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DESCRIPCION
Control de la expresion de genes
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se relaciona generalmente con un método para modificar la expresion de genes y con genes
sintéticos para modificar la expresién endogena de genes en una célula, tejido u érgano eucariético de un organismo
transgénico, en particular de una planta o animal transgénico. Mas particularmente, la presente invencién utiliza
tecnologia de ADN recombinante para modificar o modular postranscripcionalmente la expresion de un gen objetivo en
una célula, tejido, érgano u organismo completo eucariotico, por lo que se producen fenotipos novedosos. Los genes
sintéticos novedosos y los constructos genéticos los cuales son capaces de reprimir, retardar o reducir de alguna otra
manera la expresion de un gen enddgeno o un gen objetivo en un organismo cuando se introduce en el mismo, también
se proporciona.

GENERALIDADES

Los detalles bibliograficos de las publicaciones a las que se hace referencia en esta especificacion se recolectan al final
de la descripcion

Como se utiliza en la presente, el término "derivado de" se debe tomar para indicar que se puede obtener un entero
especificado a partir de una fuente o especie especificada particular, aunque no necesariamente de manera directa de la
fuente o especie especificada.

A través de esta especificacion, a menos que el contexto lo requiera de otra manera, la palabra "comprende" o
variaciones tales como "que comprende" o "comprendido” se entendera que implica la inclusion de una etapa o elemento
0 entero o grupo de etapas o elementos o enteros establecidos, pero no la exclusiéon de ninguna etapa o elemento o
entero o grupo de elementos o enteros.

Aquellos expertos en la técnica apreciaran que la invencién descrita aqui es susceptible a variaciones y modificaciones
diferentes a las descritas especificamente. Se debe entender que la invencion incluye la totalidad de variaciones y
modificaciones. La invencion también incluye la totalidad de las etapas, rasgos, composiciones y compuestos a los que
se hace referencia o que se indican en esta especificacion, individual o colectivamente, y cualquiera y la totalidad de las
combinaciones o cualquiera de dos o mas etapas o caracteristicas.

La presente invencion no se limita en alcance por las realizaciones especificas descritas aqui, las cuales se pretenden
para propositos de ejemplificacion unicamente. Los productos, composiciones y métodos funcionalmente equivalentes
estan claramente dentro del alcance de la invencion como se describe aqui.

Los numeros de identidad de secuencia (SEC. DE IDENT. NOS) que contienen informacién de secuencias de nucledtidos
y de aminoacidos incluidos en esta especificacion se recolectan después del extracto y se han preparado utilizando el
programa Patentin Version 2.0. Cada nucleétido o secuencia de aminoacidos se identifica en la lista de secuencia por el
indicador numérico <210> seguido por el identificador de secuencia (por ejemplo <210>1, <210>2, etc.). La longitud, tipo
de secuencia (ADN, proteina (PRT), etc.), y el organismo de fuente para cada secuencia nucleotidica o de aminoacidos
se indica por la informacion que se proporciona en los campos de indicador numérico <211>, <212> y <213>,
respectivamente. Las secuencias nucleotidicas y de aminoacidos a los que se hace referencia en la especificacion se
definen por la informacion que se proporciona en el campo de indicador numérico <400> seguido por el identificador de
secuencia (por ejemplo <400>1, <400>2, etc.

La designacién de residuos nucleotidicos a los que se hace referencia en la presente son los recomendados por la
IUPAC-IUB Biochemical Nomenclature Commission, en donde A representa adenina, C representa citosina, G representa
guanina, T representa timina, Y representa un residuo pirimidina, R representa un residuo purina, M representa adenina o
citosina, K representa guanina o timina, S representa guanina o citosina, W representa adenina o timina, H representa un
nucledtido diferente de guanina, B representa un nucleétido diferente de adenina; V representa un nucledtido diferente de
timina, D representa un nucledtido diferente de citosina y N representa cualquier residuo nucleotidico.

La designacion de residuos aminoacidos a los que se hace referencia en la presente, recomendada por la IUPAC-IUB
Biochemical Nomenclature Commission, se incluyen en la tabla 1.
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TABLA 1
Aminoacido Codigo de tres letras Codigo de una letra
Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Acido aspartico Asp D
Cisteina Cys C
Glutamina GIn Q
Acido glutamico Glu E
Glicina Gly G
Histidina His H
Isoleucina lle I
Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Fenilalanina Phe F
Prolina Pro P
Serina Ser S
Treonina Thr T
Triptéfano Trp w
Tirosina Tyr Y
Valina Val V
Aspartato/asparagina Baa B
Glutamato/Glutamina Zaa 4
Cualquier aminoacido Xaa X

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El control de las vias metabdlicas en organismos eucaritticos es deseable con el propdsito de producir rasgos novedosos
en los mismos o de introducir rasgos novedosos en células, tejidos u érganos particulares de tal organismo. Aunque la
tecnologia de ADN recombinante ha proporcionado un progreso significativo en al comprensién de los mecanismos que
regulan la expresion de genes eucaridticos, se ha hecho un progreso mucho menor en la manipulacion real de la
expresion de genes para producir rasgos novedosos. Ademas, existen unicamente medios limitados mediante los cuales
la invencién humana puede llevar a una modulacién del nivel de la expresion del gen eucariotico.

Una solucion para reprimir, retardar o reducir de alguna otra manera la expresion de genes utiliza una molécula de ARNm
la cual se transcribe de la cadena complementaria de un gen nuclear a aquel el cual normalmente se transcribe capaz de
ser traducido en un polipéptido. Aunque el mecanismo preciso involucrado en este enfoque no se ha establecido, se ha
postulado que el ARNm de cadena doble puede formar el pareamiento de bases entre secuencias nucleotidicas
complementarias, para producir un complejo el cual se traduce con baja eficiencia y/o se degrada por enzimas de
ribonucleasa intracelulares antes de ser traducido.
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Alternativamente, la expresion de un gen enddgeno en una célula, tejido u 6rgano se puede suprimir cuando una o mas
copias de tal gen, o una o mas copias de un gen sustancialmente similar se introducen en la célula. Aunque el
mecanismo involucrado en este fendmeno no se ha establecido y parece involucrar procesos mecanisticamente
heterogéneos. Por ejemplo, este enfoque se ha postulado que involucra represion transcripcional, en cuyo caso se
forman estados reprimidos somatica-heredablemente de cromatina, o bien alternativamente, un silenciador
transcripcional en donde normalmente se produce el inicio de la transcripcion, pero los productos de ARN en los genes
cosuprimidos posteriormente se eliminan.

La eficiencia de ambos enfoques en el direccionamiento de la expresion de genes especificos es muy baja y
habitualmente se obtienen resultados altamente variables. Los resultados inconsistentes se obtienen utilizando regiones
diferentes de los genes, por ejemplo regiones 5' no traducidas, regiones 3' no traducidas, regiones codificantes o
secuencias de intron para la expresion del gen objetivo. En consecuencia, actualmente no existe consenso respecto a la
naturaleza de las secuencias genéticas las cuales proporcionan el medio mas eficiente para reprimir, retardar o reducir de
alguna otra manera la expresion de genes utilizando las tecnologias existentes. Ademas, tal grado elevado de variacion
existe entre generaciones de manera que no es posible predecir el nivel de represidon de un gen especifico en la progenie
de un organismo en el cual la expresion del gen es modificada marcadamente.

Recientemente, Dorer y Henikoff (1994) demostraron el silenciado de copias de genes repetidas en bateria en el genoma
de Drosophila y la represion transcripcional de genes Adh de Drosophila dispersado por genes Polycomb (es decir, el
sistema Pc-G; Pal-Bhadra et al., 1997). Sin embargo, tal silenciado de copias de genes repetidas en bateria es de poca
utilidad en un intento por manipular la expresién de genes en una célula animal por medios recombinantes, en donde las
secuencias capaces de dirigir la expresion de un gen particular se introducen en posiciones dispersadas en el genoma,
ausentes de la combinacion de este enfoque con la tecnologia de direccionamiento de genes. Aunque teéricamente es
posible, tales combinaciones se espera que trabajen Gnicamente a baja eficiencia, en base en la baja eficiencia de las
soluciones de direccionamiento de genes utilizadas en el aislamiento y ademas, esto puede requerir complicados
sistemas de vectores. Ademas, la utilizacion de represion transcripcional, tal como en el sistema Pc-G de Drosophila,
puede parecer que requiera cierto conocimiento de los mecanismos reguladores capaz de modular la expresion de
cualquier gen objetivo especifico y, como una consecuencia, puede ser dificil de incrementar en la practica como una
tecnologia general para reprimir, retardar o reducir la expresion de genes en células animales.

Sijen et al. (MPMI, 1995. 8(3):340-347) divulgan que la transformacion de las plantas Nicotiana benthamiana con un gen
del virus del mosaico del caupi (CPMU, por sus siglas en inglés) puede conferir resistencia a un cambio posterior con
CPMV y sugieren que la resistencia esta mediada por ARN. En una publicacion posterior, Sijen et al. (The Plant Cell,
1996, 8:2277-2294) mostraron que la frecuencia de las lineas de resistencia aument6 cuando contenian una repeticion
directa en lugar de una repeticion unica del transgén. Sin embargo, los autores sugieren que las repeticiones inversas
deberian ser menos capaces de generar resistencia mediada por ARN.

Stam et al. (The Plant Journal. 1997, 12(1):63-82) divulgan que se puede silenciar el gen de la calcona sintasa en Petunia
mediante loci de ADN T/transgén multimérico como repeticiones inversas. Sin embargo, los autores no sugieren el uso de
un transgén que codifica una secuencia de palindromos interrumpidos. De hecho, los autores sugieren que se puede
lograr el silenciado del gen objetivo sin transcripcidn del transgén y que los transgenes sin promotor pueden inducir el
silenciado.

Una comprension pobre de los mecanismos involucrados en este fendmeno significa que ha habido pocas mejorias en
las tecnologias para modular el nivel de la expresion de genes, en particular tecnologias para retardar, reprimir o reducir
de alguna otra manera la expresion de genes especificos utilizando tecnologia de ADN recombinante. Ademas, como una
consecuencia de la impredictibilidad de estos enfoques, actualmente no existe un medio viable comercialmente para
modular el nivel de expresion de un gen especifico en un organismo eucariotico o procariético.

Por lo tanto, existe la necesidad de métodos mejorados para modular la expresion de genes, en particular para reprimir,
retardar o reducir de alguna otra manera la expresion de genes en células de mamiferos, con el propdsito de introducir
rasgos fenotipicos novedosos al mismo. En particular, estos métodos pueden proporcionar un medio general para
modificacién fenotipica, sin la necesidad de realizar enfoques de direccionamiento de genes concomitantes.

SUMARIO DE LA INVENCION

La invencion se basa en parte en el descubrimiento sorprendente por los inventores de que las células las cuales
muestran uno o mas rasgos deseados se pueden producir y seleccionar a partir de células transformadas que
comprenden una molécula de acido nucleico unida operablemente a un promotor, en donde el producto de transcripcion
de la molécula de acido nucleico comprende una secuencia nucleotidica la cual es sustancialmente idéntica a la
secuencia nucleotidica de un transcrito de un gen objetivo endégeno o no enddgeno, cuya expresion se pretende
modular. Las células transformadas se regeneran en tejidos completos, 6rganos u organismos capaces de exhibir rasgos
novedosos, en particular resistencia a virus y expresion modificada de genes enddgenos.

En consecuencia, un aspecto de la presente invencion proporciona un método para reprimir, retardar o, de otro modo,
reducir la expresién de un gen objetivo en una célula eucariética, comprendiendo dicho método:
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a) seleccionar una molécula de acido nucleico extrafo que comprende multiples copias de una secuencia de nucleétidos
(a) que comprende 100 nucledtidos, la cual es sustancialmente idéntica a la secuencia de nucleétidos de dicho gen
objetivo o de una region de éste, en donde las multiples copias se presentan como una secuencia palindrémica
interrumpida,

b) producir un gen sintético que comprende la molécula de acido nucleico extrafio operable bajo el control de una Unica
secuencia promotora,

c) introducir el gen sintético en dicha célula,
d) expresar el gen sintético en dicha célula,

en donde la represion, retardo o, de otro modo, reduccion de la expresion del gen objetivo no se lleva a cabo solamente
por la represion o reduccion de la transcripcion del gen objetivo, y

en donde dicho método no es un método de tratamiento del cuerpo humano o animal por cirugia o terapia, ni un método
de diagndéstico practicado en el cuerpo humano o animal.

El gen objetivo puede ser un gen el cual es enddgeno a la célula animal o, alternativamente, un gen extrafio tal como una
secuencia genética viral o extrafia, entre otras. Preferiblemente, el gen objetivo es una secuencia genética viral.

La invencion es particularmente Util en la modulacion de la expresion de genes eucaridticos, en particular la modulacion de
la expresion de genes humanos o animales, e incluso de manera mas particular en la modulacion de expresion de genes
derivados de animales vertebrados e invertebrados, tales como insectos, animales acuaticos (por ejemplo peces,
mariscos, moluscos, crustaceos tales como cangrejos, langostas y camarones), animales aviares y mamiferos, entre
otros.

Una variedad de rasgos son seleccionables con procedimientos apropiados y con cantidades suficientes de células
transformadas. Tales rasgos incluyen, pero no se limitan a rasgos visibles, rasgos de resistencia a enfermedades y
rasgos de resistencia a patégenos. El efecto modulador es aplicable a diversos genes expresados en plantas y animales
que incluyen, por ejemplo, genes enddgenos responsables del metabolismo celular con la transformacion celular, que
incluye oncogenes, factores de transmision y otros genes los cuales codifican para polipéptidos involucrados en el
metabolismo celular.

Por ejemplo, una alteracion en la produccion de pigmento en ratones puede ser sometido a ingenieria al dirigir la
expresion del gen de tirisinasa en el mismo. Esto proporciona un fenotipo novedoso de albinismo en ratones negros. Al
dirigir genes necesarios para la replicacion de virus en una célula vegetal o una célula animal, se puede introducir un
constructo genético el cual comprenda copias multiples de una secuencia nucleotidica que codifique para una replicasa
viral, polimerasa, proteina de cubierta o un gen de eliminacién de recubrimiento o proteasa de proteina, en una célula en
donde se exprese, para conferir inmunidad contra el virus ante la célula.

Al llevar a cabo la presente invencion, la molécula extrafia de acido nucleico generalmente comprenden una secuencia
nucleotidica que tiene mas de aproximadamente 85% de identidad con la secuencia del gen objetivo, sin embargo, una
homologia mayor puede introducir una modulacion de expresion mas efectiva de la secuencia del gen objetivo. Se
prefiere sustancialmente una homologia mayor, de mas de aproximadamente 90%, e incluso de manera mas preferible
de aproximadamente 95% para identidad absoluta, la cual es deseable.

La secuencia de molécula de acido nucleico extraia introducida, necesita menos que la homologia absoluta, y tampoco
necesitan ser de longitud completa, en relacion ya sea al producto de transcripcion primario o al ARNm completamente
procesado del gen objetivo. Una homologia mayor en una secuencia de longitud menor que la completa compensa una
secuencia homologa menos larga. Ademas, la secuencia introducida no necesita tener el mismo patrén de intrén o exon,
y la homologia de los segmentos no codificantes sera igualmente efectiva. Normalmente, se puede utilizar una secuencia
mayor de 20-100 nucleétidos, aunque se prefiere una secuencia de mas de aproximadamente 200-300 nucleétidos, y se
prefiere especialmente una secuencia de mas de 500-1000 nucleétidos, dependiendo del tamafio del gen objetivo.

Un segundo aspecto de la presente invencion proporciona un gen sintético el cual es capaz de reprimir, retardar o, de
otro modo, reducir la expresion de un gen objetivo en una célula eucariética, en donde dicho gen sintético comprende una
molécula de acido nucleico extrafio que comprende multiples copias de una secuencia de nucleétidos (a) que comprende
100 nucledtidos, la cual es sustancialmente idéntica a la secuencia de nucleétidos de dicho gen objetivo o de una region
de éste, en donde las multiples copias se presentan como una secuencia palindrémica interrumpida, y el acido nucleico
extrafio es operable bajo la accién de una Unica secuencia promotora.

El gen objetivo puede ser endégeno o no enddgeno al genoma de la célula. El gen sintético de acuerdo con la invencion
puede comprender ademas un terminador, el cual es operable en dicha célula eucariética. Preferentemente, el terminador
es activo en una célula vegetal.

La presente invencion también se refiere a una composicion que comprende el gen sintético de acuerdo con la invencion
en asociaciéon con un portador, excipiente o diluyente.
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La presente invencion también se refiere a una célula eucariética aislada que comprende un gen sintético de acuerdo con
la invencion. La presente invencion también se refiere a un organismo transgénico no humano que comprende un gen
sintético de acuerdo con la invencion.

La presente invencion también se refiere al uso de un gen sintético de acuerdo con la invencién para reprimir,
retardar o de otro modo reducir la expresiéon de un gen objetivo en una célula eucariética aislada.

La presente invencion también se refiere a un gen sintético de acuerdo con la invencién de uso en terapia.

La presente divulgacion proporciona un gen sintético el cual es capaz de modificar la expresion de un gen objetivo en una
célula, tejido u 6rgano de un eucariota el cual se transfiere o transforma con el mismo, en donde el gen sintético
comprende por lo menos secuencias genéticas estructurales multiples, en donde cada una de las secuencias genéticas
estructurales se coloca operablemente bajo el control de una secuencia promotora la cual es operable en la célula, tejido
u 6rgano, y en donde cada una de las secuencias de genes estructurales comprende una secuencia nucleotidica la cual
es sustancialmente idéntica a la secuencia nucleotidica del gen objetivo o un derivado del mismo, o una secuencia
complementaria al mismo.

La presente divulgacion también proporciona un constructo genético el cual es capaz de modificar la expresion de un gen
enddgeno o gen objetivo en una célula, tejido u érgano transformado o transfectado, en donde el constructo genético
comprende por lo menos un gen sintético de la invencién y uno o mas origenes de replicacion y/o secuencias de genes
marcadores seleccionables.

Con el fin de observar muchos rasgos novedosos en organismos multicelulares tales como plantas y animales, en
particular aquellos los cuales son especificos de tejido o especificos de 6rgano o bien regulados por el desarrollo, se
requerira la regeneracion de una célula transformada que represente los genes sintéticos y los constructos genéticos
descritos aqui en un organismo completo. Aquellos expertos en la técnica se daran cuenta que esto significa hacer crecer
un organismo completo a partir de una célula vegetal o una célula animal transformada, o grupo de células, un tejido u
organo. Los métodos estandar para la regeneracion de ciertos animales y plantas a partir de células y tejidos aislados se
conocen por aquellos expertos en la técnica.

En consecuencia, la invencion también proporciona una célula, tejido, 6rgano u organismo no humano eucariético aislado
que comprende dos genes sintéticos y los constructos genéticos descritos en la presente.

DESCRIPCION BREVE DE LOS DIBUJOS

La figura 1 es una representacion diagramatica del plasmido pEGFP-N1 MCS.

La figura 2 es una representacion diagramatica del plasmido pCMV.cass.

La figura 3 es una representacién diagramatica del plasmido pCMV.SV40L.cass.

La figura 4 es una representacion diagramatica del plasmido pCMV.SV40LR.cass.
La figura 5 es una representacion diagramatica del plasmido pCR.Bgl-GFP-Bam.
La figura 6 es una representacion diagramatica del plasmido pBSII(SK+).EGFP.

La figura 7 es una representacion diagramatica del plasmido pCMV.EGFP.

La figura 8 es una representacion diagramatica del plasmido pCR.SV40L.

La figura 9 es una representacion diagramatica del plasmido pCR.BEV.1.

La figura 10 es una representacion diagramatica del plasmido pCR.BEV.2.

La figura 11 es una representacion diagramatica del plasmido pCR.BEV.3.

La figura 12 es una representacion diagramatica del plasmido pCMV.EGFP.BEV2.
La figura 13 es una representacion diagramatica del plasmido pCMV.BEV.2.

La figura 14 es una representacion diagramatica del plasmido pCMV.BEV.3.

La figura 15 es una representacion diagramatica del plasmido pCMV.VEB.

La figura 16 es una representacion diagramatica del plasmido pCMV.BEV.GFP.

La figura 17 es una representacion diagramatica del plasmido pCMV.BEV.SV40L-0.
La figura 18 es una representacion diagramatica del plasmido pCMV.0.SV40L.BEV.
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La figura 19 es una representacion diagramatica del plasmido pCMV.0.SV40L.VEB.
La figura 20 es una representacion diagramatica del plasmido pCMV.BEVx2.

La figura 21 es una representacion diagramatica del plasmido pCMV.BEVX3.

La figura 22 es una representacion diagramatica del plasmido pCMV.BEVx4.

La figura 23 es una representacion diagramatica del plasmido pCMV.BEV.SV40L.BEV.
La figura 24 es una representacion diagramatica del plasmido pCMV.BEV.SV40L.VEB.
La figura 25 es una representacion diagramatica del plasmido pCMV.BEV.GFP.VEB.
La figura 26 es una representacion diagramatica del plasmido pCMV.EGFP.BEV2.PFG.
La figura 27 es una representacion diagramatica del plasmido pCMV.BEV.SV40LR.

La figura 28 es una representacion diagramatica del plasmido pCDNAS3.Galt.

La figura 29 es una representacion diagramatica del plasmido pCMV.Galt.

La figura 30 es una representacion diagramatica del plasmido pCMV.EGFP.Galt.

La figura 31 es una representacion diagramatica del plasmido pCMV.Galt.GFP.

La figura 32 es una representacion diagramatica del plasmido pCMV.Galt.SV40L.0.

La figura 33 es una representacion diagramatica del plasmido pCMV.Galt.SV40L.tlaG.
La figura 34 es una representacion diagramatica del plasmido pCMV.0.SV40L.Galt.

La figura 35 es una representacion diagramatica del plasmido pCMV.Galtx2.

La figura 36 es una representacion diagramatica del plasmido pCMV.Galtx4.

La figura 37 es una representacion diagramatica del plasmido pCMV.Galt.SV40L.Galt.
La figura 38 es una representacion diagramatica del plasmido pCMV.Galt.SV40L.tlaG.
La figura 39 es una representacion diagramatica del plasmido pCMV.Galt.GFP.tlaG.
La figura 40 es una representacion diagramatica del plasmido pCMV.EGFP.Galt.PFG.
La figura 41 es una representacion diagramatica del plasmido pCMV.Galt.SV40LR.

La figura 42 es una representacion diagramatica del plasmido pART?7.

La figura 43 es una representacion diagramatica del plasmido pART7.35S.SCBV.cass.
La figura 44 es una representacion diagramatica del plasmido pBC.PVY.

La figura 45 es una representacion diagramatica del plasmido pSP72.PVY.

La figura 46 es una representacion diagramatica del plasmido pClapBC.PVY.

La figura 47 es una representacion diagramatica del plasmido pBC.PVYx2.

La figura 48 es una representacion diagramatica del plasmido pSP72.PVYx2.

La figura 49 es una representacion diagramatica del plasmido pBC.PVYx3.

La figura 50 es una representacion diagramatica del plasmido pBC.PVYx4.

La figura 51 es una representacion diagramatica del plasmido pBC.PVY.LNYV.

La figura 52 es una representacion diagramatica del plasmido pBC.PVY.LNYV.PVY.
La figura 53 es una representacion diagramatica del plasmido pBC.PVY.LNYV.YVPA.
La figura 54 es una representacion diagramatica del plasmido pBC.PVY.LNYV,YVP.
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La figura 55 es una representacion diagramatica del plasmido pART27.PVY.

La figura 56 es una representacion diagramatica del plasmido pART27.35S.PVY.SCBV.O.
La figura 57 es una representacion diagramatica del plasmido pART27.35S.0.SCBV.PVY.
La figura 58 es una representacion diagramatica del plasmido pART27.35S.0.SCBV.YVP.
La figura 59 es una representacion diagramatica del plasmido pART7.PVYx2.

La figura 60 es una representacion diagramatica del plasmido pART7.PVYx3.

La figura 61 es una representacion diagramatica del plasmido pART7.PVYx4.

La figura 62 es una representacion diagramatica del plasmido pART7.PVY.LNYV.PVY.

La figura 63 es una representacion diagramatica del plasmido pART7.PVY.LNYV.YVPA.

La figura 64 es una representacion diagramatica del plasmido pART7.PVY.LNYV.YVP.

La figura 65 es una representacion diagramatica del plasmido pART7.35S.PVY.SCBV.YVP.
La figura 66 es una representacion diagramatica del plasmido pART.35S.PVYx3.SCBV.YVPx3.
La figura 67 es una representacion diagramatica del plasmido pART7.PVYx3.LNYV.YVPx3.
La figura 68 es una representacion diagramatica del plasmido pART7.PVYMULTI.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona un método para reprimir, retardar o, de otro modo, reducir la expresion de un gen
objetivo en una célula eucariética, comprendiendo dicho método:

e) seleccionar una molécula de acido nucleico extrafio que comprende multiples copias de una secuencia de nucleétidos
(a) que comprende 100 nucledtidos, la cual es sustancialmente idéntica a la secuencia de nucleétidos de dicho gen
objetivo o de una region de éste, en donde las multiples copias se presentan como una secuencia palindrémica
interrumpida,

f) producir un gen sintético que comprende la molécula de acido nucleico extrafio operable bajo el control de una Unica
secuencia promotora,

g) introducir el gen sintético en dicha célula,
h) expresar el gen sintético en dicha célula,

en donde la represion, retardo o, de otro modo, reduccion de la expresién del gen objetivo no se lleva a cabo solamente
por la represion o reduccién de la transcripcion del gen objetivo, y en donde dicho método no es un método de
tratamiento del cuerpo humano o animal por cirugia o terapia, ni un método de diagndstico practicado en el cuerpo
humano o animal.

Por el término "copias multiples" se quiere significar que dos 0 mas copias del gen objetivo se presentan en conexion
fisica cercana o se yuxtaponen, en orientacion igual o diferente, en la misma molécula de acido nucleico, opcionalmente
separadas por un fragmento de relleno o regién intergénica para facilitar la formacién de una estructura secundaria entre
cada seccioén repetida en donde se requiera. El fragmento de relleno puede comprender cualquier combinacion de
residuos nucleotidicos.

Preferiblemente, el fragmento de relleno comprende una secuencia de nucledétidos.

De manera mas preferible, el fragmento de relleno comprende una secuencia de nucleétido de por lo menos
aproximadamente 10-50 nucleétidos de longitud, incluso de manera més preferible por lo menos aproximadamente 50-
100 nucledtidos de longitud, y de manera aun mas preferible por lo menos aproximadamente 100-500 nucledtidos de
longitud.

En donde la molécula extrafia de acido nucleico comprende secuencias de uniéon de empalme de intréon/exén, el
fragmento de relleno puede servir como una secuencia intron colocada entre el sitio de empalme 3' del gen estructural
mas cerca del extremo 5' de gen y el sitio de empalme 5' de la siguiente unidad hacia el extremo 3' del mismo.
Alternativamente, cuando es deseable que se traduzcan mas de dos unidades de secuencias nucleotidicas adyacentes
de la molécula extrafia de acido nucleico, el fragmento de relleno colocado entre los mismos no debe incluir un codén de
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detencion de traduccion en marco, ausente de secuencias de unién de empalme intrén/exén en ambos extremos del
fragmento de relleno o la adicion de un coddn de inicio de traduccién en el extremo 5' de cada unidad, como sera
evidente para aquellos expertos en la técnica.

Los fragmentos de relleno preferidos son aquellos los cuales codifican para proteinas marcadoras detectables o analogos
biolégicamente activos o derivados de los mismos, por ejemplo luciferasa, B-galacturonasa, B-galactosidasa,
cloramfenicol, acetiltransferasa o proteina fluorescente verde, entre otros. No se excluyen fragmentos de relleno
adicionales.

De acuerdo con esta realizacion, el marcador detectable o un analogo o derivado del mismo sirve para indicar la
expresion del gen sintético de la invencion en una célula, tejido u érgano en virtud de su capacidad para conferir un
fenotipo detectable especifico en el mismo, preferiblemente un fenotipo detectable visualmente.

Como se utiliza aqui, el término "modular" se tomara que indica que la expresion del gen objetivo se reduce en amplitud
y/o la sincronizacién de la expresion del gen se retarda y/o se altera el desarrollo o el patron especifico de tejido o
especifico de célula de la expresion del gen objetivo, en comparacién con la expresion del gen en ausencia del método
de la invencion descrito aqui.

Aunque no se desea limitar el alcance de la invencién descrita aqui, la presente invencion se dirige a la modulacion de la
expresion de un gen, la cual comprende la represion, retardo o reduccion en amplitud del gen de expresion objetivo en
una célula, tejido u érgano especificado de un organismo eucaridtico, en particular una planta, tal como una planta
monocotiledénea o dicotiledonea, o un humano u otro animal, e incluso de manera mas particular un animal vertebrado e
invertebrado, tal como un insecto, un animal acuatico (por ejemplo pez, marisco, molusco, crustaceo tal como cangrejo,
langosta o camaron), un animal aviar o un mamifero, entre otros.

De manera mas preferible, la expresion del gen objetivo se inactiva completamente por moléculas extrafias de acido
nucleico las cuales se han introducido a la célula, tejido u 6rgano.

Aunque no se desea unirse a ninguna teoria 0 modo de accion, la expresién reducida o eliminada del gen objetivo la cual
resulta del funcionamiento de la invencidon se puede atribuir a una traduccién reducida o retardada del producto de
transcripcion de ARNm del gen objetivo, o alternativamente, la prevenciéon de traduccion de tal ARNm, como
consecuencia de la degradacion especifica de secuencia del transcrito de ARNm del gen objetivo por el sistema de célula
huésped enddgena.

Se prefiere particularmente que, para resultados 6ptimos, la degradacion especifica de secuencia del transcrito de ARNm
del gen objetivo se produzca ya sea antes del tiempo o etapa cuando el transcrito de ARNm del gen objetivo
normalmente se traduce, o alternativamente al mismo tiempo que el transcrito de ARNm del gen objetivo normalmente se
traduciria. En consecuencia, la seleccion de una secuencia promotora apropiada para regular la expresion de la molécula
extrafia de acido nucleico es una consideracion importante del funcionamiento 6ptimo de la invencion. Por esta razon, los
promotores constitutivos fuertes o los sistemas promotores inducibles son especialmente preferidos para el uso en la
regulacién de la expresion de las moléculas extrafias de acido nucleico introducidas.

La presente invencion claramente abarca la expresion reducida, en donde la expresion reducida del gen objetivo se lleva
a cabo al disminuir la transcripcion, sujeto a la condicién de que una reduccion en la transcripcion no es el Unico
mecanismo mediante el cual esto ocurre y que tal reduccion en la transcripcion esta acompariada por lo menos por una
traduccion reducida del acumulado de ARNm de estado estable.

El gen objetivo puede ser una secuencia genética la cual es endoégena a la célula animal o alternativamente, una
secuencia genética no enddgena, tal como una secuencia genética la cual se deriva de un virus u otro organismo
patégeno extrafio y que es capaz de entrar a una célula y utilizar la maquinaria de la célula después de la infeccion.

Cuando el gen objetivo es una secuencia genética no enddgena para la célula animal, es deseable que el gen objetivo
codifique para una funcion la cual es esencial para la replicacion o reproduccion del patégeno viral u otro patdégeno. En
tales realizaciones, la presente invencion es particularmente util en el tratamiento profilactico y terapéutico de infeccion
viral o una célula animal o para conferir o estimular resistencia contra el patégeno.

Preferiblemente, el gen objetivo comprende una o mas secuencias nucleotidicas de un patégeno viral o una célula, tejido
u 6rgano vegetal o animal.

Por ejemplo, en el caso de animales y humanos, el patdgeno viral puede ser un retrovirus, por ejemplo un lentivirus tal
como el virus de inmunodeficiencia, un ARN virus (+) de cadena sencilla tal como el enterovisus bovino (BEV) o el
alfavirus Sinbis. Alternativamente, el gen objetivo puede comprender una o mas secuencias nucleotidicas de un patégeno
viral o una célula, tejido u 6rgano animal tal como, pero sin limitarse al virus de ADN de cadena doble tal como el virus de
herpes bovina o el virus de herpes simplex | (HSV 1), entre otros.

En el caso de plantas, el patégeno viral es preferentemente un potivirus, caulimovirus, badnavirus, geminivirus,
reovirus, rhabdovirus, bunyavirus, tospovirus, tenuivirus, tombusvirus, luteovirus, sobemovirus, bromovirus,
cucomovirus, ilavirus, alfamovirus, tobamovirus, tobravirus, potexvirus y clostrovirus tales como, pero sin limitarse a,
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CaMV, SCSV, PVX, PVY,PLRV y TMV, entre otros.

Con respecto particular a los patdgenos virales, aquellos expertos en la técnica saben que las funciones codificadas por
virus se pueden complementar in trans por polipéptidos codificados por la célula huésped. Por ejemplo, la replicacion del
genoma de herpes virus bovino en la célula huésped se puede facilitar por ADN polimerasa de célula huésped las cuales
son capaces de complementar un gen de polimerasa de ADN viral inactivado.

En consecuencia, en donde el gen objetivo es una secuencia genética no enddgena para la célula animal, una realizacion
alternativa adicional de la invencion proporciona un gen objetivo para codificar para un polipéptido viral o extrafio el cual
no es capaz de ser complementado por una funcion de la célula huésped, tal como una secuencia genética especifica de
virus. Los genes objetivo ejemplares de acuerdo con esta realizacidn de la invencion incluyen, pero no se limitan a genes
los cuales codifican para proteina de recubrimiento de virus, proteinas de eliminacién de recubrimiento y ADN
polimerasas dependientes de ARN y ARN polimerasas dependientes de ARNm entre otros.

En una realizacién particularmente preferida de la presente invencion, el gen objetivo es ARN polimerasa dependiente de
ARN de BEV, o un homdélogo, analogo o derivado del mismo, o secuencias que codifican PVY Nia proteasas.

La célula en la cual la expresion del gen objetivo se modifica por cualquier célula la cual se deriva de un animal o planta
multicelular, incluye cultivos de células y tejidos de los mismos. Preferiblemente, la célula animal se deriva de un insecto,
reptil, anfibio, ave, humano u otro mamifero. Las células animales ejemplares incluyen fibroblastos de piel cultivados,
células neuronales, células somaticas, células pluripotenciales hematopoyéticas, células T y lineas de células
inmortalizadas tales como COS, VERO, HelLa, C127 de ratén, células de ovario de Hamster Chino (CHO), células WI-38,
lineas de células de rifidn de hamster bebe (BHK) o MDBK, entre otras. Tales células y lineas celulares estan disponibles
facilmente para aquellos expertos en la técnica. En consecuencia, el tejido u érgano en el cual se modifica la expresion
del gen objetivo puede ser cualquier tejido u érgano que comprenda a tales células animales.

Preferentemente la célula vegetal se deriva de especies vegetales monocotileddneas o dicotiledéneas o de una linea
celular derivada de las mismas.

Por el término "molécula extrafia de acido nucleico" se quiere significar una molécula aislada de acido nucleico la cual
tiene una o mas copias multiples, preferiblemente secuencias repetidas directas en bateria, de una secuencia
nucleotidica la cual se origina de la secuencia genética de un organismo el cual es diferente del organismo al cual se
introduce la molécula extrafia de acido nucleico. Esta definicidon abarca una molécula de acido nucleico la cual se origina
de un individuo diferente del mismo agrupamiento taxonédmico mas bajo (es decir, de la misma poblacion) que el
agrupamiento taxonémico al cual se ha introducido la molécula de acido nucleico, asi como una molécula de acido
nucleico la cual se origina de un agrupamiento taxonémico individual o diferente como el agrupamiento taxonémico al
cual se ha introducido la molécula de acido nucleico, tal como un gen derivado de un patdgeno viral.

En consecuencia, un gen objetivo contra el cual una molécula de acido nucleico actia en el funcionamiento de la
invencion, puede ser una molécula de acido nucleico la cual se ha introducido desde un organismo a otro organismo
utilizando tecnologias de transformacion o introgresion. Los genes objetivo ejemplares de acuerdo con esta realizacion de
la invencion incluyen el gen que codifica para la proteina fluorescente verde derivada de la medusa Aequoria victoria
(Prasher et al., 1992; Publicacion de patente internacional numero WO 95/07463), genes de tirosinasa y en particular el
gen de tirosinasa murina (Kwon et al., 1988), el gen lacl de Escherichia coli el cual es capaz de codificar para un
polipéptido represor del gen lacZ, el gen de a-1,3-galactosiltransferasa porcina (NCBI, acceso numero L36535)
ejemplificada en la presente, y los genes estructurales PVY y BEV ejemplificados aqui, 0 un homdlogo, analogo o
derivado de tales genes o una secuencia nucleotidica complementaria para los mismos.

La presente invencién ademas es util para direccionamiento simultaneo de la expresion de varios genes objetivo los
cuales se coexpresan en una célula particular, por ejemplo mediante la utilizaciéon de una molécula extrafia de acido
nucleico la cual comprende secuencias nucleotidicas las cuales son sustancialmente idénticas a cada uno de los genes
coexpresados objetivo.

Por "sustancialmente idénticas" se quiere significar que la molécula extrafia de acido nucleico introducida de la invencion
y la secuencia del gen objetivo son lo suficientemente idénticos a nivel de secuencia nucleotidica para permitir
pareamiento de bases entre ellos bajo condiciones intracelulares estandar.

Preferiblemente, la secuencia nucleotidica de cada secuencia repetida en la molécula extrafia de acido nucleico de la
invencion y la secuencia nucleotidica de una parte de la secuencia del gen objetivo son por lo menos aproximadamente
80-85% idénticas a nivel de la secuencia nucleotidica, de manera mas preferible por lo menos aproximadamente 85-90%
idénticas, incluso de manera mas preferible por lo menos aproximadamente 90-95% idénticas y de manera aun mas
preferible por lo menos 95-99% o 100% idénticas a nivel de secuencia nucleotidica.

Sin importar que la presente invencion no esté limitada por el nimero preciso de secuencias repetidas en la molécula
extrafia de acido nucleico de la invencion, se debe entender que la presente invencidn requiere por lo menos dos copias
de la secuencia del gen objetivo que se va a expresar en la célula.

Las copias multiples de la secuencia de gen objetivo se presentan en la molécula extrafia de acido nucleico como
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secuencias repetidas invertidas en bateria. Tales configuraciones se ejemplifican por los "plasmidos de prueba” descritos
aqui que comprenden las regiones de los genes Galt, BEV o PVY.

Preferiblemente, la molécula extrafia de acido nucleico la cual se introduce a la célula, tejido u rgano comprende ARN o
ADN.

Preferiblemente, la molécula extrafia de acido nucleico comprende ademas una secuencia nucleotidica o su secuencia
complementaria a un nucleoétido, la cual es capaz de codificar para una secuencia de aminoacidos codificada por el gen
objetivo. De manera incluso mas preferible, la molécula de acido nucleico incluye uno o mas codones de inicio
traduccional ATG o AUG.

Los métodos estandar se pueden utilizar para introducir la molécula extrafia de acido nucleico dentro de la célula, tejido u
organo para propésitos de modular la expresion del gen objetivo. Por ejemplo, se puede introducir la molécula de acido
nucleico como ADN o ARN desnudo, opcionalmente encapuslado en un liposoma, en una particula de virus como un
virus atenuado o asociada con un recubrimiento de virus o una proteina de transporte o un portador inerte tal como oro, o
como un vector viral recombinante o como un vector bacteriano, o como un constructo genético, entre otros.

El medio de administracion incluye inyeccion e ingestion oral (por ejemplo, material alimenticio medicado) entre otros.

Las moléculas sujeto de acido nucleico también se pueden suministrar por un sistema de suministro en vivo por ejemplo
mediante la utilizaciéon de un sistema de expresion bacteriana optimizado para su expresion en bacterias, la cual se
puede incorporar en la flora de intestino. Alternativamente, se puede utilizar un sistema de expresion viral. A este
respecto, una forma de expresion viral es la administracion de un vector vivo generalmente por aspersion, alimentacion o
agua en donde la cantidad efectiva infectante del vector vivo (por ejemplo un virus o bacteria) se proporciona al animal.
Otra forma de sistema de expresion viral es un vector de virus no replicante el cual es capaz de infectar una célula pero
no replicarse en el mismo. El vector viral no replicante proporciona un medio para introducirse al material genético del
sujeto humano o animal para expresion transitoria en el mismo. El modo de administracion de tal vector es el mismo que
el del vector viral vivo.

Los portadores, excipientes y/o diluyentes utilizados para suministrar las moléculas sujeto de acido nucleico a una célula
huésped deben ser aceptables para aplicaciones humanas o veterinarias. Tales portadores, excipientes o diluyentes son
bien conocidos por aquellos expertos en la técnica. Los portadores o diluyentes adecuados para uso veterinario incluyen
cualquiera y todos los solventes, medios de dispersion, soluciones acuosas, revestimientos, agentes antibacterianos y
antimicéticos, agentes isotdnicos y de retardo de absorcion, y similares. Excepto en la medida en que cualquier medio o
agente convencional sea incompatible con el ingrediente activo, se contempla el uso del mismo en la composicion.
También se puede incorporar en las composiciones ingredientes activos suplementarios.

Para seleccionar frecuencias nucleotidicas apropiadas para dirigir la expresion del gen objetivo, se pueden utilizar varios
enfoques. En una realizacion, se pueden clonar copias multiples de regiones especificas de genes caracterizados en
conexioén operable con un promotor adecuado y se pueden ensayar para determinar la eficacia en reducir la expresion del
gen objetivo. Alternativamente, se pueden producir y ensayar bibliotecas de escopeta (shotgun) que comprenden copias
multiples de secuencias genéticas para determinar su eficacia y reducir la expresion del gen objetivo. La ventaja asociada
con esta Ultima solucién es que no es necesario tener ningln conocimiento previo de la importancia de algun gen objetivo
particular para especificar un fenotipo indeseable en la célula. Por ejemplo, las bibliotecas de escopeta comprenden
fragmentos subgenémicos de virus los cuales se pueden utilizar y probar lentamente para determinar su capacidad para
conferirinmunidad viral en la célula huésped del animal, sin conocimiento previo del papel el cual cualquier gen de virus
juegue en la patogénesis de la célula huésped.

Como se utiliza en la presente, el término "biblioteca escopeta” es un conjunto de diversas secuencias nucleotidicas en
donde cada miembro del conjunto esta contenido preferiblemente dentro de un plasmido, c6smido, bacteriéfago o
molécula vector de virus adecuada, la cual es adecuada para mantenimiento y/o replicacion en un huésped celular. El
término "biblioteca de escopeta" incluye una biblioteca representativa, la cual la extensién de diversidad entre las
secuencias nucleotidicas es numerosa de manera que todas las secuencias en el genoma del organismo del cual se
derivan las secuencias nucleotidicas estan presentes en el "conjunto" o alternativamente, una biblioteca limitada en la
cual existe un grado menor de diversidad entre tales secuencias. El término "biblioteca de escopeta" abarca ademas
secuencias nucleotidicas aleatorias, en donde la secuencia nucleotidica comprende fragmentos de genoma viral o
celular, entre otros obtenidos, por ejemplo, por corte o digestion parcial del ADN gendmico utilizando endonucleasas de
restriccion, entre otros enfoques. Una "biblioteca de escopeta” incluye ademas células, particulas virales y particulas de
bacteriéfago que comprende las secuencias nucleotidicas individuales del conjunto diverso.

Las bibliotecas de escopeta preferidas de acuerdo con esta realizacién de la invencion son "bibliotecas representativas”
que comprenden un conjunto de secuencias nucleotidicas repetidas en tandem derivadas de un patdgeno viral de un
animal o una planta.

En una realizacion particularmente preferida de la invencion, la biblioteca de escopeta comprende células, particulas
virales o particulas de bacteriéfago que comprenden un conjunto diverso de secuencias nucleotidicas repetidas en
bateria las cuales codifican para un conjunto diverso de secuencias de aminoacidos en donde el miembro de conjunto
diverso de secuencias nucleotidicas se colocan operablemente bajo el control de una secuencia promotora la cual es
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capaz de dirigir la expresion de la secuencia nucleotidica repetida en bateria en la célula.

En consecuencia, la secuencia nucleotidica de cada unidad en la secuencia repetida en bateria puede comprender por lo
menos aproximadamente 1 a 200 nucledtidos de longitud. El uso de fragmentos mas grandes, particularmente utilizando
acido nucleico cortado aleatoriamente derivado de genomas virales, vegetales o animales, no se excluye.

La molécula introducida de acido nucleico esta en una forma expresable.

Por el término "forma expresable" se quiere significar que la molécula sujeta de acido nucleico esta presente en un
arreglo de manera que se puede expresar en la célula, tejido, 6rgano o en todo el organismo, por lo menos a nivel
transcripcional (es decir, esta presente en la célula animal para proporcionar por lo menos un producto de ARNm el cual
es opcionalmente traducible o se traduce para producir una molécula peptidica, oligopeptidica o polipeptidica
recombinante).

Con el fin de obtener la expresion de la molécula extrafia de acido nucleico en la célula, tejido u 6rgano de interés, se
produce un gen sintético o un constructo genético que comprende tal gen sintético, en donde el gen sintético comprende
una secuencia nucleotidica como se describe supra en conexion operable con una secuencia promotora la cual es capaz
de regular la expresién en la misma. Por lo tanto, la molécula sujeto de acido nucleico se conectara operablemente a uno
0 mas segmentos reguladores suficientes para que se produzca la transcripciéon eucariética.

La presente divulgacion proporciona un método para modular la expresion de un gen objetivo en una célula, tejido u
organo animal, el método comprende por lo menos las etapas de:

(i) seleccionar una o mas moléculas extrafias de acido nucleico las cuales comprenden copias multiples, preferiblemente
secuencias repetidas en bateria, de una secuencia nucleotidica la cual es sustancialmente idéntica a la secuencia
nucleotidica del gen objetivo o de una regién del mismo o la cual es complementaria al mismo;

(i) producir un gen sintético que comprende moléculas extrafias de acido nucleico;
(iii) introducir el gen sintético a la célula, tejido u érgano, y

(iv) expresar el gen sintético en la célula, tejido u 6érgano durante un tiempo y bajo condiciones suficientes para la
traduccion del producto de ARNm del gen objetivo que se va a modificar, subsometido a la condiciéon de que la
transcripcion de tal producto de ARNm no se expresa o reduce exclusivamente.

La referencia en la presente a "gen" o "genes" se toma en su contexto mas amplio e incluye:

(i) un gen gendmico clasico que consiste de secuencias reguladora transcripcional o traduccional, o una region
codificante o secuencias no traducidas (es decir, intrones, secuencias no traducidas 5'y 3') o todo lo anterior; o

(i) ARNm o ADNc que corresponde a las regiones codificantes, es decir, exones, y secuencias no traducidas 5'y 3' del
gen; o

(iii) una region estructural que corresponde a las regiones codificantes (es decir, exones), que opcionalmente
comprenden ademas secuencias no traducidas o una secuencia promotora heteréloga la cual consiste de regiones
transcripcionales o traduccionales reguladoras capaces de conferir caracteristicas de expresién sobre la region
estructural, o todo lo anterior.

El término "gen" también se utiliza para describir moléculas sintéticas o de fusidon que codifican para la totalidad o parte
de un producto funcional, en particular un producto de ARNm directo o antisentido, o un péptido, oligopéptido o
polipéptido, o una proteina biolégicamente activa.

El término "gen sintético” se refiere a un gen que no se presenta de manera natural como se define en lo anterior, el cual
preferiblemente comprende por lo menos una o mas secuencias reguladoras transcripcionales o traduccionales o ambas,
unidas operablemente a una secuencia de gen estructural.

El término "gen estructural" se debe considerar que se refiere a una secuencia nucleotidica la cual es capaz de ser
transmitida para producir ARNm, y opcionalmente codifica para un péptido, oligopéptido, polipéptido o una molécula de
proteina biolégicamente activa. Aquellos expertos en la técnica se daran cuenta de que no todo ARNm es capaz de ser
traducido en un péptido, oligopéptido, polipéptido o proteina, por ejemplo si el ARNm carece de una sefial de inicio de
traduccion funcional, o alternativamente, si el ARNm es ARNm antisentido. La presente invencién abarca claramente
genes sintéticos que comprenden secuencias nucleotidicas las cuales no son capaces de codificar para péptidos,
oligopéptidos, polipéptidos o proteinas bioldgicamente activas. En particular, los presentes inventores han encontrado
que tales genes sintéticos pueden ser ventajosos para modificar la expresion del gen objetivo en células, tejidos u
organos de un organismo eucariotico.

El término "region de gen estructural” se refiere a aquella parte del gen sintético la cual comprende una molécula extrafia
de acido nucleico como se describe en la presente, la cual se expresa en una célula, tejido u érgano bajo el control de
una secuencia promotora a la cual se conecta operablemente. Un region de gen estructural puede comprender una o
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mas moléculas extrafias de acido nucleico operablemente bajo el control de una Unica secuencia promotora o de
secuencias promotoras multiples. En consecuencia, la regién del gen estructural de un gen sintético puede comprender
una secuencia nucleotidica la cual es capaz de codificar para una secuencia de aminoacidos, o que es complementaria a
la misma. A este respecto, una region de gen estructural la cual se utiliza en el funcionamiento de la presente invencion
también puede comprender una secuencia nucleotidica la cual codifica para una secuencia de aminoacidos que aun
carece de un codon de inicio de traduccion funcional o de un codén de detencién de traduccion funcional, o de ambos, y
como consecuencia, no comprende un marco de lectura abierto completo. En el presente contexto, el término "region de
gen estructural" también se extiende a secuencias nucleotidicas no codificantes, tales como secuencias 5' corriente arriba
0 3' corriente abajo de un gen, las cuales normalmente se traducirian en una célula eucariética la cual expresa tal gen.

En consecuencia, en el contexto de la presente invencion, una regién de gen estructural también puede comprender una
fusion entre dos 0 mas marcos de lectura abierta del mismo gen o de genes diferentes. En tales realizaciones, la
invencion se puede utilizar para modular la expresion de un gen, al dirigir regiones diferentes no contiguas del mismo, o
alternativamente, para modular simultaneamente la expresion de varios genes diferentes, que incluyen genes diferentes
de una familia de genes multiples. En el caso de una molécula de fusidn de acido nucleico la cual es no endégena a la
célula animal, y que en particular comprende dos o mas secuencias nucleotidicas derivadas de un patégeno viral, la
fusion puede proporcionar la ventaja adicional de conferirinmunidad simultanea o proteccién contra varios patdégenos, al
dirigir la expresion de genes en varios patdégenos. Alternativamente, o de manera adicional, la fusién puede proporcionar
inmunidad mas efectiva contra cualquier patégeno al dirigir la expresion de mas de un gen de ese patégeno.

Las regiones de genes estructurales particularmente preferidas de acuerdo con este aspecto de la invencion son aquellas
las cuales incluyen por lo menos un marco de lectura abierta traducible, de manera mas preferible que incluyen ademas
un coddn de inicio traduccional localizado en el extremo 5' del marco de lectura abierta, aunque no necesariamente en la
parte 5' terminal de tal regiéon de gen estructural. A este respecto, sin importar que la regién de gen estructural pueda
comprender por lo menos un marco de lectura abierta traducible o un codén de inicio traduccional AUG o ATG o ambas
cosas, la inclusién de tales secuencias de ninguna manera sugiere que la presente invencion requiera que se lleve a cabo
la traduccion de la molécula introducida de acido nucleico con el fin de modular la expresion del gen objetivo. Aunque no
se desea unirse a ninguna teoria o modo de accidn, la inclusion de por lo menos un marco de lectura abierta traducible o
un codén de inicio traduccional, o ambas cosas, en la molécula sujeto de acido nucleico, puede servir para incrementar la
estabilidad del producto de transcripcién de ARNm del mismo, por lo que se mejora la eficiencia de la invencion.

El nimero éptimo de secuencias de genes estructurales las cuales se pueden involucrar en el gen de sintesis de la
presente invencién variara considerablemente dependiendo de la longitud de cada una de las secuencias de genes
estructurales, su orientacion y grado de identidad entre si. Por ejemplo, aquellos expertos en la técnica tendran
conocimiento de la inestabilidad inherente de las secuencias nucleotidicas palindromicas in vivo y las dificultades
asociadas con la construccion de genes sintéticos largos que comprendan secuencias nucleotidicas repetidas invertidas,
debido a la tendencia de tales secuencias a recombinarse in vivo. Sin importar tales dificultades, el nUmero éptimo de
secuencias de genes estructurales que se incluyen en los genes sintéticos de la presente invencion se puede determinar
empiricamente por aquellos expertos en la técnica sin ninguna experimentacion indebida y al seguir los procedimientos
estandar tales como la construccion de gen sintético de la invencion utilizando lineas de células deficientes en
recombinasa, reducir el numero de secuencias repetidas a un nivel el cual elimine o minimice los fenémenos de
recombinacion y al mantener la longitud total de la secuencia del gen estructural multiple en un limite aceptable,
preferiblemente no mayor de 5-10 kb, de manera mas preferible no mayor de 2-5 kb, e incluso de manera mas preferible
no mayor de 0.5-2.0 kb de longitud.

Cuando la region del gen estructural comprende mas de una molécula extrafia de acido nucleico, se le denominara en la
presente como una "region de gene estructural multiple" o un término similar. La presente invencion claramente se
extiende al uso de regiones de genes estructurales multiples las cuales comprenden una secuencia repetida invertida o
una secuencia palindrémica interrumpida de un gen estructural particular, una molécula extrafia de acido nucleico, o un
fragmento de la misma.

Cada molécula extrafia de acido nucleico contenida dentro de la unidad del gen estructural multiple del gen sintético
objetivo puede comprender una secuencia nucleotidica la cual es sustancialmente idéntica a un gen objetivo diferente en
el mismo organismo. Tal arreglo puede ser de utilidad particular cuando el gen sintético se disefia para proporcionar
proteccion contra un patégeno en una célula, tejido u érgano, en particular un patégeno viral, al modificar la expresion de
los genes objetivo virales. Por ejemplo, el gen estructural multiple puede comprender secuencias nucleotidicas (es decir,
dos 0 mas moléculas extrafias de acido nucleico) las cuales sin sustancialmente idénticas a dos o mas genes objetivo
seleccionado de la lista que comprenden ADN polimerasa, ARN polimerasa, Nia proteasa y proteina de recubrimiento u
otro gen objetivo el cual es esencial para la infectividad, replicacién o reproduccion virales. Sin embargo, se prefiere
dentro de este arreglo que las unidades de gen estructural se seleccionen de manera que los genes objetivo a los cuales
son sustancialmente idénticos, normalmente se expresen aproximadamente al mismo tiempo (o posteriormente) en una
célula, tejido u érgano infectado en vez del gen estructural multiple del gen sintético sujeto que se expresa bajo el control
de la secuencia promotora. Esto significa que la expresién que controla el promotor del gen estructura multiple
habitualmente se selecciona para conferir expresion en la célula, tejido u érgano sobre todo el ciclo de vida del virus,
cuando los genes objetivo virales se expresan en diferentes etapas de infeccion.

Al igual que las unidades de secuencia individuales de una molécula extrafa de acido nucleico, las unidades individuales

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2374534 T3

del gen estructural multiple se pueden conectar espacialmente cabeza a cabeza o cola a cola, y todas las configuraciones
estan dentro del alcance de la invencion.

Para expresion en células eucaritticas el gen sintético comprende ademas de la molécula de acido nucleico de la
invencion, un promotor y opcionalmente otras secuencias reguladoras disefiadas para facilitar la expresion de la molécula
extrafia de acido nucleico.

La referencia en la presente a un "promotor" se debe tomar en su contexto mas amplio e incluye las secuencias
reguladoras transcripcionales de un gen genémico clasico, que incluyen la caja TATA la cual es necesaria para un inicio
de transcripcién preciso, con o sin la secuencia de la caja CCAAT y cualquier elemento regulador adicional (es decir,
secuencias activadores hacia el extremo 5' alargadores y silenciadores), los cuales puedan alterar la expresion del gen en
respuesta a estimulos de desarrollo o externos o ambos, o de una manera especifica de tejido. Un promotor de manera
habitual, aunque no necesariamente, se coloca hacia el extremo 5' de una region de gen estructural, la expresion del cual
regula. Ademas, los elementos reguladores que comprenden un promotor habitualmente se colocan dentro de los
siguientes 2 kb del sitio de inicio de transcripcion del gen.

En el presente contexto, el término "promotor" también se utiliza para describir una molécula sintética o de fusién, o un
derivado el cual confiere, activa o mejora la expresién de una molécula de acido nucleico en una célula.

Los promotores preferidos pueden contener copias adicionales de uno o mas elementos reguladores especificos, para
alargar adicionalmente la expresiéon de la molécula directa o para alterar la expresién espacial, o alterar la expresion
temporal de la molécula directa, o todo lo anterior, por ejemplo, los elementos reguladores los cuales confieren capacidad
de induccion de cobre se pueden colocar adyacentes a una secuencia promotora heteréloga que activa la expresion de
una molécula objetivo, por lo que confieren capacidad de induccién de cobre sobre la expresion de tal molécula.

La colocacién de una molécula extrafia de acido nucleico bajo el control regulador de una secuencia promotora significa
colocar la molécula de manera que la expresion esté controlada por la secuencia promotora. Los promotores
habitualmente se colocan hacia el extremo 5' (corriente arriba) de los genes que controlan. En la construccién de
combinaciones heterdlogas de genes promotores/estructurales, generalmente se prefiere colocar el promotor a una
distancia del sitio de inicio de transcripcion del gen que sea aproximadamente la misma que la distancia entre el promotor
y el gen que controla en su colocacion natural, es decir, del gen del cual se deriva el promotor. Como se conoce en la
técnica, se puede adaptar cierta variacion en la distancia sin pérdida de la funcién promotora. Similarmente, la colocacion
preferida del elemento de secuencia reguladora con respecto a un gen heterélogo que se va a colocar bajo su control se
define por la colocacion del elemento en su ambito natural, es decir, los genes de los cuales se derivan. Nuevamente, se
conoce en la técnica que también puede ocurrir cierta variacion en esta distancia.

Los ejemplos de promotores adecuados para uso en los genes sintéticos de la presente invencion incluyen
promotores derivados de virus, hongos, bacterias, animales y plantas capaces de funcionar en células de plantas,
animales, insectos, hongos o levaduras. ElI promotor puede regular la expresion del componente del gen estructural
de manera constitutiva, o diferencialmente con respecto a la célula, el tejido u érgano en el cual se produce la
expresion o, con respecto a la etapa de desarrollo en la cual se produce la expresion, o en respuesta a los estimulos
externos tales como tensiones fisiolodgicas, o patégenos, o iones metalicos, entre otros.

Preferiblemente, el promotor es capaz de regular la expresidon de una molécula de acido nucleico en una célula, tejido u
organo eucariético, por lo menos durante el periodo de tiempo sobre el cual se expresa el gen objetivo en el mismo, y de
manera mas preferible también inmediatamente precedente al inicio de la expresién detectable del gen objetivo en la
célula, tejido u organo.

En consecuencia, los promotores constitutivos fuertes se prefieren particularmente para propdsitos de la presente
invencioén o los promotores los cuales pueden ser inducidos por infeccién viral o el comienzo de una expresion de gen
objetivo.

Los promotores operables por plantas y operables por animales son particularmente preferidos para uso en los genes
sintéticos de la presente invencién. Los ejemplos de promotores preferidos incluyen al promotor T7 de bacterioéfago,
promotor T3 de bacteriéfago, promotor SP6, promotor tardio SV40, promotor temprano SV40, promotor RSV-LTR,
promotor IE de CMV, promotor 35s de CamV, promotor SCSV, promotor SCBV y similares.

En consideracion del requerimiento preferido para la expresion a alto nivel la cual coincide con la expresion del gen
objetivo o que precede la expresion del gen objetivo, es altamente deseable que la secuencia promotora sea un promotor
fuerte constitutivo tal como el promotor CMV-IE de la secuencia promotora temprana de SV40, la secuencia promotora
tardia de SV40, el promotor 35S de CamV, o el promotor SCBV entre otros. Aquellos expertos en la técnica se daran
cuenta facilmente de las secuencias promotoras adicionales diferentes a las descritas especificamente.

En el presente contexto los términos "en conexién operable con" o "operablemente bajo el control de" o similares se
deben tomar para indicar que la expresién de la region del gen estructural o la region del gen estructural multiple esta
bajo el control de la secuencia promotora con la cual se conecta espacialmente; en una célula, tejido, 6rgano u organismo
completo.
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En una realizacion preferida de la invencion, una regién del gen estructural (es decir, una molécula extrafia de acido
nucleico) o una regidn de gen estructural multiple se coloca operablemente en conexién con un promotor de orientacion
en relacion a la secuencia promotora de manera que cuando se transcribe un producto de ARNm es sintetizado el cual, si
se traduce, es capaz de codificar para un producto polipeptidico del gen objetivo o un fragmento del mismo.

Sin embargo, la presente invencion no se limita al uso de tal arreglo y la invencién claramente se extiende al uso de
genes sintéticos y constructos genéticos en donde la region de gen estructural o la region de gen estructural multiple se
coloca en la orientacion "antisentido" en relacién a la secuencia promotora, de manera que por lo menos parte del
producto de transcripcion de ARNm del mismo es complementario al ARNm codificado por el gen objetivo o un fragmento
del mismo.

Claramente, como la molécula extrafia de acido nucleico o la regidon de gen estructural multiple comprende secuencias
repetidas invertidas, en bateria del gen objetivo, todas las combinaciones de las configuraciones mencionadas antes
estan abarcadas por la invencion.

El gen sintético preferiblemente contiene elementos reguladores adicionales para transcripcion eficiente, por ejemplo, una
secuencia de terminacién de transcripcion.

El término "terminador” se refiere a una secuencia de ADN en el extremo de una unidad transcripcional la cual indica la
terminacion de transcripcion. Los terminadores son secuencias de ADN 3' no traducidas que contienen una sefial de
poliadenilacion, lo que facilita la adicion de secuencias poliadeniladas hacia el extremo 3' de un transcrito primario. Los
terminadores activos en células vegetales son conocidos y estan descritos en la bibliografia. Se pueden aislar de
bacterias, hongos, virus, animales o plantas, o se sintetizan de novo.

Al igual que con las secuencias promotoras, el terminador puede ser cualquier secuencia terminadora la cual sea
operable en las células, tejidos u érganos evcarioticos en los cuales se pretende que se utilice.

Los ejemplos de terminadores particularmente adecuados para uso en los genes sintéticos en la presente invencion
incluyen la sefal de poliadenilacién de SV40, la sefial de poliadenilacion TK de HSV, el terminador CYC1, el terminador
ADH, el terminador SPA, el terminador del gen de la nopalina sintasa (NOS) de Agrobacterium tumefaciens, el terminador
del gen 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV), el terminador del gen zein de Zea mays, las secuencias del
terminador del gen de la subunidad pequefia del gen (SSU) del Rubisco y los terminadores de secuencias del gen del
virus del enanismo del trébol (SCSV).

En una realizacion particularmente preferida, el terminador es la sefal de poliadenilacion de SV40 o la sefial de
poliadenilacion de TK de HSV, las cuales son operables en células, tejidos y érganos animales, o el terminador de la
octopina sintasa (OCS) o la nopalina sintasa (NOS) activo en células, tejidos y érganos vegetales.

Aquellos expertos en la técnica reconoceran que las secuencias terminadoras adicionales las cuales son adecuadas para
uso en la realizacion de la invencion. Tales secuencias se pueden utilizar facilmente sin ninguna experimentacion
indebida.

Los medios para introducir (es decir, transfectar o transformar) células con los genes sintéticos descritos aqui o un
constructo genético que comprende al mismo, son bien conocidos por aquellos expertos en la técnica.

Los genes sintéticos descritos supra son capaces de ser modificados adicionalmente, por ejemplo por la inclusion de
secuencias nucleotidicas marcadoras que codifican para una enzima marcadora detectable o un analogo funcional o
derivado del mismo, para facilitar la deteccion del gen sintético en una célula, tejido u 6rgano en el cual se expresa. De
acuerdo con esta realizacion, las secuencias nucleotidicas marcadoras estaran presentes en un formato traducible y se
expresan, por ejemplo, como un polipéptido de fusion con la traduccién de producto o productos de cualquiera uno o mas
genes estructurales, o alternativamente como un polipéptido que no es de fusion.

Aquellos expertos en la técnica seran capaces de saber como producir los genes sintéticos descritos aqui y de los
requerimientos para obtener la expresion de los mismos, cuando asi se desee, en una célula o tipo de célula especifica
bajo las condiciones deseadas. En particular, se sabra por aquellos expertos en la técnica que las manipulaciones
genéticas necesarias para llevar a cabo la presente invencién pueden requerir la propagacion de un constructo genético
descrito aqui o un derivado del mismo en una célula procariética tal como una célula de E. coli o una célula vegetal o bien
una célula animal.

Los genes sintéticos de la presente invencion se pueden introducir en una célula, tejido u 6rgano eucariético adecuado
sin modificacidon como ADN lineal en forma de un constructo genético, opcionalmente contenido dentro de un portador
adecuado, tal como una célula, particula viral o liposoma, entre otros. Para producir un constructo genético, el gen
sintético de la invencion se inserta dentro de un vector o molécula de episoma adecuado, tal como un vector de
bacteriéfago, vector viral o un plasmido, coésmido o vector de cromosoma artificial el cual es capaz de ser mantenido,
replicado o expresado, o todo lo anterior, en la célula huésped, tejido u érgano en el cual se introduce subsecuentemente.

En consecuencia, un aspecto adicional de la invencidn proporciona un constructo genético el cual comprende por lo
menos el gen sintético de acuerdo con cualquiera de una o mas de las realizaciones descritas aqui, y uno o mas origenes
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de replicacion o secuencias de genes marcadores seleccionables, 0 ambas cosas.

Los constructos genéticos son particularmente adecuados para la transformacién de una célula eucariético para introducir
rasgos genéticos novedosos a la misma, ademas de proporcionar caracteristicas de resistencia a patégenos virales.
Tales rasgos novedosos adicionales se pueden introducir en un constructo genético separado o alternativamente en el
mismo constructo genético el cual comprende los genes sintéticos descritos aqui. Aquellos expertos en la técnica
reconoceran las ventajas importantes, en particular en términos de manipulaciones genéticas reducidas y requerimientos
de cultivo dirigido y una efectividad mejorada en cuanto a costos, de incluir secuencias genéticas las cuales codifican
para tales rasgos adicionales y los genes sintéticos descritos aqui en un constructo genético unico.

Habitualmente, un origen de replicacién o un gen marcador seleccionable, adecuado para uso en bacterias, se separa
fisicamente de aquellas secuencias genéticas contenidas en el constructo genético las cuales se pretende que se
expresen o transfieran a una célula eucariético, o que se integren en el genoma de una célula eucariético.

En una realizacion particularmente preferida, el origen de replicacion es funcional en una célula bacteriana, y comprende
el pUC o el origen ColE1, o alternativamente el origen de replicacion es operable en una célula eucariético, un tejido y
mas preferiblemente comprende el origen de replicacion de 2 micras (2um) o el origen de replicacion de SV40.

Como se utiliza en la presente, el término "gen marcador seleccionable" incluye cualquier gen que confiera un fenotipo en
una célula en el cual se exprese para facilitar la expresion o seleccién, o ambas cosas, de las células las cuales son
transfectadas o transformadas con un constructo genético de la invencion o un derivado del mismo.

Los genes marcadores seleccionables adecuados contemplados en la presente incluyen el gen de resistenciaa (Amp"),
gen de resistencia a tetraciclina (Tc'), gen de resistencia bacteriana a canamicina (Kan') y el gen de resistencia a Zeocin
(Zeocin es un medicamento de la familia de bleomicina el cual es una marca comercial de InVitrogen Corporation), el gen
AURI-C el cual confiere resistencia al antibidtico aureobasidina A, el gen de resistencia a fosfinotricina, el gen de
neomicina fosfotransferasa (nptll), el gen de resistencia a higromicina, el gen de B-glucuronidasa (GUS), el gen de
cloramfenicol acetiltransferasa (CAT), el gen que codifica para la proteina fluorescente verde o el gen para luciferasa,
entre otros.

Preferiblemente, el gen marcador seleccionable es el gen nptll o el gen Kan', o el gen que codifica para la proteina
fluorescente verde (GFP).

Aguellos expertos en la técnica reconoceran otros genes marcadores seleccionables utiles en el funcionamiento de la
presente invencion, y la presente invencién no se limita por la naturaleza del gen marcador seleccionable.

La presente invencion se extiende a todos los constructos genéticos esencialmente como se describe en la presente, los
cuales incluyen secuencias genéticas adicionales disefiadas para el mantenimiento o replicacién, o ambas cosas, del
constructo genético en procariotas o eucariotas, o la integracién del constructo genético o una parte del mismo en el
genoma de una célula u organismo eucariético, o todo lo anterior.

Al igual que con las moléculas extrafias de acido nucleico, los métodos estandar descritos supra se pueden utilizar para
introducir genes sintéticos y constructos genéticos dentro de la célula, tejido u érgano eucariotico con el proposito de
modular la expresion del gen objetivo, por ejemplo, transfeccion o transformacion mediada por liposoma, transformacion
de células con particulas de virus atenuados o células bacterianas, coincidencia de células, procedimientos de
transformacion o transfeccion conocidos por aquellos expertos en la técnica o descritos por Ausubel et al., (1992).

Un medio adicional para introducir ADN recombinante en tejido o células vegetales incluye, pero no se limita a
transformacion utilizando CaCl2 y variaciones del mismo, en particular el método descrito por Hananan (1983), captacion
directa de ADN en protoplastos (Krens et al., 1982; Paszkowski et al., 1984), captacion mediada por PEG a protoplastos
(Amstrong et al, 1990), bombardeo de microparticulas, electroporacion (Fromm et al., 1985), microinyeccion de ADN
(Crossway et al., 1986), bombardeo por microparticulas de tejido de explantas o células (Christou et al., 1988; Stanford,
1988), infiltracion al vacio de tejido con acido nucleico, o en el caso de plantas, transferencia mediada por ADN T de
Agrobacterium al tejido vegetal, segun describe esencialmente An et al. (1985), Herrera-Estrella et al. (1983a, 1983b,
1985).

Para el bombardeo con microparticulas de las células, una microparticula es impulsada dentro de una célula para
producir una célula transformada. Cualquier metodologia y aparato de transformacién de célula balistica adecuada se
puede utilizar para llevar a cabo la presente invencién. Los aparatos y procedimientos ejemplares se describen por Stomp
et al., (patente U.S. numero 5,122,466) y Sanford y Wolf (patente U.S. nimero 4,945,050). Cuando se utilizan
procedimientos de transformacion balisticos, el constructo genético puede incorporar un plasmido capaz de replicarse en
la célula que se va a transformar.

Los ejemplos de microparticulas adecuadas para uso en tales sistemas incluyen esferas de oro de 1 a 5 ym. El
constructo de ADN se puede depositar sobre la microparticula por cualquier técnica adecuada, tal como por precipitacion.

En una realizacion adicional de la presente invencion, los genes sintéticos y los constructos genéticos descritos aqui se
adaptan para integracién en el genoma de una célula en la cual se expresan. Aquellos expertos en la técnica reconoceran
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que, con el fin de obtener integracién de una secuencia genética o un constructo genético dentro del genoma de una
célula huésped, se pueden requerir ciertas secuencias genéticas adicionales. En el caso de plantas, generalmente se
requeriran secuencias del borde derecho e izquierdo del ADN T del plasmido Ti de Agrobacterium tumefaciens.

La presente invencion se extiende adicionalmente a una célula, tejido u érgano aislado que comprende el gen sintético
descrito en la presente o un constructo genético que comprende al mismo. La presente invencion se extiende
adicionalmente a tejidos, 6rganos y organismos completos regenerados no humanos, derivados de tales células, tejidos y
organos y a propagulos y progenie de los mismos.

Por ejemplo, las plantas se pueden regenerar a partir de células, tejidos u érganos vegetales transformados en un medio
que contenga hormonas vy las plantas regeneradas pueden presentar varias formas, tales como quimeras de células
transformadas y de células no transformadas; clones transformantes (p. €j., todas las células transformadas para
contener el casete de expresion); injertos de tejidos transformados y no transformados (p. ej., un portainjerto
transformado injertado a un vastago no transformado en especies citricas). Las plantas transformadas se pueden
propagar mediante varios métodos, tales como mediante técnicas de propagacién clonal o de mejora clasica. Por
ejemplo, se puede autofertilizar una primera generaciéon (o T1) de plantas transformadas para obtener plantas
transformadas homozigoéticas de segunda generacion (o T2), y las plantas T2 se pueden propagar adicionalmente
mediante técnicas de mejora clasica.

La presente invencién se describe adicionalmente con referencia a los siguientes ejemplos no limitantes.
EJEMPLO 1

Constructos genéticos que comprenden secuencias del gen de BEV polimerasa unidos a la secuencia promotora
CMV o a la secuencia promotora SV40L, o a ambas

1. Plasmidos Comerciales
Plasmido pBluescript Il (SK+)

El plasmido pBluescript Il (SK+) esta disponible comercialmente de Stratagene y comprende la secuencia promotora lacZ
y el terminador de transcripcién lacZ-alfa, con un sitio de clonacion multiple para la insercion de las secuencias del gen
estructural en ese lugar. El plasmido comprende ademas los origenes ColE1 y fl de replicacién y el gen de resistencia a
ampicilina.

Plasmido pSVL

El plasmido pSVL es obtenible comercialmente de farmacia y sirve como una fuente de la secuencia promotora tardia
SV40. La secuencia nucleotidica de pSVL también esta disponible publicamente como GenBank acceso nimero U13868.

Plasmido pCR2.1

El plasmido pCR2.1 esta disponible comercialmente de Invitrogen y comprende la secuencia promotor lacZ y el
terminador de transcripcion lacZ-a, con un sitio de clonacion para la insercion de secuencias de genes estructurales entre
los mismos. El plasmido pCR2.1 se disefia para clonar fragmentos de acido nucleico en virtud de la parte excedente A
que se sintetiza frecuentemente por Taq polimerasa durante la reaccién en cadena de polimerasa. Los fragmentos de
PCR clonados de esta manera son flanqueados por dos sitios EcoRI. El plasmido comprende ademas los origenes de
replicacion ColE1 y f1, y los genes de resistencia a canamicina y resistencia a ampicilina.

Plasmido pEGFP-N1 MCS

El plasmido pEGFP-N1 MCS (figura 1; Clontech) contiene el promotor IE de CMV conectado operablemente a un marco
de lectura abierta que codifica para una variante desplazada al rojo de una proteina fluorescente verde de tipo silvestre
(GFP; Prasher et al., 1992; Chalfie et al., 1994; Inouye and Tsuji, 1994), la cual se ha optimizado para una fluorescencia
mas brillante. La variante GFP especifica codificada por pPEGFP-N1 MCS ha sido descrita por Cormack et al. (1996). El
plasmido pEGFP-N1 MCS contiene un sitio de clonacion multiple que comprende sitios Bglll y BamHI, y muchos otros
sitios de separacion de endonucleasa de restriccion, localizados entre el promotor CMV IE y el marco de lectura abierta
de GFP. Los genes estructurales clonados dentro del sitio de clonacion multiple se expresaran a nivel transcripcional si
carecen de un sitio de inicio de traduccion funcional, sin embargo, tales secuencias de genes estructurales no se
expresaran a nivel de proteina (es decir traduciran). Las secuencias de genes estructurales insertados dentro del sitio de
clonacién multiple los cuales comprenden un sitio de inicio de traduccion funcional, se expresara como polipéptidos de
fusiéon GFP, si se clonan en marco con la secuencia que codifica para GFP. El plasmido comprende ademas una sefal de
poliadenilacion SV40 corriente abajo del marco de lectura abierta GFP para dirigir el procesamiento adecuado del
extremo 3' del ARNm transcrito a partir de la secuencia promotora CMV-IE. El plasmido comprende ademas el origen de
replicacion SV40 funcional en células animales; el gen de resistencia a neomicina que comprende el promotor temprano
SV40 (SV40 EP en la figura 1) conectado operablemente al gen de resistencia a neomicina/canamicina derivado de Tn5
(Kan/neo en la figura 1) y la sefal de poliadenilacion de HSV timidina cinasa (HSV TK poli (A) en la figura 1), para la
seleccion de células transformadas en canamicina, neomicina o G418; el origen de replicacion pUC19, el cual es
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funcional en células bacterianas (pUC Ori en figura 1); y el origen de replicacion f1 para la produccién de ADN de cadena
sencilla (f1 Ori en la figura 1).

2. Casetes de Expresion
Plasmido pCMV.cass

El plasmido pMCV.cass (figura 2) es un casete de expresion para activar la expresion de una secuencia de gen
estructural bajo el control de la secuencia promotora CMV-IE. El plasmido pCMV.cass se deriva de pEGFP-NQ MCS por
supresion del marco de lectura abierta GFP como sigue: se digiere al plasmido pEGFP-N1 MCS con PinAl y Notl, se
forman extremos romos utilizando Pful polimerasa y después se vuelve a ligar. Las secuencias de gen estructural se
clonan en pCMV.cass utilizando el sitio de clonacion multiple, el cual es idéntico al sitio de clonacién multiple de pEGFP-
N1 MCS, excepto que carece del sitio PinAl.

Plasmido pCMV.SV40L.cass

El plasmido pCMV.SV40.cass (figura 3) comprende el sitio sintético poli A y la secuencia promotora tardia SV40 a partir
del plasmido pCR.SV40L (figura 4) se subclona como un fragmento Sall, dentro del sitio Sall del plasmido pCMV.cass
(figura 2) de manera que el promotor CMV-IE y las secuencias del promotor tardio SV40 son capaces de dirigir la
transcripcion en la misma direccion. En consecuencia, el sitio poli(A) sintético en el extremo 5' de la secuencia promotora
SV40 se utiliza como un terminador de transcripcién para genes estructurales expresados a partir del promotor CMV IE
en este plasmido, el cual también proporciona la insercién de gen estructural via el sitio de clonacion mdltiple presente
entre el promotor tardio SV40 y el sitio sintético poli(A) (figura 5). Los sitios de clonacién multiple se localizan detras de
CMV-IE y los promotores tardios SV40, incluyendo los sitios BamHI y Bglll.

Plasmido pCMV.SV40LR.cass

El plasmido pCMV.SV40LR.cass (figura 4) comprende la secuencia promotora tardia de SV40 derivada del plasmido
pCR.SV40L, subclonada como un fragmento Sall dentro del sitio Sall del plasmido pCMV.cass (figura 2), de manera que
el CMV-IE o el promotor tardio de SV40 puede activar la transcripcién de un gen estructural o una unidad de gen
estructural multiple, en la orientacion directa o antisentido, seguin se desee. Se coloca un sitio de clonacién multiple entre
las secuencias opuestas CMV-IE y el promotor tardio de SV40 en este plasmido, para facilitar la introduccion de una
secuencia de gen estructural. Con el fin de que se produzca la expresion de una secuencia de gen estructural a partir de
este plasmido, se debe introducir con su propia secuencia de terminacion de transcripcion localizada en el extremo 3/,
debido a que no hay secuencias de terminacion de transcripcion localizadas entre las secuencias opuestas de CMV-IE y
el promotor tardio de SV40 en este plasmido. Preferiblemente, la secuencia de gen estructural o la unidad de gen
estructural multiple el cual se va a introducir dentro de pCMV.SV40LR.cass comprendera ambas sefiales de
poliadenilacién, 5'y 3', como sigue:

(i) cuando la secuencia de gen estructural o la unidad de gen estructural multiple se va a expresar en la orientacion
directa a partir de la secuencia promotora de CMV IE o en la orientacion antisentido a partir del promotor tardio SV40, la
sefial de poliadenilacion 5' estara en la orientacion antisentido y la sefial de poliadenilacion 3' estara en la orientacion
directa; y

(i) cuando la secuencia del gen estructural o la unidad de gen estructural multiple se va a expresar en la orientacion
directa a partir de la secuencia promotora CMV IE o en la orientacion directa a partir del promotor tardio SV40, o
viceversa, la sefal de poliadenilacion 5' estara en la orientacion directa y la sefal de poliadenilacion 3' estara en la
orientacién antisentido.

De manera alternativa, o ademas, las secuencias terminadoras orientadas adecuadamente se pueden colocar en el
extremo 5' de los promotores CMV y SV40L, como se muestra en la figura 4.

Alternativamente, el plasmido pCMV.SV40LR.cass se modifica adicionalmente para producir un plasmido derivado el
cual comprende dos sefiales de poliadenilacién localizadas entre las secuencias CMV-IE y promotora tardia de SV40, en
orientaciones apropiadas para facilitar la expresion de cualquier gen estructural localizada entre los mismos en la
orientacion directa o antisentido ya sea desde el promotor CMV IE o la secuencia promotora de SV40. La presente
invencion claramente abarca tales derivados.

De manera alternativa, los terminadores orientados apropiadamente se pueden colocar hacia el extremo 5' de los
promotores CMV y SV40L, de manera que la terminacién transcripcional pueda presentarse después de la lectura
completa de cada uno de los dos promotores en la orientacion antisentido.

3. Constructos Intermedios
Plasmido pCR-Bgl-GFP-Bam

El plasmido pCR-Bgl-GFP-Bam (figura 5) comprende una regién interna del marco de lectura abierta de GFP derivado del
plasmido pEGFP-N1 MCS (figura 1) colocado operablemente bajo el control del promotor lacZ. Para producir este
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plasmido, se amplifica una region del marco de lectura abierta de GFP a partir de pEGFP-N1 MCS utilizando los
cebadores de amplificacion Bgl-GFP (SEC. DE IDENT. N°.:1 y GFP-Bam (SEC. DE IDENT.N°.: 2), y se clonan en el
plasmido pCR2.1. La regién codificante de GFP interna en el plasmido pCR.Bgl-GFP.Bam carece de codones de inicio y
de detencion traduccionales funcionales.

Plasmido pBSII(SK+).EGFP

El plasmido pBSII)SK+).EGFP (figura 6) comprende el marco de lectura abierta de EGFP derivado del plasmido pEGFP-
N1 MCS (figura 1) colocado operablemente bajo el control del promotor lacZ. Para producir este plasmido, se corta la
region codificante EGFP de pEGFP-N1 MCS como un fragmento Notl/Xhol y se clona en los sitios de clonacién Notl/Xhol
del plasmido pBluescript Il (SK+).

Plasmido pCMV.EGFP

El plasmido (figura 7) es capaz de expresar el gen estructural EGFP bajo el control de la secuencia promotora CMV-IE.
Para producir este plasmido, la secuencia EGFP del plasmido pBSII(SK+)-EGFP se corta como un fragmento
BamHI/Sacl y se clona en los sitios Bglll/Sacl del plasmido pCMV.cass (figura 2).

Plasmido pCR.SV40L

El plasmido pCR.SV40L (figura 8) comprende el promotor tardio SV40 derivado del plasmido pSVL (GenBank acceso
numero U13868; Pharmacia), clonado en pCR2.1 (Stratagene). Para producir este plasmido, el promotor tardio SV40 se
amplifica utilizando los cebadores SV40-1 (SEC. DE IDENT.N°.:3) y SV40-2 (SEC. DE IDENT.N°.:4), los cuales
comprenden sitios de clonacion Sall para facilitar el subclonado del fragmento amplificado de ADN dentro de pCMV.cass.
El cebador también contiene un sitio poli(A) sintético en el extremo 5', de manera que el producto de amplificacion
comprende el sitio poli(A) sintético en el extremo 5' de la secuencia promotora SV40.

Plasmido pCR.BEV.1

La region codificante de ARN polimerasa dependiente de ARN, BEV, se amplifica como un fragmento de ADN de 1385 pb
a partir de una clona de ADNc de longitud completa que codifica para la misma, utilizando cebadores denominados BEV-
1 (SEC. DE IDENT.N°.:5) y BEV-2 (SEC. DE IDENT.N°.:6), bajo condiciones de amplificacién estandar. El ADN
amplificado que contiene un sitio de enzima de restriccion 5'-Bglll, derivado de la secuencia cebadora BEV-1 y un sitio de
enzima de restriccion 3'-BamHI, derivado de la secuencia cebadora BEV-2. Adicionalmente, dado que la secuencia
cebadora BEV-1 contiene una sefial de inicio de traduccion 5-ATG-3' sometida a ingenieria en las posiciones 15-17, el
gen estructural de polimerasa BEV amplificado comprende el sitio de inicio en marco con las secuencias nucleotidicas
que codifican para BEV polimerasa. Por lo tanto, el gen estructural de BEV polimero amplificado comprende el codén de
inicio ATG inmediatamente hacia el extremo 5' (es decir, yuxtapuesto) a la secuencia que codifica para BEV polimerasa.
No hay un coddén de detencion de traduccion en el ADN amplificado. Este plasmido se presenta como figura 9.

Plasmido pCR.BEV.2

La region de codificacion de polimerasa BEV completa se ampilifica a partir de la clona de ADNc de longitud completa que
codifica para la misma, utilizando los cebadores BEV-1 y BEV-3. El cebador BEV-3 comprende un sitio de enzima de
restriccion BamHlI en las posiciones 5 a 10 inclusive, y el complemento de una sefial de detencion de traduccion en las
posiciones 11 a 13. Como una consecuencia, un marco de lectura abierta comprende una sefal de inicio de traduccién y
una sefal de detencion de traduccidn, contenidas entre los sitios de restriccion Bglll y BamHI. El fragmento amplificado
se clona dentro de PCR2.1 (Stratagene) para producir el plasmido pCR2-BEV.2 (figura 10).

Plasmido pCR.BEV.3

Se amplifica un gen estructural de BEV polimerasa no traducible a partir de una clona de ADNc de BEV polimerasa de
longitud completa utilizando los cebadores de amplificacion BEV-3 (SEC. DE IDENT.N°.:7) y BEV-4 (SEC. DE
IDENT.N°.:8). El cebador BEV-4 comprende un sitio de clonacién Bglll en posiciones 5-10, y las secuencias hacia el
extremo 3' de este sitio Bglll son homodlogas en las secuencias nucleotidicas del gen de polimerasa BEV. No existe un
codon de inicio ATG funcional en el producto de ADN amplificado de los cebadores BEV-3 y BEV-4. La BEV polimerasa
se expresa como parte de una poliproteina y, como consecuencia, no hay un sitio de inicio de traduccion ATG en este
gen. EI ADN amplificado se clona en el plasmido pCR2.1 (Stratagene) para proporcionar el plasmido pCR.BEV.3 (figura
11).

Plasmido pCMV.EGFP.BEV2

Se produce el plasmido pCMV.EGFP.BEV2 (figura 12) por clonacién de la secuencia de BEV polimerasa a partir de
pCR.BEV.2 como un fragmento Bglll/BamHI dentro del sitio BamHI de pCMV.EGFP.
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4. Control de plasmidos
Plasmido pCMV.BEV.2

El plasmido pCMV.BEV.2 (figura 13) es capaz de expresar la totalidad del marco de lectura abierta de BEV polimerasa
bajo el control de la secuencia promotora CMV-IE. Para producir pPCMV.BEV.2 la secuencia de BEV polimerasa a partir
de pCR.BEV.2 se subclona en la orientacion directa como un fragmento Bglll a BamHI dentro de pCMV.cass digerido con
Bglll/BamHI (figura 2).

Plasmido pCMV.BEV.3

El plasmido pCMV.BEV.3 (figura 14) expresa un gen estructural de BEV polimerasa no traducible en la orientacion directa
bajo el control de la secuencia promotora CMV.IE. Para producir pPCMV.BEVnt, la secuencia de BEV polimerasa a partir
de pCR.BEV.3 se subclona en la orientacion directa como un fragmento Bglll a BamHI dentro de pCMV.cass digerido con
Bglll/BamHI (figura 2).

Plasmido pCMV.VEB

El plasmido pCMV.VEB (figura 15) expresa un ARNm de BEV polimerasa antisentido bajo el control de la secuencia
promotora CMV-IE. Para producir el plasmido pCMV.VEB, se subclona la secuencia de BEV polimerasa a partir de
pCR.BEV.2 en la orientacion antisentido como un fragmento Bglll a BamHI dentro de PCMV.cass digerido con
Bglll/BamHI (figura 2).

Plasmido pCMV.BEV.GFP

Se construye el plasmido pCMV.BEV.GFP (figura 16) por clonacién del fragmento GFP a partir de pCR.Bgl-GFP-Bam
como un fragmento Bglll/BamHI dentro de pCMV.BEV.2. Este plasmido sirve como un control en algunos experimentos y
también como un constructo intermedio.

Plasmido pCMV.BEV.SV40-L.0

El plasmido pCMV.BEV.SV40-L (figura 17) comprende un gen estructural de BEV polimerasa traducible derivado de
plasmido pCR.BEV.2 insertado en la orientacion directa entre el promotor CMV-IE y las secuencias promotoras tardias de
SV40 del plasmido pCMVS.SV40L.cass. Para producir el plasmido pCMV.BEV.SV40L-O, se subclona el gen estructural
de BEV polimerasa como un fragmento Bglll a BamHI dentro de ADN pCMV.SV40L.cass digerido con Bglll.

Plasmido pCMV.0.SV40L.BEV

El plasmido pCMV.0.SV40L.BEV (figura 18) comprende un gen estructural de BEV polimerasa traducible, derivado del
plasmido pCR.BEV.2 clonado hacia el extremo 3' del promotor CMV-IE en bateria en las secuencias promotoras tardias
SV40 presentes en el plasmido pCMV.SV40L.cass. Para producir el plasmido pCMV.0.SV40L.BEV, el gen estructural de
BEV polimerasa se subclona en la orientacion directa como un fragmento Bglll a BamHI dentro del ADN
pCMV.SV40L.cass digerido con BamHI.

Plasmido pCMV.0.SV40L.VEB

El plasmido pCMV.0.SV40.VEB (figura 19) comprende un gen estructural de BEV polimerasa antisentido derivado del
plasmido pCR.BEV.2 clonado hacia el extremo 3' del promotor CMV-IE en bateria y las secuencias promotoras tardias de
SV40 presentes en el plasmido pCMV.SV40L.cass. Para producir el plasmido pCMV.0.SV40L.VEB, se subclona el gen
estructural de BEV polimerasa en la orientacién antisentido como un fragmento Bglll a BamHI dentro del ADN
pCMV.SV40L.cass digerido con BamHI.

5. Plasmidos de prueba
Plasmido pCMV.BEVx2

El plasmido pCMV.BEV .x2 (figura 20) comprende una secuencia repetida directa de un marco de lectura abierta de BEV
polimerasa completo bajo el control de la secuencia promotora CMV-IE. En células eucaritticas por lo menos, el marco
de lectura abierta que se localiza mas cerca del promotor CMV-IE es traducible. Para producir pPCMV.BEVx2, se subclona
el gen estructural de BEV polimerasa a partir del plasmido pCR.BEV.2 en la orientacién directa como un fragmento Bglll a
BamHI dentro de pCMV.BEV.2 digerido con BamHI, inmediatamente hacia el extremo 3' del gen estructural de BEV
polimerasa que ya esta presente en el mismo.

Plasmido pCMV.BEVx3

El plasmido pCMV.BEVx3 (figura 21) comprende una secuencia repetida directa de tres marcos de lectura abierta de
BEV polimerasa completos bajo el control del promotor CMV-1E. Para producir pPCMV.BEVx3, se clona el fragmento de
BEV polimerasa a partir de pCR.BEV.2 en la orientacién directa como un fragmento Bglll/BamHI dentro del sitio BamHI
de pCMV.BEVx2, inmediatamente hacia el extremo 3' de las secuencias de BEV polimerasa que ya estan presente en el
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mismo.
Plasmido pCMV.BEVx4

El plasmido pCMV.BEVx4 (figura 22) comprende una secuencia repetida directa de cuatro marcos de lectura abierta de
BEV polimerasa completos bajo el control del promotor CMV-1E. Para producir pPCMV.BEVx4, se clona el fragmento de
BEV polimerasa a partir de pCR.BEV.2 en la orientacién directa como un fragmento Bglll/BamHI dentro del sitio BamHI
de pCMV.BEVx3, inmediatamente hacia el extremo 3' de las secuencias de BEV polimerasa que ya estan presentes en el
mismo.

Plasmido pCMV.BEV.SV40L.BEV

El plasmido pCMV.BEV.SV40L.BEYV (figura 23) comprende una unidad de gen estructural multiple que comprende dos
genes estructurales de BEV polimerasa colocados operable y separadamente bajo el control del promotor CMV-IE y las
secuencias promotoras tardias de SV40. Para producir el plasmido pCMV.BEV.SV40L.BEV, el gen estructural de BEV
polimerasa traducible presente en pCR.BEV.2 se subclona en la orientacion directa como un fragmento Bglll a BamHI
detras de la secuencia promotora tardia de SV40 presente en pCMV.BEV.SV40L-O digerido con BamHI.

Plasmido pCMV.BEV.SV40L.VEB

El plasmido pCMV.BEV.SV40L.VEB (figura 24) comprende una unidad de gen estructural multiple que comprende dos
genes estructurales de BEV polimerasa colocados operable y separadamente bajo el control del promotor CMV-IE y las
secuencias promotoras tardias de SV40. Para producir el plasmido pCMV.BEV.SV40L.VEB, el gen estructural de BEV
polimerasa traducible presente en pCR.BEV.2 se subclona en la orientaciéon antisentido como un fragmento Bglll a
BamHI detras de la secuencia promotora tardia SV40 presente en pCMV.BEV.SV40L-0 digerido con BamHI. En este
plasmido, el gen estructural de BEV polimerasa se expresa en la orientacion directa bajo el promotor CMV-IE para
producir ARNm traducible, mientras que el gen estructural de BEV polimerasa también se expresa bajo el control del
promotor SV40 para producir especies de ARNm antisentido.

Plasmido pCMV.BEV.GFP.VEB

El plasmido pCMV.BEV.GFP.VEB (figura 25) comprende una secuencia repetida invertida del gen estructural BEV o
palindromo, interrumpido por la insercion de un marco de lectura abierta de GFP (fragmento de relleno) en cada
secuencia de gen estructural BEV en la secuencia repetida invertida. Para producir el plasmido pCMV.BEV.GFP.VEB, el
fragmento de relleno GFP a partir de pCR.Bgl-GFP-Bam primero se subclona en la orientacion directa como un
fragmento Bglll BamHI dentro de pCMV.BEV.2 digerido con BamHI| para producir un plasmido intermedio
pCMV.BEV.GFP en donde las secuencias que codifica para BEV polimerasa y que codifica para GFP estan contenidos
dentro del mismo fragmento 5'-Bglll a BamHI-3'. El gen estructural de BEV polimerasa a partir de pPCMV.BEV.2 después
se clona en la orientacion antisentido como un fragmento Bglll a BamHI dentro de pCMV.BEV.GFP digerido con BamHI.
El gen estructural de BEV polimerasa mas cercano a la secuencia promotora CMV-IE en el plasmido
pCMV.BEV.GFP.VEB es capaz de ser traducida, por lo menos en células eucarioéticas.

Plasmido pCMV.EGFP.BEV2.PFG

El plasmido pCMV.EGFP.BEV2.PFG (figura 26) comprende un palindromo de GFP, interrumpido por la insercion de una
secuencia de BEV polimerasa entre cada gen estructural GFP en la secuencia repetida invertida. Para producir este
plasmido, el fragmento de GFP a partir de pCR.Bgl-GFP-Bam se clona como un fragmento Bglll/BamHI dentro del sitio
BamHI de pCMV.EGFP.BEV2 en la orientacién antisentido en relacién al promotor CMV.

Plasmido pCMV.BEV-SV40LR

El plasmido pCMV.BEV.SV40LR (figura 27) comprende un gen estructural que comprende la totalidad del marco de
lectura abierta de BEV polimerasa colocado operable y separadamente bajo el control del promotor CMV-IE opuesto y las
secuencias promotoras tardias SV40, por lo que produce potencialmente transcritos de BEV polimerasa por lo menos
desde ambas cadenas del gen estructural de BEV polimerasa de longitud completa. Para producir el plasmido
pCMV.BEV.SV40LR, el gen estructural de BEV polimerasa traducible presente en pCR.BEV.2 se subclona como un
fragmento Bglll a BamHI dentro del sitio Bglll unico del plasmido pCMV.SV40LR.cass, de manera que el marco de lectura
abierta BEV esta presente en la orientacion directa en relacion a la secuencia promotora CMV-IE.

Aquellos expertos en la técnica reconoceran que es posible generar un plasmido en donde el fragmento de BEV
polimerasa a partir de pCR.BEV.2 se inserte en la orientacion antisentido, en relacién a la secuencia promotora CMV IE,
utilizando esta estrategia de clonacién.

EJEMPLO 2

Constructos genéticos que comprenden la secuencia del gen estructural de a-1,3-galactosiltransferasa porcina
(Galt) o secuencias conectadas operablemente a la secuencia promotora CMV o la secuencia promotora SV40 0 a
ambas
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1. Plasmidos comerciales
Plasmido pcDNA3

El plasmido pcDNAS3 esta disponible comercialmente de invitrogen y comprende el promotor CMV-IE y el terminador de
transcripcion BGHpA, con sitios de clonacién multiples para la insercion de secuencia de genes estructurales entre los
mismos. El plasmido comprende ademas los origenes de replicacion ColE1 y fl y genes de resistencia a neomicina y
resistencia a ampicilina.

2. Plasmidos intermedios
Plasmido pcDNA3.Galt

El plasmido pcDNA3.Galt (BresaGen Limited. South Australia, Australia; figura 28) es un plasmido pcDNAS3 (Invitrogen) y
comprende la secuencia de ADNc que codifica para el gen de a-1,3-galactosiltransferasa (Galt) unido operablemente bajo
el control del promotor CMV-IE de manera que es capaz de ser expresada desde el mismo. Para producir el plasmido
pcDNA3.Galt, se clona el ADNc de a-1,3-galactosiltransferasa de gen porcino como un fragmento EcoRI dentro del sitio
de clonacion EcoRI del pcDNAS3. El plasmido comprende ademas los origenes de replicacion ColE1 y fl, y los genes de
resistencia a neomicina y ampicilina.

3. Plasmidos control
Plasmido pCMV.Galt

El plasmido pCMV.Galt (figura 29) es capaz de expresar el gen estructural Galt bajo el control de una secuencia
promotora CMV-IE. Para producir el plasmido pcDNA3.Galt, se corta la secuencia Galt del plasmido pcDNA3.Galt como
un fragmento EcoRl y se clona en la orientacion directa dentro del sitio EcoRI del plasmido pCMV.cass (figura 2).

Plasmido pCMV.EGFP.Galt

El plasmido pCMV.EGFP.Galt (figura 30) es capaz de expresar el gen estructural Galt como un polipéptido de fusién Galt
bajo el control de la secuencia promotora CMV-IE. Para producir el plasmido pCMV.EGFP.Galt, se corta la secuencia
Galt de pCMV.Galt (figura 29) como un fragmento Bglll/BamHI y se clona en el sitio BamHI de pCMV-EGFP.

Plasmido pCMV.Galt.EGFP

Se produce el plasmido pCMV.Galt.GFP (figura 31) por clonacién de ADNc de Galt como un fragmento EcoRlI a partir de
pCDNAS dentro de pCMV.EGFP digerido con EcoRI en la orientacién directa. Este pldsmido sirve como control y como
constructo intermediario.

Plasmido pCMV.Galt.SV40L.0

El plasmido pCMV.Galt.SV40L.0 (figura 32) comprende un gen estructural Galt clonado hacia el extremo 3' del promotor
CMV presente en pCMV.SV40L.cass. Para producir el fragmento de ADNc de Galt a partir de pCMV.Galt, se clona como
Bglll/BamHI dentro de pCMV.SV40L.cass digerido con Bglll en la orientacion directa.

Plasmido pCMV.0.SV40L.tlaG

El plasmido pCMV.0.SV40L.tlaG (figura 33) comprende clonas de genes estructurales Galt en una orientacion antisentido
hacia el extremo 3' del promotor SV40L presente en pCMV.SV40L.cass. Para producir este plasmido, el fragmento de
ADNc de Galt de pCMV.Galt se clona como Bglll/BamHI dentro de pCMV.SV40L.cass digerido en BamHI en la
orientacion antisentido.

Plasmido pCMV.0.SV40L.Galt

El plasmido pCMV.0.SV40L.Galt (figura 34) comprende un gen estructural Galt clonado corriente abajo del promotor
SV40L presente en pCMV.SV40L.cass. Para producir el plasmido, el fragmento de ADNc de Galt de pCMV.Galt se clona
como un fragmento Bglll/BamHI dentro de pCMV.SV40L.cass digerido con BamHI en la orientacion directa.

4. Plasmidos de prueba
Plasmido pCMV.Galtx2

El plasmido pCMV.Galtx2 (figura 35) comprende una secuencia repetida directa de un marco de lectura abierta de Galt
bajo el control de la secuencia promotora CMV-IE. En células eucariotas por lo menos, el marco de lectura abierto
localizado mas cerca del promotor CMV-IE es traducible. Para producir pCMV.Galtx2, el gen estructural de Galt de
pCMV.Galt se corta como un fragmento Bglll/BamHI en la orientacion directa dentro del sitio de clonacion BamHI de
pCMV.Galt.
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Plasmido pCMV.Galtx4

El plasmido pCMV.Galtx4 (figura 36) comprende una secuencia repetida directa cuadruple de un marco de lectura abierta
Galt bajo el control de la secuencia promotora CMV-IE. En células eucariéticas por lo menos, el marco de lectura abierta
se localiza cerca del promotor CMV-IE el cual es traducible. Para producir pCMV.Galtx4, la secuencia Galtx2 de
pCMV.Galtx2 se corta como un fragmento Bglll/BamHI y se clona en una orientacion directa dentro del sitio de clonacion
BamHI de pCMV.Galtx2.

Plasmido pCMV.Galt.SV40.Galt

Se disefia el plasmido pCMV.Galt.SV40L.Galt (figura 37) para que exprese dos transcritos directos de Galt, uno activado
por el promotor CMV, el otro por el promotor SV40L. Para producir el pladsmido, se clona un fragmento de ADNc de Galta
partir de pCMV.Galt como un fragmento Bglll/BamHI dentro de pCMV.0.SV40.Galt digerido con Bglll en la orientacion
directa.

Plasmido pCMV.Galt.SV40L.tlaG

Se disena el plasmido pCMV.Galt.SV40.GFP.tlaG (figura 38) para expresar el transcrito directo de Galt activado por el
promotor CMV y un transcrito antisentido activado por el promotor SV40L. Para producir el plasmido, se clona un
fragmento de ADNc de Galt a partir de pCMV.Galt como un fragmento Bglll/BamHI dentro de pCMV.0.SV40.talG en la
orientacion directa.

Plasmido pCMV.Galt.GFP.tlaG

El plasmido pCMV.Galt.GFP.tlaG (figura 39) comprende un palindromo de Galt, interrumpido por la insercién de una
secuencia GFP entre cada gen estructural Galt en la secuencia repetida invertida. Para producir este plasmido, el
fragmento de ADNc de Galt tratado por Bglll/BamHI de pCMV.Galt se clona en el sitio BamHI de pCMV.Galt.GFP en
antisentido en relacion al promotor CMV.

Plasmido pCMV.EGFP.Galt.PFG

El plasmido pCMV.EGFP.Galt.PFG (figura 40) comprende un palindromo de GFP, interrumpido por la insercion de una
secuencia Galt entre cada gen estructural GFP de la secuencia repetida invertida, la expresion de la cual es activada por
el promotor CMV. Para producir este plasmido, se clonan las secuencias de Galt de pCMV.Galt como un fragmento
Bglll/BamHI dentro de pCMV.EGFP digerido con BamHI en la orientacién directa para producir el intermediario
pCMV.EGFP.Galt (no mostrado); posterior a esto siguen secuencias GFP adicionales a partir de pCR.Bgl-
pCMV.EGFP.Galt en la orientacion antisentido.

Plasmido pCMV.Galt.SV40LR

Se disefia el plasmido pCMV.Galt.SV40LR (figura 41) para expresar secuencias de ADNc GalT clonadas entre los
promotores opuestos CMV y SV40L en el casete de expresion pCMV.SV40LR.cass. Para producir este plasmido, se
clonan las secuencias Galt de plasmido a partir de pCMV.Galt como un fragmento Bglll/BamHI en pCMV.SV40LR.cass
digerido con Bglll en la orientacion directa en relacion al promotor 35S.

Ejemplo 3

Constructos genéticos que comprenden secuencias PVY Nia unidas operablemente a la secuencia promotora
35S o a la secuencia promotora SCBV, o a ambas

1: Vector binario
Plasmido pART27

El plasmido pART27 es un vector binario, disefiado especificamente para ser compatible con el casete de expresion
pART?7. Contiene los origenes bacterianos de replicacion tanto de E. coli como de Agrobacterium tumefaciens, un gen de
resistencia a espectinomicina para seleccion bacteriana, limites de ADN T izquierdo y derecho para transferencia de ADN
de Agrobacterium a células vegetales y un casete de resistencia a canamicina para permitir la seleccion de células
vegetales transformadas. El casete de resistencia a canamicina se localiza entre los limites de ADN T, pART27 también
contiene un sitio de restriccion Notl Unico el cual permite la clonacién de los constructos preparados en los vectores tales
como pART7, se clonen entre los limites de ADN T. La construccion de pART27 se describe en Gleave, AP (1992).

Cuando se clonan los insectos Notl dentro de este vector, se pueden obtener dos orientaciones de inserto. En todos los
ejemplos siguientes, se elige la misma orientacion, en relacion a la direccion del promotor 35S en los conductor pART7
descritos; esto se realiza para minimizar cualquier artefacto experimental que pueda surgir al comparar diferentes
constructos con diferentes orientaciones de inserto.
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2. Plasmidos comerciales
Plasmido pCB (KS-)

El plasmido pBC (KS-) esta disponible comercialmente de Stratagene y comprende la secuencia promotora lacZ y el
terminador de transcripcion lacZ-a, con un sitio de clonacién multiple para la insercién de secuencias de genes
estructurales en el mismo. El plasmido comprende ademas los origenes de replicacion ColE1 y fl, y un gen de resistencia
a cloramfenicol.

Plasmido pSP72

El plasmido pSP72 esta disponible comercialmente de Promega y contiene un sitio de clonaciéon multiple para la insercion
de secuencias de genes estructurales en el mismo. El plasmido comprende ademas el origen de replicaciéon de ColE1 y
un gen de resistencia a ampicilina.

3. Casetes de expresién
Plasmido pART7

El plasmido pART7 es un casete de expresion disefiado para activar la expresion de secuencias clonadas detras del
promotor 35S. Contiene un polienlazador para ayudar a la clonacion, y una region del terminador de octipina sintasa. El
casete de expresion 35S esta flanqueado por dos sitios de restriccion Notl los cuales permiten la clonacién en vectores
de expresion binarios, de manera que pART27 el cual continia como un sitio Notl Unico. Su construccién es como se
describe en Gleave, AP (1992), y se muestra un mapa en la figura 42.

Plasmido pART7.35S.SCBV.cass

El plasmido p35S.CMV.cass se disefia para expresar dos secuencias de genes separadas clonadas en un solo plasmido.
Para crear este plasmido, se amplifican por PCR las secuencias correspondientes a los terminadores nos y el promotor
SCBYV, por PCR y después se clona en el polienlazador de pART7 entre el promotor 35S y OCS.

El plasmido resultante tiene el siguiente arreglo de elementos:
promotor 35S-polienlazador 1-terminador NOS-promotor SCVB-polienlazador 2-terminador OCS.

La expresion de las secuencias clonadas dentro del polienlazador 1 estan controladas por el promotor 35S, la expresion
de las secuencias clonadas en el polienlazador 2 estan controladas por el promotor SCBV.

Las secuencias terminadoras NOS se amplifican del plasmido pAHC27 (Christensen and Quail, 1996) utilizando los dos
oligonucledtidos;

NOS 5' (cebador directo; SEC. DE IDENT. N°.:9)
5-GGATTCCCGGGACGTCGCGAATTTCCCCCGATCGTTC-3"; y
NOS 3'(cebador inverso; SEC. DE IDENT. N°.: 10)
5-CCATGGCCATATAGGCCCGATCTAGTAACATAG-3'

Los residuos nucleotidicos 1 a 17 paraNOS 5', y 1 a 15 para NOS 3' representan nucleétidos adicionales disefiados para
ayudar en la preparacion de un constructo al agregar sitios de restriccion adicionales. Para NOS 5', estos son BamHl,
Smal, Aatll y las primeras 4 bases de un sitio Nril, para NOS 3', estos son sitios Ncol y Sfil. Las secuencias remanentes
para cada oligonucleétido son homodlogas a los extremos 5' y 3' respectivamente de las secuencias NOS en pAHC 27.

Las secuencias promotoras SCBV se amplifican a partir del plasmido pScBV-20 (Tzafir et al, 1998) utilizando los dos
oligonucledétidos:

SCBV 5": 5'-CCATGGCCTATATGGCCATTCCCCACATTCAAG-3'(SEC. DE IDENT.N°.:11); y
SCBV 3" 5'-AACGTTAACTTCTACCCAGTTCCAGAG-3'(SEC. DE IDENT.N°.:12)

Los residuos nucleotidicos 1 a 17 de SCBV 5' codifican para los sitios de restriccion Ncol y Sfil disefiados para ayudar en
la preparacion de constructos, las secuencias restantes son homaélogas a las secuencias hacia el extremo 5' de la regién
promotora de SCMV. Los residuos nucleotidicos 1 a 9 de SCBV 3' codifican para Psp10461 y los sitios de restriccion
Hpal disefiados para ayudar en la preparacion del constructo, las secuencias restantes son homélogas a lo inverso o al
complemento de las secuencias cerca del sitio de inicio de transcripcién de SCBV.

Las secuencias amplificadas a partir de pScVB-20 utilizando PCR y clonadas en pCR2.1 (Invitrogen) para producir
pCR.NOS y pCR.SCBYV, respectivamente. Se ligan pCR.NOS cortado con Small/Sfil y pPCR.SCBYV cortado con Sfil/Hpal
se ligan en pART7 cortado con Smal, y un plasmido con una orientacién adecuada se elige y se denomina
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pART7.35S.SCBV.cass, y un mapa de ese constructo se muestra en la figura 43.
4. Constructos intermediarios
Plasmido pBC.PVY

Una region del genoma PVY se amplifica por PCR utilizando ARN transcrito inverso aislado de tabaco infectado con PVY
como una plantilla utilizando protocolos estandar y se clona en un plasmido pGEM 3 (Stratagene) para crear pGEM.PVY.
Un fragmento Sall/Hindlll de pGEM.PVY, que corresponde a las posiciones de fragmentos Salll/Hindlll 1536-2270 de la
secuencia O de la cepa PVY (acceso numero D12539, GenBank), se subclona después en el plasmido pBC (Stratagene
Inc.) para crear pBC.PVY (figura 44).

Plasmido pSP72.PVY

El plasmido pSP72.PVY se prepara al insertar un fragmento EcoRI/Sall a partir de pBC.PVY dentro de pSP72 cortado
con Ecol/Sall (Promega). Este constructo contiene sitios de restricciéon adicionales que flanquean el inserto PVY el cual
se utiliza para ayudar a las manipulaciones subsecuentes. En la figura 45 se muestra un mapa de este constructo.

Plasmido ClapBC.PVY

Se prepara el plasmido pBC.PVY al insertar un fragmento Clal/Sall a partir de pSP72.PVY dentro de pBC cortado con
Clal/Sall (Stratagene). Este constructo contiene sitios de restriccion adicionales que flanquean el inserto PVY los cuales
utilizan para ayudar en manipulaciones subsecuentes. En la figura 46 se muestra un mapa de este constructo.

Plasmido pBC.PVYx2

El plasmido pBC.PVYx2 contiene dos secuencias repetidas directas, cabeza a cola, de las secuencias pBC.PVY. El
plasmido se genera por clonacién de un fragmento Accl/Clal de PVY a partir de pSP72.PVY en pBC.PVY cortado con
Accl, y se muestra en la figura 47.

Plasmido pSP72-PVYx2

El plasmido pSP72.PVY.x2 contiene dos secuencias repetidas directas de cabeza a cola de las secuencias PVY
derivadas de pCB.PVY. El plasmido se genera por clonacién de un fragmento PVY de Accl/Clal a partir de pBc.PVY
dentro de pSP72.PVY cortado con Accl, y se muestra en la figura 48.

Plasmido pSP72-PVYx3

El plasmido pBC.PVYx3 contiene tres secuencias repetidas directas de cabeza a cola de las secuencias PVY derivadas
de pCB.PVY. El plasmido se prepara por clonacién de un fragmento PVY de Accl/Clal a partir de pSP72.PVY dentro de
pBC.PVYx2 cortado con Accl, y se muestra en la figura 49.

Plasmido pSP72-PVYx4

El plasmido pBC.PVYx4 contiene cuatro secuencias repetidas directas de cabeza a cola de las secuencias PVY
derivadas de pBC.PVY. El plasmido se prepara por clonacién de la secuencia repetida directa de secuencias PVY a partir
de pSP72.PVYx2 como un fragmento Accl/Clal dentro de pBC.PVYx2 cortado con Accl, y se muestra en la figura 50.

Plasmido pBC.PVY.LNYV

Todos los intentos por crear palidromos directos de las secuencias PVY fallaron, probablemente debido a que tales
arreglos de secuencia son inestables en los huéspedes clonados de E. coli utilizados cominmente. Sin embargo, los
palindromos interrumpidos demostraron ser estables.

Para crear palindromos interrumpidos de las secuencias PVY, se inserta un fragmento de "relleno” de aproximadamente
360 pb dentro de pVV.PVY tratado con Cla hacia el extremo 3' de las secuencias PVY. El fragmento de relleno se fabrica
como sigue:

Una clona obtenida inicialmente a partir de una biblioteca de ADNc preparada a partir del ARN gendmico del virus de
amarilleo necrético de la lechuga (LNYV) (Deitzgen et al., 1989), que se sabe que contiene el gen 4b del virus, se
amplifica por PCR utilizando los cebadores:

LNYV 1:5-ATGGGATCCGTTATGCCAAGAAGAAGGA-3' (SEC. DE IDENT.N°.:13); y
LNVY 2:5-TGTGGATCCCTAACGGACCCGATG-3'(SEC. DE IDENT.N°.:14)

Los primeros nueve nucledtidos de estos cebadores codifican para un sitio BamHI, los nucleétidos remanentes son
homdlogas a las secuencias del gen 4b de LNYV.

Después de la amplificacion, el fragmento se clona dentro del sitio EcoRI de pCR2.1 (Stratagene). Este fragmento de
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EcoRI se clona en el sitio EcoRI de pBC.PVY tratado con Cla, para crear el plasmido intermediario pBC.PVY.LNYV el
cual se muestra en la figura 51.

Plasmido pBC.PVY.LNYV.PVY

El plasmido pBC.PVY.LNYV.YVP contiene una secuencia repetida directa interrumpida de secuencias PVY. Para crear
este plasmido, se clona un fragmento Hpal/Hincll a partir de pSP72 dentro de pbc.pvy.Inyv digerido con Smal, y un
plasmido que contiene la orientacion directa aislada, un mapa de este constructo se muestra en la figura 52.

Plasmido pBC.PVY.LNYV.YVPA

El plasmido pBV.PVY.LNYV.YVPA contiene un palindromo interrumpido parcial de secuencias PVY. Un brazo del
palindromo contiene todas las secuencias PVY a partir de pBC.PVY, el otro brazo contiene parte de las secuencias de
PVY, que corresponden a las secuencias entre los sitios EcoRV y Hincll de pSP72.PVY. Para crear este plasmido, se
clona un fragmento EcoRV/Hincll a partir de pSP72.PVY en pBC.PVY.LNYV digerido con Smal, y un plasmido que
contiene la orientacion deseada aislado, y un mapa de este constructo se muestra en la figura 53.

Plasmido pBC.PVY.LNYV.YVP

El plasmido contiene un palindromo interrumpido de secuencias PVY, para crear este plasmido, se clona un fragmento
Hpal/Hincll de pSP72 en pBC.PVY.LNYV digerido con Sma y un plasmido que contiene la orientacién antisentido aislada,
un mapa de este constructo se muestra en la figura 54.

5. Plasmidos control
Plasmidos pART7.PVY y pART7.PVY

El plasmido pART7.PVY (figura 55) se disefa para expresar secuencias de PVY activadas por el promotor 35S. Este
plasmido sirve como un constructo control en estos experimentos, contra el cual se comparan todos los demas
constructos. Para generar este plasmido, se clona un fragmento Clal/Accl a partir de ClapBC.PVY dentro de pART7
digerido con Clal, y se selecciona un plasmido que se espera que exprese una secuencia PVY directa con respecto al
genoma de PVY. Las secuencias que consisten del promotor 35S, las secuencias PVY y el terminador OCS se cortan
como un fragmento Notl y se clonan en pART27 digerido con Notl, un plasmido con la orientaciéon deseada del inserto se
selecciona y se denomina pART27.

Plasmidos pART7.35S.PVY.SCBV.0O y pART27.35S.PVY.SCBV.O

Se digiere el plasmido pART7.35S.PVY.SCBV.0 (figura 56) para que actie como un control para la coexpresiéon de
constructos multiples a partir de un sélo plasmido en plantas transgénicas. Se disefia el promotor 35S para expresar
secuencias directas PVY, mientras que el promotor SCBV esta vacio. Para generar este plasmido, el fragmento PVY de
Cla pBC.PVY se clona como un fragmento Xhol/EcoRI dentro de pART7.35SCBYV.cass digerido con Xhol/EcoRI apra
crear p35SC.PVY.SCBV>O0. Las secuencias que consisten del promotor 35S que activa las secuencias PVY directas y el
terminador NOS y el promotor SCBV, y el terminador OCS se cortan como un fragmento Notl y se clonan en pART27, un
plasmido con la orientaciéon deseada de inserto se aisla y se denomina pART27.35S.PVY.SCBV.O.

Plasmidos pART7.355.0.SCBV.PVY y pART27.355.0.SCBV.PVY

El plasmido pART27.35S.0.SCBV.PVY (figura 57) se disefia para actuar como un control adicional para la coexpresion
de constructos multiples a partir de un sélo plasmido en plantas transgénicas. Se clonan secuencias no expresables
detras del promotor 35S, mientras que el promotor SCBV activa la expresion de un fragmento directo PVY. Para generar
este plasmido, el fragmento PVY de Cla pBC.PVY se clona como un fragmento Clal dentro de pART7.35S.SCBV.cass,
digerido con Clal, un plasmido que contiene las secuencias PVY en una orientacién directa, se aisla y se denomina
p35S.0.SCBV.PVY. Las secuencias que consisten del promotor 35S y el terminador NOS, el promotor SCBV que activa
las secuencias PVY directas y el terminador OSC se cortan como un fragmento Notl y se clonan en pART27, un plasmido
con la orientacion de inserto deseada se aisla y se denomina pART27.35S.0.SCBV.PVY.

Plasmidos pART7.35S.0.SCBV.YVP y pART7.35S.0.SCBV.YVP

Se digiere el plasmido pART7.35S.0.SCBV.YVP (figura 58) para actuar como un control adicional para la coexpresion de
constructos multiples a partir de un sélo plasmido en plantas transgénicas. Las secuencias no expresables se clonan
detras del promotor 35S, mientras que el promotor SCBV activa la expresion de un fragmento antisentido PVY. Para
generar este plasmido, el fragmento PVY de Cla pBC.PVY se clona como un fragmento Clal dentro de
p35S.0.SCBV.cass, digerido con Clal, un plasmido que contiene secuencias PCY en una orientacion antisentido, y se
aislay denomina p35S.0.SCBV.YVP. Se cortan las secuencias que consisten del promotor 35S y el terminador NOS, el
promotor SCBV activa las secuencias directas PVY y el terminador OSC, como un fragmento Notl y se clonan dentro de
pART27, un plasmido con la orientacién de inserto deseada se aisla y se denomina pART27.35S.0.SCBV.YVP.
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6. Plasmidos de prueba
Plasmidos pART7.PVYx2 y pART27.PVYx2

El plasmido pART7.PVYx2 (figura 59) se disefia para expresar una secuencia repetida directa secuencias PVY activas
por el promotor 35S en plantas transgénicas. Para generar este plasmido, se clonan secuencias repetidas directas de
pBC.PVYx2 como un fragmento Xhol/BamHI dentro de pART7 cortado con Xhol/BamH]I. Las secuencias que consisten
del promotor 35S, los repetidos directos de PVY y el terminador OSC se cortan como un fragmento Notl a partir de
pART7.PVYx2 y se clonan en pART27, digerido con Notl, se selecciona un plasmido con la orientaciéon de inserto
deseada y se denomina pART27.PVYx2.

Plasmidos pART7.PVYx3 y pART27.PVYx3

Se disena el plasmido pART7.PVYx3 (figura 60) para expresar una secuencia repetida directa de tres secuencias PVY
activadas por el promotor 35S en plantas transgénicas. Para generar este plasmido, se clonan las secuencias repetidas
directas de pBC.PVYx3 como un fragmento Xhol/BamHI dentro de pART7 cortado con Xhol/BamHI. Las secuencias que
consisten del promotor 35S, secuencias repetidas directas de PVY y el terminador OSC se cortan como un fragmento
Notl a partir de pART.PVYx3 y se clonan en pART27 digerido con Notl, se selecciona un plasmido con la orientacién de
inserto deseada, y se denomina pART27.PVYx3.

Plasmidos pART7.PVYx4 y pART27.PVYx4

Se disefia el plasmido pART7.PVYx4 (figura 61) para expresar una secuencia repetida directa de cuatro secuencias PVY
activadas por el promotor 35S en plantas transgénicas. Para generar este plasmido, se clonan secuencias repetidas
directas de pBC.PVYx4 como un fragmento Xhol/BamHI dentro de pART7 cortado con Xhol/BamHI. Se cortan las
secuencias que consisten del promotor 35S, las secuencias repetidas directas de PVY y el terminador OCS, como un
fragmento Notl a partir de pART7.PVYx3 y se clonan en pART27, digerido con Notl, y se selecciona un plasmido con la
orientacién de inserto deseada y se denomina pART27.PVYx3.

Plasmidos pART7.PVY.LNYV.PVY y pART27.PVY.LNYV.PVY

Se disefia el plasmido pART7.PVY.LNYV.PVY (figura 62) para expresar la secuencia repetida directa interrumpida de las
secuencias PVY activadas por el promotor 35S en plantas transgénicas. Este constructo se prepara al clonar la
secuencia repetida directa interrumpida de PVY a partir de pBC.PVY.LNYV.PVY como un fragmento Xhol/Xbal dentro de
pART7 digerido con Xhol/Xbal. Las secuencias que consisten del promotor 35S, la secuencia repetida directa
interrumpida de las secuencias PVY y el terminador OSC, se cortan a partir de pART7.PVY.LNYV.PVY como un
fragmento Notl y se clonan en pART27 digerido con Notl, se selecciona un plasmido con la orientacion de inserto
deseada, y se denomina pART27.PVY.LNYV.PVY.

Plasmidos pART7.PVY.LNYV.YVPA y pART27.PVY.LNYV.YVPA

Se disefa el plasmido pART7.PVY.LNYV.YPVA (figura 63) para expresar el palindromo interrumpido parcial de las
secuencias PVY activadas por el promotor 35S en plantas transgénicas. Este constructo se prepara al clonar el
palindromo interrumpido parcial de las secuencias PVY a partir de pBC.PVY.LNYV.YVPA como un fragmento Xhol/Xbal
dentro de pART7 digerido con Xhol/Xbal. Las secuencias que consisten del promotor 35S, el palindromo interrumpido
parcial de las secuencias PVY y el terminador OSC se cortan del pART7.PVY.LNYV.YVPA como un fragmento Notl y se
clonan en pART27, digerido con Notl, se selecciona un plasmido con la orientacion de inserto deseada y se denomina
pART27.PVY.LNYV.YVP.

Plasmido pART7.PVY.LNYV.YVP y pART27.PVY.LNYV.YVP

Se disefia el plasmido pART7.PVY.LNYV.YVP (figura 64) para expresar el palindromo interrumpido de las secuencias
PVY activadas por el promotor 35S en plantas transgénicas. Este constructo se prepara al clonar el palindromo
interrumpido de secuencias PVY a partir de pBC.PVY.LNYV.YVPA como un fragmento Xhol/Xbal dentro de pART7
digerido con Xhol/Xbal. Las secuencias que consisten del promotor 35S, el palindromo interrumpido de las secuencias
PVY y el terminador OCS se cortan de pART7.PVY.LNYV.YVP como un fragmento Notl y se clonan en pART27, se
selecciona el plasmido con la orientacidn de inserto deseada y se denomina pART27.PVY.LNYV.YVP.

Plasmido pART7.35S.PVY.SCBV.YVP y pART27.35S.PVY.SCBV.YVP

Se disefia el plasmido pART7.35S.PVY.SCBV.YVP (figura 65) para expresar constructos directos y antisentido en plantas
transgénicas. Para generar este plasmido, se clona el fragmento PVY de Cla pBC.PVY como un fragmento Xhol/EcoRI
dentro de Xhol/EcoRI digerido con p35S.SCBV.0.SCBV.YVP. Las secuencias, que consisten del promotor 35S que
activa las secuencias PVY directas y el terminador NOS asi como el promotor SCBV que activa PVY antisentido y el
terminador OSC, se cortan como un fragmento Notl y se clonan en pART27, se aisla un plasmido con la
pART27.35S.PVY.SCBV.YVP

Plasmidos pART7.35S.PVYx3,SCBV.YVPx3 y pART27.35S.PVYx3,SCBV.YVPx3
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Se disefia el plasmido pART7.35S.PVYx3,SCBV.YVPx3 (figura 66) para coexpresar secuencias repetidas directas y
antisentido de PVY en plantas transgénicas. Para generar este plasmido, se construye el intermediario
pART7.35S.0.SCBV.YVPx3 por clonacion de una secuencia repetida PVY directa triple a partir de ClapBC.PVYx3 como
un fragmento Clal/Accl dentro de p35S.SCBV.cass digerido con Cla y aislamiento de un plasmido con una orientacion
antisentido. Para 35S.PVYx3,SCBV.YVPx3 la secuencia repetida PVY directa triple de Cla pBC.PVYx3 se clona como un
fragmento de Kpnl/Smal dentro de Kpnl/Smal digerido con Kpnl/Smal dentro de p35S.0.SCBV.YVPx3 para crear
p35S.PVYx3.SCBV.YVPx3. Las secuencias que incluyen ambos promotores, terminadores y secuencias repetidas de
PVY directas se aislan como un fragmento Notl y se clonan dentro de pART27. Se elige un plasmido con una orientacion
apropiada, y se denomina pART27.35S.PVYx3.SCBV.

Plasmidos pART7.PVYx3.LNYV.YVPx3 y pART27.PVYx3.LNYV.YVPx3

Se disefia el plasmido pART7.PVYx3.LNYV.YVPx3 (figura 67) para expresar secuencias repetidas triples de secuencias
PVY como un palindromo interrumpido. Para generar este plasmido, se construye un intermediario
pART7x3.PVYx3.LNYV.YV por clonacion de un fragmento PVY.LNYV.YVP a partir de pBC.PVY.LNYV.YVP como un
fragmento Accl/Clal dentro del plasmido pART7.PVYx2.pART7.35S.PVYx3.LNYV.YVPx3, que se elabora por clonacion
de una secuencia repetida directa adicional de PVY a partir de pBC.PVYx2 como un fragmento Accl/Call dentro de
pPART7x3.PVYx3.LNYV.YVP, digerido con Clal. Las secuencias de pART7.35S.PVYx3.LNYV.YVPx3, que incluyen el
promotor 35S, todas las secuencias PVY y el terminador OSC se cortan como un fragmento Notl y se clonan en pART27,
digerido con Notl, se elige un plasmido con una orientacién apropiada y se denomina pART27.35S.PVYx3.LNYV.

Plasmidos pART7.PVY multi y pART27.PVY multi.

Se disefia el plasmido multi pART7.35S.PVY multi (figura 68) para expresar secuencias repetidas directas de orden
superior de regiones de las secuencias PVY en plantas transgénicas. Las secuencias repetidas directas de orden
superior de 72 pb de la regién PVY Nia de PVY se preparan por reasociacién de dos oligonucleétidos parcialmente
complementarios, como sigue:

PVY1:
5-TAATGAGGATGATGTCCCTACCTTTAATTGGCAGAAATTTCTGTGGAAAGACAG
GGAAATCTTTCGGCATTT-3' (SEC. DE IDENT.N°.:15); y

PVY2:
5-TTCTGCCAATTAAAGGTAGGGACATCATCCTCATTAAAATGCCGAAAGATT
TCCCTGTCTTTCCACAGAAAT-3' (SEC. DE IDENT.N°.:16).

Los oligonucledtidos se fosforilan con polinucledtido cinasa T4, se calientan y se enfrian lentamente para permitir la
autorreasociacion, se ligan con ADN ligasa T4, se llenan los extremos con polimerasa Klenow y se clonan en pCR2.1
(Invitrogen). Los plasmidos que contienen secuencias repetidas mdltiples se aislan y las secuencias se clonan como
fragmentos EcoRI en una orientacidon directa dentro de pART7 digerido con EcoRI, para crear pART7.PVY multi
intermediario, para crear pART27.PVY multi, el promotor 35S, las secuencias PVY y el terminador OSC se cortan como
un fragmento Notl y se clonan dentro de pART27 digerido con Notl. Se aisla un plasmido con la orientacién de inserto
apropiada y se denomina pART27.PVY multi.

EJEMPLO 4
Inactivacion de la expresion de un gen de virus en mamiferos
Se generan lineas inmunes virales al expresar secuencias virales en lineas de células transformadas establemente.

En particular, se utilizan virus liticos para este enfoque, puesto que la lisis de las células proporciona un analisis muy
sencillo y también proporciona la capacidad de seleccionar directamente para los eventos de transformacion
potencialmente raros los cuales puedan crear inmunidad viral. Los fragmentos subgendmicos derivados de un ARN virus
de cadena sencilla, simple (enterovirus bovino-BEV) o un ADN virus de cadena doble, complejo, virus de herpes simplex |
(HSV 1) se clonan en un vector adecuado y se expresan en células transformadas. Las lineas de células de mamifero se
transforman con constructos genéticos disefiados para expresar secuencias virales activadas por el promotor fuerte de
citomegalovirus (CMV-IE). Las secuencias utilizadas incluyen genes de replicasa viral especificos. Las bibliotecas de
"escopetas" aleatorias que comprenden secuencias de genes virales representativas, también se pueden utilizar y la
molécula dispersada introducida de acido nucleico, hacia el objetivo de la expresion de las secuencias de virus.

Los constructos genéticos ejemplares para uso en este procedimiento comprenden secuencias nucleotidicas derivadas
del gen de ARN polimerasa, dependiente de ARN, de BEV y se presentan aqui.

Para los constructos de polimerasa viral, se generan grandes cantidades (aproximadamente 100) de lineas de células
transformadas y se infectan con el virus respectivo. Para las células transformadas con las bibliotecas de escopeta se
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generan cantidades muy grandes (cientos) de lineas transformadas y se analizan en volumen para determinar la
inmunidad viral. Posterior a la exposicion al virus, se seleccionan las lineas de células resistentes y se analizan
adicionalmente para determinar las secuencias que confieren inmunidad a la misma.

Las lineas de células resistentes son sustentantes de la capacidad de las secuencias nucleotidicas introducidas para
inactivar la expresion de genes virales en un sistema de mamifero.

Adicionalmente, las lineas resistentes obtenidas de tales experimentos se utilizan para definir mas precisamente las
caracteristicas moleculares y bioquimicas de la modulacion la cual se observa.

EJEMPLO 5
Induccién de la resistencia de virus en plantas transgénicas

Se transforma Agrobacterium tumefaciens, cepa LBA4404, independientemente, con los constructos pART27.PVY,
pART27.PVYx2, pART27.PVYx3, pART27.PVYx4, pART27.PVY.LNYV.PVY, pART27.PVY.LNYV,YVPA,
pART27.PVY.LNYV.YVP, pART27.35S.PVY.SCBV.O, pART27.35S.0.SCBV.PVY, pART27.35S.0.SCBV.YVP,
pART27.435S.PVY.SCBV.YVP, pART27.35S.PVYx3.SCBV.YPVx3, pART27.PVYx3.LNYV.YVPx3 y pART27.PVYx10,
utilizando pareamientos triparentales. Se preparan minipreparaciones de ADN de estas cepas y se examinan por
restriccion con Notl para asegurar que contienen los vectores binarios apropiados.

Se transforma Nicotiana tabaccum (cultivo W38) con estas cepas de Agrobacterium utilizando procedimientos estandar.
Los brotes transformados putativos se cortan y se siembran en medio que contiene canamicina. Bajo estas condiciones,
hemos observado consistentemente que Unicamente los brotes transgénicos generan raices sobre placas de canamicina.
Los brotes con raices se transfieren al suelo y se permite que se establezcan. Después de dos a tres semanas, se
escogen plantas vigorosas con por lo menos tres conjuntos de hojas, y se infectan con PVY.

Se prepara el indculo viral a partir de tabaco W38 previamente infectado con el virus, aproximadamente 2 g de material
de hoja, que muestra sintomas virales obvios y se hace crecer con carbarundum en 10 ml de amortiguador de fosfato de
Na 100 mM (pH 7.5). El inéculo se diluye a 200 ml con amortiguador de fosfato de Na adicional. Dos hojas de cada planta
transgénica se salpican con carbarundum, y después aplican 0.4 ml de indculo a cada hoja, y las hojas se frotan muy
vigorosamente con los dedos. Utilizando este procedimiento, se infectan 100% de plantas control no transgénicas con
PVY.

Para realizar un ensayo respecto a la resistencia viral y lainmunidad, se monitorean plantas transgénicas para determinar
el desarrollo de sintomas. La cepa PVY (PVY-D, un aislado australiano de PVY) proporciona sintomas evidentes en el
tabaco W38, un sintoma de aclaramiento de venas se observa rapidamente en las dos hojas por encima de las hojas
inoculadas, y las hojas subsecuentes muestran lesiones cloroticas uniformes. El desarrollo de sintomas se monitorea
durante un periodo de seis semanas.

Las lineas transgénicas se describen como resistentes si muestran sintomas virales reducidos los cuales se manifiestan
como una reduccion en las hojas que muestran lesiones cloréticas. Los intervalos de resistencia, desde una resistencia
muy fuerte, fueron Unicamente algunas lesiones virales que se observan en una planta, hasta una resistencia débil, la
cual se manifiesta con sintomas reducidos en las hojas que se desarrollan posteriormente en el crecimiento de las
plantas.

Las plantas transgénicas las cuales no muestran absolutamente evidencia de sintomas virales se clasifican como
inmunes. Para asegurar que estas plantas son inmunes, se vuelven a inocular con virus, la mayor parte de las plantas
permanecen inmunes, y algunas de estas muestran sintomas y se clasifican como resistentes.

Para lineas de plantas generadas, se realiza la prueba de transferencia Southern (Southern blot), y se monitorea la
resistencia en generaciones subsecuentes para determinar si la resistencia/inmunidad es transmisible. Adicionalmente se
monitorea el espacio de resistencia viral al exponer lineas con otras cepas PVY, para determinar si se ha modificado la
susceptibilidad del alcance del huésped.

Los resultados de estos experimentos se describen en la Tabla 2. Estos datos indican que los constructos que
comprenden secuencias repetidas en bateria de la secuencia del gen objetivo, ya sea en la configuracion de palindromos,
palindromos interrumpidos como secuencias repetidas directas, son capaces de conferir resistencia viral y/o inmunidad
en plantas transgénicas.

En consecuencia, tales secuencias repetidas invertidas o directas, o ambas, modulan la expresién del gen objetivo del
virus en la planta transgénica.

Los constructos que combinan el uso de secuencias repetidas directa e inversa, especificamente
pART27.35S.PVYx3.SCBV.YVPx3 y pART27.PVYx3.LNYV.YVPx3, también son utiles para modular la expresiéon de
genes.
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EJEMPLO 6
Inactivacion de Galt en células animales

Para ensayar la inactivacion de Galt, se transforman células PK2 porcinas con los constructos relevantes. Las células
PK2 expresan constitutivamente la enzima Galt, cuya actividad resulta en la adicién de una variedad de grupos a-1,3-
galactosilo a una variedad de proteinas expresadas sobre la superficie celular de estas células. Las células se
transforman utilizando lipofectina y se seleccionan lineas transformadas establemente utilizando genetecina.

Como un ensayo inicial, se sondean lineas de células para determinar la presencia del epitopo codificado por Galt, es
decir, las porciones a-1,3-galactosilo que decoran a las proteinas de superficie celular, utilizando la lectina IB4. Se
realiza el ensayo de union IB4 ya sea in situ o por clasificacion FACS.Para la unién in situ, las células se fijan a soportes
so6lidos con metanol frio durante 5 minutos, las células se enjuagan en PBS (solucion salina amortiguada con fosfato) y se
bloquea la union 1B4 no especifica con BSA 1% en PBS durante 10 minutos. Las células fijas se sondean utilizando 20
pg/ml de IB4-biotina (Sigma) en BSA 1%, PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente, las células se lavan en PBS y
después se sondean con una dilucidon 1:200 de ExtrAvidin-FITC (Sigma) en PBS durante 30 minutos, seguido por
enjuagados adicionales en PBS. Las células después se examinan utilizando microscopia de fluorescencia, bajo estas
condiciones, la superficie exterior de las células control PK2 se tifie uniformemente de verde.

Para analisis FACS, las células se suspenden después del tratamiento con tripsina, se lavan en HBSS/Hepes (solucion
salina amortiguada de Hank con Hepes 20 mM, pH 7.4) y se sondean con 10 pug/ml de IB4-biotina (Sigma) en
HBSS/Hepes durante 45 minutos a 4°C. Las células se lavan en HBSS/Hepes, se sondean con una dilucién 1:200 de
ExtrAvidin-FITC (Sigma) en HBSS/Hepes durante 45 minutos a 4°C y se enjuagan en HBSS/Hepes antes de la
clasificacion por FACS.

Utilizando este enfoque, se ensayan lineas de células transformadas para determinar la inactivaciéon de Galt y se
determina la asignacion cuantitativa de efectividad de constructo. Ademas, se aislan lineas de células que muestran
inactivacion por Galt y se someten a analisis molecular adicional para determinar el mecanismo de inactivacion del gen.

CONSTRUCTO PLASMIDICO Ne.. DE | PORCENTAJE DE PLANTAS QUE MUESTRAN

PLANTAS FENOTIPO ESPECIFICADO

PROBADAS

SUSCEPTIBLE INMUNE RESISTENTE

pART27.PVY 19 16 1 2
pART27.PVYx2 13 5 4 4
pART27.PVYx3 21 2 5 14
pART27.PVYx4 21 5 7 9
pART27.35S.PVY.SCBC.0 25 8 0 17
pART27.35S.0.SCBV.PVY 22 8 0 14
pART27.35S.0.SCBV.YVP 18 14 0 4
pART27.35S.PVY.SCBV.YVP 17 3 8 6
pART27.PVY.LNYV.PVY 26 18 2 6
pART27.PVY.LNYV.YPV 20 6 10 4
pART27.PVY.LNYV.YVP, 18 7 11 0
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<400> 2
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cggcagatct ggacaaatcg agtacatc

<210> 5
<211> 26
<212> DNA
<213> Medusa

<40C> 5
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agatctgtaa acggccacaa

<210> 6
<211> 26
<212> DNA
<213> Medusa

<400> 6
ggatccttgt acagctcgtc

<210> 7
<211> 74
<212> DNA
<213> virus

<400> 7
gtcgacaata aaatatcttt
tgcaaaagcc tagg

<210> 8

<211> 31 . .
<212> DNA

<213> Vvirus

<400> 8
gtcgacgttt agagcagaag

<210> 9 .
<211> 30

<212> DNA

<213> Agrobacterium

<400> 9
cccggggett agtgtaaaac

<210> 10

<211> 31

<212> DNA

<213> Agrobacterium

<400> 10
cccgggcaaa tcccagtcat

<210> 11
<211> 38
<212> DNA
<213> Virus

<400> 11
cggcagatct aacaatggca

<210> 12
<211> 31
<212> DNA
<213> Virus

<400> 12
cccgggatcc tcgaaagaat

<210> 13
<211> 29
<212> DNA
<213> virus

<400> 13 ,
gggcggatcc ttagaaagaa

<210> 14
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gttcag

catgcc

attttcatta

taacacttcc

aggctgagag

ttcttagaaa

ggacaaatcg

cgtaccactt

tcgtaccac

catctgtgtg ttggtttttt gtgtgatttt

agtacatc
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<211> 28 :
<212> DNA .
<213> Virus

<400> 14 ' '
cggcagatct ggacaaatcg agtacatc _— : _ 28

<210> 15
<211s> 30
<212> DNA
<213> virus

<400> 15 : .
cccggggctt agtgtaaaac aggctgagag 30

<210> 16
<211> 31
<212> DNA
<213> virus

<400> 16 :
cccgggcaaa tcccagtcat ttcttagaaa ¢ 31
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REIVINDICACIONES

1. Gen sintético que permite reprimir, retardar o reducir la expresién de un gen objetivo en una célula eucariética,
caracterizado porque el gen sintético comprende una molécula de acido nucleico extrafio que comprende multiples copias
de una secuencia (a) que comprende 100 nucleétidos, la cual es sustancialmente idéntica a una secuencia de nucleétidos
del gen objetivo, en donde las multiples copias se presentan como una secuencia palindrémica interrumpida, y el acido
nucleico extrafio esta operablemente bajo el control de una unica secuencia promotora.

2. El gen sintético de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado ademas porque el gen objetivo es endégeno al
genoma de la célula.

3. El gen sintético de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado ademas porque el gen objetivo es no-endégeno
al genoma de la célula.

4. El gen sintético de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque comprende ademas
un terminador operable en dicha célula eucariética.

5. El gen sintético de conformidad con la reivindicacion 4, caracterizado ademas porque dicho terminador es activo en
una célula vegetal.

6. Composicion, caracterizada porque comprende el gen sintético de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
5, en asociacién con un portador, excipiente o diluyente.

7. Célula eucariotica aislada, caracterizada porque comprende un gen sintético de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5.

8. Organismo transgénico no humano, caracterizado porque comprende un gen sintético de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 5.

9. Uso de un gen sintético de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, para reprimir, retardar o reducir la
expresion de un gen objetivo en una célula eucariotica aislada.

10. Gen sintético de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para el uso en terapia.

11. Método para reprimir, retardar o reducir la expresién de un gen objetivo en una célula eucariética, caracterizado
porgue comprende:

i) seleccionar una molécula de acido nucleico extrafio que comprende multiples copias de una secuencia de nucleétidos
(a) que comprende 100 nucledtidos, la cual es sustancialmente idéntica a la secuencia de nucleétidos del gen objetivo o
de una regién de éste, en donde las multiples copias se presentan como una secuencia palindromica interrumpida,

i) producir un gen sintético que comprende la molécula de acido nucleico extrafio operable bajo el control de una Unica
secuencia promotora,

iii) introducir el gen sintético en dicha célula,
iv) expresar el gen sintético en dicha célula,

en donde la represion, retardo o reduccion de la expresion del gen objetivo no se lleva a cabo solamente por la represion
o reduccion de la transcripcion del gen objetivo y en donde dicho método no es un método de tratamiento del cuerpo
humano o animal por cirugia o terapia, ni un método de diagndéstico practicado en el cuerpo humano o animal.

12. Método de conformidad con la reivindicacion 11, caracterizado ademas porque el gen objetivo es enddgeno a la
célula.

13. Método de conformidad con la reivindicacion 11, caracterizado ademas porque el gen objetivo es no-enddgeno a la
célula.

14. Método de conformidad con la reivindicaciéon 11, caracterizado ademas porque la traduccién del producto de la
transcripcion del ARNm del gen objetivo es reducida o retardada.

15. El método de conformidad con la reivindicacion 11, caracterizado ademas porque el transcripto de ARNm del gen
objetivo es degradado de manera especifica de secuencia por un sistema de célula huésped enddégena.
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