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DESCRIPCION
Modulacién de la produccion de retrovirus por APOBEC4

Campo Técnico

La invencion se refiere a la modulacion de la liberacion de retrovirus o particulas virales de los mismos desde células
por APOBEC4 humana o una APOBEC4 humana modificada y a diversos usos de los mismos.

Técnica Antecedente

La familia del polipéptido catalitico de tipo 4 de la enzima de edicion del ARNm de la apolipoproteina B (APOBEC4)
es un miembro de la superfamilia AID/APOBEC especifica de vertebrados de citidina desaminasas de edicién de
ARN/ADN (ROGOZIN, IB, y col. APOBEC4, a new member of the AID/APOBEC family of polynucleotide
(deoxy)cytidine deaminases predicted by computational analysis. Cell Cycle. 2005, vol.4, n® 9, pag. 1281-5). La
superfamilia de proteinas AID/APOBEC contiene cinco subfamilias (AID, APOBEC1, APOBEC2, APOBECS3 y
APOBEC4) e incluye varios miembros con la capacidad de desaminar citosina para dar uracilo en polinucleétidos
monocatenarios, mientras que cumplen diversas funciones fisiolégicas (CONTICELLO, SG, y col. Evolution of the
AID/APOBEC family of polynucleotide (deoxy)cytidine deaminases. Mol Biol Evol. 2005, vol.22, no.367, p.77), entre
las que se encuentra la inhibicion de retrovirus por mecanismos dependientes e independientes de edicion de acidos
nucleicos (HOLMES, RK, y col. APOBEC-mediated viral restriction: not simply editing? Trends Biochem Sci. 2005,
vol.32, no.3, p.118-128). Se ha descrito un procedimiento para inactivar enzimas APOBEC por medio del virus
espumoso Bet (documento WO 2005/117947), y el documento WO 2006/065377 desvela un procedimiento para la
identificacion de agentes que reducen el nivel de APOBEC3C activo en una célula.

En mamiferos, la expresion de APOBEC4 estéa regulada positivamente en testiculos, lo que sugiere la posibilidad de
gue sea una enzima de edicion para ARNm implicados en la espermatogénesis. Sin embargo, aln se desconoce la
funcion o funciones fisioldgicas exactas de APOBEC4. La secuencia de acido nucleico y de aminoacidos de
APOBEC4 se conoce y esta disponible para diversas especies, entre otras, ser humano (nimero de acceso del
GenBank NM_203454, Gl 44888831), raton (nimero de acceso del GenBank NC_000067, Gl 38073497), o rata
(nimero de acceso del GenBank NM_001017492, Gl 62945336). APOBEC4 es una proteina de aproximadamente
370 aminoé&cidos y 41000 Da (APOBEC4 humana: 367 aminoacidos; 41581 Da) y comprende un dominio de dedo
de cinc y, en la mayoria de las especies, una cola de polilisina C terminal.

Divulgacién de la Invencion

La invencion se refiere a la materia objeto definida en las reivindicaciones adjuntas. La presente invencion se basa
en el descubrimiento de que la expresion de la proteina APOBEC4 o una proteina APOBEC4 modificada en una
célula que produce un retrovirus conduce a una mayor o menor produccién de retrovirus o particulas virales a partir
de dicha célula. Especificamente, la estabilizaciéon de la proteina por modificacion del extremo N, entre otras cosas,
mediante adicion de una secuencia de aminoé&cidos, por ejemplo, el marcador V5, el marcador c-myc o el marcador
HA, conduce a una mayor produccion de retrovirus o particulas virales desde dicha célula. La modificacion del
extremo C, entre otras cosas, mediante la adicién de al menos un marcador V5, marcador c-myc o marcador HA
conduce a una menor produccion de retrovirus o particulas virales desde dicha célula. También se desvela que la
cola de polilisina C terminal de APOBEC4 puede modificarse por delecién o modificacion por mutacion.

Un primer aspecto de la invencién es una proteina APOBEC4 humana modificada caracterizada porque el extremo
N esta modificado para estabilizar la proteina APOBEC4 o esta modificado el extremo C. La modificacion del
extremo N comprende la adicién de al menos una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste
en el marcador V5, el marcador c-myc y el marcador HA o una secuencia de aminoacidos homdloga a la misma.
Dicha al menos una secuencia de aminoacidos puede ser HA 0 una secuencia al menos un 90% idéntica a la
misma. La modificacion del extremo C comprende la adicion de al menos una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en el marcador V5, el marcador c-myc y el marcador HA o una secuencia de
aminoacidos homologa a la misma. Mas preferentemente, dicha al menos una secuencia de aminoacidos es HA, 3
HA o una secuencia al menos un 90% idéntica a la misma.

Un aspecto adicional de la invencion es una célula que expresa la proteina APOBEC4 modificada en el extremo C o
N de la presente invencion. Preferentemente, la célula produce ademas un retrovirus. Mas preferentemente, el
retrovirus o lentivirus se selecciona del grupo que consiste en VIH, VIH-1, VIH-2, VIS, VISagm, VISmac, VIF, VAIE,
espumavirus (virus espumoso) y VLM. Incluso méas preferentemente, dicho retrovirus o lentivirus es un virus
deficiente en la replicacion. En una realizacion preferida adicional, la célula se selecciona del grupo que consiste en
una célula humana, una célula HelLa, una célula 293T, una célula madre, un linfocito T auxiliar, un macréfago o
progenitores o lineas celulares de los mismos.

Otro aspecto de la presente invencion es un acido nucleico que comprende la secuencia de &cido nucleico que
codifica la proteina APOBEC4 modificada de la presente invencion o el complemento de la misma. En una
realizaciéon preferida, el acido nucleico comprende un acido nucleico que codifica la proteina APOBEC4 de la
presente invencidon o un complemento del mismo, unido operativamente a un promotor. En una realizacion mas
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preferida, el &cido nucleico es un vector para terapia génica. En una realizacion adicional mas preferida, el promotor
es el promotor de CMV.

Otro aspecto de la presente invencion es el uso de la secuencia de acido nucleico o célula de la presente invencion
para la produccién de un medicamento. En una realizacion preferida, el acido nucleico es un vector para terapia
génica y/o un acido nucleico que comprende el acido nucleico que codifica la proteina APOBEC4 modificada de la
presente invencion unido operativamente a un promotor, preferentemente el promotor de CMV. En una realizacion
preferida adicional, la célula expresa la proteina APOBEC4 modificada de la presente invencion. En otra realizacion
preferida, la célula expresa la proteina APOBEC4 modificada de la presente invencion y ademas produce un
retrovirus o particulas de virus del mismo, preferentemente un retrovirus deficiente en la replicacion, mas
preferentemente un virus deficiente en la replicacion seleccionado del grupo que consiste en VIH, VIS, VLM, VIF,
VAIE, VIH-1, VIH-2, VISagm, VISmac, espumavirus o particulas de virus de los mismos. En un aspecto adicional, el
medicamento se dirige al tratamiento o vacunacion contra VIH, VIS, VLM, VIF, VAIE, VIH-1, VIH-2, espumavirus,
VISagm y VISmac.

Otro aspecto de la invencion es el uso de una particula viral de la invencion para la preparacion de un medicamento,
preferentemente para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de infecciones virales. En una
realizacién preferida, las particulas virales comprenden una proteina APOBEC4 modificada en el extremo C de la
invencion, preferentemente la proteina APOBEC4-HA o APOBECA4-3xHA. En otra realizacion preferida, las
particulas virales se basan en un virus seleccionado del grupo que consiste en VIH, VIS, VLM, VIF, VAIE, VIH-1,
VIH-2, VISagm, VISmac, espumavirus, preferentemente VIH-1. En una realizacion preferida adicional, las particulas
virales son particulas virales seudotipificadas. En otra realizacién de la presente invencion, la particula viral codifica
ARNhc/ip que se dirige a la APOBEC4 enddgena y codifica adicionalmente una APOBEC4 terapéutica de codones
optimizados, por ejemplo, APOBEC-3xHA o APOBEC-HA, que no se ve afectada por las moléculas de ARNhc/ip.

Otro aspecto de la presente invencion es una vacuna que comprende la célula de la presente invencién y un
vehiculo farmacéutico aceptable. En una realizacion preferida, la célula expresa la proteina APOBEC4 modificada de
la presente invencién, estando la proteina APOBEC4 modificada en el extremo N para estabilizar la proteina
APOBEC4 y produciendo ademas un retrovirus o particulas de virus del mismo, preferentemente un retrovirus o
lentivirus deficiente en la replicacion. En una realizacion preferida adicional, la célula es una célula madre o una
célula aut6loga, una célula T auxiliar o un macréfago.

Otro aspecto de la presente invencion es un procedimiento para reducir la produccion de retrovirus o particulas
virales de los mismos en una célula que produce un retrovirus o particulas virales del mismo, comprendiendo el
procedimiento a expresar una proteina APOBEC4 modificada de la presente invencién en dicha célula, en el que el
extremo C de la proteina APOBEC4 esta modificado para reducir o inhibir la unién a la cola de polilisina C terminal
de APOBECA4. En una realizacion preferida, la produccion de retrovirus o particulas virales de los mismos se reduce
al menos en un 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97% 0 99%.

Otro aspecto de la presente invencion es un procedimiento para producir particulas retrovirales, comprendiendo el
procedimiento cultivar una célula de acuerdo con la presente invencién, en el que la célula produce un retrovirus
deficiente en la replicacién o particulas virales de un retrovirus y ademas expresa una proteina APOBEC4
modificada de la presente invencion, en el que el extremo N de la proteina APOBEC4 se modifica para estabilizar la
proteina APOBEC4. En una realizacion preferida, el extremo N de la proteina APOBEC4 se modifica por adicion de
un marcador HA. En una realizacion preferida adicional, la célula es una célula 293T o una célula HelLa
cotransfectada con una construccion de fusion HA-APOBEC4 y un pldsmido de expresion de VIH-1.

Otro aspecto de la presente invencion es un procedimiento para seleccionar compuestos antivirales, comprendiendo
el procedimiento las etapas de poner en contacto una célula que expresa una proteina APOBEC4 humana con un
compuesto de ensayo, y determinar si el compuesto de ensayo afecta a la transcripcion y/o expresion de APOBEC4
en dicha célula. En una realizacion preferida, la transcripcion y/o expresion de APOBEC4 de una primera célula en
presencia del compuesto de ensayo se compara con la transcripcion y/o expresion de APOBEC4 de una segunda
célula que no ha estado en contacto con el compuesto de ensayo, indicando una reduccién en la transcripcion y/o
expresion de APOBEC4 de la primera célula que el compuesto de ensayo es un compuesto antiviral potencial.

En una realizacion preferida, se usan células HeLa o 293T en el procedimiento de seleccion. En otra realizacién
preferida, la cantidad de transcrito de APOBEC4 y/o proteina APOBEC4 se determina por RT-PCR, transferencia de
Northern y transferencia de western, respectivamente.

Otro aspecto de la invencidon es un procedimiento para seleccionar compuestos antivirales, comprendiendo el
procedimiento las etapas de poner en contacto una célula que expresa un retrovirus y APOBEC4 humana con un
compuesto de ensayo y determinar el titulo del retrovirus en presencia y ausencia del compuesto de ensayo, en el
gue una reduccion en el titulo indica que el compuesto candidato interfiere con el montaje del retrovirus por
interaccion con la proteina APOBEC4 y, por lo tanto, es un posible farmaco antirretroviral.

También se desvelan moléculas — y agentes farmacéuticos basados en dichas moléculas — dirigidas y que interfieren
con el ARNm de APOBECA4. Preferentemente, dichas moléculas son moléculas de ARNip o ARNhc dirigidas contra
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el ARNm de APOBECA4. Preferentemente, dichas moléculas se usan para la fabricacién de un medicamento. Incluso
mas preferentemente, dichas moléculas se usan para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de
infecciones virales.

En las reivindicaciones y descripciéon detallada de la invencién se describen otras realizaciones de la presente
invencion.

Breve Descripcién de las Figuras en los Dibujos

La Figura 1 es una vista general estructural esquematica de la proteina APOBEC4 humana y las consecuencias de
la modificacion del extremo C, demostrada de forma ejemplar por un marcador HA.

La Figura 2 representa los mapas de vectores de plasmidos phA4-3xHA (Fig. 2A), phHA-A4cDNA3.1Zeo(+) (Fig 2B)
y phA4cDNA3.1Zeo(+) (Fig. 2C), respectivamente.

La Figura 3 muestra los resultados de la transferencia de western de células 293T cotransfectadas con NL4-3 de
VIH-1 y un plasmido de expresién que codifica una APOBEC4 no modificada, HA-APOBEC4 y APOBEC4-3xHA,
respectivamente.

La Figura 4 muestra los resultados de la transferencia de western de células T293 cotransfectadas con un plasmido
de expresion que codifica el virus indicador VIH-1 NL-luc R-E- y el plasmido de expresion que codifica la APOBEC4
no modificada, HA-APOBEC4 y APOBEC4-3xHA, respectivamente.

La Figura 5 muestra los resultados de los ensayos del virus indicador, en los que se muestra la cotransfeccién de las
células con el virus indicador VIH-1 NL-luc R-E y el plasmido de expresion que codifica la APOBEC4 no modificada,
HA-APOBEC4 y APOBEC4-3HA.

Descripcién Detallada

Definiciones

“APOBEC4”, como se usa en la presente invencion, se refiere a la proteina del polipéptido catalitico de tipo 4 de la
enzima de edicion del ARNm de la apolipoproteina B o al gen que codifica dicha proteina. Las proteinas APOBEC4
modificadas de la presente invencion que contienen secuencias de aminoacidos adicionales, por ejemplo, un
marcador tal como el marcador HA, se denominan HA-APOBEC4 si el marcador estd unido al extremo N de la
proteina APOBEC4 y APOBEC4-HA si el marcador estd unido al extremo C de la proteina APOBEC4. De esta
manera, V5-APOBEC4 y APOBEC4-V5 designan una proteina de fusion, en la que el marcador V5 esta fusionado al
extremo N y C de la proteina APOBECA4, respectivamente. Como ejemplo adicional, APOBEC4-3xHA designa una
proteina de fusion de APOBEC4 y tres marcadores HA fusionados secuencialmente al extremo C de APOBECA4. Los
acidos nucleicos o plasmidos se designan de la misma manera.

Los “virus” de la presente invencion incluyen todos los retrovirus, preferentemente lentivirus, mas preferentemente
VIH, VIS, VIF, VAIE, VLM, espumavirus, incluso mas preferentemente VIH-1, VIH-2, VISagm, VISmac, y ain mas
preferentemente VIH-1. Ademas, la presente invencion incluye virus mutados y/o truncados derivados de los
retrovirus anteriores. Una subserie de dichos retrovirus mutados/truncados son las denominadas “particulas de
vector” o “particulas virales”, que se refieren a retrovirus deficientes en la replicacion. De esta manera, las
particulas de vector retroviral de la presente invencidn son vectores retrovirales que pueden contener un ARN que,
tras la infeccién de una célula huésped o diana, se transcribe de forma inversa y se inserta en el genoma de dicha
célula. Este ARN puede contener un gen heterélogo, por ejemplo, el gen indicador de luciferasa de Photinus pyralis
como en el virus indicador NL-luc R-E- descrito méas adelante. Sin embargo, estar particulas de vector sélo contienen
un genoma incompleto del lentivirus del que proceden. En general, la molécula de ARN de la particula del vector no
comprende la informacién genética de los propios genes gag, env y/o pol, lo cual es un requisito minimo conocido
para la replicacion satisfactoria de un retrovirus. Como resultado, las particulas de vector son deficientes en la
replicacién, es decir, no pueden transducir una célula huésped o diana con la informacién genética requerida para su
propia replicacion.

De esta manera, una particula de vector comprende un minimo de las proteinas Gag, Pol y Env y una molécula de
ARN (que puede ser un vector de expresion). La molécula de ARN procede del genoma del retrovirus, pero no
comprende al menos uno de los genes gag, env o pol por si mismos. Sin embargo, para producir una particula de
vector segura y eficaz, en general estan ausentes dichos tres genes, asi como cualquier otro gen no esencial. En el
caso de VIH-1, dichos genes innecesarios del genoma de VIH-1 que pueden delecionarse de la molécula de ARN
incluyen tat, vif, vpr, vpu y nef.

La molécula de ARN también puede comprender todos los elementos, por ejemplo, el elemento psi y RTL del
genoma retroviral que se requieren para un empaquetamiento eficaz del ARN en las particulas de vector resultantes.
En el caso de un vector de expresion, la molécula de ARN preferentemente comprende un gen adicional
(normalmente heter6logo) que esta bajo el control de un promotor adecuado, por ejemplo, el promotor de CMV, y por
lo tanto se expresa tras la integracion del gen en el genoma de la célula huésped o diana.
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Por lo tanto, un ejemplo de una molécula de ARN que puede usarse para generar una particula de vector retroviral
se basa en el genoma de VIH-1 y comprende las RTL, el elemento psi y el promotor de CMV seguido del gen a
trasducir, por ejemplo, un gen indicador tal como el gen de una proteina GFP o el gen indicador de luciferasa de
Photinus pyralis. Tras la expresion de dichos genes indicadores, los titulos o la cantidad de las particulas de vector
generadas pueden determinarse convenientemente por ensayos convencionales. Los genes gag, env, pol, tat, vif,
vpr, vpu y/o nef de VIH-1 se retiran o se impide la expresion de sus productos génicos, por ejemplo, por una o0 mas
mutaciones de cambio de fase.

Otro ejemplo de un gen heter6logo comprendido por la molécula de ARN es el gen que codifica la proteina
APOBEC4 (modificada) de la presente invencion. De esta manera, la presente invencion proporciona particulas de
vector que se basan y presentan el tropismo de un retrovirus especifico, por ejemplo VIH-1, y para las que se busca
tratamiento, y comprende ademas un gen que codifica una proteina APOBEC4 modificada de la presente invencién
gue reduce la produccion del retrovirus. Dichas particulas de vector transfectaran las mismas células, posiblemente
infectadas por VIH-1, y posteriormente reduciran la produccion de VIH-1 por dichas células.

Los requisitos minimos de un vector de lentivirus basado en VIH-1 se han descrito por KIM, VN, y col. Minimal
requirement for a lentivirus vector based on human immunodeficiency virus type 1. J Virol. 1998, vol.72, no.1, p.811-
6.

La molécula de ARN descrita anteriormente junto con las proteinas gag, pol y env, que pueden proporcionarse en
trans por la linea celular de empaquetamiento, después se ensamblan en las particulas de vector o particulas
vectoriales, que podran infectar eficazmente a su célula diana o huésped, transcribir de forma inversa la molécula de
ARN que puede comprender un gen heterélogo bajo el control de un promotor, por ejemplo el promotor de CMV, e
integrar dicha informacion genética en el genoma de las células diana/huésped. Sin embargo, como la informacion
genética de las proteinas gag, pol y/o env no esta presente en la molécula de ARN transducida, las particulas del
vector o particulas vectoriales seran deficientes en la replicacién, es decir, no se producira en la célula transducida
ninguna nueva generacion de dichas particulas de vector.

El término “estabilizacion”, como se usa en al presente invencion, se refiere a una inhibiciéon o reduccion de la
degradacion de proteinas o una inhibicién o reduccién del transporte de la proteina desde, por ejemplo, el citosol a
otro compartimento celular o al exterior de la célula, conduciendo de esta manera a una mayor disponibilidad de la
proteina dentro de la célula, por ejemplo, en el citosol. El experto en la materia conoce diversas formas para
conseguir la estabilizacion de una proteina, entre otras, por modificacion de la proteina mediante sustituciones,
adiciones o deleciones de aminoéacidos. Una modificacion preferida para conseguir la estabilizacion es la adicion N-
terminal de una o mas secuencias de aminoacidos seleccionadas del grupo que consiste en el marcador V5, el
marcador c-myc y el marcador HA o una secuencia de aminoacidos homéloga a la misma.

El experto en la materia podré introducir facilmente mutaciones tales como, por ejemplo, adiciones y deleciones, en
una secuencia de 4cido nucleico o de amino&cidos dada. Dichas metodologias conocidas se desvelan, por ejemplo,
en Sambrook y col. (1989).

La invencion incluye particularmente secuencias de acido nucleico u homélogos de las mismas, o fragmentos Unicos
de las mismas. En la presente invencion, la secuencia de una molécula de acido nucleico que codifica una proteina
resultante se considera homologa a un a segunda molécula de acido nucleico si la secuencia de nucleétidos de la
primera molécula de acido nucleico es al menos aproximadamente un 70% idéntica, preferentemente al menos
aproximadamente un 80% idéntica y mas preferentemente al menos aproximadamente un 85%, 90%, 95% o0 99%
idéntica a la secuencia de la segunda molécula de acido nucleico. Como alternativa, la homologia entre dos
secuencias de &cido nucleico puede determinarse facilmente usando el algoritmo conocido BLASTN (ALTSCHUL,
SF, y col. Basic local alignment search tool. J Mol Biol. 1990, viol.215, n® 3, pags. 403-10) con parametros por
defecto. Como ejemplo adicional, otro ensayo conocido para averiguar la homologia de dos secuencias de acido
nucleico es si hibridan en condiciones de hibridacion normales, preferentemente en condiciones de hibridacion
rigurosas.

Usando las secuencias de acido nucleico desveladas en el presente documento, el experto en la materia puede
disefiar adicionalmente estructuras de acido nucleico que tengan funciones deseadas particularmente en diversos
tipos de aplicaciones. Por ejemplo, el experto en la materia puede construir oligonucleétidos o polinucleétidos para
uso como cebadores en los procedimientos de amplificacién de acido nucleico, tales como la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR), reaccion en cadena de la ligasa (LCR), Reaccién en Cadena de Reparaciéon (RCR), PCR-
ensayo de ligacidn de oligonucleétidos (PCR-OLA) y similares. También pueden construirse oligonucleétidos utiles
como sondas en estudios de hibridacién, tales como hibridacion in situ. Se conocen numerosos procedimientos para
marcar dichas sondas con radiois6topos, marcadores fluorescentes, enzimas y restos de unién (por ejemplo,
biotina), por lo tanto, las sondas de la presente invencién pueden adaptarse para la detectabilidad de una manera
sencilla.

La proteina de la presente invencién ademas incluye homoélogos funcionales. Una proteina se considera un
homdlogo funcional de otra proteina para una funcién particular, si el homdlogo tiene una funcién similar a la de la
proteina original. EI homologo puede ser, por ejemplo, un fragmento de la proteina o un mutante de sustitucion,
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adicion o delecién de la proteina.

La determinacion de si dos secuencias de aminoacidos son sustancialmente homologas tipicamente se basa en
busquedas FASTA de acuerdo con Pearson y col. PERASON, WR, y col. Improved tools for biological sequence
comparison. Proc Natl Acad Sci U S A. 1988, vol. 85, n° 8, pags. 2444-8. Por ejemplo, la secuencia de aminoacidos
de una primera proteina se considera homéloga a la de una segunda proteina si la secuencia de aminoacidos de la
primera proteina comparte al menos aproximadamente un 70% de identidad de secuencia de aminoéacidos,
preferentemente al menos aproximadamente un 80% de identidad y mas preferentemente al menos
aproximadamente un 85%, 90%, 95%, 97%, 99% o0 99,5%, aun mas preferentemente al menos un 99% de identidad,
con la secuencia de la segunda proteina.

El término “seudotipificado”, como se usa en la presente invencidn, se refiere a una particula de vector que lleva
glicoproteinas de la envuelta procedentes de otros virus que tienen envueltas. La serie de huéspedes de los
retrovirus o lentivirus de la presente invencioén, por lo tanto, pude expandirse o alterarse dependiendo del tipo de
receptor de la superficie celular usado por la glicoproteina.

Las proteinas gag, pol y env necesarias para ensamblar la particula del vector se proporcionan en trans por medio
de una linea celular de empaquetamiento, por ejemplo HEK-293T. Esto se consigue normalmente por transfeccion
de la linea celular de empaquetamiento con uno o mas plasmidos que contienen los genes gag, pol y env. Para la
generacion de vectores seudotipificados, el gen env, originalmente derivado del mismo retrovirus que los genes gag
y pol y que la molécula de ARN o vector de expresion, se cambia por la proteina o proteinas de la envuelta de un
virus de envuelta diferente. Como ejemplo, se usa la proteina G de VSV.

De esta manera, una particula de vector seudotipificado ejemplar basada en el retrovirus VIH-1 comprende (1) las
proteinas Gag y Pol de VIH-1, (2) una molécula de ARN derivada del genoma de VIH-1 que puede usarse para
generar una particula de vector retroviral basada en el genoma de VIH-1 que carece de los genes gag, env, pol, tat,
vif, vpr, vpu y nef, pero que comprende las RTL, el elemento psi y un promotor de CMV seguido del gen a transducir,
por ejemplo, un gen para la proteina GFP, y (3) la proteina G de VSV. De esta manera, la particula del vector
seudotipificado resultante presentara el tropismo de VSV.

Otro ejemplo es el virus indicador NL-luc R-E- que procede de la variante NL4-3 de VIH-1 y se caracteriza por una
delecién de los genes vpr, env y nef. Ademas, NL-luc R-E- lleva el gen indicador de luciferasa de Photinus pyralis y
esta seudotipificado con la proteina VSV-G.

Una particula de virus o vector “derivada de”, por ejemplo, VIH-1, como se usa en la presente invencion, se refiere
a una particula de virus o vector en la que la informacion genética del ARN y/o las proteinas Gag y Pol
comprendidas por la particula de virus o vector proceden originalmente del virus original, en el caso anterior VIH-1.
Como se ha descrito anteriormente, el genoma retroviral original puede comprender mutaciones tales como
deleciones, mutaciones de cambio de fase e inserciones.

El término “marcador”, como se usa en la presente invencion, se refiere a una secuencia de aminoacidos corta que
sirve como epitopo para la deteccién inmunolégica de la proteina de interés. Los marcadores usados en la presente
invencién son HA, V5 y c-myc.

Taxonomia

Los virus de la familia taxondmica Retroviridae comparten, como caracteristica de unificacion, un genoma de
ARNmc de cadena positiva (en el presente documento “ARN(+)mc”). Durante la infeccién, dicho ARN(+)mc no
puede usarse directamente como molde (ARNm) y, por lo tanto, la informacion genética de este virus primero se
transcribe de forma inversa desde ARN en ADN por una transcriptaza inversa proporcionada por el virus y
posteriormente se integra en el genoma del huésped. De esta manera, el término “retro” se refiere a la actividad de
la transcriptasa inversa y la transferencia de informacién genética desde el ARN al ADN. Actualmente se han
identificado mas de 570 virus individuales de la familia.

Una subfamilia de Retroviridae comprende los virus Orthoretroviridae, que incluyen los géneros de alfa-retrovirus,
por ejemplo, con especies del virus de la leucosis aviar (VLA) los gamma-retrovirus, por ejemplo, con especies del
virus de la leucemia murina (VLM) o el virus de la leucemia felina (VLF) o los delta-retrovirus, por ejemplo, con
especies del virus de la leucemia bovina (VLB) o el virus linfotropico T humano (VLTH).

Un género adicional de Orthoretroviridae, conocido como lentivirus, ha atraido recientemente mucho interés
principalmente debido a un miembro bien conocido, el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Sin embargo, el
género de lentivirus comprende muchos otros virus. Ademas de las especies de VIH-1 o VIH-2, el virus de la
inmunodeficiencia bovina (VIB), el virus de la inmunodeficiencia felina (VIF) y el virus de la inmunodeficiencia de
simio (VIS) son ejemplos de esfuerzos investigacion frecuentes y extensos. Puede encontrarse una vision general de
los retrovirus y lentivirus, respectivamente, por ejemplo en Vigna y col. y Palu y col. (VIGNA, E, y col. Lentiviral
vectors: excellent tools for experimental gene transfer and promising candidates for gene therapy. J Gene Med.
2000, vol.2, n® 5, pags. 308-16. PALU, G, y col. Progress with retroviral gene vectors. Rev Med Virol. 2000, viol.10,
n° 3, pags. 185-202).
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Caracteristicas Estructurales y Genéticas de Genomas Retrovirales

Los genomas de retrovirus competentes para la replicacion conocidos tipicamente comprenden los cuatro dominios
codificantes (gag, pro, pol, env), en los que gag codifica un polipéptido (en el presente documento “Gag”) en el que
los productos de escisién comprenden las proteinas estructurales principales del ndcleo del virus incluyendo las de
la matriz (MA), la cépsida (CA) y la nucleocapsida (NC). Pro codifica parte de la poliproteina (Gag-Pro o Gag-Pro-
Pol) en la que los productos de escision tipicamente incluyen proteasa (PR) y ocasionalmente dUTPasa (DU). Pol
codifica parte de la poliproteina (Gag-Pro-Pol), en la que los productos de escision tipicamente incluyen
transcriptasa inversa (TR) e integrasa (IN) y, en algunos lentivirus, dUTPasa (DU). En los espumavirus, pol se
expresa a través de un ARNm con cortes y empalmes como una poliproteina Pol-Pol. Env codifica una poliproteina
(Env) cuya escisién produce SU (superficie) y TM (transmembrana) que constituyen las proteinas estructurales de la
envuelta viral.

Ademas, los retrovirus tipicamente contienen dos repeticiones terminales largas (RTL) y una region de varios cientos
(~300-1800) pares de bases compuestas de U3-R-U5 (5 a 3) que estan localizadas en los dos extremos del genoma
no integrado e integrado (proviral). Ademas, generalmente esta presente dentro del genoma retroviral un elemento
psi. El elemento psi es una sefial de actuacion cis, localizada cerca del extremo 5’ del genoma y designa una sefial
de empaquetamiento, que tiene importancia durante el ensamblaje del virus y conduce a la incorporacion del ARN
viral en el nicleo viral. Los retrovirus mas complejos tipicamente comprenden otros genes reguladores. En el caso
de VIH-2, estos genes reguladores incluyen ref, tat, vif, nef, vpr y vpx.

Visién General de la Funcién de APOBEC4 en la Produccién de Virus

APOBEC4 es una proteina eucariota y se expresa principalmente en testiculos de mamifero, lo que sugiere que es
una enzima de edicion para ARNm implicados en la espermatogénesis. Como hipotesis de trabajo no limitante
(véase la Figura 1a), durante la replicacion viral se recluta un complejo que comprende APOBEC4 y al menos dos
factores adicionales y aln desconocidos (factor X y factor Y) y se usan por la maquinaria de replicacion del virus.
Como se representa en la Figura la, APOBEC4 comprende un domino de dedo de cinc
(hpesmlfemngyldsaiynndsirhiilysnnspcneanhcc, aa 93-134) y una cola de polilisina C terminal (kkkkkgkk, aa 360-
367), en el que la cola de polilisina permite la unién del factor Y, mientras que el factor X supuestamente se une al
domino de dedo de cinc. Ademds, se supone un exceso dentro de la célula de los dos factores, X e Y, en
comparacién con APOBEC4 enddgena.

La presente invencion se basa en el sorprendente descubrimiento experimental de que la expresion de la proteina
APOBEC4 en una célula que produce un retrovirus conduce a una mayor o menor produccion de retrovirus a partir
de dicha célula. Ademas, este efecto proviral se correlaciona directamente con la cantidad de ADN plasmidico que
codifica la proteina APOBEC4 usada para la cotransfeccion y, por lo tanto, con la proteina APOBEC4 expresada.
Este efecto proviral de correlacion de la expresion de APOBEC4 puede explicarse con una mayor formacién del
complejo APOBEC4 reclutado por el virus: como hay un exceso de factor X e Y, la cantidad de APOBEC4
complejada con factor X y factor Y sélo dependera de la cantidad de APOBEC4 expresada por la célula (y, por lo
tanto, depende de la cantidad de ADN plasmidico usado durante la transformacion). Se consiguié un aumento en la
produccién de virus de hasta 10 veces usando HA-APOBEC4 en comparacion con el control negativo (293T
transfectadas sélo con provirus).

Las proteinas se degradan de forma constante y se resintetizan por la célula (un proceso conocido como renovacion
de proteinas) o se transportan o translocan a diversos compartimentos celulares, por ejemplo, desde el citosol a las
mitocondrias. Por consiguiente, si se cambia la renovacion de proteinas, es decir, se impide o se ralentiza la
degradacion de proteinas, o se inhibe o ralentiza el transporte de la proteina desde el citosol a otro compartimento
celular, la proteina se acumulard en el citosol de la célula.

Sorprendentemente, los inventores descubrieron que la estabilizacién/modificacion de la proteina APOBEC4 por
modificacién del extremo N, entre otras cosas, por adicion de una secuencia de aminodacidos, por ejemplo, el
marcador V5, el marcador c-myc o el marcador HA, y la expresion de dicha proteina en una célula que produce un
retrovirus o particulas virales del mismo, conduce a un aumento de la produccién de retrovirus o particulas virales
por dicha célula en comparacion con la expresion de APOBEC4 no modificada dentro de esa célula. La cantidad de
virus que se detectaron por ensayos de transcriptasa inversa o transferencia de western aproximadamente en los 2
dias posteriores a la cotransfeccién en el sobrenadante de las células mostré un aumento de 5-10 veces.

Otro aspecto de la presente invencidon se basa en el sorprendente descubrimiento de que la modificacion del
extremo C de la proteina APOBEC4, entre otras cosas, por adicién de al menos un marcador V5, marcador c-myc o
marcador HA, y la posterior expresion de dicha proteina APOBEC4 modificada conduce a una produccién reducida
drasticamente (hasta un 95% o mas) de retrovirus o particulas virales del mismo por dicha célula. Ademas, este
efecto antiviral-viral se correlaciona directamente con la cantidad de ADN plasmidico que codifica la proteina
APOBEC4 modificada usada para la cotransfeccion y, por lo tanto, con la proteina APOBEC4 modificada expresada
por la célula. Este efecto antiviral de correlacion de la presente invencion puede explicarse por la competicion de la
APOBEC4 modificada expresada con la APOBEC4 enddgena por el factor X. La proteina APOBEC4 modificada en
el extremo C se unira al factor X, pero no podra unirse al factor Y para formar una APOBEC4 funcional complejada
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con factor X y factor Y que se necesita por el virus para la replicacion. Por consiguiente, como la APOBEC4
modificada compite por el factor X, estara disponible menos de dicho factor X para la APOBEC4 enddgena y, por lo
tanto, se formara menos complejo de APOBEC4 funcional, conduciendo a la reduccion observada de la produccion
de virus por la célula, es decir, el efecto antiviral.

Proteinas APOBEC4 y Construcciones

Se desvela que existen proteinas APOBEC4 de diversas especies, mamiferos y seres humanos. La presente
invencion hace uso de APOBEC4 humana. Las proteinas APOBEC4 preferidas incluidas por la invenciéon son
proteinas APOBEC4 modificadas de acuerdo con las ensefianzas desveladas en la presente memoria.

En general, la presente invencién incluye proteinas APOBEC4 modificadas que estan estabilizadas,
preferentemente, por modificacién de, por ejemplo, el extremo N, entre otras cosas, por adicion de una secuencia de
aminoéacidos, por ejemplo, el marcador V5, el marcador c-myc o, preferentemente, el marcador HA. Ademas,
también se mencionan explicitamente como secuencias de aminoacidos que pueden usarse para modificar la
proteina APOBEC4 de acuerdo con la presente invencidon secuencias de aminoacidos que son homélogas al
marcador V5, el marcador c-myc o, preferentemente, el marcador HA, preferentemente al menos un 90% idénticas a
las mismas. Ademas, se desvelan proteinas APOBEC4 que estan modificadas para inhibir o reducir la unién de al
menos un factor necesario para formar el complejo de APOBEC4 que se recluta durante la replicacion viral. El
experto en la materia conoce una multitud de medios para modificar una proteina para inhibir o reducir la union de
factores a la misma. Las proteinas APOBEC4 preferidas de la invencion incluyen proteinas APOBEC4 modificadas
en el extremo C por la adicién de al menos una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en el
marcador V5, el marcador c-myc y el marcador HA o una secuencia de aminoacidos homéloga a los mismos.
Ademas, también se mencionan explicitamente como secuencias de aminoacidos que pueden usarse para modificar
la proteina APOBEC4 de acuerdo con la presente invencion, secuencias de aminoacidos que son homélogas al
marcador V5, al marcador c-myc o, preferentemente, al marcador HA, preferentemente al menos un 90% idénticas a
los mismos. También se desvelan proteinas APOBEC4 que estan mutadas dentro del domino de dedo de cinc,
preferentemente por sustituciones de aminoacidos E95A, C127A y C134A. Las proteinas APOBEC4 modificadas
mas preferidas de la presente invencion son HA-APOBEC4, APOBEC4-HA, APOBEC-3xHA. También se desvela
APOBEC4 completa que carece de la cola de polilisina.

También se incluyen acidos nucleicos que codifican las proteinas APOBEC4 de la presente invencién, por ejemplo
plasmidos construidos para la expresion de dichas proteinas. Ademds, también se incluyen todas las proteinas y
acidos nucleicos homélogos a la proteina APOBEC4 o a los acidos nucleicos de la presente invencion.
Preferentemente, la secuencia de aminoacidos de la proteina homdloga o la secuencia de acido nucleico del acido
nucleico homologo es al menos un 90%, 95%, 97%, 99% o0 99,5% idéntica a las proteinas APOBEC4 o los acidos
nucleicos de la presente invencion.

Dada la hipotesis de trabajo indicada anteriormente, evidentemente el experto en la materia puede obtener una
multitud de proteinas APOBEC4 modificadas adicionales y homdlogos funcionales de las mismas. También se
desvela KRR1 (nimero de acceso del GeneBank NP_008974), la proteina 2 de union a rev de VIH-1 humano que
comprende de forma similar una cola de polilisina. De esta manera, también se desvela KRR1-HA, HA-KRR1,
KRR1-3xHA y KRR1 con una cola de polilisina truncada o mutada. Ademas, se desvela que la cola de polilisina de la
propia APOBEC4, en forma no modificada o que comprende sustituciones de aminoacidos, puede competir por al
menos uno de los factores necesarios para formar un complejo de APOBEC4 funcional reclutado durante la
reproduccion viral.

Células

Aunque la presente invencién se ha descrito de forma ejemplar y estudiado en células 293T y células Hela, se
contempla que pueden usarse otras células de acuerdo con las ensefianzas de la presente invencion.
Preferentemente, las células usadas de acuerdo con la presente invencion son células humanas, macréfagos,
linfocitos T, células madre, células antdlogas, asi como células progenitoras o lineas celulares de las mismas. Méas
preferentemente, las células son células 293T o células Hela.

Usos Médicos y Composiciones Farmacéuticas

Las construcciones de la presente invenciéon pueden usarse directamente en una diversidad de aplicaciones
médicas o para la fabricacién de medicamentos.

En un aspecto de la invencion, las proteinas APOBEC4 estabilizadas/modificadas en el extremo N de la invencién
pueden expresarse en una célula que produce un retrovirus o particulas virales del mismo y usarse para aumentar la
produccién de retrovirus o particulas virales por dicha célula. Por lo tanto, la presente invencién proporciona un
procedimiento para aumentar la produccion de retrovirus, entre otros, VIH, VIS, VIF, VAIE, VLM, VIH-1, VIH-2,
VISagm, VISmac, espumavirus o particulas virales de los mismos en una célula que posteriormente puede aislarse y
usarse para la vacunacion contra dicha retrovirus.

En otra realizacion, la presente invencion puede usarse para terapia génica, entre otras cosa, para tratar, inhibir o
8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2370 888 T3

reducir la produccion de un retrovirus en un mamifero. En una realizacién, los virus o particulas virales de la
presente invencion, o preparaciones farmacéuticas de los mismos, pueden administrarse a un mamifero,
preferentemente un ser humano o un caballo. Si los virus o particulas virales presentan el mismo tropismo que el
retrovirus que se va a tratar, entonces se producird la infeccion selectiva de las células del mamifero que son células
diana del retrovirus a tratar por los virus o particulas virales de la presente invencion. Tras la entrada en la célula, los
virus o particulas virales de la invencidon expresan la proteina APOBEC4 modificada en el extremo C, lo cual
posteriormente conduce a una reduccién en la produccion viral a partir de dicha célula. Como ejemplo, si se va a
tratar VIH-1, al mamifero se le administran virus derivados de VIH-1 y que comprenden la informacion genética de
una proteina APOBEC4 modificada en el extremo C, preferentemente APOBEC4-3xHA. Cuando los virus
administrados proceden de VIH-1, presentan el mismo tropismo que un virus VIH-1 y, por consiguiente, infectaran a
los mismos tipos celulares, por ejemplo, linfocitos T. Las células infectadas ahora expresaran la proteina APOBEC4
modificada en el extremo C, lo cual reducira la produccion de VIH-1. Es evidente para el experto en la materia que
de esta manera pueden tratarse infecciones con cualquier otro retrovirus, incluyendo VIH, VIS, VIF, VAIE, VLM, VIH-
1, VIH-2, espumavirus, VISagm y VISmac.

Se desvela que los virus o particulas virales de la presente invencion que llevan la informacion genética de la
proteina APOBEC4 modificada en el extremo C de acuerdo con la presente invencion pueden usarse para transducir
células diana retrovirales ex vivo y después se puede reintroducir estas células en el mamifero a tratar. En el caso
del VIH, las células diana preferentemente son linfocitos T auxiliares y/o macréfagos o sus células progenitoras.

Se desvela que la construccién de transferencia que puede transducirse al interior de las células diana del retrovirus
por medio de los virus o particulas virales de la presente invencién codifica ARNhc/ip que se dirige a la APOBEC4
enddgena y codifica adicionalmente una APOBEC4 terapéutica de codones optimizados, por ejemplo, APOBEC-
3xHA o APOBEC-HA, que no se ve afectada por las moléculas de ARNhc/ip. La construccidon de transferencia
codifica un anticuerpo que se dirige a la APOBEC4 enddgena y puede codificar o no una proteina APOBEC4
terapéutica modificada, que no se ve afectada por los anticuerpos.

Pueden formularse composiciones farmacéuticas basadas en las construcciones de la presente invencion de
cualquier manera convencional usando uno o0 mas vehiculos o excipientes fisiolégicamente aceptables. De esta
manera, los virus o particulas virales, acidos nucleicos, proteina y compuestos que inhiben la transcripcion y/o
expresion de APOBEC4 o el funcionamiento apropiado de APOBEC4 de la presente invencion pueden formularse
por administracion, por ejemplo, por inyeccion, inhalacion o aislamiento (a través de la boca o la nariz) o por
administracion oral, bucal, parenteral o rectal.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién pueden formularse para una diversidad de modos de
administracion, incluyendo la administracién sistémica, topica o localizada. Pueden encontrarse técnicas y
formulaciones, por ejemplo, en Remington’s Pharmaceutical Sciences, Meade Publishing Co., Easton, Pa. Para la
administracion sistémica, se prefiere la inyeccion, incluyendo la inyeccion intramuscular, intravenosa, intraperitoneal
y subcutanea. Para la inyeccion, las composiciones farmacéuticas de la presente invencién pueden formularse en
soluciones liquidas, preferentemente en tampones fisiolégicamente compatibles tales como solucion de Hank o
solucion de Ringer. Ademas, las composiciones farmacéuticas pueden formularse en forma soélida y redisolverse o
suspenderse inmediatamente antes del uso. También son adecuadas formas liofilizadas de la composicion
farmacéutica.

Para la administracién oral, las composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden tomar la forma de, por
ejemplo, comprimidos o cépsulas preparadas por medios convencionales con excipientes farmacéuticamente
aceptables tales como agentes aglutinantes (por ejemplo, almidén de maiz pregelatinizado, polivinilpirrolidona o
hidroxipropil metilcelulosa); cargas (por ejemplo, lactosa, celulosa microcristalina o fosfato acido célcico); lubricantes
(por ejemplo, estearato de magnesio, talco o silice); disgregantes (por ejemplo, almidén de patata o almidén glicolato
sadico); o agentes humectantes (por ejemplo, lauril sulfato sodico). Los comprimidos también pueden revestirse por
procedimientos bien conocidos en la técnica. Las preparaciones liquidas para administracion oral pueden tomar la
forma de, por ejemplo, soluciones, jarabes o suspensiones, o pueden presentarse como un producto seco para
reconstituirse con agua u otro vehiculo adecuado antes del uso. Dichas preparaciones liquidas pueden prepararse
por medios convencionales con aditivos farmacéuticamente aceptables tales como agentes de suspension (por
ejemplo, jarabe de sorbitol, derivados de celulosa o grasas comestibles hidrogenadas); agentes emulsionantes (por
ejemplo, lecitina 0 goma arabiga); vehiculos no acuosos (por ejemplo, aceite de almendras, ésteres oleosos, alcohol
etilico o aceites vegetales fraccionados); y conservantes (por ejemplo, p-hidroxibenzoatos de metilo o propilo o acido
soérbico). Las preparaciones también pueden contener sales tampon, agentes saporiferos, colorantes y edulcorantes
cuando sea apropiado.

Las composiciones farmacéuticas pueden formularse para administracion parenteral por inyeccién, por ejemplo, por
inyeccion en embolada o infusién continua. Las formulaciones para inyeccion pueden presentarse en una forma de
dosificacién unitaria, por ejemplo, en ampollas o recipientes multidosis, con un conservante afiadido opcionalmente.
Las composiciones farmacéuticas pueden formularse adicionalmente como suspensiones, soluciones o emulsiones
en vehiculos oleosos 0 acuosos, y pueden contener otros agentes que incluyen agentes de suspension,
estabilizantes y/o dispersantes.
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Ademas, las composiciones farmacéuticas pueden formularse también como una preparacién de depdsito. Estas
formulaciones de accion prolongada pueden administrarse por implantacion (por ejemplo, subcutdnea o
intramuscular) o por inyeccion intramuscular. De esta manera, por ejemplo, los compuestos pueden formularse con
materiales poliméricos o hidr6fobos adecuados (por ejemplo, como una emulsidn en un aceite aceptable) o resinas
de intercambio i6nico, o como derivados moderadamente solubles, por ejemplo, como una sal moderadamente
soluble. Otros sistemas de liberacion adecuados incluyen microesferas, que ofrecen la posibilidad de una liberacion
local no invasiva de farmacos durante un periodo de tiempo prolongado. Esta tecnologia puede incluir microesferas
que tienen un tamafio precapilar, que pueden inyectarse a través de un catéter coronario en cualquier parte
seleccionada de un drgano sin producir inflamaciéon o isquemia. El agente terapéutico administrado después se
libera lentamente desde las microesferas y se absorbe por las células circundantes presentes en el tejido
seleccionado.

La administracion sistémica también puede ser por medios transmucosos o transdérmicos. Para la administracion
transmucosa o transdérmica, se usan en la formulacién penetrantes apropiados para la barrera a atravesar. Dichos
penetrantes se conocen generalmente en a técnica e incluyen, por ejemplo, para la administracion transmucosa,
sales biliares y derivados de acido fusidico. Ademas, pueden usarse detergentes para la facilitar la infiltracion. La
administracion transmucosa puede realizarse usando pulverizaciones nasales o supositorios.

Ensayos de Seleccidon de Compuestos Antivirales

El papel clave que juega APOBEC4 en la reproduccion retroviral hace que sea una diana importante para los
farmacos antirretrovirales. De esta manera, APOBEC4 puede usarse en un ensayo para seleccionar compuestos
que inhiban la transcripcion y/o expresion de APOBEC4, y/o la funcién de APOBEC4 en la reproduccion retroviral.

Como se descubri6 que APOBEC4 enddgena se expresa en, entre otras, células 293T o células Hela, dichas
células podrian usarse en un ensayo de alto rendimiento para seleccionar compuestos que inhiban la transcripcion
y/o expresion de APOBECA4. Es evidente para el experto en la materia que también podrian usarse en dicho ensayo
células o lineas celulares que expresen APOBEC4 enddgena.

En una realizacion de la invencién, el procedimiento para seleccionar compuestos antivirales comprende las etapas
de poner en contacto una célula que expresa una proteina APOBEC4 humana con un compuesto de ensayo y
determinar si el compuesto de ensayo afecta a la transcripcion y/o expresion de APOBEC4 en dicha célula, en el
que una reduccién en la transcripcién y/ expresion de APOBEC4 indica que el compuesto de ensayo es un
compuesto antiviral. En una realizacion preferida, la transcripcion y/o expresién de APOBEC4 de una primera célula
en presencia del compuesto de ensayo se compara con la transcripcion y/o expresién de APOBEC4 de una segunda
célula que no ha estado en contacto con el compuesto de ensayo, en el que una reduccién en la transcripcion y/o
expresion de APOBEC4 en la primera célula indica que el compuesto de ensayo es un posible compuesto antiviral.
Preferentemente, las células usadas en el procedimiento de seleccién son células humanas, macréfagos, células T,
células madre, células autdlogas asi como células progenitoras o lineas celulares de las mismas. Mas
preferentemente las células son células 293T o células HelLa. Preferentemente, la transcripcion y/o expresion de
APOBEC4 se determina por RT-PCR, transferencia de Northern y transferencia de Western, respectivamente.

En una realizacion adicional, la invencion se refiere a un procedimiento de seleccion para seleccionar compuestos
antivirales. Inicialmente pueden seleccionarse compuestos candidatos o disefiarse quimicamente basandose en su
unién predicha o determinada a la proteina APOBEC4. La unién predicha de un compuesto, por ejemplo, una
proteina, a APOBEC4, puede calcularse usando algoritmos de acoplamiento conocidos por el experto en la materia
que producen muchas estructuras posibles de un complejo proteina-proteina proteina-compuesto y, en la mayoria
de los casos, alguno de ellos imitan la estructura correcta dentro de un valor de r.m.s.d. (desviacién cuadratica
media) de <3A. Puede usarse el analisis de unién BIOCOR para medir la unién de un compuesto dado a APOBECA4.
Después se infectan células 293T con un retrovirus y se determina el titulo del retrovirus en presencia y ausencia de
uno o mas de los compuestos candidatos seleccionados. Una reduccion en el titulo indica que el compuesto
candidato interfiere con el ensamblaje del retrovirus por interaccion con la proteina APOBEC4 vy, por lo tanto, es un
posible farmaco antirretroviral.

Como ejemplo adicional, se usan moléculas de ARNip o ARNhc dirigidas contra el ARNm de APOBEC4 como
compuestos de ensayo antirretrovirales. Es de esperar que el silenciamiento (knock-down) de APOBECA4 por dichas
moléculas de ARNip o ARNhc reduzca en gran medida la liberacion de virus por la célula infectada. Por lo tanto,
pueden usarse moléculas de ARNip o ARNhc como farmacos antirretrovirales.

Ejemplos

Generacion de Plasmidos

Para la expresion de APOBEC4 y APOBEC4 modificada se generaron plasmidos por PCR, partiendo del ADNc de
APOBEC4 (nimero de acceso del GeneBank NM_203454) de células germinales humanas. La proteina APOBEC4
no modificada y la proteina de fusion de APOBEC4 modificada que comprendia una adicién N-terminal de un
marcador se expresaron a partir del plasmido pcDNA3.1/Zeo(+) (Invitrogen). La proteina de fusién de APOBEC4
modificada que comprendia una adicion C-terminal de un marcador se expresoé a partir del plasmido pMHC3xHA.
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Para ilustrar con un ejemplo, se usaron los siguientes cebadores para la generacién de phA4-3xHA (SEC ID N°: 1y
2), un plasmido de expresién basado en el plasmido pMHC3xHA y que expresaba la proteina APOBEC4 humana
modificada con tres marcadores HA fusionados al extremo C: cebador 5’; cag gcg gta cca gcc tgg aga caa att gat gg
(SEC ID Ne: 7), cebador 3': gac ttg gat ccc ctt tct tcc ctt tct tet tet tet ttt cat ctg cct cct tge tac (SEC ID N°: 8).

Para la generacion del plasmido de expresion pHA-hA4_cDNA3.1Zeo(+) (SEC ID N°:3 y 4), basado en el plasmido
pcDNA3.1/Zeo(+) y que expresa la proteina APOBEC4 modificada con un marcador HA fusionado al extremo N, se
usaron los siguientes cebadores: cebador 5': cgg atc cct agc aat ggg ata tcc ata cga tgt tcc aga tta cgc tga gcc cat
ata tga gga gta cc (SEC ID N°: 9), cebador 3': gaa ttc ttt att tct tcc ctt tct tct tct tc (SEC ID N°: 10).

Para la generacion del plasmido de expresion phA4_cDNA3.1Zeo(+) (SEC ID N°: 5y 6), de forma similar basado en
el plasmido pcDNA3.1/Zeo(+) y que expresa la proteina APOBEC4 humana, se usaron los siguientes cebadores:
cebador 5’ cgg atc cct agc aat gga gcc cat ata tg (SEC ID N°: 11), cebador 3’ gaa ttc ttt att tct tcc ctt tct tct tct tc (SEC
ID N°: 12).

Los amplicones generados se clonaron en los vectores plasmidicos respectivos usando las enzimas de restriccion
BamHI y EcoRI. Las Figuras 2A-C muestran mapas plasmidicos de los tres vectores de expresion ilustrados en los
ejemplos phA4-3xHA, pHAhA4_cDNA3.1Zeo(+) y phA4_cDNA3.1Zeo(+), respectivamente.

El experto en la materia sabra cémo generar diferentes vectores de expresion que comprenden, entre otras cosas,
diferentes marcadores, por ejemplo, el marcador V5 o c-myc, un numero diferente de marcadores o como introducir
un namero diferente de marcadores o como introducir mutaciones en el gen APOBEC4 para, por ejemplo, truncar o
delecionar completamente la cola de poli-lisina C-terminal, o insertar mutaciones al dominio de dedo de cinc.

Cultivo Celular

A continuacion se ilustra un ejemplo de un cultivo celular de células 293T. Las ensefianzas de la presente invencion,
consideran e incluyen el uso de diferentes células.

Se cultivaron células 293T adherentes en DMEM (GIBCO/BRL). Para el pase de las células, las células se
separaron usando una solucién de EDTA 1 mM/PBS y se transfirieron a medio limpio (1:10) dos veces por semana.
Las células se lavaron usando PBS (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, NaH;PO4 4,3 mM, K H,PO4 1,4 mM). Todos los
medios de cultivo se complementaron con suero bovino fetal al 10% (FCS, Biochrom KG), L-glutamina 2 mM
(Biochrom KG) y antibiéticos (100 U/ml de penicilina, 50 mg/ml de estreptomicina [Biochrom KG]). El FCS se incub6
durante 30 minutos a 46 °C para la inactivacion de los componentes del sistema de complemento. El cultivo de las
células se realiz6 en un incubador de células (BBD 6220, Heraeus) a 37 °C y con CO- al 5%.

Transfeccién y Produccion de Sobrenadante de Cultivo de Células Virales

Un dia antes de la transfeccion, se sembraron 0,8 x 10° células 293T por pocillo de la placa de cultivo celular. Para
la transfeccion, se uso LipofectamineLTX (Invitrogen) en una relacion 2:1 (ul de LipofectamineLTX : pg ADN
plasmidico) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.

Para la produccion del sobrenadante de cultivo de células virales, las células se co-transfectaron con 1 pg ADN
plasmidico de un genoma proviral, si era necesario 0,5 pug de vector de expresion pMD.G (que expresa la proteina
VSV-G) y 0-3 ug del plasmido de APOBEC4 respectivo. Si era necesario, se afiadia plasmido pCDNA3.1 para
mantener la cantidad total de ADN afiadida en 45 ng. La recogida del sobrenadante viral se realizé 48 después de la
transfeccion. Los residuos celulares contenidos en los sobrenadantes se retiraron por filtracion usando filtros con un
tamafio de poro de 45 um (Sartorius). El filtrado se almacend a -80 °C.

Ensayo de Virus Indicador de Luciferasa

Los virus indicadores permiten un analisis rapido y cuantitativo de las interacciones de los componentes celulares y
virales asi como de los factores antivirales. Para estudiar la influencia de APOBEC4 sobre la interaccion virus-
huésped, se empleé el virus indicador seudotipificado de VSV-G NC-luc R-E. NC-luc R-E procede de la variante de
VIH-1 NL4-3 y se caracteriza por una delecion de los genes env y net. Ademas, NL-luc R-E lleva el gen indicador de
luciferasa de Photinus pyralis.

Se transfectaron células 293T con una cantidad igual de los diferentes plasmidos. 48 horas después de la
transfeccion y la produccion de virus/particulas virales con o sin la APOBEC4 (modificada) de la presente invencion,
se recogieron virus/particulas virales y se analizaron los lisados celulares (de aproximadamente 2 x 10* células) con
respecto a la expresion de luciferasa usando el Kit Stadylite HTS (Perkin Elmer) y de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante.

Electroforesis en Gel de Poliacrilamida Desnaturalizante (SDS-PAGE) y Transferencia de Western

Para la lisis celular se lavaron células 293T en 1 ml de PBS después de recoger los virus/particulas virales, se
separaron usando PBS/EDTA, se sedimentaron (250 rpm, 5 min a TA) y se realizé la lisis durante una incubacién de
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5 minutos en hielo después de la adicién de tampodn de lisis RIPA (TRIS 25 mM, pH 8, NaCl 137 mM, glicerina al 1%,
SDS al 0,1 %, Na-desoxicolato al 0,5% y NaPOg al 1 %). Después de una etapa de centrifugacion de 10 minutos a
14.000 rpm y 4 °C, se realizd la concentracion de la proteina del sobrenadante de acuerdo con Bradford: se
afiadieron 5 pl del sobrenadante a 1.000 ul de reactivo de Bradford (Bio-Rad, Hercules, USA) y se midi6 la absorcién
a 595 nm usando un espectrometro (Gene Quant II, RNA/DNA-Calculator, Pharmacia Biotech).

Para la SDS-PAGE vy transferencia de Western el lisado celular correspondiente a 30 ug de proteina total se cargd
en geles con gradiente de NuPAGE (4-12%; Invitrogen) y se realizé una electroforesis de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante. La membrana de PVDF (Invitrogen) se incubd con solucion de blogueo (PBS, leche
en polvo al 5%, Tween 20 al 0,5% [Roth]) durante 1 hora o durante una noche a 4 °C para prevenir una union
inespecifica del anticuerpo primario. Como anticuerpos primarios, se usaron anti-HA de raton (1:5.000 en solucion
de bloqueo MMS-101 P, Covance), anti-oTubulina de ratén (1:10000, B5-1-2, Sigma) o antip24 de ratén (1:800, 183-
H12-5C). El siguiente reactivo se obtuvo a través de NIH AIDS Research and Reference Reagent Program, Division
of AIDS, NIAID, NIH: HIV-1 p24 Monoclonal Antibody (183-H12-5C) del Dr. Bruce Chesebro and Kathy Wehrly).
Como anticuerpo secundario, se usé un anticuerpo anti-ratén conjugado con peroxidasa de rabano picante (1:7500
GE Healthcare). Antes y después de cada periodo de incubacion, la membrana se lavo primero con solucién de
lavado 1 (PBS, Tween20 al 0,5%) dos veces y posteriormente se incubd en solucion de lavado 2 (PBS, Tween20 al
0,1%) durante 25 minutos. Como sustrato se us6 Lumigen PS-3 Acridan (ECL plus Western Blotting Detection
System, GE Healthcare), cuya conversion enzimatica conduce a emision de luz. La deteccion de la emision de luz se
realizé usando Amersham Hyperfilm ECL (GE Healthcare) en solucion de desarrollo (Curix 60, Agfa).

Ejemplo 1: Modulacién de la Produccién de Virus VIH-1 NL4-3 por la Expresién de APOBEC4

A continuacion se usan células 293T como tipo celular ejemplar y se usa VIH-1 como virus ejemplar.

Se co-transfectaron células 293T como se han descrito anteriormente con un vector de expresion que comprendia la
secuencia de acido nucleico proviral de la variante de VIH-1 NL4-3 y vectores de expresion que codifican la proteina
APOBEC4 humana no modificada, asi como proteinas APOBEC4 humanas modificadas HA-APOBEC4, APOBEC-
HA and APOBECA4-3xHA, respectivamente. Posteriormente, se determiné la produccion de virus en el sobrenadante
viral (V) y lisados celulares (C), respectivamente, en un ensayo de transcriptasa inversa (RT-PCR; no mostrado) y
transferencia de western. Especificamente, se evalud la expresion del antigeno p24 de VIH, el marcador HA y la
tubulina.

La Figura 3 muestra los resultados de la transferencia de western. La co-transfeccién de las células con VIH-1 NL4-3
y el pldsmido de expresion que codifica la proteina APOBEC4 no modificada conducen a un aumento en la
produccién viral tanto en el sobrenadante viral (V) como en los lisados celulares (C) que esta correlacionado de
forma directa y lineal con la cantidad de plasmido de APOBEC4 usado durante la co-transfeccién (Fig. 3, panel
central).

La co-transfeccion con el plasmido de expresion que codificaba la proteina HA-APOBEC4 conduce a un mayor
aumento en la produccion viral tanto en el sobrenadante viral como en los lisados celulares en comparacion con la
co-transfeccion con la proteina APOBEC4 no modificada. La produccién viral que dio como resultado la co-
transfeccion con el plasmido de expresion HA-APOBEC4 aument6 de 5 a 10 veces en comparacion con la de la co-
transfeccion con el plasmido de expresibn APOBEC4. De forma similar, la cantidad de virus producidos se
correlacionaba directa y linealmente con la cantidad de plasmido HA-APOBEC4 usado durante la co-transfeccion
(Fig. 3, panel inferior).

La co-transfeccion con el plasmido de expresion que codificaba la proteina APOBEC4-3xHA condujo a una drastica
reduccion (hasta el 95%) en la produccion viral tanto en el sobrenadante viral como los lisados celulares en
comparacion con la co-transfeccion con la proteina APOBEC4 no modificada. De forma similar, el grado de
inhibicion de la produccion de virus se correlacionaba directa y linealmente con la cantidad de plasmido de
APOBEC4-3xHA usado durante la co-transfeccion (Fig. 3, panel superior). Se obtuvieron resultados similares
usando un plasmido de expresion que codificaba APOBEC4-HA (no mostrado).

Conjuntamente, los resultados indican que se recluta un complejo de APOBEC4 por la célula infectada con virus
durante la produccién de virus. Si esta presente proteina APOBEC4 adicional, se aumenta la produccion de virus. La
expresion de una proteina APOBEC4 modificada que se estabiliza por modificacion del extremo N, entre otros, por
adicion de una secuencia de aminoacidos, por ejemplo, el marcador HA, conduce a una mayor cantidad de
complejos de APOBEC4 en la célula y por lo tanto a una mayor produccion del virus por dicha célula. La expresion
de una proteina APOBEC4 modificada cuya unién a la cola de poli-lisina C-terminal se reduce o se inhibe, entre
otras cosas, por modificacion del extremo C, por ejemplo, por adicion de una secuencia de aminoacidos como
marcador HA o tres marcadores HA, conduce a una menor cantidad de complejo de APOBEC4 en la célula y por lo
tanto una menor produccidn del virus por dicha célula.

Ademas, como es evidente por los resultados, por ejemplo, de la transferencia de western, los efectos pro- y
antivirales, respectivamente de acuerdo con la presente invencion se correlacionan directamente con la cantidad de
vector de expresion de APOBEC4 usado para la transfeccion. En otras palabras, la relacion entre el vector de
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expresion que codifica el genoma proviral y el vector plasmidico que codifica la proteina APOBEC4 (modificada)
determina el nivel de aumento o reduccion de virus por la célula transfectada. Como la cantidad de ADN que puede
transfectarse a una célula esta limitada debido a la citotoxicidad del reactivo de transfeccion, se generaron lineas
celulares que expresaban de forma estable la proteina APOBEC4 (modificada) y posteriormente se transfectaron
con vectores de expresion que codificaban diversos genomas provirales. En dichas lineas celulares, claramente se
aumentaron los efectos pro- y antivirales de la presente invencién.

Ejemplo 2: Modulacién de la Produccién de Virus VIH-1 NL-luc R-E por la Expresion de APOBEC4

Se repitieron los experimentos del Ejemplo 1 usando el derivado de VIH-1 NL4-3 NL-luc R-E-, seudotipificado con la
proteina VSV-G.

La Figura 4 muestra los resultados de la transferencia de western que confirman los descubrimientos del Ejemplo 1.
La co-transfeccién de las células con un plasmido de expresion que codifica el virus indicado y el plasmido de
expresion que codifica la proteina APOBEC4 no modificada conduce a un aumento en la produccion viral tanto en el
sobrenadante viral como en la célula (Fig. 4, panel central); la co-transfecciéon con el plasmido de expresion que
codifica la proteina HA-APOBEC4 conduce a un aumento mayor en la produccion viral (Fig. 4, panel inferior) y la co-
transfeccion con el plasmido de expresion que codifica la proteina APOBEC4-3xHA conduce a una reduccién
drastica de la produccion viral (Fig. 4, panel superior). De forma similar, el grado de aumento o reduccion en la
produccién de virus se correlaciona directa y linealmente con la cantidad de plasmido de expresién de APOBEC4
usado durante la co-transfeccion. Se obtuvieron resultados similares usando un plasmido de expresion que
codificaba APOBEC4-HA (no mostrado).

Conjuntamente, los resultados indican que los efectos pro- y antivirales desvelados por la presente invencién no se
restringen al genoma proviral de tipo silvestre sino que también son aplicables, por ejemplo, a virus seudotipificados.

Ejemplo 3: Ensayos con Virus Indicador

El virus indicador seudotipificado VSV-G NL-luc R-E- se empleé para verificar los resultados determinados por
transferencia de western. Se transfectaron células 293T como se ha descrito anteriormente, se recogieron los virus y
los lisados celulares de aproximadamente 2 x 10* células se analizaron con respecto a la expresion de luciferasa.

La Figura 5 muestra los resultados de los ensayos con virus indicador y demuestra que la expresion del gen
indicador de luciferasa (en lugar del gen nef viral) depende de la expresion de APOBEC4 de la misma manera que la
produccién de virus depende de la expresion de APOBECA4. La co-transfeccion de las células con NL-luc R-E- y el
plasmido de expresion que codifica la proteina APOBEC4 no maodificada conduce a un aumento en la actividad
luciferasa que se correlaciona directa y linealmente con la cantidad de plasmido APOBEC4 usado durante la co-
transfeccion.

La co-transfeccion con el plasmido de expresion que codifica la proteina HA-APOBEC4 conduce a un mayor
aumento en la actividad de luciferasa en comparacion con la co-transfeccion con la proteina APOBEC4 no
modificada. De forma similar, el aumento en la actividad luciferasa se correlaciona de forma directa y lineal con la
cantidad de plasmido de HA-APOBEC4 usado durante la co-transfeccion.

La co-transfeccion con el plasmido de expresion que codifica la proteina APOBEC4-3xHA conduce a una reduccion
drastica en la actividad luciferasa en comparacion con la co-transfeccion con la proteina APOBEC4 no modificada.
De nuevo, el grado de reduccion en la actividad luciferasa se correlaciona de forma directa y lineal con la cantidad
de plasmido de APOBEC4-3HA usado durante la co-transfeccion. Se obtuvieron resultados similares usando un
plasmido de expresion que codificaba APOBEC4-HA no mostrado.

Conjuntamente estos resultados demuestran que los ensayos de virus indicador de la presente invencién permiten
una lisis rapida y cuantitativa de interacciones de los componentes celulares y virales asi como de factores
antivirales. Ademas, los resultados demuestran que los efectos pro- y antivirales de la presente invencion también
son aplicables para virus que estan modificados genéticamente, por ejemplo, para llevar un gen heterélogo.

Ejemplo 4: Modulacién de la Produccién de Diferentes Cepas de Virus por la Expresion de APOBEC4

Se repitieron los experimentos de los Ejemplos anteriores usando un genoma de virus truncado que codificaba solo
las proteinas y enzimas estructurales (Gag, Pol). Ademas, se ensayaron VISagm, VISmac y VLM como cepas de
virus diferentes adicionales.

Para todos los virus ensayados, pudieron verificarse los resultados de los Ejemplos anteriores. En cada caso, la co-
transfeccion de las células con un plasmido de expresion que codifica el genoma proviral y el plasmido de expresion
que codifica la proteina APOBEC4 no modificada conduce a un aumento en la produccion viral tanto en el
sobrenadante viral como en la célula; la co-transfeccion con el plasmido de expresion que codifica la proteina HA-
APOBEC4 conduce a un mayor aumento en la produccién viral y la co-transfeccién con el plasmido de expresion
gue codifica la proteina APOBEC4-3xHA o APOBEC3-HA conduce a una reduccién drastica en la produccion viral.
En cada caso, el grado de aumento o reduccion en la produccion de virus se correlaciona de forma directa y lineal
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con la cantidad de plasmido de expresion de APOBEC4 usado durante la co-transfeccion.

Conjuntamente los resultados indican que los efectos pro- y antivirales que desvela la presente invencién no se
restringen al virus VIH-1, sino que también son aplicables, por ejemplo, a virus VIH truncados y/o a diversos
retrovirus o lentivirus distintos. Por lo tanto, la presente invencion proporciona medios para aumentar o reducir, es
decir, modular la produccion de retrovirus y lentivirus o particulas de los mismos.

Ejemplo 5: APOBEC4 como Diana de Farmacos Antirretrovirales

Se ponen en contacto células 293T o HelLa con un compuesto candidato y la cantidad de transcrito de APOBEC4 y/o
de proteina APOBEC4 se determina por RT-PCR, transferencia de Northern y transferencia de western
respectivamente. Una reduccion del transcrito de APOBEC4 y/o de proteina APOBEC4 en presencia del compuesto
candidato en comparacion con la ausencia del compuesto candidato indica que el compuesto candidato es un
posible inhibidor de la transcripcion y/o expresion de APOBEC4 y por lo tanto un posible farmaco antirretroviral.

En otro ensayo, se ponen en contacto células 293T o Hela infectadas con un retrovirus con uno 0 mas compuestos
de ensayo, por ejemplo, moléculas de ARNip o ARNhc dirigidas contra el ARNm de APOBEC4, y se determina el
titulo del retrovirus en presencia y ausencia de un compuesto de ensayo. Una reduccién en el titulo indica que el
compuesto de ensayo interfiere con el ensamblaje del retrovirus por interaccion con la proteina APOBEC4 y, por lo
tanto, es un posible farmaco antirretroviral.
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<400> 1
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attagttatt
cgegttacat
ttgacgtcaa
caatgggtygg
ccaagtacge
tacatgacct
accatggtga
ggatttccaa
cgggacttte
gtacggtggg
taccggactc

gacaattgat

tac
™YY

gag
Glu

gag
Glu

ttc
Phe

cta
Leu

agc
Ser

agt
Gly

gaa
Glu

gaa
Glu
40

ttc
Phe

tat
Tyr

cct
Fro
55

cta
Leu

gaa
Glu
70

aaa
Lys

act
Thr

agt
Ser

tgc
Cys

aat
Asan

ggt tat

Gly

att
Ile

atc
Ile

ctyg
Leu

aatagtaatc

aacttacggt

taatgacgta

agtatttacg

ccecetattga

tatgggactt

tgcggttttg

gtctccaccce

caaaatgtcg

aggtctatat

agatctcgag

ggtttgcagc

cta gea

Ala
10

tct
Ser
25

ctc
Leu

gca
Ala

aga
Arg

aca
Thr

999
Gly

tct
Ser

act
Thr

aat
Asn
90

999
Gly

ctt
Leu
1058

gac
Asp

tat tcc
Tyr Ser

aat
Asn

gat
Asp

gtt
val

aca
Thr

tct
Ser
15

tat

TYT

tca
Ser

aac
Asn
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aattacgggg
aaatggcccg
tgttcccata
gtaaactgcc
cgrcaatgac
tcctacttgg
gcagtacatc
cattgacgtce
taacaactcce
aagcagagct
ctcaagcttc

tagaagacag

cat
Hisg

gga
Gly

tct
Ser

tgc
Cys

ctc
Leu
45

tee
Ser

ttt
Phe
60

cct
Pro

ggt
Gly

agc
Ser

cat
His

atc
Ile

ata
Ile

gcce
Ala

tce
Ser

aac
Asn

aca
Thr

aat
Asn
30

aca
Thr

caa
Gln

ctg
Leu

cca
Pro

tac

Tyx
110

cct
Pro

tcattagtto
cctggctgac
gtaacgccaa
cacttggcag
ggtaaatgge
cagtacatct
aatgggcgtyg
aatgggagtt
gccccattga
ggtttagtga
gaattcgcce

taaatctagc

ata
Ile
15

gta
val

tgt
Cys

cct
Pro

tLe
Phe

gaa
Glu

aca
Thr

aaa
Lys

caa
Gln
80

gtg
val

tca
Ser

gaa
Glu
95

aat
Asn

aat
Asn

tgt
Cys

aat
Asn

16

atagcccata
cgcccaacga
tagggacttct
tacatcaagt
ccgectggea
acgtattagt
gatagcggtt
tgttttggca
cgcaaatggyg
accgtcagat

ttcaggcggt

tatggagttc
cceccogeeca
ccattgacgt
gtatcatatg
ttatgcccag
catcgcectatt
tgactcacgg
ccaaaatcaa
cggtaggegt
ccgctagege

acagcctgga

a atg gag ccc ata tat
Met Glu Pro Ile Tyr
1 5

tatc
Tyr

tac

TyT
20

aaa
Lys

cca
Pro

tag
Trp

tac cat

His

att
Ile
3s

cga
Arg

aca
Thr

Tttt
Phe

act
Ile

tgt
Ccys

Cag
Gln
50

gga
Gly

tet
Phe

tat
TyY

cac
His
65

ctc
Leu

aca
Thr

cat
His

aag
Lys

ggc
Gly

get
Ala

agc
Ser
8s

ttt
Phe

atg
Met

ctc
Leu

atg
Met

gaa
Glu
100

atc
Ile
115

cat
His

gac
Asp

age
ser

agg
Arg

cac
His

aac
Asn

tge
Cys

gaa
Glu

gct
Ala

€0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

716

764

812

860

908

956

1004

1052

1100



tge
Cys

ctt
Leu
150

gcc
Ala

ceg
Pro

ctc
Leu

att
Ile

aat
Asn
230

aca
Thr

cee
Pro

Caa
Gln

gtg
val

cca
Pro
310

tca

Ser

gtg
val

ate
Ile
135

agt
Ser

tca
Ser

cgg
Arg

cac
His

tta
Leu
218

gcc
Ala

aaa
Lys

tta
Leu

ctc
Leu

cta
Leu
295

aat

Asn

tte
Fhe

gag
Glu

120

agce
Ser

att
Ile

gca
Ala

gtt
Val

agc
Ser
200

act
Thr

ata
Ile

agg
Axg

aac
Asn

caa
Gln
280

gtg

val

aaa
Lys

cag
Gln

ata
Ile

aaa
Lys

tat
TYyr

tgg
Trp

gtt
val
185

ttt
Phe

ggg
Gly

aca
Thr

aat
Asn

aat
Asn
265

ccc
Pro

cct
Pro

[alala
Pro

gaa
Glu

gtg
val
345

atg
Met

ttt

Phe

aac
Asn
170

ttg
Leu

ata
Ile

aga
Arg

ggc
Gly

cca
Pro
250

gee
Ala

ddac
Asn

cte
Leu

agg
Arg

acc
Thr
330

gaa
Glu

tat
Tyr

tct
Ser
155

cge

Arg

agt
Ser

agt

Ser

gca
Ala

gta
val
235
aac
Asn

tet
Phe

cta
Leu

agg
Arg
aat
318
aag

Lys

ate
Ile
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aat
Asn
140

cag
Gln

gaa
Glu

cca
Pro

ggt
Gly

ctg
Leu
220

aaa
Lys

aca
Thr

cct
Pro

cct
Pro

gac
Asp
300

atc

Ile

gac
Asp

aca
Thr

125

tec
Phe

ctc
Leu

gct
Ala

aca
Ile

gtc
val
205

gct
Ala

cct
Pro

aaa
Lys

gga
Gly

cCa
Pro
285

tta

Leu

gta
val

ctt
Leu

gaa
Glu

ctg
Leu

tat
TyT

cete
Leu

agt
Ser
190

tca
Ser

gac
Asp

tac
Tyr

gct
Ala

cag
Gln
270

gac
Asp

cca
Pro

agg
Arg

gga
Gly

cag
Gln
350

17

att
Ile

cat
His

cgg
Axg
175

ggt
Gly

gga
Gly

agg
Arg

ttc
Phe

cag
Gln
255

o 4
Phe

ctc
Leu

cca
Pro

cac
His

agg
Arg
335

ttt
Phe

acg
Thr

act
Thr
160

age
Ser

999
Gly

tca
Ser

cac
His

act
Thr
240

gag
Glu

et
Phe

a99
Arg

atg
Met

tta
Leu
320

ctt
Leu

gca
Ala

tat

TYyTr
145

gag
Glu

ctg
Leu

atc
Ile

cat
His

aac
Asn
225

gat
AsSpD

gct
Ala

caa
Gln

gct
Ala

cat
His
305
aat

Asn

cce
Pro

agt
Ser

130

cca
Pro

atg
Met

gee
Ala

tgg
Trp

gtt
val
210

gca
Ala

gttt
val

tta
Leu

atg
Met

cct
Pro
290

atg

Met

atg
Met

act
Thr

agce
Ser

ggc
Gly

gac
Asp

agce
Serx

cat
His
185

ttt
Fhe

tat
Tyr

ctt
Leu

gag
Glu

ccg
Pro
275

gtt
val

gge
Gly

cct
Pro

gga
Gly

aag
Lys
355

atc
Ile

tte
Phe

tta
Leu
180

tct
Ser

cag
Gln

gaa
Glu

ctc
Leu

age
Ser
260

agt
Ser

gtt
val

caa
Gln

caa
Glin

agy
Arg
340

gag
Glu

act
Thr

cct
Pro
165

tgg
Txp

gtt
val

ccc
Pro

atc
Ile

cag
Gln
245

tac
Tyr

gga
Gly

ttt
Phe

aac
Asn

atg
Met
228

tca
Sex

gca
Ala

1148

1196

1244

1292

1340

1388

1436

1484

1532

1580

1628

1676

1724

1772



gat
asp

aCccC
Thr

gaa
Glu

atg
Met

aag
Lys
360

tac

Tyr

aag
Lys

ccc
Pro

aag
Lys

tac

Tyr
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aag
Lys

aaa ggg
Lys Gly
365

gac
Asp

gtg c¢cc
val Pro

3758

ccce
Pro

gtg
val
390
taa
gtrttacttg
gcaattgttg
atcacaaatt
ctcatcaatg
aaatttttgt
taaatcaaaa
actattaaag
cccactacgt
aaatcggaac
ggcgagaaag
ggtcacgctg
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
aagtccccag
accaggtgtg
aattagtcag
agttcegeee
gccgectegyg
ttttgcaaag
attgcacgca

acagacaatc

gac
Asp

tac
TYr

gecc
Ala

ggc
Gly

380

tac cce
Tyr Pro

395

ctttaaaaaa
ttgtraactt
tcacaaataa
tatcttaagg
taaatcagct
gaatagaccg
aacgtggact
gaaccatcac
cctaaaggga
gaagggaaga
cgcgtaacca
tttcggggaa
tateccgetca
cctgaggegyg
gctecccage
gaaagtcccc
caaccatagt
attctecgecr
cctetgaget
atcgatcaag
ggttctccgg

ggctgctctyg

cctcccacac
gtttattgea
agcatttttt
cgtaaattgt
cattttttaa
agatagggtt
ccaacgtcaa
cctaatcaag
gcceeccgatt
aagcgaaagg
ccacacccoge
atgtgcgegg
tgagacaata
aaagaaccag
aggcagaagt
aggctceccca
cccgoccecta
ccatggetga
attccagaag
agacaggatg
ccgettgggt

atgccgecgt

aaa
Lys

aag
Lys

999
Gly

tac

Tyr

gac
Asp

gcc
Ala

tac
Tyr

gac
Asp

gtg
val
400

gat
Asp

ggc
Gly

cca
Pro
370

tac

Tyr

cecyg
Pro

gtc
val

ccc
Pro

tac

Tyr

gce
Ala

gac
Asp

385

cce
Pro

gac
Asp

tac
Tyr

gce
Ala

ggc
Gly
405

ctgagcggce gcgactctag atcataatca gccataccac atttgtagag

ctcccecctga acctgaaaca taaaatgaat

gerttataatg
tcactgcatt
aagcgttaat
ccaataggcece
gagtgttgtt
agggcgaaaa
ttttttgggg
tagagecttga
agcgggcget
cgcgcttaat
aaccectatt
accectgataa
ctgtggaatg
atgcaaagca
gcaggcagaa
actccgcoccca
ctaatttrtt
tagtgaggag
aggatcegttt
ggagaggcta

gttceggetyg

18

gttacaaata
ctagttgtgg
attttgttaa
gaaatcggca
ccagtttgga
accgtctate
tcgaggtgcce
cggggaaagce
agggcgctag
gecgccgcetac
tgtrtattoe
atgcttcaat
tgtgtcagtt
tgcatctcaa
gtatgcaaag
tcccgecect
ttatttatge
gettttttgg
cgcatgattg
ttcggctatg

tcagcgcagg

aagcaatagc
tttgtccaaa
aattegegtt
aaatccctta
acaagagtcc
agggcgatgg
gtaaagcact
cggcgaacgt
caagtgtagc
agggcgcgte
tctaaataca
aatattgaaa
agggtgtgga
ttagtcagca
catgcatctc
aactccgcece
agaggccgag
aggecctagge
aacaagatgg
acktgggcaca

ggcgceeggt

i820

1868

19186

1969

2029

2089

2149

2209

2269

2329

2389

2449

2509

2569

2629

2689

2749

2809

28685

2929

2389

3049

3108

3169

3229

3289



tetttttgte
getategtgg
agcgggaagy
ccttgetoect
tgatecegget
tcggatggaa
gccagccgaa
gacccatgge
catcgactgt
tgatattgct
cgcegeteec
gggactctgg
gattccaccg
tggatgatcc
ctaactgaaa
agacagaata
ggctggeact
tccttttcee
ggggcggceag
cttcattttt
atcccttaac
tettettgag
ctaccagegy
ggcttcagceca
cacttcaaga
gctgoctgeca
gataaggcgc
acgacctaca

gaagggagaa

aagaccgacc
ctggceacga
gactggctge
gccgagaaayg
acctgeccat
goceggtettg
ctgttecgcca
gatgectget
ggccggetygg
gaagagcttg
gattcgcage
ggttcgaaat
ccgecttcta
tccagegegy
cacggaagga
aaacgcacgg
ctgtegatac
caccccacce
gcoctgecat
aatttaaaag
gtgagttttc
atcctttttt
tggtttgttt
gagcgcagat
actctgtage
gtggegataa
agcggtCQQQ

ccgaactgag

aggcggacagq
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tgtcecggtge
egggegttee
tattgggcga
tatccatcat
tcgaccacca
tcgatcagga
ggctcaaggc
tgecgaatat
gtgtggcgga
gcggcgaatg
gcatcgectt
gaccgaccaa
tgaaaggttg
ggatctecatg
gacaataccg
tgttgggtcg
cccaccgaga
cccaagttcg
agcctcocaggt
gatctaggtg
gttccactga
tetgeogegta
gcecggatcaa
accaaatact
accgectaca
gtegtgtctt
ctgaacggagg
atacctacag

gtateccggta

cctgaatgaa
ttgegeaget
agtgccgggg
ggctgatgca
agcgaaacat
tgatctggac
gagcatgccc
catggtggaa
ccgectatcag
ggctgaccgce
ctatcgectt
gcgacgcecca
ggcttcggaa
ctggagttct
gaaggaacce
tttgttcata
cceecattggyg
ggtgaaggcee
tactcatata
aagatccttt
gcgtcagace
atcrgctgct
gagctaccaa
gtccttctag
tacctegete
accgggttgyg
ggttcgtgca
cgtgagctat

ageggeaggg

19

ctgcaagacg
gtgctegacg
caggatctcc
atgcggcgge
cgcatcgage
gaagagcatc
gacggcgagyg
aatggccgcet
gacatagegt
ttcctcgtge
cttgacgagt
acctgccatc
tcgbtttecg
tcgoceccacce
gcgctatgac
aacgcggggt
gccaatacgce
cagggctege
tactttagat
ttgataatct
ccgtagaaaa
tgcaaécaaa
ctetttttee
tgtagccgta
tgctaateet
actcaagacg
cacagcccag
gagaaagcgc

teggaacagy

aggcagcgcg
ttgtcactga
tgtcatctca
tgcatacgct
gagcacgtac
aggggctege
atctegtegt
ttteotggatt
tggectaccceyqg
tttacggtat
tcttetgage
acgagattte
ggacgccggce
tagggggagy
ggcaataaaa
tcggtceccag
cegegtttet
agccaacgtce
tgatctaaaa
catgaccaaa
gatcaaagga
aaaaccaccg
gaaggtaact
gttaggccac
gttaccagtg
atagttaceg
cttggagcga
cacgcttccc

agagcgecacyg

3349

3409

3469

3529

3589

3649

3709

3768

3829

3889

3949

4009

4069

4129

4189

4249

4309

4369

4429

4489

4549

4608

4669

4729

4789

4849

4909

4569

5029
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agggagctic cagggggaaa cgoctggtat ctttatagtc ctgtegggtt tegocaccte 5085
tgacttgagc gtcgattttt gtgatgctcg tcaggggggc ggagectatyg gaaaadcgcec 5149
agcaacgegg cctttttacg gttectggece ttttgetgge cttttgctca catgttcttt 5209
cctgecgttat cooctgatte tgtggataac cgtattaccg ccatge 5255

<210> 2

<211> 405

<212> PRT

<213> Plasmido phA-3xHA
<400> 2

Met Glu Pro Ile Tyr Glu Glu Tyy Leu Ala Asn His Gly Thr Ile Val
1 S ic 15

Lys Pro Tyr Tyr Trp Leu Ser Phe Ser Leu Asp Cys Ser Asn Cys Pro
20 25 30

Tyr His Ile Arg Thr Gly Glu Glu Ala Arg Val Ser Leu Thr Glu Phe
35 40 45

Cys Gln Ile Phe Gly Phe Pro Tyr Gly Thr Thr Phe Pro Gln Thr Lys
50 55 60

His Leu Thr Phe Tyr Glu Leu Lys Thry Ser Ser Gly Ser Leu val Gln
65 70 75 80

Lys Gly His Ala Ser Ser Cys Thr Gly Asn Tyr Ile His Pro Glu Ser
85 S0 95

Met Leu Phe Glu Met Asn Gly Tyr Leu Asp Ser Ala Ile Tyr Asn Asn
100 105 110

Asp Ser Ile Arg His Ile Ile Leu Tyr Ser Asn Asn Ser Pro Cys Asn
115 iz¢ 128

Glu Ala Asn His Cys Cys Ile Ser Lys Met Tyr Asn Phe Leu lIle Thr
130 135 140

Tyr Pro Gly Ile Thr Leu Ser Ile Tyr Phe Ser Gln Leu Tyr His Thr
145 150 155 160

@lu Met Asp Phe Pro Ala Ser Ala Trp Asn Arg Glu Ala Leu Arg Ser
165 170 175

20
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Leu Ala Ser Leu Trp Pro Arg Val Val Leu Ser Pro Ile Ser Gly Gly
180 185 190

Ile Trp His Ser val Leu His Ser Phe Ile Ser Gly Vval Ser Gly Sex
195 200 205

His Val Phe Gln Pro Ile Leu Thr Gly Arg Ala Leu Ala Asp Arg His
210 215 220

Asn Ala Tyr Glu Ile Asn Ala Ile Thr Gly Val Lys Pro Tyr Fhe Thr
225 230 235 240

Asp Val Leu Leu Gln Thr Lys Arg Asn Pro Asn Thr Lys Ala Gln Glu
245 250 255

Ala Leu Glu Ser Tyr Pro Leu Asn Asn Ala Phe Pro Gly Gln Phe Phe
260 265 270

Gln Met Pro Ser Gly Gln Leu Gln Pro Asn Leu Pro Pro Asp Leu Arg
275 280 285

Ala Pro Val Vval Phe Val Leu Val Pro Leu Arg Asp Leu Pro Pro Met
290 295 300

His Met Gly Gln Asn Pro Asn Lys Pro Arg Asn Ile vVal Arg His Leu
305 310 315 320

Asn Met Pro Gln Met Ser Phe Gln Glu Thr Lys Asp Leu Gly Arg Leu
325 330 335

Pro Thr Gly Arg Ser Val Glu Ile Val Glu Ile Thr Glu Gln Phe Ala
340 3458 350

Ser Ser Lys Glu Ala Asp Glu Lys Lys Lys Lys Lys Gly Lys Lys Gly
355 360 365

Asp Pro Pro Val Ala Thr Met Tyr Pro Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala
370 375 380

Gly Tyr Pro Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Gly Tyr Pro Tyr Asp Val
385 390 395 400

Pro Asp Tyr Ala Gly
405

21
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65
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<210> 3

<211> 6138

<212> ADN

<213> Plasmido pHA-hA4-cDNA3.1Zeo(+)
<220>

<221> promotor
<222> (232)..(819)
<223> promotor de CMV
<220>

<221> primer_bind
<222> (769)..(789)
<223> cebador directo de CMV
<220>

<221> primer_bind
<222> (863)..(882)
<223> cebador de T7
<220>

<221> promotor
<222> (863)..(879)
<223> promotor de T7
<220>

<221> CDS
<222>(941)..(2074)
<223> HA-hA4

<220>

<221> misc_feature
<222> (947)..(973)
<223> marcador HA
<220>

<221> primer_bind
<222> (2145)..(2162)
<223> Cebador inverso de BGH
<220>

<221> polyA_signal
<222> (2151)..(2375)
<223> pA de BGH
<220>

<221> rep_origin
<222> (2421)..(2849)
<223> origen de f1
<220>

<221> promotor
<222> (2854)..(3224)
<223> promotor temprano de SV40
<220>

<221> promotor
<222> (3239)..(3306)
<223> promotor de EM7
<220>

<221> misc_feature
<222> (3307)..(3681)
<223> Zeo(R)

<220>

<221> rep_origin
<222> (4324)..(4997)
<223> origen de puC
<220>

<221> misc_feature
<222> (5142)..(6002)
<223> Amp(R)

<220>

<221> promotor
<222> (6003)..(6101)
<223> promotor de bla
<400> 3

22



gacggatcgg
ccgcatagtt
cgagcaaaat
ttagggttag
gattattgac
tggagttcecg
cccgeceatt
attgacgtca
atcatatgec
atgcocagta
tegetattac
actcacgggy
aaaatcaacg
gtaggecgtge

ctgecttactg

gagatctcce
aagccagtat
ttaagctaca
gcgttttgey
tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtagac
aagtacgcec
catgacctta
catggtgatg
attteccaagt
ggactttcea
aéggtgggag

gcttategaa
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gatccecctat
ctgetcecctyg
acaaggcaag
ctgctLcygcyg
tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
ccrattgacy
tgggacttte
cggttttgge
cteecaceeca
aaatgtegta
gtctatataa

attaatacga

ggtcgactet
chtgtgtgtt
gcttgaccga
atgtacggge
ttacggggtc
atggcccgee
ttoccatagt
aaactgccea
tcaatgacyyg
ctacttggca
agtacatcaa
ttgacgteaa
acaacteege
geagagetct

ctcactatag

23

cagtacaatc
ggaggtcgcet
caattgcatyg
cagatatacy
attagttcat
tggctgaccg
aacgccaata
cteggcagta
taaatggccce
gtacatctac
tgggegtgga
tgggagtttyg
cccattgacg
ctggctaact

ggagacccaa

tgctctgakyg
gagtagtgcg
aagaatctgc
cgttgacatt
agcccatata
cccaacgacc
gggactttcc
catcaagtgt
gccocrggeate
gtattagtca
tagcggtttg
ttttggcace
caaatgggcg
agagaaccca

getggetage

60

120

180

240

300

360

420

480

5490

600

€60

720

780

840

200



ES 2370 888 T3

gtttaaactt aagcttggta ccgagctcgg atcoctagca

gat
Asp

cat
His

tge
Cys

tcc
Ser

Tttt
Phe
70

ggt
Gly

ate
Ile

gco
Ala

aac
Asn

aat
Asn
150

cag

Gln

gaa
Glu

cea
Pro

ggt
Gly

gtt
Val

gga
Gly

tct
Ser

ctc
Leu
55

cct
Pro

age
Ser

cat
His

ata
Ile

teo
Ser
135

tte
Phe

ctc
Leu

get
Ala

ata
Ile

gtc
val

cca
Pro

aca
Thr

aat
Asn
40

aca
Thr

caa
Gln

ctyg
Leu

cca
Pro

tac

Tyr
120

cect
Pro

cty
Leu

tat
Tyr

¢te
Leu

agt
Ser
200

tca
Sex

gat
Asp

ata
Ile
25

tyt
Cys

gaa
Glu

aca
Thr

gtg
val

gaa
Glu
105

aat
Asn

tgt
Cys

act
Ile

cat
His
<9

18%
agt
Gly

gga
Gly

tac

Tyr
10

gta
Val

cct
Pro

tct
Phe

aaa
Lys

caa
Gln
90

tea
Ser

aat
Asn

aat
Asn

acyg
Thr

act
Thx
170

age

Ser

g99
Gly

tca
Ser

gct
Ala

aaa
Lys

tac
Tyr

Egt
Ccys

cac
His
)

aagy
Lys

atyg
Met

gac
Asp

gaa
Glu

tat

Tyr
155

gag
Glu

cty
Leu

atc
Ile

cat
His

gag
Glu

cca
Fro

cat
His

cag
Gln
60

ctc
Leu

gge
Gly

cte
Leu

agce
Ser

get
Ala
140

cca

Pro

atg
Met

gecc
Ala

tgg
Tzp

gtt
val

cco
Pro

tat
Tyx

att
Ile

45

act
Ile

aca
Thr

cat
His

tLt
Phe

atc
Ile
125

aac
Asn

ggc
Gly

gac
Asp

age
Ser

cat
His
208

ttt
Phe

ata
Ile

tac
TYY
30

cga
Arg

Tt
Phe

tct
Phe

get
Ala

gaa
Glu
110

agg
Axy

cac
Hig

atc
Ile

ctt
Phe

cta
Leu
130

et
ser

cag
Gln

24

tat

Tyr
15

tagg
Trp

aca
Thr

gga
Gly

tat
TYr

age
Ser
a5

atg
Met

cat
His

tge
Cys

act
Thr

cct
Pro
178

tgg
TIp

gtt
Val

cce
Pro

gag
Glu

cta
Leu

ggt
Gly

ttc
Phe

gaa
Glu
B0

agt
Ser

aat
Asn

atc
Ile

tge
cys

cte
Leu
160

gce

Ala

ccg
Pro

cte
Leu

att
Ile

atg
Met

gayg
Glu

agc
Ser

gaa
Glu

cct
Pro
65

cta
Leu

tgce
Cys

ggt
Gly

att
Ile

atc
Ile
145

agt

Ser

tca
Ser

<gg
Arg

cac
His

tta
Leu

gga
Gly

tac
TYYr

ttc
Phe

gaa
Glu
50

tat
Tyr

aaa
Lys

acc
Thr

tat
bin's 3

ctyg
Leu
130

agc
Sexr

att
Ile

gca
Ala

gte
val

age
ser
210

act
Thr

tat
TYyT

cta
Leu

tet
Ser
35

gea
Ala

agd
Gly

act
Thy

94949
Gly

ctt
Leu
115

tat
Tyr

aaa
Lys

tat
TYY

tag
Trp

gtt
val
195

tct
FPhe

999
Gly

cca
Pro

gca
Ala
20

cte
Leu

aga
ATg

aca
Thr

tct
Ser

aat
Asn
140

gac
Asp

tce
Serx

atg
Met

ttt
Phe

aag
Asn
180

ttyg

Leu

ata
Ile

aga
Arg

tac
Tyr

aat
Asn

gac
Asp

gte
val

aca
Thr

tet
Ser
8s

tat

Tyr

tea
Ser

aag
Asn

tat
TYE

tct
Ser
165

cgo

Arg

agt
Ser

agt
Ser

gea
Ala

955

1003

1051

1099

1147

1195

1243

1291

1329

1387

143%

1483

1531

1579

1627



ctg
230
aaa

Lys

aca
Thr

cct
Pro

cct
Preo

gac
Asp
310

acc

Ile

. gac
Asp

aca
Thr

aaa
Lys

215

get
Ala

cct
Pro

aaa
Lys

g9a
Gly

cca
Pro
295

tta
Leu

gta
Val

ctt
Leu

gaa
Glu

g9g
Cly
375

gac
Asp

tac
Tyr

gct
Ala

cag
Gln
280

gac
Asp

cca
Pro

agg
Arg

g3a
Gly

cag
Gln
3&0

aag
Lys

agg
Arg

ttc
Phe

cag
Gln
265

ttt
Phe

cte
Leu

cca
Pro

cac
His

agg
Arg
345

(44 4
Phe

daada
Lys

cac
His

act
Thr
2680

gag
Glu

ttt
Phe

agyg
Arg

atg
Met

tta
Leu
330

cLt
Leu

gea
Ala

taa

/4C
Asn
238

gat

get
Ala

caa
Gln

gct
Ala

cat
His
31s
aat

Asn

cce
Pro

agt
Ser
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220

gca
Ala

gt
Val

tra
Leu

atg
Met

cct
Pro
300

atg
Met

actg
Met

act
Thr

age
Ser

Eat
Tyxr

ctt
Leu

gag
Glu

ccg
Pro
285

gtt
val

gagc
Gly

cct
Pro

gga
Gly

aag
Lys
365

ate
Ile

gaa
Glu

cte
Leu

cag
Gln
255

tac
Tyr

age
Ser
270

agt
Ser

gga
Gly

ttt
Phe

gtt
val

caa
Gln

aac
Asn

caa
Gln

atg
Met
335

tca
Ser

agg
Arg
iso

gaqg
Glu

gca
Ala

aat
RAsn
240

aca
Thr

cce
Pro

caa
Gln

gtg
val

cca
Pro
320

tca

Ser

gty
val

gat
Asp

225

gcco
Ala

aaa
Lys

tta
Leu

cke
Leu

cta
Leu
305

aat

Asn

ttc
FPhe

gag
Glu

gaa
Glu

ata
Ile

agyg
Arg

aac
Asn

caa
Gln
250

gtyg
val

aaa
Lys

cag
Gln

ata
Ile

aag
Lys
370

aca
Thr

aat
Asn

aat
Asn
275

cce
Pro

cct
Pro

cco
Pro

gaa
Glu

gtg
val
£33

aaqg
Lys

ggc
Gly

cca
Pro
260

geo
Ala

aac
Asn

cte
Leu

agg
Arg

ace
Thr
340

gaa

Glu

aag
Lys

gta
Val
245

aac
Asn

rte
Phe

cta
Leu

agg
aArg

aat
Asn
328

aag

Lys

atc
Ile

aag
Lys

gaattctgca gatatccage acagtggeogg ccogetogage

ctagagggec
ctgtbgtttg
tttcctaata
gggotggggt
gggatgeggt
atcoocacye
tgaccgectac

tegeooacgtt

cgtttaaace
ceoctecece
aaatgaggaa
ggggcaggac
gggctctatg
gccoctgtage
acttgocage

cgceggetet

cgetgatcag
gtgcettect
attgcatcge
agcaaggggg
gettctgagg
ggcgeattaa
geccctageyge

ccecgtcaag

cctogactgt
tgaccctgga
attgtctgag
aggattggga
cggaaagaac
gcgcggcgag
cocgoteettt

ctctaaateqg

25

gocttotagt
aggtgccact
taggtgtcat
agacaatage
cagetgggge
tgtggtggtt
cgotetette

gggcateect

tgccagecat
cccackgtee
tctattctygy
aggcatgety
tctaggggogt
acgcgcageg
ccttectttce

ttagggttee

1675

1723

1771

1818

1867

1315

1963

2011

2059

2114

2174

2234

2294

2354

2414

2474

2534

2594



gatttagtgc
gtgggccatc
atagtggact
atctataagg
aatttaacgc
ctcececagge
gaaagtcccce
caaccatagt
attctccgce
cctetbgaget
agctcecocggy
atcggcatag
gttgaccagt
gaccgaccgyg
ggacgacgtg
ggcectgggtyg
cacgaacttc
gcgggagttc
ggactgacac
cggaatcgtt
gttcttegee
catracaaat
actcatcaat
atcatggtea
acgagccgga
aattgcgttg
atgaatcggc
getcactgac

ggcggtaata

tttacggecac
gcecctgatag
cttgttccaa
gattttgggg
gaattaattc
aggcagaagt
aggctcccca
ceceogeeccta
ccatggctga
attccagaag
agcttgtata
tatatcggca
geccgttocgg
ctcgggttct
accctgttea
tgggtgcgcy
cgggacgect
gcccbgcgeyg
gtgctacgag
ttccgggacg
caccccaact
ttcacaaata
gtatcttatc
tagetgttte
agcataaagt
cgetcactge
caacgcgcgg
tegetgeget

cggttatcca
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ctegacccca
acggtttttc
actggaacaa
atttecggect
tgtggaatgt
atgcaaagca
gcaggcagaa
actccgcoeca
ctaatttttt
tagtgaggag
tccattttcg
tagtataata
tgctcaccge
ccegggactt
tcagegeggt
gcectggacga
cegggeeggce
acccggecygg
atttcgatte
ccggctggat
tgtttattge
aagcattttt
atgtctgtat
ctgtgtgaaa
gtaaagcctg
ccgectttceca
ggagaggcgg
cggtegtteg

cagaatcagg

aaaaacttga
gccctttgac
cactcaaccee
attggttaaa
gtgtcagtta
tgratctcaa
gtatgcaaag
tcocegeccect
ttatttatgce
gettttetgg
gatctgatca
cgacaaggtyg
gcgcgacgtc
cgtggaggac
ccaggaccag
gctgtacgcee
catgaccgag
caactgcgty
cacegeegee
gatcctccag
agcttataat
ttcactgcat
accgtcgacc
ttgttatccg
gggtgcctaa
gtcgggaaac
tttgcgtatt
gctgeggcega

ggataacgca

26

ttagggtgat
gttggagtcc
tatectcggte
aaatgagctg
gggtgtggaa
ttagtcagca
catgeatcte
aactccgecc
agaggccgag
aggecctagge
gcacgtgttyg
aggaactaéa
gccggagcegyg
gacttcgecg
gtggtgcecgy
gagtggtcgyg
atcggecgagce
cacttcgtaog
ttetatgaaa
cgcggggate
ggttacaaat
tctagttgtg
tectagetaga
ctcacaattc
tgagtgagct
ctgregtgec
gggcgectctt
gecggtatcag

ggaaagaaca

ggttcacgta
acgttcttta
tatteottttyg
atttaacaaa
agteccccagg
accaggtgtg
aattagtcag
agttccgccc
gcecgeetetg
ttttgcaaaa
acaattaate
ccatggccaa
tcgagttctg
gtgtggtecg
acaacaccct
aggtegtgtce
agccgtgggyg
ccgaggagca
ggttgggctt
tcatgctgga
aaagcaatag
gtttgtccaa
gcttggegta
cacacaacat
aactcacatt
agctgcatta
cegettecte
ctcactcaaa

tgtgagcaaa

2654
2714
2774
2834
2894
2954
3014
3074
3134
3194
3254
3314
3374
3434
3494
3554l
3614
3674
3734
3794
3854
3914
3974
4034
4094
4154
4214
4274

4334
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aggccagceaa aaggccagga accgtaaaaa ggecgogttg ctggegtttt tccataggct 4354
cogeccocoet gacgagcabc acaaaaatceg acgetcaaght cagaggtggc gaaacccgac 4454
aggactataa agataccagg cgtttcccecc tggaagetcoc ctcegtgeget ctectgttcoe 4514
gaccctgocg cttaccggat acctgtecge ctttetecct tegggaageg tggegettte 4574
tcaatgctca cgetgtaggt atctcagtte ggtgtaggtc gttcegcotcca agetgggcetg 4634
tgtgcacgaa ccecccocgtbe agecegaccg ctgogectta tcocggtaact atcgtcttga 4694
gtccaaccoeg gtaagacacyg acttatcgcc actggcagca gccactggta acaggattag 4754
cagagcgagg tatgtaggcg gtgctacaga gttcﬁtgaag tgatggccta actacggeta 4914
cactagaagg acagtatttg gtatctgcege tctgotgaag ccagttacet toggaaaaag 4874
agttggtage tcttgatecg gcaaacaaac caccegetggt ageggtgght tttttgtetg 4934
caagcagcag attacgegca gaaaaaaagg atetcaagaa gatcctttga tcttttctac 4994
ggggtctgac gctcagtgga acgaaaactc acgttaaggg atttrggtca tgagattatc 5054
aaaaaggatc ttcacctaga tecttttaaa ttaaaaatga agttttaaat caatctaaag 5114
tatatatgag taaacttggt ctgacagtta ccaatgctta atcagtgagg cacctatcte 5174
agcgatctgt ctatttcgtt catccatagt tgectgactce cccghcgtgt agataactac 5234
garacgggayg ggcttaccat ctggccccag tgctgcaatg ataccgegayg acccacgctce 5294
accggetcoca gatttatcag caataaacca gccaﬁccgga agggccgage gcagaagtgg 5354
tccrgecaact ttatccgect ccatccagtc tattaattgt tgecgggaag ctagagtaag 5414
tagttcgeca gttaatagtt tgcgcaacgt tgttgecatt gctacaggca tecgtggtgte 5474
acgctegbcg tttggtatgg cttcattcag ctccggtbce caacgatcaa ggcgagttac 5534
atgatcecocece atgttgtgca aaaaagcggt tagectccttc ggtoctocga tegttgteag 5554
aagtaagttyg gccgcagtgt tatcactrcat ggttatggea gceactgcata atktctcottace 5654
tgtcatgcca tccgtaagat gettttcotgt gactggtgag tactcaacca agtcattcetg 5714
agaatagtgt atgcggcgac cgagthigctc ttgoecggeg tcaatacggg ataataccge 5774
gccacatage agaactttaa aagtgctcat cattggaaaa cgttettcgg ggegaaaact 5834
ctcaaggatc ttaccgctgt tgagatccag ttcgatgtaa cecactcgtg cacccaactg 5894
atottcagea tettttactt tcaccagogt ttotgggtga geaaaaacag gaaggcaaaa 5954
tgeccgcaaaa aagggaataa gggcegacacg gaaatgttga atactcatac tottoctttt 6014
tcaatattat tgaagcattt atcagggtta ttgtctcatg agcggataca tatttgaatg €074
tatttagaaa aataaacaaa taggggttcc gcgcacattt ccccgaaaag tgccacctga 6134
cgte 6138

27



10

<210>4
<211> 377
<212> PRT

<213> Plasmido pHA-hA4-cDNA3.1Zeo(+)

<220>

<223> Plasmido pHA-hA4-cDNA3.1Zeo(+)

<400> 4

MeL

Glu

Ser

Glu

Pro

€5

Leu

Cys

Gly

Ile

. Ile

145

Ser

Gly

Tyr

Phe

Glu

50

Tyr

Lys

Thr

Tyr

Leu

130

Ser

Ile

Tyr

Leu

Ser

3is

Ala

Gly

Thr

Gly

Leu
115

Tyxr

Lys

Tyr

Pro

Ala

20

Leu

Arg

Thr

Ser

Asn

100

Asp

Ser

Met

Phe

Asn

Asp

val

Thr

Ser
as

Tyr

Ser

Asn

Tyr

Ser
165
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Asp

His

Cys

Ser

Phe

70

Gly

Ile

Ala

Asn

Asn

150

Gln

val

Gly

Ser

Leu

55

Pro

Ser

His

Ile

Ser

135

Phe

Leu

Pro

Thy

Asn

40

Thr

Gln

Leu

Pro

Tyr

120

Pro

Leu

Tyr

28

Asp

Ile

25

Cys

Glu

Thr

val

Glu

105

Asn

Cys

Ile

His

TYT

10

val

Pro

FPhe

Lys

Gln

80

Ser

Asn

aAsn

Thr

Thr
170

Ala

Lys

Tyr

Cys

His

75

Lys

Met

Asp

Glu

Tyr
155

Glu

Glu

Pro

His

Gln

60

Leu

Gly

Ser

Ala

140

Pro

Met

Pro

Tyr

Ile

45

Ile

Thr

His

Phe

Ile

125

Asn

Gly

Asp

Ile

TYT

30

Arqg

Phe

Phe

Ala

Glu

110

Arg

His

Ile

Phe

Tyr

1s

Trp

Thr

Gly

Tyr

Ser

=18

Met

His

Cys

Thr

Pro
175

Glu

Leu

Gly

Phe

Glu

80

Ser

Asn

Ile

Cys

Leu

160

Ala



Ser Ala

Arg Val

His Ser
210

Leu Thr
225

Ala Ile

Lys Arg

Leu Asn

Leu Gln
290

Leu Val
308

Asn Lys

Phe Gln

Glu Ile

Glu Lys
370

<210>5
<211> 6108
<212> ADN

Trp

val

195

Phe

Gly

Thrx

AsSn

Asn

275

Pro

Pro

Pro

Glu

Vval

355

Lys

Asn

180

Leu

Ile

Arg

Gly

Pro

260

Ala

Asn

Leu

Arg

Thr

340

Glu

Lys

ATg

Ser

Ser

Ala

Val

245

Asn

Phe

Leu

Arg

Asn

325

Lys

Ile

Lys
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Glu

Pro

Gly

Leu

230

Lys

Thr

Pro

Pro

Asp

310

Ile

Asp

Thr

Lys

<213> Plasmido phA4-cDNA3.1Zeo(+)

<220>

<221> promotor

Ala

Ile

val

21§

Ala

Pro

Lys

Gly

Pro

285

Leu

Val

Leu

Glu

Gly
37s

Leu

Ser

200

Ser

Asp

Tyr

Ala

Gln

280

Asp

Pro

Arg

Gly

Gln

360

Lys

29

Arg

185

Gly

Gly

Arg

Phe

Gln

265

Phe

Leu

Pro

Arg
345

Phe

Lys

Ser

Gly

Ser

His

Thr

250

Glu

Phe

Arg

Met

Leu

330

Leu

Ala

Leu

Ile

His

Asn

235

Asp

Ala

Gln

Ala

His

318

Asn

Pro

Ser

Ala

Trp

val

220

Ala

Val

Leun

Met

Pro

300

Metc

Met

Thr

Ser

Ser

His

205

Phe

Tyr

Leu

Glu

Pro

285

val

Gly

Pro

Gly

Lys
365

Leu

190

Ser

Gln

Glu

Leu

Ser

270

Ser

Val

Gln

Gln

Arg

350

Glu

Trp

Val

Pro

Ile

Gln

255

Tyr

Gly

Phe

Asn

Met

33s

Ser

Ala

Pro

Leu

Ile

AsSn

240

Thr

Pro

Gln

val

Pro

320

Ser

val

Asp
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<222> (232)..(819)
<223> promotor de CMV
<220>

<221> primer_bind
<222> (769)..(789)
<223> cebador directo de CMV
<220>

<221> primer_bind
<222> (863)..(882)
<223> cebador de T7
<220>

<221> promotor
<222> (863)..(879)
<223> promotor de T7
<220>

<221> CDS

<222> (941)..(2044)
<223> hA4

<220>

<221> primer_bind
<222> (2115)..(2132)
<223> cebador inverso de BGH
<220>

<221> polyA_site
<222>(2121)..(2345)
<223> pA de BGH
<220>

<221> rep_origin
<222>(2391)..(2819)
<223> origen de f1
<220>

<221> promotor
<222> (2824)..(3194)
<223> promotor temprano de SV40
<220>

<221> promotor
<222> (3209)..(3276)
<223> Promotor de EM7
<220>

<221> misc_feature
<222> (3277)..(3651)
<223> Zeo(R)

<220>

<221> polyA_signal
<222> (3781)..(3911)
<223> pA de SV40
<220>

<221> rep_origin
<222> (4294)..(4967)
<223> origen de puUC
<220>

<221> misc_feature
<222> (5112)..(5972)
<223> Amp(R)

<220>

<221> promotor

<222> (5973)..(6071)

<223> promotor de bla
<400> 5

30



gacggatcgg
ccgeatagtt
cgagcaaaat
ttagggttag
gattattgac
tggagctceg
cccgceccatt
attgacgtca
atcatatgce
atgccecagta
teogetattac
actcacgggyg
aaaatcaacg
gtaggcgtgt
ctgcttactg

gtttaaactt

gagatctecee
aageccagtat
ttaagctaca
gegttttgeg
tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggac
aagtacgccce
catgacetta
catggtgatg
atttccaagt
ggactttcca
acggtgggag
gcttatcgaa

aagcttggta
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gatcccctat
ctgeoteooctg
acaaggcaag
ctgettogeg
tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacg
tgggaccttce
cggttttggce
ctccacccea
aaatgtcgta
gtctatataa
attaatacga

ccgagctcgg

ggtcgactct
cttgtgtgtt
gocttgaccega
atgtaggggce
ttacggggrce
atggcecogec
ttcccatagt
aaactgccca
tcaatgacgg
ctacttggca
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactccge
gcagagctct
ctcactatag

atccctagea

gag gag tac cta gca aat cat gga aca ata gta
Glu Glu Tyr Leu Ala Asn His Gly Thr Ile Val

10

15

cta agc ttc tct cte gat tge tct aat tgt cct

31

cagtacaatc
ggaggtcgct
caattgcatg
cagatatacg
attagtteat
tggotgaceg
aacgccaata
cttggcagta
taaatggccc
gtacatctac
tgggcgtgga
tgggagtttg
cecattgacyg
ctggetaact

ggagacccaa

atg gag
Met Glu
1

aaa cca
Lys Pro

tac cat

f=fadad
Pro

tat
Tyr

att

tgctctgatg
gagtagtgcg
aagaatctgc
cgttgacatt
agcceatata
cccaacgace
gggactttce
catcaagtgt
gcctggeatte
gtattagtca
tagcggtttg
ttttggcace
caaatgggcg
agagaaccca
gctggcotage

aca
Ile

tat

Tyrx
5

tac
Tyr
20

tgg
Trp

cga aca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

955

1003

1051



Leu

ggt
Gly

tte
Phe

gaa
Glu
70

agt
Ser

aat
Asn

ate
Ile

tgc
cys

ctt
Leu
150
gﬁc
Ala

ccg
Pro

cte
Leu

att
Ile

aat
Asn
230

aca
Thr

Ser

gaa
Glu

cct
Pro
55

cta
Leu

tge
Cys

ggt
Gly

att
Ile

atc
Ile
135

agt
Ser

tca
Ser

<€gg
Arg

cac
His

tta
Leu
215

gce

Ala

aaa
Lys

Phe

gaa
Glu
40

tat

Tyr

aaa
Lys

act
Thr

tat
Tyr
ctg
120
agc

ser

att
Ile

gca
Ala

gtt
val

age
Ser
200

act

Thr

ata
Ile

agg
Arg

ser
25

gca
Ala

g99
Gly

act
Thr

999
Gly

ctt
Leu
106

tat
Tyr

aaa
Lys

tat
Tyx

tgg
Txp

gtt
val
185

ttt
Phe

999
Gly

aca
Thr

aat
Asn

Leu

aga
Arg

aca

tct
Sser

aat
Asn
90

gac
Asp

tece
Ser

atg
Met

ttt
Phe

aac
Asn
170

ttg
Leu

ata
Ile

aga
Arg

ggc
Gly

cca
Pro
250

Asp

gkt
val

aca
Thr

tect
Serx
75

tat

Tyr

tca
Ser

aac
Asn

tat
Tyr

tct
Ser

"155

ege
Arg

agt
Ser

agt
Ser

gca
Ala

gta
val
235

aac
Asn
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Cys

tcc
Ser

tre
Phe
60

ggt
Gly

atc
Ile

gce
Ala

aac
Asn

aat
Asn
140

cag
Gln

gaa
Glu

cca
Pro

ggt
Gly

ctg
Leu
220

aaa

Lys

aca
Thr

Ser

cte
Leu
45

cet
Pro

agce
Ser

cat
His

ata
Ile

tee
Ser
125

ttc
Phe

ctc
Leu

gct
Ala

ata
Ile

gte
val
205

gct

Ala

cct
Pro

aaa
Lys

Asn
30

aca
Thr

caa
Gln

ctg
Leu

eca
Pro

tac
Tyr
110

cct

Pro

ctg
Leu

tat
Tyr

cte
Leu

agt
ser
190

tca
Ser

gac
ASp

tac
TYyr

gce
Ala

32

Cys

gaa
Glu

aca
Thr

gtg
val

gaa
Glu
95

aat
Asn

tgt
Cys

att
Ile

cat
His

<gg
Arg
175

ggt
Gly

gga
Gly

agg
Arg

ttc
Phe

cag
Gln
258

Pro

ttt
Phe

ada
Lys

caa
Gln
80

tca
Ser

aat
Asn

aat
Asn

acg
Thr

act
Thr
1860

agc
Ser

999
Gly

tca
ser

cac
His

act
Thr
240

gag
Glu

Tyr

tgt
Cys

cac
His
65

aag
Lys

atg
Met

gac
AsSp

gaa
Glu

cat

Tyr
145

gag
Glu

ctyg

atc
Ile

cat
His

aac
Asn
225

gat

Asp

gct
Ala

His

cay
Gln
50

cte
Leu

g9¢
Gly

cte
Leu

age
ser

gct
Ala
130

cca
Pro

atg
Met

gcc
Ala

tgg
Trp

gtt
val
210

gca

Ala

gtt
val

tta
Leu

Ile
35

att
Ile

aca
Thr

cat
His

ttt
Phe

atc
Ile
115

aac
Asn

ggc¢
Gly

gac
Asp

age
Ser

cat
His
195

ctt
FPhe

tat
Tyr

ctt
Leu

gag
Glu

Arg

ttt
Phe

ttt
Phe

gct
Ala

gaa
Glu
100

agy
Arqg

cac
His

atc
Ile

ttt
Phe

tta
Leu
180

tct
Ser

cag
Gln

gaa
Glu

ctc
Leu

agc
Ser
260

Thr

gga
Gly

tat
Tyr

age
Ser
85

atg
Met

cat
His

tgc
Cys

act
Thr

cect
Pro
165

tgg
Trp

gtt
val

ccc
Pro

atc
Ile

cag
Gln
245

tac

Tyr

1099

1147

1198

1243

1291

1339

1387

1435

1483

1531

1579

1627

1675

1723



cece
Pro

caa
Gln

gtg
val

ceca
Pro
310

tca

Ser

gtg
val

gat
Asp

tta
Leu

ctc
Leu

cta
Leu
285

aat

Asn

ttc
Phe

gag
Glu

gaa
Glu

aac
Asn

caa
Gln
280

gtg
Val

aaa
Lys

cag
Gln

ata
Ile

aag
Lys
360

aat
Asn
265

cccC
Pro

cct
Pro

cce
Pro

gaa
Glu

gtg
Val
345

aag
Lys

gcec
Ala

aac
Asn

cte
Leu

agg
hrg

acc
Thr
330

gaa

Glu

aag
Lys
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tee
Phe

cct
Pro

gga
Gly

cct
PID

cta
Leu

cca
Pro
285

tta
Leu

agg
Arg

gac
Asp
300

aat
Asn
3165

ate
Ile

gta
val

cte
Leu

aag
Lys

gac
Asp

atc
Ile

aca
Thr

gaa
Glu

aag
Lys

aaa
Lys

999
Gly
365

cag
Gln
270

gac
Asp

cca
Pro

agg
Arg

gga
Gly

cag
Gln
350

aag
Lys

cte
Phe

ctc

cca
Pro

cac
His

adg
Arg
335

ttt
Phe

aaa
Lys

[ 4 4
Phe

agg
Arg

atg
Met

tta
Leu
320

ctt
Leu

gca
Ala

taa

acagtggcgg
gcettetagt
aggtgeccact
taggtgtcat
agacaatage
cagctggggc
tgtggtggtt
cgetttette
gggcatccct
ttagggrgat
gttggagtece
tatcteggte
aaatgagctg
gggtgtggaa

ttagtcagca

ccgotcgagt
tgccagccat
cccactgtcc
tctattectgg
aggcatgetg
tctagggggt
acgcgeageyg
ccttecttte
ttagggttcc
ggttcacgta
acgttettta
tattettttyg
atttaacaaa
agtcceccagg

accaggtatg

ctagagggcec
ctgttgtttyg
tttcctaata
ggggtgggagt
gggatgeggt
ateeccacge
tgaccgetac
tcgccacgtt
gatttagtge
gtgggccatc
atagtggact
atttataagg
aatttaacgce
ctecccagge

gaaagtcece

33

cgtttaaace
ccecctecoee
aaatgaggaa
ggggcaggac
gggctcotatg
geccctgtage
acttgccage
cgccggcettt
tttacggcac
gccctgatag
cttgtteccaa
gattttgggg
gaattaattc
aggcagaagt

aggcteccea

caa
Gln

atg
Met

ceqg
Pro
275

cct
Pro
2980

gct
Ala

gtt
val

cat
His
ios

atg
Met

ggc
Gly

aat
Asn

cect
Prc

aty
Met

act
Thr

ccc
Pro

gga
Gly

agt
Ser

agc
Ser

aag
Lys
355

gaattctgca

cgectgatcag
gtgccttect
attgcatcgc
agcaagggag

getteotgagg

ggcgecattaa
gceectagege
cccecgtcaayg
ctcgacccca
acggttttte
actggaacaa
attteggect
tgtggaatgt
atgcaaagca

gcaggcagaa

agt
Ser

gga
Gly

ttc
FPhe

gtt
val

caa
Gln

adc
Asn

caa
Gln

atg
Met
325

tca
Ser

agg
Arg
340

gag
Glu

gca
Ala

gatatccagc

cctegactgt
tgaccctgga
attgtctgag
aggattggga
cggaaagaac
gcgeggegag
cocgetecttt
ctctaaateg
aaaaacttga
gccctttgac
cactcaaccc
attggttaaa
gtgtcagtta
tgcatctcaa

gtatgcaaag

1771

1819

1867

1915

1963

2011

2064

2124

2184

2244

2304

2364

2424

2484

2544

2604

2664

2724

2784

2B44

2904

2964



catgcatcte
aactccgecce
agaggccgag
aggcctaggce
gecacgtgtty
aggaactaaa
gceggagegy
gacttcgeog
gtggtgccyyg
gagtggtcgg
atcggcgage
cacttcgtgg
ttctatgaaa
cgeggggate
ggttacaaat
tctagttgtg
tctagctaga
ctcacaatte
tgagtgagct
ctgtcgtygce
gggcgcetett
gcggtatcag
ggaaagaaca
ctggegtttt
cagaggtggce
ctcgtgecget
tcgggaageg
gttcgectcca

tceggtaact

aattagtcag
agttccgeece
gecgeetetg
ttttgcaaaa
acaattaatce
ccatggccaa
tcgagttctg
gtgtggteeg
acaacaccct
aggtcgtgtce
agccgtgggg
cegaggagea
ggttgggctt
tcatgctgga
aaagcaatayg
gtttgtccaa
gctrggegta
cacacaacat
aactcacatt
agctgcatta
cegcttecte
ctcactcaaa
tgtgagcaaa
tccataggcet
gaaaceccgac
ctcetgttcce
tggcgcecttte
agctgggctyg

atcgtcttga

ES 2370

caaccatagt
attctcegee
cctatgaget
agctcceggg
atcggcatag
gttgaccagt
gaccgaccgy
ggacgacgtg
ggcctgggtyg
cacgaacttc
gcgggagttc
ggactgacac
cggaatcgtt
gttcttogee
catcacaaat
actcatcaat
atcatggtca
acgagccgga
aattgegttyg
atgaatcggc
gctcactgac
ggcggtaata
aggccagcaa
ccgceecect
aggactataa
gaccetgecg
tcaatgctca
tgtgcacgaa

gtccaaceeg

888 T3

cccgececta
ccatggctga
attccagaayg
agectgtata
tatatcggca
gccgttecgg
ctecgggttcet
acecetgttea
tgggtgcgeg
cgggacgect
gccocctgocgeg
gtgctacgag
ttccgggacyg
caccccaact
ttcacaaata
gtatcttate
tagergrete
agcataaagt
cgetecactge
caacgcgcgyg
tcgectgeget
cggttatcca
aaggccagga
gacgagcatc
agataccagqgg
cttaccggat
cgctgtaggt
ccceccecgtee

gtaagacacyg

34

actcegecea
ctaatttttet
tagtgaggag
tecatttteg
tagtataata
tgctecacege
cccgggactt
tcagegeggt
gcctggacga
ccgggeceggc
acccggcocgg
atttcgatte
ccggectggat
tgtttattge
aagcattttt
atgtctgtat
ctgtgtgaaa
gtaaagcctg
ccgecttteca
ggagaggycgyg
cggtegtteg
cagaatcagg
accgtaaaaa
acaaaaatcyg
cgttteccceco
acctgtccgce
atctcagtte
agcccgaccg

acttatecgee

tccegocect
ttatttatge
gctttttegg
gatctgatca
cgacaaggtg
gcgegacgtce
cgbggaggac
ccaggaccay
gctgtacygcce
catgaccgag
caactgcgtg
cacegecgee
gatcctccag
agcttataat
ttcactgcat
accgtcgacc
ttgttatceg
gggtgcctaa
gtogggaaac
tttgecgtatt
getgeggega
ggataacgca
ggecgegteg
acgctcaagt
tggaagctce
ctrtctececct
ggtgtaggte
ctgcgcectta

actggcagca

3024

3084

3144

3204

3264

3324

3384

3444

3504

3564

3624

3684

3744

3804

3864

3924

3984

4044

4104

4164

4224

4284

4344

4404

4464

4524

4584

46494

4704



10

gccactggta
tggtggccta
ccagttacct
agcggtggtt
gatcetttga
attttggtca
agttttaaat
atcagtgagyg
ceoocgbegtgt
ataccgcgag
agggcegage
tgccgggaay
gctacaggca
caacgatcaa
ggtcceeocga
gcactgcata
tactcaacca
tcaatacggy
cgttcttcgg
cccactcatg
gcaagaacag
atactcatac
agcggataca

ceocogaaaag

acaggattag
actacggcta
tcggaaaaag
ttettgtttg
tcttttetac
tgagattatc
caatctaaag
cacctatcte
agataactac
acccacgetce
gcagaagtgg
ctagagtaay
tocgtggtgte
ggcgagttac
tcgttgtcag
attetcecttac
agtcattctg
ataataccygc
ggcgaaaact
cacccaactg
gaaggcaaaa
tcttcoccttete
tatttgaatg

tgccacctga
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cagagcgagg
cactagaagyg
agttggtagc
caagcagcag
ggggtetgac
aaaaaggatc
tatatatgag
agcgatectgt
gatacgggag
accggeteca
tcctgcaact
tagttcgeca
acgeteogteg
atgatccccece
aagtaagttg
tgtcatgcca
agaatagtgt
gccacatagc
ctcaaggatc
atcttcagca
tgcecgcaaaa
tcaatattat
tatttagaaa

cgte

<210>6

<211> 367

<212> PRT

<213> Plasmido phA4-cDNA3.1Zeo(+)
<220>

<223> Plasmido phA4-cDNA3.1Zeo(+)
<400> 6

tatgtaggcg
acagtatttg
tcttgatceg
attacgcgea
getcagtyga
ttcacectaga
tasacttggt
ctatttbcgtt
ggcttaccat
gatttatcag
ttactccgeet
gttaatagtt
tttggtatgg
atgttgtgeca
gccgecagtgt
tccgtaagat
atgcggcgac
agaactttaa
ttaccgetgt
tecttttacte
aagggaataa
tgaagecattt

aataaacaaa

35

gtgctacaga
gtatctgcgc
gcaaacaaac
gaaaaaaagg
acgaaaacte
tecttttaaa
ctgacagtta
catecatagt
ctggccecag
caataaacca
ccateccagte
tgegeaacyt
cttcattcag
aaaaagcggt
tatcactcat
gettitetgt
cgagttgcte
aagtgctcat
tgagatccag
tcaccagecgt
gggcgacacy
atcagggtta

taggggttce

gttcttgaag
tctgectgaag
caccgcetgdgt
atctcaagaa
acgttaaggyg
ttaaaaatga
ccaatgetta
tgecctgacte
tgectgcaaty
gccagcogga
tattaattgt
tgttgecatt
ctcoggrtceco
tagctcctte
ggﬁtatggca
gactggtgag
ctgccoggcy
cattggaaaa
ttegatgtaa
ttctgggtga
gaaatgttga
ttgtctcoatcy

gogoacatet

4764

14824

4884

4944

5004

5064

5124

£184

6244

5304

5364

S424

5484

5544

5604

5664

5724

5784

5844

5904

5964

6024

6084

6108



Met

Lys

Tyr

Cys

His

&5

Lys

Met

Asp

Glu

Tyr

145

Glu

Leu

lle

His

Glu Pro
Pro Tyr

His Tle
35

Gln Ile
14]

Leu Thr
Gly His
Leu Phe

Ser Ile
115

Ala Asn
130

Pro Gly
Met Asp
Ala Ser
Trp His

195

Vval Phe
210

ITle

Tyx

20

Arg

Phe

Phe

Ala

Glu

100

Arg

His

Ile

Fhe

Leu

180

sSer

Gln

Tyr

Trp

Thr

Gly

Tyr

Ser

85

Met

His

Cys

Thr

Pro
165

Trp

val

Pro
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Glu

Leu

Gly

Phe

Glu

70

Ser

Asn

Ile

Cys

Leu

150

Ala

Pro

Leu

Ile

Glu

Ser

Glu

Pro

S5

Leu

Cys

Gly

Ile

Ile

135

Ser

Ser

Arg

His

Leu
215

Tyr

Phe

Glu

40

Lys

Thr

Tyr

Leu

120

Ser

Ile

Ala

val

Ser

200

Thr

36

Leu

Ser

25

Ala

Gly

Thr

Gly

Leu
105

Tyr

Lys

Tyr

Trp

val

185

Phe

Gly

Ala

10

Leu

Arg

Thr

Ser

Asn

90

Asp

Ser

Met

Phe

Asn

170

Leu

Ile

Arg

Asn

Asp

val

Thr

Ser
75

Tyr

Ser

Asn

Tyr

Ser

155

Arg

ser

Ser

Ala

His

Cys

Ser

Phe

60

Gly

Ile

Ala

Asn

Asn

140

Gln

Glu

Pro

Gly

Leu
220

Gly

Ser

Leu

45

Pro

Ser

His

Ile

Ser

125

Phe

Leu

aAla

Ile

val

205

Ala

Thr

Asn

30

Thr

Gln

Leu

Pro

Tvr

110

Pro

Leu

TYT

Leu

Ser

190

ser

Asp

Ile
15

Cys

Glu

Thr

Val

Glu

95

Asn

Ile

His

Arg

175

Gly

Gly

Arg

val

Pro

Phe

Lys

Gln

80

Ser

Asn

Asn

Thyr

Thr

160

Ser

Gly

Ser

His
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20

25
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Asn Ala Tyr Glu Ile Asn Ala Ile Thr
225 230

Agp Val Leu Leu Gln Thr Lys Arg Asn
245

Ala Leu Glu Ser Tyr Pro Leu Asn Asn
260 265

Gln Met Pro Ser Gly €Gln Leu Gln Pro
275 280

Ala Pro vVal val Phe Vval Leu Val Pro
290 2958

His Met Gly Gln Asn Pro Asn Lys Pro
3058 310

ASn Met Pro Gln Met Ser Phe Gln Glu
3258

Pro Thr Gly Arg Ser Val Glu Ile val
340 345

Ser Ser Lys Glu Ala Asp Glu Lys Lys
358 360

<210>7
<211> 32
<212> ADN
<213> Atrtificial
<220>
<223> Cebador directo
<400> 7
caggcagtac cagectggag acaaattgat gg 32
<210>8
<211>57
<212> ADN
<213> Atrtificial
<220>
<223> Cebador inverso
<400> 8
gactiggatc cootttotte cctttettet teticttite atcotgectes tigetac
<210>9
<211> 68
<212> ADN
<213> Atrtificial
<220>
<223> Cebador directo
<400> 9

37

Gly

Fro

250

Ala

Asn

Leu

Arg

Thr

330

Glu

Lys

Val

235

Asn

Phe

Ley

Arg

Asn

315

Lys

Ile

Lys

57

Lys

Thr

Pro

Pro

Asp

300

Ile

Asp

Thr

Lys

Pro

Lys

Gly

Pro

285

Leu

val

Leu

Glu

Gly
365

Tyx

Ala

Gln

270

Asp

Pro

Arg

Gly

Gin

350

Lys

Phe

Gln

255

Fhe

Leu

Pro

His

Arg

335

Phe

Lys

Thr
240
Glu
Phe
Arg
Met
Leu
320

Leu

Ala
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15

20

25

cggatcccta gcaatgggat atccatacga tgttcocagat tacgectgage ccatatatga

ggagtacc

<210> 10
<211> 32
<212> ADN
<213> Atrtificial
<220>
<223> Cebador inverso
<400> 10
gaattcttta tttcttcoet ttettctict to
<210> 11
<211> 29
<212> ADN
<213> Atrtificial
<220>
<223> Cebador directo
<400> 11

cggatcecta geaatggage coatatatg

<210> 12

<211> 32

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Cebador inverso
<400> 12

gaattctita tttcttcect ttottcttct tc
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32

32

28

38

&0

68
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina APOBEC4 humana modificada caracterizada porque el extremo N estd modificado para estabilizar
la proteina APOBECA4 o el extremo C esta modificado, en la que la modificacién del extremo N comprende la adicion
de al menos una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en el marcador V5, el marcador c-
myc y el marcador HA o una secuencia de aminoacidos homoéloga a la misma, y en la que la modificacion del
extremo C comprende la adicién de al menos una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste
en el marcador V5, el marcador c-myc y el marcador HA o una secuencia de aminoacidos homologa a la misma.

2. La proteina APOBEC4 modificada de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que al menos una secuencia de
aminoacidos afiadida al extremo N es un marcador HA o una secuencia al menos un 90% idéntica a la misma.

3. La proteina APOBEC4 modificada de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que al menos una secuencia de
aminodacidos afiadida al extremo C es el marcador HA o 3 marcadores HA o una secuencia al menos un 90%
idéntica a la misma.

4. Una célula que expresa la proteina APOBEC4 madificada de acuerdo con las reivindicaciones 1-3.

5. La célula de acuerdo con la reivindicacion 4, en la que la célula produce ademas un retrovirus o particulas virales
del mismo.

6. La célula de acuerdo con la reivindicacion 5, en la que el retrovirus es un lentivirus y/o es un virus deficiente en la
replicacion.

7. La célula de acuerdo con la reivindicaciéon 6, en la que el extremo N de la proteina APOBEC4 estd modificado
para estabilizar la proteina APOBECA4.

8. La célula de acuerdo con las reivindicaciones 4-7, en la que la célula se selecciona del grupo que consiste en una
célula 293T, una célula HeLa, una célula T auxiliar y un macrofago.

9. Un acido nucleico que codifica la proteina APOBEC4 modificada de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-3 o el complemento de la misma.

10. Un acido nucleico que comprende la secuencia de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 9.

11. Un &cido nucleico o un vector para terapia génica somatica que comprende el &cido nucleico de acuerdo con la
reivindicacion 10, en el que el &cido nucleico que codifica APOBEC4 esta unido operativamente a un promotor.

12. Una vacuna que comprende la célula de acuerdo con la reivindicacion 7 y un vehiculo farmacéutico aceptable.

13. Una particula retroviral deficiente en la replicacion que comprende el acido nucleico de acuerdo con las
reivindicaciones 10-11, en la que el acido nucleico es un ARN.

14. La particula retroviral de acuerdo con la reivindicacion 13, en la que la particula retroviral procede de VIH, VIH-1,
VIH-2, VIS, VISagm, VISmac, espuma virus, VIF, VAIE o VLM.

15. Un procedimiento in vitro para reducir la produccion de retrovirus o lentivirus o particulas virales de los mismos
de una célula que produce un retrovirus, lentivirus o particulas de vector de los mismos, comprendiendo el
procedimiento expresar una proteina APOBEC4 modificada de acuerdo con las reivindicaciones 1 y 3 en dicha
célula, en la que el extremo C de la proteina APOBEC4 esta modificado.

16. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 15, en el que la produccion de retrovirus o particulas virales de
los mismos se reduce al menos un 20%.

17. Un procedimiento para producir particulas retrovirales, comprendiendo el procedimiento cultivar una célula de
acuerdo con la reivindicacion 7.

18. El uso de una célula de acuerdo con la reivindicacion 7, del &cido nucleico de acuerdo con la reivindicaciéon 11 o
de la particula retroviral de acuerdo con las reivindicaciones 13-14 para la fabricacién de un medicamento.

19. El uso de una célula de acuerdo con la reivindicacion 7, del &cido nucleico de acuerdo con la reivindicacion
11 o de la particula retroviral de acuerdo con las reivindicaciones 13-14 para la fabricacion de un medicamento para
el tratamiento o vacunacién contra una infeccién por un retrovirus.

20. Un procedimiento para seleccionar compuestos antivirales, comprendiendo el procedimiento las etapas de:

poner en contacto una célula que expresa una proteina APOBEC4 humana con un compuesto de ensayo; y
determinar si el compuesto de ensayo afecta a la transcripcion y/o expresion de APOBEC4 de dicha célula, en
el que una reduccion en la transcripcion y/o expresion de APOBEC4 de dicha célula indica que el compuesto
de ensayo es un compuesto antiviral.
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21. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 20, en el que la transcripcion y/o expresion de APOBEC4 de
una primera célula en presencia de un compuesto de ensayo se compara con la transcripcion y/o expresién de
APOBEC4 de una segunda célula en ausencia de dicho compuesto de ensayo,

en el que una reduccion en la transcripcion y/o expresion de APOBEC4 de la primera célula en comparacion con la
segunda célula indica que el compuesto de ensayo es un compuesto antiviral.

22. El procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 20 6 21, en el que la transcripcién y/o expresion de
APOBEC4 se determina por RT-PCR, transferencia de Northern y/o transferencia de western.

23. Un procedimiento para seleccionar compuestos antivirales, comprendiendo el procedimiento las etapas de

poner en contacto una célula que expresa un retrovirus y una proteina APOBEC4 con un compuesto de ensayo;

y . . . .
determinar el titulo del retrovirus en presencia y ausencia del compuesto de ensayo,
en el que una reduccion en el titulo indica que el compuesto de ensayo es un compuesto antiviral.

24. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 20-23, en el que el compuesto de
ensayo es una molécula de ARNip o ARNhc dirigida contra el ARNm de APOBECA4.
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