Leu

Ile

Leu

Ala

Tyr

Gly
50

Thr
val
val
Asn
Ser
130
Lys
Arg
Ala
Asp
Phe
210
Glu
Gly

Ile

Leu

Asn
Leu
Gln
3s

Ala
Ala
Asp
Lys
Gly

115
Glu

Glu
Pro
Gln
195
Ile
val
Ile

Gly

Ser
275

Lys
Thr
20

Ile

Thr

Leu
Lys
His
100
Asn
Glu
Asn
Asp
Ile

180
Asn

Gly
Ala
Phe

260
Gln

Lys
5

Pro
Phe

Asn

Pro
Arg
85

Val
Met
Asn
Gly
165
Glu
Lys
Lys
Gly
Gly
245

Gly

Asp

ES 2278 381 T3

Phe

Tyr

Arg

val

Asn
70

Ile
Serxr
Asn
Arg
Lys
150
Ala
Tyr
Lys
Asn
230
Thx

Asn

Pro

Lys

Thr

Asp

Leu
5SS

Gly

Ala

Asn

Asn

13%

Leu
Glu
Phe
40

val
Ile
Thr
Gly
Gly

120
Phe

Thr val

Met
Ser
Pro
Gly
215
Asn
Pro

Ser

Leu

Pro
Thr
Ala
200

Asp

Leu

Lys

Thrx
280

Asn
Ala
25

Ala

Lys

Pro
Leu
val
105
Asn
Ser
Thr
Axg
Ala
185
Phe
Asn
Lys
Lys
Glu

265
Asn

12

Phe
10
Ala

Glu

Asp

Met
Ile
90

Ser

Ala

val

Leu
170
Ser

val

Leu
val
250
Glu

Tyx

Ile Ala

Leu val

Asn Lys

Lys Asn
60

Ile Asp
75

Asn Pro
Glu Leu
Lys Ala
Glu Lys

140

Glu Asp
1SS

Asp Lys
Ser Asp
Arg Leu
Ser Leu

220
val Gly
235
Asn His

His Ser

Ala val

Leu

Arg

Gly
45

Phe
Gln
Ris
His
125
Asn
Gln
Phe
Ala
Gly
20S
Ile
Asp
Glu

Asp

Leu
285

Thr
Asp
30

Lys

Lys

Ser

Phe
110
Arg
Glu
Thr
val
Gly
190
Ser
Leu
Ala
Asn
Pro

270
Gly

val
15

Asp
Phe

Asp

Val
val
9s

Gly

Asp

Gln

175
Thr

Ala

Val

Ser

Leu

val
80

val
Asn
val
Pro
Lys

160
Glu

Gly Eer

Asn

Asn
258

Lys

Asp

Asn
Thr
240
Gly

Gly

Ser
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Gly
Leu
305
Glu
Asp
Ser
val
Thr
385
Gly

Ser

Lys

Ile
Leu
Asn
545
Leu
Asp

Leu

Ala

Ser
290
Gly
Trp
Ser
Asn
Asp
370

Phe
Ala

Asp

Thr

Ile
450

Ser

Gly

Ser

Tyr

Thr
530
His
Ile
Glu

Tyx

Ser
610

Pro Leu

Ser Tyr
Asn Ile
Ala Gly

340

Gly Lys
355

Leu Ala
Glu Gly
Gly Gly
Asn Thr

420

val Thr
435

Gly Lys
Leu Lys
Ser Gly
Thr Leu

500

Phe Gly
§15

Phe Asp

Asn Met

T™hr Asp

Asp Asn
580

Leu Asn
595

Thr Arg

Phe

Asp

Tyr
325
Ser
Thr
Asp
Ser
Leu

405
Thr

Gly
Val
Gln
485
val

Phe

His

Pro
565
Pro

Leu

Ser

Trp Leu Tyr Met

ES 2278 381 T3

Val Tyr
298

Phe Trp
310

Lys Ser
Leu Ile
Ser Thr
Gly Lys

375

Gly Thr
390

Phe Phe

Trp Lys
Lys val
Thr Leu

455

Gly Asp
470

His Ala
Leu Asn
Arg Gly

Ile Arg
535

Asn Ala
550

Asn Thr

Asp
Ala
Gln
Gly
Ile
360
Asp
Leu
Glu
Gly
His
440
Ile
Gly
Phe
Asp
Gly
520
Asn
Ser

Ile

Phe

Glu Asn Tyr

Glu Leu
615

Gly Lys

Pro

Thr

Arg
Gly
Phe
Ser
345
Thr
Lys
Thr
Gly
Ala

425
Asn

val

Thr
Ala
Asp

508

Arg
Ile
Asn
Thx
Arg
58S

Lys

Ser

13

Glu

Thr
330
Lys
Gly
Pro
Leu
Asp
410
Gly
Pro
Glu
val
Ser
490
Lys

Leu
Asp
Ile
Pro

570
Arg

Asn

Asp

Lys
Agn
315
Lys
Thr
Gly
Asn
Asn
398
val
Gln
Gly
Ile
47s
val
Gln

Asp

Asp

5§55

Ile

Ser

Glu

Gly
300
Lys
Asp
Asp
Glu
His
380
Asn

Glu

Ser

460

Leu
Gly
val
Leu
Gly
540
Ile
Asn
Lys
Ala
Gly

620
Ala

Lys

Lys

val

Lys
365
Gly
Asn
Val
Val
Asp
445
Gly
Lys
Ile
Asp
Asn

528
Ala

Ile

Leu
60S

Glu

Lys

Trp
Ser
Leu
Ser
350
Ser
Lys
Ile
Lys
Ala
430
Arg
Asp
Gln
val
Pro
510
Gly
Axg
Gly
Asp
Gly
590
Arg

Ser

Arg

Leu

Trp

Asn
335
Trp
Leu
Ser
Asp
Gly
415
Glu
Leu
Asn
Gln
Ser
495
Asn
Asn
Leu
Glu
Ala
575
Gly
Lys

Asn

Asn

Phe
Gln
320
Lys
Ser
Asn
val
Gln
400

Thr
Gly
Ala
Lys

480
Gly
Ser

sSer
Vval

Ser
560

Pro
Gln
Gly

Glu

val
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625

Met
Gly
Gly
Asn
Pro
708
Ile
Ser
Ala
val
785
Lys

Gly

945

Asn

Glu

Llys

Gly

690

Pro

Asn

Leu

Ser
770

Cys
Leu
Asn
Leu
Glu
850
Asp
Asn
Gly
val
Asp
930

Ser

val

His
Glu
Ser
675
Asp
Pro
His
Arg
755
Asn
Val
Ser
val

Phe
835
ASn
Leu
val
Ser
Val
915
Lys

Lys

Asp

Ile
Glu
660
Glu
Leu
His
pPhe
Asn
740

Ser
Lys

Arg
Asp
Asn
820

Gly
Ser
Ala
Thr
Phe

900
val

Ala

Leu

ES 2278 381 T3

630

Asn Asn
645

Gly Lys

Gln Asn

Thr Val

Ala Arg
710

Ala Glu
725

Phe Lys
Gly Arg
Ala Gln
Ser Asp

790

Lys Ala
80s

Leu Thr
Thx Ile

His Trp

Asn Gly
870

Lys Tyr
885
Tyxr Tyr

Thr Lys

Gly Glu

638

Glu Arg Met Asn Gly

Asn
Arg
Glu
695
Asp
Asn
Ala

Asn

val
778

Tyx
Leu
Glu
Gln
His
855
His
Asn
Leu

Ser

Pro
935

Gln Arg Asp

950

Asn
Phe
680
Lys
Ile
Asn
Thr
val
760
His
Thr
Asn
Ser
Ser
840
Leu
Ile
Thr
Thr
Ala
920

Asn

His

€50

Gly Asn
665

Leu Leu

Gly Thr

Ala Gly

Glu Val
730

Thr Met
745

Ala Asn

Ile Gly

Gly Tyr

Ser Phe
810

Ala Asn
825

Axg Gly
Thr Gly
His Leu
Leu Thr

890
Asp Leu
905
Thr Gly
His Asn

Leu Asn

Gly Ala Trp Lys Tyr Lys

965

970

14

Leu
Thx
Leu
Ile
715
Val
Asn
Ile

Tyr

val
795
Asn
Phe
Asn
Asn
Asn
875
vVal
Ser
Asn
Glu
val

95§

Leu

Phe Asn Gly Tyr

aAsn Val
Gly Gly
685

Phe Leu
700

Ser Ser
Val Glu
val Thr

Thr Ser
765

Lys Thr
780

Thr Cys
Pro Thr
Val Leu

Ser Gln
845

Sexr Asp
860

Ser Ala
Asn Ser
Asn Lys
Phe Thr

928

Leu Thr
940

Ser Leu

Arg Asn

670
Thx

Ser
Thr
Asp
Gly
750
Asn
Gly
Thr
Asn
Gly
830
Val
val
Asp
Leu
Gln
910
Leu
Leu

Val

val

Phe
Asn
Gly
Lys
Asp
735
Asn

Ile

Asp

Leu
815
Lys
Arg
His
Asn
Ser
8958
Gly
Gln
Phe

Gly

Asn
975

640
Phe

Lys
Leu
Axg
Lys
720
Ala
Thr
Thr
Asp
800
Axg
Ala
Leu
Gln
Ser
880
Gly
Asp
val
Asp
Asn

960
Gly
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Arg Tyr Asp

Asp Thr Thr
8995

Ser Vval Pro
1010

val Pro Pro
1028

Ala Glu Asn

Asp Ala Thr

Lys Ser Asn
1075

Gly Ser Glu
1090

ES 2278 381 T3

Leu Tyr Asn
980

Asn Ile Thr
Ser Asn Asn
Pro Ala Pro

1030

Ser Lys Gln
1045

Glu Thr Thr
1060

Val Lys Ala

Thr Lys Glu

Pro Glu Val Glu Lys
985

Thr Pro Asn Asn Ile
1000

Glu Glu Ile Ala Arg
1015

2la Thr Pro Ser Glu
1035

Glu Ser Lys Thr Val
1050

Ala Gln Asn Arg Glu
1065

Agn Thr Gln Thr Asn
1080

Thr Gln Thr Thr Glu
109S

Thr val Glu Lys Glu Glu Lys Ala Lys val Glu

1105

1110

1118

Arg Asn Gln Thr val
990

Gln Ala Asp Val Pro
100S

Val Asp Glu Ala Pro
1020

Thr Thr Glu Thr val
1040

Glu Lys Asn Glu Gln
1055

Val Ala Lys Glu Ala
1070

Glu val Ala Gln Ser
1085

Thr Lys Glu Thr Ala
1100

Thr Glu Lys Thr Gln
1120

Glu val Pro Lys Val Thr Ser Gln Val Ser Pro Lys Gln Glu Gln Ser

1125

1130

1135

Glu Thr Val Gln Pro Gln Ala Glu Pro Ala Arg Glu Asn Asp Pro Thr

1140

1145

1150

Val Asn Ile Lys Glu Pro Gln Ser Gla Thr Asn Thr Thr Ala Asp Thr
1155 1160 1165

Glu Gln Pro Ala Lys Glu Thr Ser Ser Asn Val Glu Gln Pro Val Thr
1170 1178 1180

Glu Ser Thr Thr Val Asn Thr Gly Asn Ser Val Val Glu Asn Pro Glu
1185 1190 1195 1200

Asn Thr Thr Pro Ala Thr Thr Gln Pro Thr Val Asn Ser Glu Ser Ser
1205 1210 1215

Asn Lys Pro Lys Asn Arg His Arg Arg Ser Val Arg Ser val Pro His
1220 1225 1230

Asn Val Glu Pro Ala Thr Thr Ser Ser Asn Asp Arg Ser Thr Val Ala

1235

1240

1245

Leu Cys Asp Leu Thr Ser Thr Asn Thr Asn Ala val Leu Ser Asp Ala

1250

1258

1260

Arg Ala Lys Ala Gln Phe Val Ala Leu Asn Val Gly Lys Ala val Ser

1265

1270

1275

1280

Gln His Ile Ser Gln Leu Glu Met Asn Asn Glu Gly Gln Tyr Asn Val

1285

1290

1295

Trp Val Ser Asn Thr Ser Met Asn Lys Asn Tyr Ser Ser Ser Gln Tyr

1300

1305

1310

Arg Arg Phe Ser Ser Lys Ser Thr Gln Thr Gln Leu Gly Trp Asp Gln

15
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1318 1320 1325

Thr Ile Ser Asn Asn Val Gln Leu Gly Gly Val Phe Thr Tyr Val Arg
1330 1335 1340

Asn Ser Asn Asn Phe Asp Lys Ala Thr Ser Lys Asn Thr Leu Ala Gln
1345 1350 1385 1360

Val Asn Phe Tyr Ser Lys Tyr Tyr Ala Asp Asn His Trp Tyr Leu Gly
1365 1370 1375
Ile Asp Leu Gly 'I}ft Gly Lys Phe Gln Ser Lys Leu Gln Thr Asn His
138 1385 1390

Asn Ala Lys Phe Ala Arg His Thr Ala Gln Phe Gly Leu Thr Ala Gly
1395 00 1405

Lys Ala Phe Asn Leu Gly Asn Phe Gly Ile Thr Pro Ile Val Gly val
1410 1418 1420

Arg Tyr Ser Tyr Leu Ser Asn Ala Asp Phe Ala Leu Asp Gln Ala Arg
1425 1430 1435 1440

Ile Lys Val Asn Pro lle Ser Val Lys Thr Ala Phe Ala Gln Val Asp
1445 1450 1458

Leu Ser Tyr Thr Tyr His Leu Gly Glu Phe Ser Val Thr Pro Ile Leu
1460 1465 1470

Ser Ala Arg Tyr Asp Ala Asn Gln Gly Serxr Gly Lys Ile Asn Val Asn
14 1480 1485

Gly Tyr Asp Phe Ala Tyr Asn Val Glu Asn Gln Gln Gln Tyr Asn Ala
1490 1495 1500

Gly Leu Lys Leu Lys Tyr His Asn Val Lys Leu Ser Leu Ile Gly Gly
1505 1510 15158 1520

Leu Thr Lys Ala Lys Gln Ala Glu Lys Gln Lys Thr Ala Glu Leu Lys
1525 1530 1535

Leu Ser Phe Ser Phe
1540

(2) INFORMACION PARA EL SEQ ID NO: 4:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 1545 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: desconocida

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 4:

Met Leu Asn Lys Lys Phe Lys Leu Asn Phe Ile Ala Leu Thr Val Ala
1 S 10 15

Tyr Ala Leu Thr Pro Tyr Thr Glu Ala Ala Leu Val Arg Asp Asp Val
20 25 30

Asp Tyr Gln Ile Phe Arg Asp Phe Ala Glu Asn Lys Gly Lys Phe Ser
40 45

16
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val
Gly
65

Asp
Gly

Leu

Ser

Gln
Glu
225

Asn

Glu

Leu
Lys
305
Lys

Ile

Lys

Gly
50

Asn
Val
val
Asn
Ser
130
Lys
Arg

Ala

Asn

Phe
210
Gly
Ala
Asn
Pro
Gly

290

Ser

Ser

Ser
370

Ala
val
Asp
Lys
Gly
1158
Glu
Leu
Glu

Pro

Lys
195

Ile
Gln
ry'2 4
Asp
Lys
275
Asp
Leu
Trp

Glu

Trp
355

Leu

Thr
Leu
Lys
His
100

Asn

Glu

Asp
Ile
180
Asp

Lys

Asn
Pro
Arg
85
val
Met

Asn

Gly

165
Glu

Lys

Glu

Ser

Thr Tyr

Gly
260
Glu
Ser
Phe
Gln
Gln
340

Ser

Asn

Leu

Ile

Gly

Leu

Glu

328

Ser

val

ES 2278 381 T3

Val
Asn
70

Ile
Ser
Asn
Arg
Lys
150

Tyr

Ala

Asn
Asp
230
Gly
Ile
Leu
Ser
Gly
310
Ser

Asn

Asp

Glu
55

Gly
Ala

Asn

Asn

val Arg

Asp

Lys

Ile Pro Met Ile

Thr Leu
Gly Vval
10s

Gly Asn
120

Tyr Tyr Thr

135
Ala

Met

Ser

Pro

Gly
215
Ala
Ile
Gly
Ser
Pro
295
Ser
Asn
Ala

Gly

Leu
375

val Thr
Pro Arg
Thr Asp

185
Tyr Phe
Thr Arg
Gly Gly
Ala Gly
Phe Gly

265

Lys Lys
280

Leu Phe
TyT Asp
Ile Tyr
Gly Ser

345

Lys Thr
360

val
30
Ser
Ala
val
Thr
Leu

170

Sexr

75

Asn
Glu
Lys
Glu
Glu
155

Asp

Ser

Val Arg

TyT

Tyr

Thr
250
AsSn
Pro

val

Tyr
Lys
330

Leu

Ser

Glu
Asn
23S
Pro

Ser

Leu
Tyr
Trp
315
Pro

Ile

Thr

Ala Asp Gly Lys

17

Asn
60

Asp
Pro
Leu
Ala
Lys
140
Asp
Lys

Thr

Leu

Leu
220

Leu

Asn

Asgp
300
Ala
Glu
Gly

Ile

Asp
380

Asn
Phe
Gln
His
His
125
Asn
Gln
Phe

Ala

Gly
205

Lys
Glu
Asn
Asn
28S
Gly
Phe
Ser
Thr

365

Lys

Arg Pro

Ser val

Tyr
Phe
110
Arg
Glu
Ala
vVal
Gly
190
Ser
Leu
Leu
val
Glu
270
Tyr

Glu

Ala

Lys
350

Gly

Pro

val
95

Gly
Asp
YT
Gln
Thr
178

Thr

Gly

Gly
val
AsSn

255
Tyr

Ala

Lys

Asn

Glu

335

Gly

Asn

Leu
Val
80

val
Asn
val
Pro
Lys

160
Glu

Lys
Gly
240
His
Ile
val
Gly
Lys
320
Lys
Asp

Glu

His
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Gly
385
Asn
Val
Val
Asp
Gly
465

Lys

Ile

Ala
545
Thr

val

Leu
Glu
625
Gln

val
Gly
Leu

705

Ser

Lys
Ile
Lys
Ala
Arg
450
Asp
Gln
Val
Pro
Gly
S30
Arg

Gly

Lys

Ser
Asp
Gly
Glu
435
Leu
Asn
Gln
Ser
ASn
515
Asn
Leu

Asp

Pro

Gly Tyr

Lys
610
Ser
Lys
Gly

Thr

Thr
690

Ser

595
Lys

Asn

Asn

Phe
675
Asn
Gly

Lys

Val
Gln
420
Gly
Ala
Lys
Thr
Gly
500
Ser
Ser
val
Asn
Leu
580
Gln
Asp
Asn
Ala
Phe
660
Lys
Leu

Arg

Lys

Thr
Gly
405
Ser
Lys
Lys
Gly
Asn
485
Arg
Ile
Leu
Asn
Leu
565
Glu
Leu
Ala
Sex
Met
645S
Gly
Gly
Asn

Pro

Asp

ES 2278 381 T3

Phe
390
Ala
Asp
Thr
Ile
Serx
470

Gly

Ser

His
550
Ile

Asp

Ser

Trp
630
Asn
Glu
Lys
Gly
Thr

710

Ser

Glu
Gly
Asn
val
Gly
455

Leu
Ser
Thr
Phe

Phe

535

Ser
Thr
Asp

Phe

Ile
615

Leu
His

Glu
Ser
AsSp
695

Pro

His

Gly

Ser

Gly

Gly Leu Phe

Thr
Thr
440
Lys
Lys
Gly
Leu
Gly
520
Asp
Thr
Asp
Asn
Asn
600
Arg
Tyr
Ile
Glu
Glu
680
Leu

His

Phe

Thr
425

Trp
Gly
val
Gln
Val
505
Phe
His
Ser
Pro
Pro
585
Glu
Ser
Met
Asn
Gly
665
Gln
Asn

Ala

Ser

18

410

Lys
Thr
Gly
His
490

Leu
Arg

Ile

Lys

Asn
570
Glu

Glu
Gly
ASn
650
Lys

Asn
val
Arg

Glu

Thr
395
Phe
Lys
vVal
Leu
Asp
475
Ala
Asn
Gly
Axg
His
555
Asn
Ala
Asn
Phe
Thr

635
Glu

Axg
Gln
Asp

715
Asn

Leu
Glu
Gly
His
Ile
460
Gly
Phe
Asp
Gly
Asn
540
Ser
val
Ile
Arg
Pro
620
Glu
Axg
AsSn
Phe
Gln
700

Ile

Asn

Thxr

Gly Asp

Ala Gly

Asn
445
val
Thr
Ala
Asp
Arg

525
Ile

Ser
Arg
605
Gln
Lys
Met
Gly
Leu
685
Gly

Ala

Glu

Leu

430

Pro
Glu
val
Ser
Lys
$10
Leu
Asp
val
Ile
Gln

590

Asn

Asn
670
Leu
Thr

Gly

val

Asn
TYyT
415
val
Gln
Gly
Ile
val
495
Gln

Asp

Glu

§75

Ile

Arg
Asp
Gly
655
Leu
Thr
Leu

Ile

Val

Asn
400
Glu
Ser
TYyr
Thr
Leu
480
Gly
Val
Leu

Gly

Ile
560

Lys
Ala
Gly
Ala
640
Phe
Asn
Gly
Phe
Serxr

720
val
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Glu

Thr

Ser

Ala

785

Thr

Leu

Gln

Asp

865

Ala

Ser

Lys

Thr

Thr

945

Leu

Asp
Asn
Asn
770
Gly
Thr
Asn
Gly
val
850
vVal
Asp
Leu
Gln
Leu
930
Leu
val
val

Gln

Asp

Asp
Asn
758

Ile

Asp
Thr
Leu
Lys

838

Arg
His

Asn
Ser
Gly
915

Gln
Phe
Gly
Asn
Thr

995

val

1010

Asp Glu Ala

1025

Thr Glu Thr

Lys Asn Glu

Trp
740
Ala
Thr
Thr
Asp
Axg
820
Ala
Leu
Gln
Ser
Gly
900
Asp
val
Asp
Asn
Gly
980
val
Pro

Pro

val

Gln Asp Ala Thr Glu
1060

725
Ile

Thr
Ala
val
Lys
805
Gly
Asn
Thr
Leu
Asn
88s
Asn
Lys
Ala
Ala
Thr
965
Axg
Asp

Ser

val

ES 2278 381 T3

Asn

Leu

Ser

Cys
790
Leu

Asn

Glu
Asp
870
Asn
Gly
val
Asp
Ser

950

val

TyT

Thr

Val

Arg Asn Phe

745

Ser Gly

760

Asn Asn Ala

775

val Arg Ser

Ser Asp Lys

val Asn Leu

825

Phe Gly Thr

840

Asn Ser His

855

Leu Ala Asn

val Thr Lys

Ser

Phe Tyr
905

val val Thr
920

Lys Thr Gly

935

Lys Ala Gln

Asp

Asp

Leu Gly

Leu Tyr
98s

Thr Asn Ile

1000

Pro Ser Asn

1015

Pro Pro Pro Ala

1030

Ala Glu Asn Ser Lys
1045

19

730

Lys
Arg
Lys
Asp
Ala
810
Thr

Ile

Trp

Lys
Glu
Arg
Ala
970
Asn
Thr

Asn

Pro

Ala

Asn

val

795

Leu

Glu

Gln

His

His

875

Asn

Leu

Ser

Pro

Asp

955

Pro

Thr

Glu

Ala
1035

Thr
val
His
780
Thx
Asn
Ser
Serx
Leu
860
Ile

Thxr
Thr
Ala
Asn
940

His
Lys
Glu

Pro

Glu

Asn Ile
750

Glu Ser
765

Ile Gly

Gly Tyr
Ser Phe
Ala Asn

830

Arg Gly
845

Thr Gly
His Leu
Leu Thr
Asp Leu

910

Thr Gly
925

His Asn

Leu Asn
Tyr Lys
Val Glu

990

Asn Asn
1005

Ile Ala

1020

Thr

Pro Ser

Gln Glu Ser Lys Thr
1050

735

Asn

Ile

val
Asn
815
Phe
Asn
Asn
Asn
val
89s
Ser
Asn
Glu

Val

Leu
975

Lys

Ile

Arg

Glu

val

Val

Lys
Thr
800
Pro
val
Ser
Ser
Ser
880
Asn
Asn
Phe
Leu
Ser
960
Axg
Axg
Gln
val
Thr

1040
Glu

1055

1070

Thr Thr Ala Gln Asn Axg Glu Val
1065
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Ala Lys Glu Ala Lys Ser Asn Val Lys Ala Asn Thr Gln Thr Asn Glu

1075

1080

1085

Val Ala Gln Ser Gly Ser Glu Thr Lys Glu Thr Gln Thr Thr Glu Thr

1090

1095

1100

Lys Glu Thr Ala Thr Val Glu Lys Glu Glu Lys Ala Lys Val Glu Thr

1105 1110

1115

1120

Glu Lys Thr Gln Glu Val Pro Lys Val Thr Ser Gln Val Ser Pro Lys

1125

Gln Glu Gln Ser Glu Thr
1140

Asn Asp Pro Thr Val Asn
1155

Thr Ala Asp Thr Glu Gln
1170

Gln Pro val Thr Glu Ser
1185 1190

Glu Asn Pro Glu Asn Thr
1205

Ser Glu Ser Ser Asn Lys
1220

Ser Val Pro His Asn Val
1235

Ser Thr Val Ala Leu Cys
1250

Leu Ser Asp Ala Arg Ala
1265 1270

Lys Ala Val Ser Gln His
1285

Gln Tyr Asn Val Trp Val
1300

Ser Ser Gln Tyr Arg Arg
1315

Gly Trp Asp Gln Thr Ile
1330

Thr Tyr Val Arg Asn Ser

1345 1350

Thr Leu Ala Gln Val Asn
1365

Trp Tyr Leu Gly Ile Asp
1380
Gln Thr Asn His Asn Ala
1395
Leu Thr Ala Gly Lys Ala

1130

Val Gln Pro Gln Ala
1145

Ile Lys Glu Pro Gln
1160

Pro Ala Lys Glu Thr
1175

Thr Thr val Asn Thr
1195

Thr Pro Ala Thr Thr
1210

Pro Lys Asn Arg His
1225
Glu Pro Ala Thr Thr
1240

Asp Leu Thr Ser Thr
1255

Lys Ala Gln Phe Val
1275

Ile Ser Gln Leu Glu
1290

Ser Asn Thr Ser Met
1305

Phe Ser Ser Lys Ser
1320

Ser Asn Asn Val Gln
133S

Asn Asn Phe Asp Lys
1355

Phe Tyr Ser ?ggoTyr

Leu Gly Tyr Gly lys
1385

Lys Phe Ala Arg His
1400

Phe Asn Leu Gly Asn

20

1135

Glu Pro Ala Arg Glu
1150

Ser Gln Thr Asn Thr
1165

Ser Ser Asn Val Glu
1180

Gly Asn Ser Val val
1200

Gln Pro Thr Val Asn
1215

Arg Arg Ser vVal Arg
1230
Ser Ser Asn Asp Arg
1245

Asn Thr Asn Ala val
1260

Ala Leu Asn Val Gly
1280

Met Asn Asn Glu Gly
1295

Asn Lys Asn Tyr Ser
1310

Thr Gln Thr Gln Leu
1325

Leu Gly Gly Val Phe
1340

Ala Thr Sexr Lys Asn
1360

Tyr Ala Asp Asn His
1378

Phe Gln Ser Lys Leu
1390

Thr Ala Gln Phe Gly
1405

Phe Gly Ile Thr Pro



10

15

20

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2278 381 T3

1410 1415 1420

Ile val Gly Val Arg Tyr Ser Tyr Leu Ser Asn Ala Asp Phe Ala Leu
1425 1435 1440

Asp Gln Als Arg Ile Lys Val Asn Pro Ile Ser Val Lys Thr Ala Phe
1445 1450 1455

Ala Gln Val Asp Leu Ser Tyr Thr Tyr His Leu Gly Glu Phe Ser Val
1460 1465 1470

Thr Pro Ile Leu Ser Ala Arg Tyr Asp Ala Asn Gln Gly Ser Gly Lys
1475 1480 1485

Ile Asn Val Asn Gly Tyr Asp Phe Ala Tyr Asn Val Glu Asn Gln Gln
1490 1495 1500

Gln Tyr Asn Ala Gly Leu Lys Leu Lys Tyr His Asn Val Lys Leu Ser
1505 1510 1515 1520

Leu Ile Gly Gly Leu Thr Lys Ala Lys Gln Ala Glu Lys Gln Lys Thr
1530 1535

Ala Glu Leu Lys Leu Ser Phe Ser Phe
1540 1545

(2) INFORMACION PARA EL SEQ ID NO: 5:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 1702 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: desconocida

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 5:

Met Leu Asn Lys Lys Phe Lys Leu Asn Phe Ile Ala Leu Thr Vval Ala
1 S 10 15

Tyr Ala Leu Thr Pro Tyr Thr Glu Ala Ala Leu Val Arg Asp Asp val
20 25 30

Asp Tyr Gln Ile Phe Arg Asp Phe Ala Glu Asn Lys Gly Arg Phe Ser
35 40 45

val Gly Ala Thr Asn Val Glu Val Arg Asp Lys Asn Asn His Ser Leu
50 55 60

Gly Asn Val Leu Pro Asn Gly Ile Pro Met Ile Asp Phe Sexr Val Val
65 70 75 80

Asp Val Asp Lys Arg Ile Ala Thr Leu Ile Asn Pro Gln Tyr Val Val
85 90 95

Gly Val Lys His Val Ser Asn Gly Val Ser Glu Leu His Phe Gly Asn
100 105 110

Leu Asn Gly Asn Met Asn Asn Gly Asn Asp Lys Ser His Axrg Asp Val
1158 120 125

Ser Ser Glu Glu Asn Arg Tyr Phe Ser Val Glu Lys Asn Glu Tyxr Pro
130 135 140

Thr Lys Leu Asn Gly Lys Ala Val Thr Thr Glu Asp Gln Thr Gln Lys

21
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Gln

His

225

Leu

Ile

Gly

Leu

305

Glu

Asp

Pro

val

His

385

Glu

Ser

Ser

Lys

465

Leu

Arg
Ala
Asp
Phe
210
Glu
Gly
Ile
Leu
Ser
230
Gly
Trp
Thr
Thr
ASp
370
Gly
AsSn
val
val
Asp
450

Gly

Lys

Glu Asp
Pro Ile
180

Gln Asn
195

Ile Tyr

val Gly

Ile Ala

Gly Phe
260

Ser Gln
275

Pro Leu

Ser Tyr

Asn Ile

Ala Gly
340

Gly Lys
355

Leu Phe
Lys Ser
Ile Asp
Lys Gly

420
Ala Asp
43s
Arg Leu

Glu Asn

Gln Gln

Tyr
165
Glu
Lys
Lys
Gly
Gly
245
Gly

Asp

Phe

Tyr
325
Ser

Thr

val
Gln
405
Thr
Gly
Ala

Lys

Ala
485

ES 2278 381 T3

150
Tyr Met

Ala Ser

Tyr Pro

Lys Gly
215

Asn Asn
230

Thr Pro
Asn Ser
Pro Leu
Val Tyr
Phe Txp
310

Lys Pro
Leu Ile
Ser val
Ser Ser

375

Thr Leu
390

Gly Ala
Ser ASp
Lys Thr

Lys Ile
455

Gly Ser
470

Asp Ala

Pro
Thr
Ala
200

Asp

Leu

Glu
Gly
Ile
360
Gln
Axg
Gly
Ser
Val
440
Gly

Leu

Asn

Arg
Ala
185
Phe
Asn
Lys
Lys
Glu
26S
Asn
Arg
Gly
Phe
Ser
348
Ser
Asp
Gly
Gly
Thr
425
Thr
Lys

Lys

Asn

22

Leu
170
Ser
val
Tyr
Leu
val

250
Glu

Tyr

Glu

Ala
330
Asn
Asn
Thr
Ser
Leu

410
Thr

Gly

Val

Lys
490

155
Asp

Ser
Arg
Ser
val
235
Asn
His
Ala
Lys
Asn
315
Lys
Thr
Gly
Asp
Gly

398
Phe

Gly
475

val

Lys
Asp
Leu
Leu
220
Gly
His
Ser
val
Gly
300
Lys
Thr
Gln
Ser
Ser
380
Phe
Lys
Val
Leu
460

Asp

Lys

Phe
Ala
Gly
205
Ile
Asp
Glu
Asp
Leu
285
Lys

Lys

val

Glu
365
Lys
Leu
Glu
Gly
His
445

Ile

Gly

val

Thr
175

Gly Thr

190

Ser
Leu
Ala
Asn
Pro

270
Gly

Ser
Leu
Asn
350

Ser

Lys

Gly
Ala
430
Asn
val

Thr

Phe

Gly
Asn
Tyr
Asn
255
Lys
Asp
Leu
Trp
ASp
338
Leu
Asn
Leu
Asp
418
Gly
Pro
Glu

val

Ser
495

160
Glu

Thr
Asn
240
Gly
Gly
Ser
Phe
Gln
320
Lys
Asn
Asn
Asn
Asn
400
Val
Lys
Gly
Ile

480
Gln
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vVal

Gln

Asp
545

Thr

Tyr

Ile

Ser
625
Ala
Gly
Leu
Thr
Leu
708

Ile

val

Ile

785

val

Asn

Phe

Gly
Val
Ala
530
Gly
Ile
Asn
Lys
Ala
610
Gly
Ala
Phe
Asn
Gly
690
Phe
Ser
val
val
770
Lys
Thr

Ala

val

Ile
Asp
515
Asn
Ala
Thr
Ile
Asp
595
Leu
Glu
Lys
Asn
val
675
Gly
Leu
Ser
Glu
Thr
755
Ser
Ala
Cys

Thr

Leu

Vval
500
Pro
Gly
Arg
Gly
Asp
580
Gly
Arg
Ser
Arg
Gly
660
Thr
Ser
Thr
Asp
740
Asn
AsSn
Gly
Thr
Asn

820
Gly

Ser
Asn
Asn
Leu
Glu
565
Ala
Gly
Lys
Asn
Asn
645
Phe
Asn
Gly
Lys
725
Asp
Asn
Ile
Asp
Thr
805

val

Lys

ES 2278 381 T3

Gly Arg

Ser Ile

Asn Leu
538§

val Asn
550

Ser Leu

Pro Asp

Ser

520

Thr

His

Ile

Glu

Gln Leu Tyr

Gly Ala
615

Glu Asn
630

val Met
Phe Gly
Lys Gly
Leu Asn

69S

Arg Pro
710

Lys Asp
Trp Ile
Ala Thr
Thr Ala

778
Thr val
790
Asp Lys
Ser Gly

Ala Asn

Asn
Glu
Lys
680
Gly
Thr
Gln
Asn
Leu

760

Ser

Cys

Leu

Asn

Leu

Thr
508
Phe
Phe
Asn
Thr
Asp
585
Leu

Leu
His
Glu
665
Ser
Asp
Pro
His
Arg
745
Asp
Val
Ser
val

825
Phe

23

val
Gly
Glu
Thr
Asp

570

Asn

Asn

Arg

Ile
650
Glu
Glu
Leu
His
She
730
Asn
Ser
Asn
Arg
Asp
810

Asn

Gly

Val Leu

Phe Arg

Hig Ile
540

Ser Lys
555

Pro Asn

Pro Tyx

Leu Glu

Ser Glu
620

Met Gly
635

Asn Asn

Gly Lys

Asn
Gly
525
Arg
Thr
Thr
Ala
Asn
605

Leu
Lys

Glu

Asn

Gln Asn Arg

Lys val
700

Ala Arg
715

Ala Glu
Phe Lys
Gly Arg
Ala Lys

780
Ser Asp
795
Lys Ala

Leu Ser

Thr Ile

Glu
Asp
Asn
Ala
Asn

765

val

Leu

Gly

Ser

AsSp Asp
510

Gly Arg
Agsn Ile
Ser Thr
Ile Thr

$75

Phe Arg
590

Tyr Thx
Pro Lys
Thr Ser
Axrg Met

655

Asn Gly
670

Phe Leu
Lys Gly
Ile Ala
Asn Glu

738

Thr Asn
750

val Ala

Hig Ile

Thr Gly

ASn Serxr
815

Asn Ala
830

Gly Thr

Lys
Leu
Asp
val
560

Pro

Arg

Asn
Asp
640
Asn
Asn
Leu
Thy
Gly
720
val
Ile

Asn

Gly

Phe

Asn

Gly
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83s 840

Asn Ser Gln val Arg Leu Thr Glu Asn Ser His
850 855

AsSp Ser Asn Val Asn Gln Leu Asn Leu Agp Lys
865 870 875

Asn Ala Gln Asn Asp Ala Asn Lys Val Thr Thr
885 890

Val Asn Ser Leu Ser Gly Asn Gly Ser Phe Tyr
900 305

Ser Asn Lys Gln Gly Asp Lys Val Val Val Thr
915 920

Asn Phe Thr Leu Gln val Ala Asp Lys Thr Gly
930 935S

Glu Leu Thr Leu Phe Asp Ala Ser Asn Ala Thr
945 950 955

val Ser Leu Val Gly Asn Thr Val Asp Leu Gly
965 970

Leu Arg Asn Val Asn Gly Arg Tyr Asp Leu Tyr
980 985S

Lys Arg Asn Gln Thr Val Asp Thr Thr Asn Ile
995 1000

Yle Gln Ala Asp Val Pro Ser Val Pro Ser Asn
1010 1015

Arg Val Glu Thr Pro Val Pro Pro Pro Ala Pro
1025 1030 1038

Thr Thr Glu Thr Val Ala Glu Asn Ser Lys Gln
1045 1050

Glu Lys Asn Glu Gln Asp Ala Thr Glu Thr Thr
1060 106S

val Ala Glu Glu Ala Lys Pro Ser Val Lys Ala
1075 1080

Glu Vval Ala Gln Ser Gly Ser Glu Thr Glu Glu
1090 1095

Ile Lys Glu Thr Ala Lys Val Glu Lys Glu Glu
1105 1110 1115

Lys Glu Glu Lys Ala Lys Val Glu Lys Asp Glu
1125 1130

Gln Met Ala Ser Glu Thr Ser Pro Lys Gln Ala
1140 1145

845
Trp His
Gly His
Tyr Asn
Tyr Leu
Lys Ser

925

Glu Pro
940

Arg Asn
Ala Trp
Asn Pro
Thr Thr

1005
Asn Glu

1020
Ala Thr
Glu Ser

Ala Gln

Asn Thr

Leu Thr Gly
Ile His Leu
880

Thr Leu Thr
895

Thr Asp Leu
910

Ala Thr Gly

Thr Lys Asn

Asn Leu Asn
960

Lys Tyr Lys
975

Glu val Glu
990

Pro Asn Asn
Glu Ile Ala
Pro Ser Glu

1040

Lys Thr Val
1055

Asn Gly Glu
1070

Gln Thr Asn

1085

Thr Gln
1100

Lys Ala
Ile Gln

Lys Pro

Thr Thr Glu

Lys val Glu
1120

Glu Ala Pro
1138

Ala Pro Lys
1150

Glu Val Ser Thr Asp Thr Lys Val Glu Glu Thr Gln Val Gln Ala Gln
1165

1158 1160

Pro Gln Thr Gln Ser Thr Thr Val Ala Ala Ala Glu Ala Thr Ser Pro

1170 1178

24
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Asn Ser Lys Pro Ala Glu Glu Thr Gln Pro Ser Glu Lys Thr Asn Ala
1185 1190 1195 1200

Glu Pro val Thr Pro Val Val Ser Lys Asn Gln Thr Glu Asn Thr Thr
1205 1210 1215

Asp Gln Pro Thr Glu Arg Glu Lys Thr Ala Lys val Glu Thr Glu Lys
1220 1225 1230

Thr Gln Glu Pro Pro Gln Val Ala Ser Gln Ala Ser Pro Lys Gln Glu
1235 1240 124S

Gln Ser Glu Thr val Gln Pro Gln Ala Val Leu Glu Ser Glu Asn Vval
1250 1255 1260

Pro Thr Val Asn Asn Ala Glu Glu val Gln Ala Gla Leu Gln Thr Gln
1265 1270 1275 1280

Thr Ser Ala Thr Val Ser Thr Lys Gln Pro Ala Pro Glu Asn Ser Ile
1285 1290 1295

Asn Thr Gly Ser Ala Thr Ala Ile Thr Glu Thr Ala Glu Lys Ser Asp.
1300 1305 1310

Lys Pro Gln Thr Glu Thr Ala Ala Ser Thr Glu Asp Ala Ser Gln His
1315 1320 1328

Lys Ala Asn Thr val Ala Asp Asn Ser Val Ala Asn Asn Ser Glu Ser
1330 1335 1340

Ser Glu Pro Lys Ser Axg Arg Arg Arg Ser Ile Ser Gln Pro Gln Glu
1345 1350 1355 1360

Thr Ser Ala Glu Glu Thr Thr Ala Ala Ser Thr Asp Glu Thr Thr Ile
1365 1370 1375

Ala Asp Asn Ser Lys Arg Ser Lys Pro Asn Arg Arg Ser Arg Arg Ser
1380 1385 1380

val Arg Ser Glu Pro Thr Val Thr Asn Gly Ser Asp Arg Ser Thr Val
1395 1400 1405

Ala Leu Arg Asp Leu Thr Ser Thr Asn Thr Asn Ala Val Ile Ser Asp
1410 1415 1420

Ala Met Ala Lys Ala Gln Phe Val Ala Leu Asn Val Gly Lys Ala Vval
1425 1430 1435 1440

Ser Gln His Ile Ser Gln Leu Glu Met Asn Asn Glu Gly Gln Tyr Asn
1445 1450 1455

val Trp Val Ser Asn Thr Ser Met Asn Glu Asn Tyr Ser Ser Ser Gln
1460 1465 1470

Tyr Arg Arg Phe Ser Ser Lys Ser Thr Glan Thr Gln Leu Gly Trp Asp
1475 1480 1485

Gln Thr Ile Ser Asn Asn Val Gln Leu Gly Gly Val Phe Thr Tyr val
1490 1495 1500

Axrg Asn Ser Asn Asn Phe Asp Lys Ala Ser Ser Lys Asn Thr Leu Ala
1508 1510 1515 1520

Gln val Asn Phe Tyr Ser Lys Tyr Tyr Ala Asp Asn His Trp Tyr Leu

25
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1525 1530 1§35

Gly Ile Asp Leu Gly Tyr Gly Lys Phe Gln Ser Asn Leu Lys Thr Asn
1540 1545 1550

His Asn Ala Lys Phe Ala Arg His Thr Ala Gln Phe Gly Leu Thr Ala
1555 1560 1565

Gly Lys Ala Phe Asn Leu Gly Asn Phe Gly Ile Thr Pro Ile Val Gly
1570 1575 1580

Val Arg Tyr Ser Tyr Leu Ser Asn Ala Asn Phe Ala Leu Ala Lys Asp
1585 1590 1595 1600

Arg Ile Lys Val Asn Pro Ile Ser Val Lys Thr Ala Phe Ala Gln val
1605 1610 1615

Asp Leu Ser Tyr Thr Tyx His Leu Gly Glu Phe Ser val Thr Pro Ile
1620 1625 1630

Leu Ser Ala Arg Tyr Asp Thr Asn Gln Gly Ser Gly Lys Ile Asn Val
1635 1640 1645

Asn Gln Tyr Asp Phe Ala Tyr Asn Val Glu Asn Gln Gln Gln Tyr Asn
1650 1655 1660

Ala Gly Leu Lys Leu Lys Tyr His Asn Val Lys Leu Ser Leu Ile Gly
1665 1670 167s 1680

Gly Leu Thr Lys Ala Lys Gln Ala Glu Lys Gln Lys Thr Ala Glu Leu
1685 1690 1695

Lys Leu Ser Phe Ser Phe
1700

(2) INFORMACION PARA EL SEQ ID NO: 6:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 1848 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: desconocida

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 6:

Met Leu Asn Lys Lys Phe Lys Leu Asn Phe Ile Ala Leu Thr Val Ala
1 S 10 15

Tyr Ala Leu Thr Pro Tyr Thr Glu Ala Ala Leu Val Arg Asp Asp Val
20 25 30

Asp Tyr gén Ile Phe Arg Asp :lae Ala Glu Asn Lys séy Lys Phe Ser

val Gly Ala Thr Asn Val Glu Val Arg Asp Lys 2ys Asn Gln Ser Leu
S0 1) 0

Gly Sexr Ala Leu Pro Asn Gly Ile Pro Met Ile Asp Phe Ser Vval val
6S 70 75 80

Asp Val Asp Lys Arg Ile Ala Thr Leu Val Asn Pro Gln Tyr Val Val
8s 90 985

Gly Val Lys His Val Ser Asn Gly Val Ser Glu Leu His Phe Gly Asn

26
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Leu Asn Gly

Ser

145

Arg

val

Gln
Lys
225
Asn
Pro

Ser

Leu

His

Ile

Lys
385
Thr
Phe

Lys

Ser
130
Glu
arg
Ala
Asn
Phe
210

Asp

Leu

Lys
Thr
290
Ala
Glu
Gly
Ile
370
Asp
Leu

Glu

Gly

115
Glu

Asn
Glu
Pro
ser
195
Ile
Lys
Glu
Lys
Glu
275
Asn
Arg
Gly
Phe
Ser
355
Thr
Lys
Thr

Gly

Ala
435

100
Asn

Glu

Val

Ile
180
Asp
Tyrxr
Gln
Leu
val

260
Glu

Glu
Tyr
Ala
340
Asn
Gly
Pro
Leu
Asp

420
Gly

Met Asn Asn

Asn Arg

Thr Ser
150

165

Glu Ala

Lys Tyr
Lys lys
Gly Asn

230

val Gly
245

Asn His

His Ser

Ala val

Lys Gly
310

Asn Lys
325

Glu Lys
Thr Gln
Gly Gly
Asn His

390

Asn Asn
405

Tyr Glu

Val Ser

ES 2278 381 T3

Tyr

Phe

Met

Ser

Gly
218
Leu
Asn
Glu
Asp
Leu
295
Lys

Lys

Ile

Glu
37s
Gly
His

val

val

108

Gly Asn
120

Tyr Thr
Thr Lys
Pro Arg

Thr Ala
185

Ala Phe
200

Ser Arg

Leu Arg

Ala Tyr

Asn Asn
265

Pro Lys
280

Gly Asp
Trp Leu
Ser Trp
Tyr Gln

345

Thr Trp
360

Pro Leu
Lys Ser
Ile Asp
Lys Gly

425

Ala Asp
440

27

Ala
val
Glu
Leu
170
Asn
Val
Tyr
Asn
Thr
250
Gly
Gly
Ser
Phe
Gln
330
Gln
Gln
Ser
XIle
Gln
410

Thr

Gly

Lys Ser

Glu Lys
140

Glu Gln
155

ASp Lys

Asn Asn

Arg Leu

Ile Leu

Gly Ser
300

Leu Gly
315

Glu Trp

Tyr Ser
Ala Thr
Val Asp
380
Thr Leu
39§
Gly Ala
Ser Asp

Lys Thr

His
125
Asn
Asp
Phe
Lys
Gly
208
Ile
val
Ile
Gly
Sex
28S
Pro
Ser
AsSn
Ala
Gly
365
Leu
Lys
Gly

Ser

Val
445

110
Axg

Asn
Ala
Val
Gly
180
Ser
Leu
Gly
Ala
Phe

270
Gln

Ile
Gly
350

Ser

Gly
Gly
Thr

430
Thr

Asp
Phe
Gln
1785
Glu
Gly
Thr
Cly
Gly
25S
Gly
Agp

Phe

val
Pro
Lys
160
Glu

Thr
Glu
Asp
240
Thr
Asn
Pro

val

Phe
32¢0

Tyx Lys

Asp
Ser
Leu

415
Thr

Leu
Ser
Gly
Gly

400
Phe

Lys



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

val

Leu

465

Gln

Leu

Ile
545

Asn

Leu
625

Glu

Ala

Gln

Asn

705

Ala

Thr

Phe

His
450
val
Gly
Ala
Asn
Gly
$30
Arg
Thr
Thr
Arg
Arg
610
Pro
Thr
Arg
Thr
Asn
690
val
Axg

Glu

Lys

Gly Arg

Ala

Gln

Asn
val
Thr
Phe
Asp
515
Gly
Asn
Ser
Ile
Ile
595
Ser
Gln
Ser
Met
Gln
675
Arg
Glu
Asp
Asn
Ala

755

val

Pro

Glu

val

Ser

500

Arg

Ile

Asn

Thr

580
Arg

Asn
Asp
Asn
660
Asn
Phe
Lys
Ile
Asn
740
Thr

vVal

His

Lys
Gly
Ile
485
Gln
Lys
Leu
Asp
Ile
565

Ser

Ser

Ser
Ala
645
Gly
Gly
Leu
Gly
Ala
725
Glu
Thr

Ala

Ile

ES 2278 381 T3

Tyr
Lys
470
Leu
val
Gln
Asp
Asp

S50
Thr

Ile
Thr
Gly
630
Ala
Phe
Lys
Leu
Thr
710
Gly
val
Met

Asn

Gly

Asp
455
Gly
Lys
Gly
Val
Leu
535
Gly
Ile
Asn
Pro
Leu
61S
Glu
Lys
Asn
Leu
69S
Leu
Ile
val
Asn
Ile

775
Tyr

Arg
Lys
Gln
Ile
Asp
520
Asn
Ala

Thr

Ile

Leu
Asn
Lys
val
505
Pro
Gly
Arg

Gly

Glu
58S

Tyr Arg

600
Lys

Ser
Arg
Gly
AsSn
680
Gly
Phe
Ser
val
val

760
Thr

Lys

Lys

AsSn

Asn

Tyr
665
val
Gly
Leu
Ser
Glu
745
Thr

Ser

Thr

28

Ala
Glu
Ala
490
Serx
Asn

Asn
val

Glu
s$70
Ala

Gln

Gly
Glu
Val

650

Phe

Thr
Thx
Ser
Thr
730
Asp
Gly

Asn

Gly

Lys
Gly
475
Agp
Gly
Ser
Ser
val
555
Ser
Gln
Leu
Ala
Asn
635
Met
Gly
Phe
Asn
Gly
715
Lys
Asp
Asn

Ile

Asp

Ile
460
Leu
Ala
Arg
Ile
Leu
540
Asn

Leu

Asp

Ser
620
Asn
Glu
Asn
Leu
700
Arg
Lys
Trp
Ala
Thr

780
Thr

Gly
Leu
Asn
Ser
Tyxr
5§25
Thr
His
Ile
Asp
Phe
60S
Thr
Leu
His
Glu
Gly
685
Asn
Pro
Asp
Ile
Ser
765

Ala

Val

Lys
Lys
Asn
Thr
510
Phe
Phe
Asn
Thr
Asp
590

Asn

Arg

Ile
Glu
670
Lys
Gly
Thr
Pro
Asn
750

Leu

Ser

Cys

Gly
val
Lys
495
Leu
Gly
Asp
Met
Asn
575
His
Gln
Sex
Met
Asn
655
Thr
Sex
Asp
Pro
His

73s
Arg

val

Thr
Gly
480
val
vVal
Phe
His
Thr
$60
Pro
Pro
Asp
Glu

Gly
640
Asn
Lys
Asp

Leu

His

720

Phe

Asn
Ser

Asn

Arg
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785 790 795 800

Ser Asp Tyr Thr Gly Tyr Val Thr Cys His Asn Ser Asn Leu Ser Glu
805 810 815

Lys Ala Leu Asn Ser Phe Asn Pro Thr Asn Leu Arg Gly Asn Val Asn
820 825 830

Leu Thr Glu Asn Ala Ser Phe Thr Leu Gly Lys Ala Asn Leu Phe Gly
835 840 845

Thr Ile Gln Ser Ile Gly Thr Ser Gln Val Asn Leu Lys Glu Asn Ser
850 85S 860

His Trp His Leu Thr Gly Asn Ser Asn Val Asn Gln Leu Asn Leu Thr
865 870 87s 880

Asn Gly His Ile His Leu Asn Ala Gln Asn Asp Ala Asn Lys Val Thr
88s 830 89S

Thr Tyr Asn Thr Leu Thr Val Asn Ser Leu Ser Gly Asn Gly Ser Phe
900 90S 910

Tyr Tyr Trp Val Asp Phe Thr Asn Asn Lys Ser Asn Lys Val Val Vval
915 920 92s

Asn Lys Sexr Ala Thr Gly Asn Phe Thr Leu Gln Val Ala Asp Lys Thr
930 93s 940

Gly Glu Pro Asn His Asn Glu Leu Thr Leu Phe Asp Ala Ser Asn Ala
945 950 955 960

Thr Arg Asn Asn Leu Glu Val Thr Leu Ala Asn Gly Ser val Asp Arg
965 970 978

Gly Ala Trp Lys Tyr Lys Leu Arg Asn Val Asn Gly Arg Tyr AsSp Leu
980 985 990

Tyr Asn Pro Glu Val Glu Lys Arg Asn Gln Thr Val Asp Thr Thr Asn
995 1000 1005

Ile Thr Thr Pro Asn Asp Ile Gln Ala Asp Ala Pro Ser Ala Gln Ser
1010 1015 1020

Asn Asn Glu Glu Ile Ala Arg vVal Glu Thr Pro Val Pro Pro Pro Ala
1025 1030 1035 1040

Pro Ala Thr Glu Ser Ala Ile Ala Ser Glu Gln Pro Glu Thr Arg Pro
1045 10s0 1058

Ala Glu Thr Ala Gln Pro Ala Met Glu Glu Thr Asn Thr Ala Asn Ser
1060 1068 1070

Thr Glu Thr Ala Pro Lys Ser Asp Thr Ala Thr Gln Thr Glu Asn Pro
1075 1080 1088

Asn Ser Glu Ser val Pro Ser Glu Thr Thr Glu Lys Val Ala Glu Asn
1090 1095 1100

Pro Pro Gln Glu Asn Glu Thr Val Ala Lys Asn Glu Gln Glu Ala Thr
1105 1110 1115 1120

Glu Pro Thr Pro Gln Asn Gly Glu Val Ala Lys Glu Asp Gin Pro Thr
1125 1130 1135
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Val Glu ala Asn Thr Gln
1140

Thr Glu Glu Thr Gln Thr

1155

Val Thr val Ser Glu Asn

1170

Glu Asp Lys Val Val val

118S

1190

Glu Glu Thr Gln Lys Ala

1205

Gln Ala Glu Pro Ala Pro

1220

Thr Asn Glu Ala Thr Gln Ser Glu Gly Lys
1150

1145

Ala Glu Thr Lys Ser Glu Pro Thr Glu Ser
1160 1165

Gln Pro Glu Lys Thr val Ser Gln Ser Thr

1178 1180

Glu Lys Glu Glu Lys Ala Lys
1195

Pro Gln Val Thr Ser Lys Glu
1210

Glu Glu val Pro Thr Asp Thr
1225

val Glu Thr
1200

Pro Pro Lys
1215

Asn Ala Glu
1230

Glu Ala Gln Ala Leu Gln Gln Thr Gln Pro Thr Thr Val Ala Ala Ala
1235 1240 1245

Glu Thr Thr Ser Pro Asn Ser Lys Pro Ala Glu Glu Thr Gln Gln Pro
1250 1255 1260

Ser Glu Lys Thr Asn Ala Glu Pro Val Thr Pro Val val Ser Glu Asn
1265 1270 127S 1280

Thr Ala Thr Gln Pro Thr Glu Thr Glu Glu Thr Ala Lys Val Glu Lys
1285 1290 1295

Glu Lys Thr Gln Glu Val Pro Gln Val Ala Ser Gln Glu Ser Pro Lys
1300 1305 1310

Gln Glu Gln Pro Ala Ala Lys Pro Gln Ala Gln Thr Lys Pro Gln Ala
1315 1320 1325

Glu Pro Ala Arg Glu Asn Vval Leu Thr Thr Lys Asn Val Gly Glu Pro
1330 1335 1340

Gln Pro Gln Ala Gln Pro Gln Thr Gln Ser Thr Ala Val Pro Thr Thr
1345 1350 1355 1360

Gly Glu Thr Ala Ala Asn Ser Lys Pro Ala Ala lLys Pro Gln Ala Gln
1365 1370 1378

Ala lys Pro Gln Thr Glu Pro Ala Arg Glu Asn Val Ser Thr Val Asn
1380 1385 1390

Thr Lys Glu Pro Gln Ser Gln Thr Ser Ala Thr Val Ser Thr Glu Gln

1395

1400

140S

Pro Ala Lys Glu Thr Ser Ser Asn Val Glu Gln Pro Ala Pro Glu Asn

1420

1415

1420

Ser Ile Asn Thr Gly Ser Ala Thr Thr Met Thr Glu Thr Ala Glu Lys

1425

1430

1435

1440

Ser Asp Lys Pro Gln Met Glu Thr val Thr Glu Asn Asp Arg Gln Pro
1445 1450 1458

Glu Ala Asn Thr Val Ala Asp Asn Ser Val Ala Asn Asn Ser Glu Ser
1460 1465 1470

Ser Glu Ser Lys Ser Arg Arg Arg Arg Ser Val Ser Gln Pro Lys Glu
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1480

1485

Thr Ser Ala Glu Glu Thr Thr Val Ala Ser Thr Gln Glu Thr Thr val

1490

1495

1500

Asp Asn Ser Val Ser Thr Pro Lys Pro Arg Ser Arg Arg Thr Arg Arg

1505

1510

152

1515

1520

Ser Val Gln Thr Asn Ser Tyr Glu Pro Val Glu Leu Pro Thr Glu Asn
S

1530

1535

Ala Glu Asn Ala Glu Asn Val Gln Ser Gly Asn Asn Val Ala Asn Ser
1540

1545

1550

Gln Pro Ala Leu Arg Asn Leu Thr Ser Lys Asn Thr Asn Ala Val Ile

1555

1565

Ser Asn Ala Met Ala Lys Ala Gln Phe Val Ala Leu Asn Val Gly Lys

1570

1575

1580

Ala Val Ser Gln His Ile Ser Gln Leu Glu Met Asn Asn Glu Gly Gln

1585

1590

1595

1600

Tyr Asn Val Trp Ile Ser Asn Thr Ser Met Asn Lys Asn Tyr Ser Ser

1605

1610

1615

Glu Gln Tyr Arg Arg Phe Ser Ser Lys Ser Thr Gln Thr Gln Leu Gly
162

1625

1630

Trp Asp Gln Thr Ile Ser Asn Asn Val Gln Leu Gly Gly Val Phe Thr

1635

1640

Tyr Val Arg Asn Ser Asn Asn Phe Asp Lys Ala

1650

1655

Leu Ala Gln val Asn Phe Tyr Ser Lys Tyr Tyr

1665

1670

1675

Tyr Leu Gly 1le Asp Leu Gly Tyr Gly Lys Phe

16

1690

Thr Asn Asn Asn Ala Lys Phe Ala Axrg His Thr

1700

1705

Thr Ala Gly Lys Ala Phe Asn Leu Gly Asn Phe

1720

val Gly Val Arg Tyr Ser Tyr Leu Ser Asn Ala

1730

1735

Gln Asp Arg Ile Lys Val Asn Pro Ile Ser val

1745

1755

Gln Val Asp Leu Ser Tyr Thr Tyr His Leu Gly

1765

1770

Pro Ile Leu Ser Ala Arg Tyr Asp Ala Asn Gln
1780 1785

Agn Val Ser Val Tyr Asp Phe Ala Tyr Asn val

1798

1800

Tyr Asn Ala Gly Leu Lys Leu Lys Tyr His Asn

1810

1815

164S

Ser Ser Lys Asn Thr
1660

Ala Asp Asn His Trp
1680

Gln Ser Asn Leu Gln
1695

Ala Gln Ile Gly Leu
1710

Ala Val Lys Pro Thr
172S

Asp Phe Ala Leu Ala
1740

Lys Thr Ala Phe Ala
1760

Glu Phe Ser Ile Thr
1775

Gly Aan Gly Lys Ile
1790

Glu Asn Gln Gln Gln
1808

Val Lys Leu Ser Leu
1820

1840

Ile Gly Gly Leu Thr Lys Ala Lys Gln Ala Glu Lys Gln Lys Thr Ala
1825 830

1835

Glu Val Lys Leu Ser Phe Ser Phe

1845

(2) INFORMACION PARA EL SEQ ID NO: 7:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 8 aminoacidos
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(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 7:

Gly Asp Ser Gly Ser Pro Met Phe
1 5

0 @ INFORMACION PARA EL SEQ ID NO: 8:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 8 aminoécidos
15 (B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 8:

20 Gly Asp Ser Gly Ser Pro Leu Phe
1 5

(2) INFORMACION PARA EL SEQ ID NO: 9:

25 (i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 7 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
30 (D) TOPOLOGIA: lineal

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO: 9:

His Thr Tyr Phe Gly Ile Asp
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