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DESCRIPCION
Enzimas de ARN polimerasa propensas a la formacién de caperuza y sus aplicaciones.
La presente invencién se refiere al campo de la transgenia, especialmente en las células eucariotas.

En especial, la invenciéon se refiere a una enzima hibrida atil para la produccion de moléculas de ARN con
estructuras con caperuza (en inglés "cap") m"GpppN en el terminal 5'.

La expresion eucaribtica se utiliza ampliamente en las ciencias biol6gicas, la biotecnologia y la medicina. Por lo
tanto, se han desarrollado muchos métodos para la transgenia eficiente en las células eucariotas. Fuentes de ADN
comunes y mecanismos para administracion son los virus (por ejemplo, baculovirus, retrovirus, o adenovirus) o
vectores no viricos, incluyendo plasmidos y cromosomas artificiales.

Debido a su sencillez, los plasmidos no viricos se utilizan generalmente como vectores de expresién para la
transferencia génica en células eucariotas, tanto en aplicaciones in vitro como in vivo. Sin embargo, los niveles de
expresion transgénica conseguida por procedimientos no viricos suelen ser modestos y disminuyen rapidamente.
Una explicacion frecuente de esta modesta eficacia es el hecho de que las moléculas de ADN, que son de mas de
aproximadamente 40.000 daltons, son demasiado grandes para atravesar los poros nucleares y entrar en el nucleo,
donde son transcritos por la ARN polimerasa Il nuclear (Lang, Scholz et al. 1986; Zabner, Fasbender et al. 1995). De
hecho, sélo una cantidad muy pequefa (<0,1-0,001%) de grandes moléculas de ADN se transfiere activamente
desde el citoplasma al nicleo de las células eucariotas. Los mecanismos por los cuales la expresion disminuye
rapidamente son también posiblemente nucleares especificos y relacionados con el silenciamiento de la expresion
transgénica por diversos mecanismos epigenéticos (Loser, Jennings et al. 1998;. Gill, Smyth et al. 2001;. Miao,
Thompson et al. 2001; Nicol, Wong et al. 2002;. Miao, Ye et al. 2003).

Otros inconvenientes de los métodos de transgenia que utilizan el sistema de transcripcién de ARN endégeno de las
células eucariotas también restringen su uso. En primer lugar, la poca capacidad de procesamiento de las ARN
polimerasas eucariotas nucleares (por ejemplo, 10-20 nucledtidos/segundo para la ARN polimerasa Il) (Fire,
Samuels et al., 1984;. Ucker y Yamamoto, 1984; Bengal, Flores et al. 1991;. Izban y Luse 1992) . En segundo lugar,
la competencia entre la transcripcién de genes enddgenos y la transcripcion de transgenes. En tercer lugar, la
extrema complejidad de las ARN polimerasas eucariotas, que estan formadas por varias subunidades (por ejemplo,
12 subunidades de ARN polimerasa Il y reguladas por multiples factores de transcripcion (Lodish, Berk et al. 2008).

En vista de estos inconvenientes, se han desarrollado algunos métodos de transgenia basados en ARN polimerasas
dependientes de ADN bacteriofagico. Estos métodos tienen en especial la ventaja de no utilizar el sistema de
transcripcion de ARN enddgeno de las células eucariotas, excepto algunas ARN polimerasas dependientes de ADN
bacteriofagico, que tienen una capacidad de procesamiento mayor que las ARN polimerasas eucariotas.

El sistema de expresiéon de pET es un método popular para la expresion génica en procariotas (Studier, Rosenberg
et al. 1990). Se basa en la expresién de la ARN polimerasa dependiente de la Unica subunidad T7 ADN de
bacteriéfago (T7 ARN polimerasa, T7ARNP), el producto del gen 1 de T7, para transcribir los genes de interés
modificados genéticamente para ser expresados bajo el control de un activador T7. El sistema de expresion pET se
ha adaptado a las células eucariotas y por lo general se denomina ARN polimerasa hibrida. Sin embargo, en un
medio eucaridtico, la alta actividad enzimatica de la ARN polimerasa dependiente de T7 ADN contrasta
notablemente con rendimientos muy débiles de traduccion de los transcritos de T7 (Fuerst, Niles et al. 1986). La
ausencia de maduracién de los transcritos en células eucariotas, que no son ni modificados por la adicién de
estructuras con caperuza en su extremo 5' (Benton, Eng et al. 1990; Dower y Rosbash 2002), ni muy poliadenilados
en su extremo 3' (Mifflin y Kellems 1991; Dower y Rosbash 2002), proporciona una explicaciéon de esta discrepancia.

Se han desarrollado por lo tanto procedimientos para mejorar la capacidad de traduccion de transcritos sin caperuza
producidos por el sistema hibrido, como el sistema de expresion hibrido virus vacunal/ARNP de bacteri6fago. Este
sistema de expresion eucariota se basa en un virus vacunal recombinante que sintetiza la ARN polimerasa
dependiente de T7 ADN bacteriofagico en el citoplasma de células de mamiferos infectadas (Fuerst, Niles et al.
1986;. Fuerst, Earl ef al. 1987;. Elroy-Stein, Fuerst et al. 1989; Fuerst, Fernandez et al. 1989;. Fuerst y Moss 1989;
Elroy-Stein y Moss 1990). El gen diana para la ARN polimerasa bacteriofagica, flanqueado por el activador T7 y
secuencias de terminacion, se introduce en las células infectadas, ya sea por transfeccion de un plasmido
recombinante o por infeccién con un segundo virus vacunal recombinante (Fuerst, Niles et al. 1986;. Elroy-Stein,
Fuerst et al. 1989; Elroy-Stein y Moss 1990). Era de esperar que las enzimas citoplasmicas codificadas por el virus
vacunal para la caperuza (en inglés "capping") del ARNm actuarian en los transcritos de T7 para mejorar su
capacidad de traduccién. Sin embargo, la caperuza de transcritos de T7 permanece por debajo de la éptima (Fuerst
y Moss 1989). Por ejemplo, utilizando este sistema de expresion, se descubridé que los transcritos de T7 pueden
comprender hasta el 30% de todo el ARN citoplasmico tras un periodo de 24 horas, pero sélo el 5% -10% de las
estructuras con caperuza en el terminal 5' contenidas en transcritos de T7 (Fuerst y Moss 1989). Aunque bastante
eficaz, los inconvenientes técnicos del sistema de expresion hibrido virus vacunal/ARNP bacteriofagico restringen
claramente su generalizacion y utilizacion a gran escala. En primer lugar, este sistema se basa en los virus de las
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vacunas recombinantes, que son infecciosos para los seres humanos. Por lo tanto, la manipulaciéon de estos virus
recombinantes requiere instalaciones y practicas de laboratorio especificas. Una cepa aviar atenuada anfitriona de
espectro restringido, es decir, la Ankara de la vacuna modificada (MVA), que interrumpe su ciclo de replicacion en
una etapa de envasado en fase tardia en las células humanas, se puede utilizar para controlar mejor este riesgo
(Wyatt, Moss et al. 1995; Engleka, Lewis et al. 1998). En segundo lugar, la vacuna recombinante o los virus MVA
son citotéxicos. Por lo tanto, el sistema de expresion hibrido virus de la vacuna/ARNP de bacteri6fago sélo se puede
utilizar para la transgenia transitoria (Elroy-Stein, Fuerst et al. 1989; Elroy-Stein y Moss 1990). En tercer lugar, el
sistema de expresién hibrido virus de la vacuna/ARNP de bacteri6fago puede utilizarse facilmente en algunos
modelos celulares que son permisivos a la infeccion por la vacuna (por ejemplo, BSC-1), mientras que algunos no lo
son (por ejemplo, CHO). La insercion del gen CP77 del virus de la viruela en el genoma del virus vacunal
recombinante puede superar la restriccion del espectro del anfitrion del sistema de expresion hibrido virus de la
vacuna/ARNP bacteriofagico de las células de ovario de hamster chino (CHO) al permitir que el virus de la vacuna
infecte de manera productiva estas células (Spehner, Gillard et al. 1988;. Ramsey-Ewing y Moss 1996). En cuarto
lugar, debido a la complejidad del sistema, cabe esperar una variabilidad significativa en su eficacia, incluso en el
mismo modelo celular. En quinto lugar, el sistema de expresion hibrido virus de la vacunal/ARNP bacteriofagico es
una tecnologia costosa y laboriosa que por lo tanto es poco apropiada para ensayos a gran escala y produccion de
proteinas.

En un intento de acoplar la caperuza a la transcripcién y por lo tanto para mejorar la capacidad de traduccién de
transcritos sin caperuza producidos por la T7 ARN polimerasa, esta enzima se ha fusionado con el dominio del
terminal carboxilo (DTC) de la subunidad mayor de la ARN polimerasa Il (POLR2A), (NataI|2|o Robson-Dixon et al.
2009). ElI DTC comprende 25 a 52 repeticiones de heptapéptido de la secuencia consenso YSPTSPS7 que esta
muy conservada en toda la evolucion y esta sometida a la fosforilacion reversible durante el ciclo de la transcripcion
(Palancade y Bensaude 2003). Cuando estad fosforilada, se cree que el DTC actia como mediador en el
acoplamiento de la transcripcion y caperuza de las transcripciones nacientes, por uniéon a una o mas subunidades de
las enzimas de caperuza del ARNm en levaduras (Cho, Takagi et al. 1997; McCracken, Fong et al. 1997) y
mamiferos (McCracken, Fong et al. 1997; Yue, Maldonado et al. 1997). Perceptiblemente, la ARN polimerasa Il con
repeticiones de DTC con Ser’-fosforilada se somete a descanso del activador proximal que es coincidente con la
caperuza conjunta de la transcripcion de los transcritos nacientes (Komarnitsky, Cho et al. 2000;. Schroeder, Schwer
et al. 2000). Sin embargo, a diferencia de lo que se podria esperar intuitivamente, la fusién del DTC a la T7 ARN
polimerasa unitaria no es suficiente para mejorar la caperuza de sustratos cortados y empalmados tanto constitutiva
como alternativamente, in vivo (Natalizio, Robson-Dixon et al. 2009).

La caperuza es una estructura especializada encontrada en el extremo 5' de casi todos los ARN mensajeros
eucariotas. La estructura de caperuza mas sencilla, cap0O, proviene de la adicién de un nucle03|do de guanina
metilado en N’ que esta unido por 5'-5' trifosfato unido al extremo del ARN primario (es decir, m’ GpppN, donde N es
cualquier base, p indica un fosfato y m un grupo metilo). La formacién del cap0 conlleva una serie de tres reacciones
enzimaticas: ARN trifosfatasa (RTPasa) elimina el resto y fosfato del extremo 5' trifosfato de pre-ARNm naciente a
difosfato, la ARN guanililtransferasa (GTasa) transfiere GMP desde GTP al terminal de ARN naciente del difosfato, y
la ARN N7-guanina-metiltransferasa (N7-MTasa) afiade un resto metilo en el nitr6geno 7 de la guanina en la
caperuza de GpppN (Furuichi y Shatkin 2000). En los eucarlotas s gerlores y algunos virus, el grupo 2'-hidroxilo de
Ia ribosa deI prlmer (es decir, estructuras capl; m’GpppNm®“pN) y segundo (es decir, estructuras cap2;
m’GpppNm?” me O) nucleétidos transcritos pueden ser metilados por dos ribosa-2'-O Mtasas independientes,
denominadas respectivamente MTasas especificas para capl y cap2 (Langberg y Moss 1981). Sin embargo, a
diferencia de la actividad celular de N7-MTasa que es exclusivamente nuclear, se ha detectado la actividad de cap-1
ribosa-2'-O MTasa tanto en el citoplasma como en el nicleo de las células Hela, mientras que la actividad de cap2
MTasa se encuentra exclusivamente en su citoplasma (Langberg y Moss 1981).

La formacion de la caperuza m’GpppN en el terminal 5' es el primer paso del tratamiento de pre-ARNm. La caperuza
m’GpppN desempefa funciones importantes en la estabilidad del ARNm Ly su transporte desde el nucleo al
citoplasma (Huang y Steitz 2005; Kohler y Hurt 2007). Ademas, la caperuza m’GpppN en el terminal 5' es importante
para la traduccion de ARNm a la proteina mediante el anclaje del complejo 4F (elF4F) del factor de iniciacion de la
traduccion eucariética, que actia como mediador en la recuperaciéon del fragmento 16S de la pequefna subunidad
rlbosomlca al ARNm (Furuichi, Lafiandra et al. 1977; Gingras, Raught et al. 1999;. Rhoads 1999). La caperuza
m’GpppN en el terminal 5' por lo tanto mejora drasticamente la traduccion de ARNm tanto in vitro (Lo, Huang et al.
1998), como in vivo (Malone, Felgner et al. 1989; Gallie 1991; Lo, Huang et al. 1998; Kozak 2005). Por el contrario,
los efectos de la 2'-O-metilacién sobre la traduccion del ARNm parecen depender del tipo de células y de las
condiciones de la experimentacion (pagina web Epicentre Biotechnologies; Drummond, Armstrong et al. 1985; Kuge,
Brownlee et al. 1998).

Por tanto, continia habiendo una necesidad significativa en la técnica para sistemas nuevos y mejorados para la
transgenia eficiente en las células eucariéticas, que son apropiadas para la terapia génica y la produccion de
proteinas a gran escala sin citotoxicidad o citotoxicidad inducida. El presente inventor ha dado un paso importante
hacia adelante con la invencion dada a conocer en el presente documento.

El propoésito de la invencion es satisfacer esta necesidad al proporcionar nuevas enzimas hibridas, que hacen que
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sea posible resolver en su totalidad o en parte los problemas mencionados anteriormente.

Inesperadamente, el inventor ha demostrado que las enzimas hibridas que comprenden un dominio catalltlco de una
ARN trifosfatasa, un dominio catalitico de una guanililtransferasa, un dominio catalitico de una N’ -guanina-
metiltransferasa, y un domlnlo catalitico de una ARN polimerasa dependiente de ADN pueden sintetizar moléculas
de ARN con caperuzas m GpppN en el terminal 5', que son muy traducibles por el equipo informatico de traduccién
eucariético, sin citotoxicidad y mientras que no provoque apoptosis.

Estos resultados son sorprendentes ya que la caperuza de los transcritos T7 continda por debajo del 6ptimo con el
sistema de expresion hibrido virus vacunal/ARNP de bacteriéfago, y no pueden conseguirse por la enzima de fusion
DTC-T7 ARN polimerasa.

Por lo tanto, en un aspecto, la invencion se refiere a una enzima hibrida que comprende:

- por lo menos un dominio catalitico de una ARN trifosfatasa,

- por lo menos un dominio catalitico de una guanlllltransferasa

- por lo menos un dominio catalitico de una N’-guanina-metiltransferasa, v,

- por lo menos un dominio catalitico de una ARN polimerasa dependiente de ADN.

En especial, la enzima hibrida segun la invencién puede sintetizar moléculas de ARN con caperuzas m’GpppN en el
terminal 5'.

La enzima hibrida segun la invencién tiene en especial las siguientes ventajas:
- No hay competencia entre la transcripcion de genes endogenos y la transcripcion de transgenes;

- No es costosa, es rapida y facil de realizar y por lo tanto adecuada para ensayos a gran escala y la
produccion de proteinas;

- A diferencia del sistema de expresion del hibrido virus vacunal/ARNP bacteriofagico, no tiene citotoxicidad
obvia o actividades pro-apoptosicas;

- Permite la produccién de transcritos de ARN en cualquiera de las especies eucariotas (por ejemplo,
levaduras, plantas, roedores, rumiantes lecheros, primates y seres humanos).

A menos que se defina de otra manera, todos los términos técnicos y cientificos empleados en la presente memoria
tienen el mismo significado que el normalmente entendido por un experto en la técnica en cuestion.

Para mayor comodidad, se proporciona el significado de algunos términos y expresiones empleados en la memoria,
ejemplos y reivindicaciones.

Tal como se emplea en la presente memoria, la expresion "enzima hibrida" comprende a la enzima que no es una
enzima natural que se encuentra en la naturaleza. Por consiguiente, una enzima hibrida puede comprender
dominios cataliticos que provienen de diferentes fuentes (por ejemplo, de diferentes enzimas) o dominios cataliticos
provenientes de la misma fuente (por ejemplo, de la misma enzima), pero dispuestos de diferente manera que la
encontrada en la naturaleza.

La expresién "enzima hibrida" comprende enzimas monoméricas (es decir, de una sola unidad), pero también
enzimas oligoméricas (es decir, de varias unidades), en especial enzimas hetero-oligoméricas.

Como se emplea en la presente memoria, la expresion "enzima monomérica" se refiere a una enzima de una sola
unidad que consta de una sola cadena de polipéptido.

Tal como se emplea en la presente memoria, la expresién "enzima oligomérica" se refiere a una enzima de varias
unidades que consta de por lo menos dos cadenas de polipéptidos, unidos entre si por enlace covalente o no
covalente. La expresion "enzima oligomérica" comprende una enzima de varias unidades, en el que por lo menos
dos unidades de dicha enzima estan unidos entre si por enlace covalente o no covalente. La expresién "enzima
oligomérica" comprende enzima homo-oligomérica que es una enzima de varias unidades que consta solo de un tipo
de monomeros (subunidad) y enzima hetero-oligomérica que consta de diferentes tipos de mondmeros
(subunidades).

En especial, dichos dominios cataliticos de ARN trifosfatasa, de una guanililtransferasa, de una N7-guanina-
metiltransferasa y de una ARN polimerasa dependiente de ADN estan unidas entre si por enlace covalente y/o no
covalente.

En especial, dichos dominios cataliticos de ARN trifosfatasa, de una guanililtransferasa, de una N7-guanina-
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metiltransferasa y de una ARN polimerasa dependiente de ADN estan funcionalmente unidos entre si para sintetizar
moléculas de ARN con caperuzas m’GpppN en el terminal 5'.

En especial, la enzima hibrida segun la invenciéon que comprende:

— por lo menos un dominio catalitico de una ARN trifosfatasa,

— por lo menos un dominio catalitico de una guanililiransferasa,

— por lo menos un dominio catalitico de una N’ guanina-metiltransferasa, y

— por lo menos un dominio catalitico de una ARN polimerasa dependiente de ADN;
en el que por lo menos dos de dichos dominios cataliticos estdn unidos entre si, preferentemente en su extremo
(extremo terminal C o N), por enlace covalente o no covalente, mas especialmente en el que por lo menos uno de
los dominios cataliticos se selecciona en el grupo constituido por:

— por lo menos dicho dominio catalitico de una ARN trifosfatasa,

— por lo menos dicho dominio catalitico de una guanililiransferasa, y

— por lo menos dicho dominio catalitico de una N’-guanina-metiltransferasa esta unido, preferentemente en su
extremo (extremo terminal N o C), por enlace covalente o no covalente con

— por lo menos dicho dominio catalitico de una ARN polimerasa dependiente de ADN, preferentemente en su
extremo (extremo terminal N o C).

En especial, la invencion se refiere a la enzima hibrida segun la invencion que comprende:

por lo menos un dominio catalitico de una ARN trifosfatasa,

por lo menos un dominio catalitico de una guanililtransferasa,

por lo menos un dominio catalitico de una N’-guanina-metiltransferasa, y

por lo menos un dominio catalitico de una ARN polimerasa dependiente de ADN;

con la excepcion de la enzima hibrida que comprende:

un dominio catalitico de una ARN trifosfatasa,

un dominio catalitico de una guanililtransferasa,

un dominio catalitico de una N7-guanina-metiltransferasa, y

s6lo dominios cataliticos de ARN polimerasa |, Il y/o lll dependiente de ADN eucaridtico nuclear, y mas
especificamente, sélo dominio(s) catalitico(s) de la ARN polimerasa Il dependiente de ADN.

En especial, la invencion se refiere a la enzima hibrida segun la invenciéon que comprende:

por lo menos un dominio catalitico de una ARN trifosfatasa,

por lo menos un dominio catalitico de una guanililiransferasa,

— por lo menos un dominio catalitico de una N7-guanina-metiltransferasa, y

por lo menos un dominio catalitico de una ARN polimerasa dependiente de ADN;

con la excepcién de la enzima hibrida que comprende:

un dominio catalitico de una ARN trifosfatasa,

un dominio catalitico de una guanililtransferasa,

un dominio catalitico de una N’-guanina-metiltransferasa, y

dominios cataliticos de ARN polimerasa |, Il y/o Ill dependientes de ADN eucariético nuclear, mas
especificamente, por lo menos un dominio catalitico de la ARN polimerasa Il dependiente de ADN.

En especial, tras la expresion en una célula anfitriona eucariota, dicha enzima hibrida segun la invencion puede
sintetizar moléculas de ARN con caperuzas m’GpppN en el terminal 5', que son preferentemente traducibles por el
equipo informatico de traduccién eucarittica.
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En especial, tras la expresion en una celula anfitriona eucariota dichos dominios cataliticos de una ARN trifosfatasa,
de una guanililtransferasa y de una N’-guanina metiltransferasa pueden afadir una caperuza m’GpppN en el
extremo del terminal 5' de las moléculas de ARN sintetizadas por dicho dominio catalltlco de una ARN polimerasa
dependiente de ADN y preferentemente dichas moléculas de ARN con caperuza m’GpppN en el terminal 5' son
traducibles por el equipo informatico de traduccién eucariética.

En especial, tras la expresion en una célula anfitriona eucariota, cuando dicho dominio catalitico de una ARN
polimerasa dependiente de ADN es un dominio catalitico de una ARN polimerasa dependiente de ADN de
bacteriofago, dichos dominios cataliticos de una ARN trifosfatasa, de una guanililtransferasa y de una N’-guanina-
metiltransferasa pueden afiadir una caperuza m’GpppN en el extremo terminal 5' de moléculas de ARN que tienen
un ribonucleétido de guanosina en su extremo terminal 5'.

En especial, tras la expresion en una célula anfitriona eucariota, cuando dicho dominio catalitico de una ARN
polimerasa dependiente de ADN es un dominio catalitico de una ARN polimerasa dependlente de ADN bacteriano,
dichos dominios cataliticos de una ARN trifosfatasa, de una guanililtransferasa y de una N’ -guanina-metiltransferasa
pueden afadir una caperuza m’GpppN en el extremo terminal 5' de moléculas de ARN que tienen un de guanosina
0 adenosina en su extremo terminal 5'.

En especial, tras la expresion en una célula anfitriona eucariota, cuando dicho dominio catalitico de una ARN
polimerasa dependiente de ADN es un dominio catalitico de una ARN polimerasa dependiente de ADN mitocondrial
humano o de raton, dichos dominios cataliticos de una ARN trifosfatasa, de una guanililtransferasa y de una N’-
guanina-metiltransferasa pueden afadir una caperuza m GpppN en el extremo terminal 5' de moléculas de ARN que
tienen un ribonucleétido de adenosina o timidina en sus extremo terminal 5'.

Como se emplea en la presente memoria la expresién "dominio catalitico” de una enzima se refiere al dominio, que
es necesario y suficiente, en especial en su estructura tridimensional, para asegurar la funcién enzimatica. Por
ejemplo, un dominio catalitico de una ARN trifosfatasa es el dominio, que es necesario y suficiente para asegurar la
funcién de ARN trifosfatasa. El término "dominio catalitico” abarca el dominio catalitico de la enzima natural o
mutante.

La enzima hibrida segun la invenciéon comprende por lo menos dichos dominios cataliticos, pero puede comprender,
ademas, la totalidad o parte de las enzimas que contienen dichos dominios cataliticos. De hecho, segun una forma
de realizacién de la enzima hibrida segun la invencién, dicho dominio catalitico de una ARN polimerasa dependiente
de ADN puede estar incluido en la totalidad o parte de una ARN polimerasa dependiente de ADN, preferentemente
de una ARN polimerasa dependiente de ADN monomérico. Dicho dominio catalmco de una ARN trifosfatasa, dicho
dominio catalitico de una guanililtransferasa y dicho dominio catalitico de una N’ -guanina-metiltransferasa también
pueden estar incluidos en la totalidad o parte de una enzima de formacion de caperuza, preferentemente de una
enzima monomérica de formacion de caperuza.

La enzima hibrida segun la invencién puede ser una enzima nuclear, una enzima con compartimento subcelular o
una enzima citoplasmica. Por lo tanto, la enzima hibrida segun la invencién puede comprender un péptido sefal o
una sefal de marcador bien conocida por un experto en la técnica, que dirige el transporte de la enzima en las
células. Por ejemplo, la enzima hibrida segun la invenciéon puede comprender una sefial de localizacién nuclear
(SLN), que dirige la enzima al nucleo. Dicha SLN es a menudo una unidad que consta de cinco aminoacidos
basicos, mas cargadas. La SLN se pueden localizar en cualquier parte de la cadena peptidica.

Preferentemente, la enzima hibrida segun la invencién es una enzima hibrida citoplasmica. En especial, no
comprende el péptido sefal o sefial del marcador que dirige el transporte de la enzima, excepto al citoplasma.

La localizacion citoplasmica de la enzima hibrida segun la invencion tiene la ventaja de que optimiza los niveles de
expresion del transgén, evitando la transferencia activa de grandes moléculas de ADN (es decir, transgenes) desde
el citoplasma al nacleo de las células eucariotas y la exportacién de moléculas de ARN desde el ndcleo al
citoplasma.

Estas enzimas hibridas citoplasmicas segun la invencién pueden por lo tanto ser Utiles para generar un sistema de
expresion génica eucaridtica independiente del anfitrién, gen que puede actuar en el citoplasma en el que se
encuentran por lo general cantidades significativamente mayores de ADN transfectado en comparacion con el
nucleo.

Estas enzimas citopldsmicas hibridas segun la invencion pueden sintetizar moléculas de ARN con caperuzas
m’GpppN en el terminal 5', que son muy traducibles por el equipo informatico de traduccion citoplasmica eucariética,
sin citotoxicidad y mientras que no se produzca apoptosis.

No hay tampoco competencia entre la transcripcién de genes endogenos y la transcripcion de transgenes, ya que la
transcripcion de genes endogenos se produce en el nicleo de las células eucariotas, a diferencia de la transcripcion
de transgenes, que se produce en el citoplasma.
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La enzima hibrida citoplasmica segun la invencién es por lo tanto notablemente apropiada para los ensayos a gran
escala y la produccion de proteinas.

En una forma de realizacién de la enzima hibrida segun la invencién, dicho dominio catalitico de una ARN
trifosfatasa, dicho dominio catalitco de una guanililtransferasa, dicho dominio catalitico de una N’-guanina-
metiltransferasa, estan incluidos en un monémero, es decir, en un polipéptido. Por ejemplo, dicho monémero puede
ser una enzima monomérica de formacion de caperuza o una enzima hibrida monomérica segun la invencion.

En especial, dicho dominio catalitico de una ARN trifosfatasa, dicho dominio catalitico de una guanlllltransferasa y
dicho dominio catalitico de una N’-guanina-metiltransferasa estan incluidos en una enzima monomérica de
formacion de caperuza. En este caso, las enzima hibridas segun la invencién comprenden una enzima monomérica
de formacién de caperuza, que incluye dicho dominio catalltlco de una ARN trifosfatasa, dicho dominio catalitico de
una guanililtransferasa, y dicho dominio catalitico de una N’-guanina-metiltransferasa. Dicha enzima monomérica de
formacion de caperuza puede ser una enzima monomérica de que forma caperuza para virus, en especial,
seleccionada en el grupo constituido por la enzima natural que forma caperuza para el virus de la fiebre catarral
ovina, la enzima natural que forma caperuza para el virus del mosaico del bambu, la enzima natural que forma
caperuza para el virus de la peste porcina africana, la enzima natural que forma caperuza para_el mimivirus
Acanthamoeba polyphaga y mutantes y derivados de las mismas que pueden afadir una caperuza m7GpppN en el
extremo del terminal 5' de las moléculas de ARN y, mas especialmente de la enzima natural que forma caperuza
para el virus de la peste porcina africana y mutantes y derivados de la misma que pueden afadir una caperuza
m’GpppN en el extremo del terminal 5' de las moléculas de ARN, y atin mas especialmente de la enzima natural que
forma caperuza para el virus de la peste porcina africana.

En especial, dicho dominio catalitico de una ARN polimerasa dependiente de ADN también puede estar incluido en
un mondmero, es decir, en un polipéptido. Por ejemplo, dicho monémero puede ser una ARN polimerasa
dependiente de ADN monomérico 0 una enzima hibrida monomérica segun la invencion.

En especial, dicho dominio catalitico de una ARN polimerasa dependiente de ADN esta incluido en una ARN
polimerasa dependiente de ADN monomérico. En este caso, la enzima hibrida segun la invencién comprende una
ARN polimerasa dependiente de ADN monomérico, que incluye dicho dominio catalitico de una ARN polimerasa
dependiente de ADN. Dicha ARN polimerasa dependiente de ADN monomérico puede ser una ARN polimerasa
dependiente de ADN monomérico bacteriofagico, en especial seleccionado del grupo constituido por T7 ARN
polimerasa, T3 ARN polimerasa y SP6 ARN polimerasa y mutantes o derivados de las mismas, que pueden
sintetizar ARN complementario monocatenario en la secuencia al ADN con plantilla bicatenaria en la direccion 5’ —
3', sobre todo de la T7 ARN polimerasa y mutantes o derivadas de los mismas, que pueden sintetizar ARN
complementario monocatenario en la secuencia a la plantilla de ADN bicatenario en la direccion 5' — 3'.

Dicho dominio catalitico de una ARN polimerasa dependiente de ADN y por lo menos uno, preferentemente por lo
menos dos y mas preferentemente todo el dominio catalitico se selecciona en el grupo constituido por:

- dicho dominio catalitico de una ARN trifosfatasa;
- dicho dominio catalitico de una guanlllltransferasa y
- dicho dominio catalitico de una N” -guanina-metiltransferasa;

pueden estar incluidos en un monémero.

La enzima hibrida segun la invencion puede ser monomérica u oligomérica. De hecho, dichos dominios cataliticos de
una ARN trifosfatasa, de una guanililtransferasa, de una N’-guanina-metiltransferasa y de una ARN polimerasa
dependiente de ADN puede estar incluidos en uno o varios polipéptidos.

Preferentemente, la enzima hibrida segun la invencién es monomérica.

De hecho, el inventor ha demostrado que una enzima hibrida monomérica que comprende un dominio catalltlco de
una ARN trifosfatasa, un dominio catalitico de una guanililiransferasa, un dominio catalitico de una N’ -guanina-
metiltransferasa y un domlnlo catalitico de una ARN polimerasa dependiente de ADN pueden sintetizar moléculas de
ARN con caperuzas m’GpppN en el terminal 5', que son muy traducibles por el equipo informatico de traduccion
eucariética, sin citotoxicidad y mientras que no provocan apoptosis.

No era obvio que la caperuza de los transcritos sucediera bien con una enzima monomeérica, debido al impedimento
estérico y a los componentes y la enzima, que tienen que permanecer en su configuracién natural. De hecho, la
enzima de fusién DTC-T7 ARN pollmerasa no puede conseguir la caperuza de los transcritos T7, aunque se suponia
que desencadenaria caperuza con m GpppN en el extremo terminal 5' de las moléculas de ARN naciente.

La enzima hibrida monomérica segun la invencién tiene, en especial, las ventajas de que no es costosa, es rapida y
facil de elaborar y por lo tanto apropiada en especial para los ensayos a gran escala y la produccion de proteinas.
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De hecho, la produccién de una enzima monomérica es mas facil que la de una enzima oligomérica. También hay
ningun problema de montaje de la unidad, ya que sélo hay una sola unidad. La enzima monomérica también es mas
facil de manipular que la enzima polimérica.

Como se emplea en la presente memoria, la expresién "ARN polimerasa dependiente de ADN" (ARNP) se refiere a
nucleotidil transferasas que sintetizan ARN complementario monocatenario en la secuencia a la plantilla de ADN
bicatenario en la direccion 5' — 3.

Preferentemente, dicho dominio catalitico de una ARN polimerasa dependiente de ADN es un dominio catalitico de
una enzima, que tiene una estructura relativamente sencilla y méas preferentemente, que tiene elementos genémicos
caracterizados de regulacién enzimatica (es decir, activador, sefnal de terminacién de la transcripcién y unién al
concatémero). Por lo tanto, en especial, dicho dominio catalitico de una ARN polimerasa dependiente de ADN puede
ser un dominio catalitico de un ARN polimerasa dependiente de ADN de bacteriéfago, de una ARN polimerasa
dependiente de ADN bacteriano o de una ARN polimerasa dependiente de ADN de diversos organulos eucariotas
(por ejemplo, mitocondrias, cloroplastos y proplastidos).

En una forma de realizacién , dicho dominio catalitico de una ARN polimerasa dependiente de ADN es un dominio
catalitico de una ARN polimerasa dependiente de ADN de bacteriéfago.

Las ARN polimerasas dependientes de ADN bacteriofagico tienen sobre todo la ventaja de que optimizan los niveles
de expresion del transgénica, en especial porque tienen una capacidad mayor de procesamiento que las ARN
polimerasas eucariotas. Las ARN polimerasas dependientes de ADN bacteriofagico tienen también una estructura
mucho mas sencilla que la mayoria de las polimerasas eucariotas nucleares, que tienen estructura compleja con
muchas subunidades (por ejemplo, ARN polimerasa IlI) (Chen y Schneider 2005). La mayoria de las ARN
polimerasas dependientes de ADN bacteriofagico caracterizadas hasta ahora son enzimas de una sola subunidad,
que no requieren proteinas accesorias para la iniciacion, prolongacion o terminacion de la transcripcion (Chen y
Schneider 2005). Varias de estas enzimas, que se nombran por los bacteriéfagos a partir de los que han sido
clonadas, también tienen elementos gendmicos de regulacién bien caracterizados (es decir, activador, sefiales de
terminacion, secuencias que interrumpen la transcripcion), que son importantes para la transgenia.

Tampoco hay competencia entre la transcripcién de genes endégenos y la transcripcién de | transgenes. Las
enzimas hibridas segun la invencion, que comprenden restos de ARN-polimerasa dependiente de ADN de
bacteriéfago permiten la produccién de transcritos de ARN en cualquiera de las especies eucariotas (por ejemplo,
levadura, roedores y seres humanos). Estos no son costosos, son rapidos y faciles de elaborar y por lo tanto
apropiados para ensayos a gran escala y producciones de proteinas; ello permite la produccion de transcritos de
ARN en cualquier sistema bioldgico (por ejemplo, la mezcla de reaccion acelular, las células cultivadas y organismos
vivos), ya que a diferencia de la ARN polimerasa eucariota tal como la ARN polimerasa Il, la mayoria de las ARN
polimerasas dependientes de ADN bacteriofagico no requieren factores asociados para la iniciacién, prolongacién o
terminacion de la transcripcion.

Dicho dominio catalitico de una ARN polimerasa dependiente de ADN bacteriofagico puede ser un dominio catalitico
de una ARN polimerasa dependiente de ADN bacteriofagico, en especial, seleccionada en el grupo constituido por la
T7 ARN polimerasa natural, la T3 ARN polimerasa natural (secuencia genémica NCBI n° ID. NC_003298; Gen n° ID.
927437; UniProtKB/Swiss-Prot n° ID. Q778M8), K11 ARN polimerasa natural (NCBI secuencia genémica de K11
ARNP n° ID. NC_004665; Gen n° ID. 1258850; UniProtKB/Swiss-Prot n° ID. Q859H5), la pA1122 ARN polimerasa
natural (secuencia genémica NCBI n° ID. NC_004777; Gen n° ID. 1733944; UniProtkKB/Swiss-Prot n° ID. proteina
Q858N4), la ¢Yeo3-12 ARN polimerasa (gendémica secuencia NCBI n° ID. NC_001271; Gen n° ID. 1262422;
UniProtKB/Swiss-Prot n® ID. Q9T145) y la gh-1 ARN polimerasa natural (secuencia genémica NCBI n° ID.
NC_004665; Gen n° ID. 1258850; UniProtKB/Swiss-Prot proteina n° ID. Q859H5), la KI-5 ARNP ARN polimerasa
natural (secuencia genémica NCBI n° ID. NC_008152; Gen n° ID. 5075932; proteina UniProtKB/Swiss-Prot n° ID.
Q8SCG8) y la SP6 ARN polimerasa natural (secuencia genémica NCBI ID n°® NC_004831; Gen n° ID. 1481778;
proteina UniProtKB/Swiss-Prot n° ID. Q7Y5R1) y mutantes o derivados de las mismas, que pueden sintetizar ARN
complementario monocatenario en secuencia a la plantilla de ADN bicatenario en la direccion 5' — 3', sobre todo de
la T7 ARN polimerasa natural.

Como se emplea en la presente memoria, la expresién "T7 ARN polimerasa" se refiere a la T7 ARN dependiente de
ADN polimerasa bacteriofagica. Preferentemente, la T7 ARN polimerasa tiene la secuencia de aminoacidos de la
SEC. ID. n° 1 (secuencia genémica NCBI n° ID. NC_001604; Gen n° ID. 1261050; UniProtkB/Swiss-Prot n° ID.
P00573) y es una proteina del aminoacido 883 con un peso molecular de 98,8 kDa (Davanloo, Rosenberg et al.
1984; Moffatt, Dunn et al. 1984).

La T7 ARN polimerasa tiene, en especial, la ventaja de que, in vitro, la enzima es sumamente procesiva y alarga
240-250 nucledtidos a 37°C en la direccion 5' — 3' (Golomb y Chamberlin 1974; Lyakhov, He et al. 1997, Zhang y
Studier 1997, Finn, MacLachlan et al. 2005). Por otra parte, cuando se expresa en células eucariotas, la T7 ARN
polimerasa, sigue estando en gran medida en el citoplasma (Elroy-Stein y Moss 1990; Gao y Huang 1993; Brisson,
He et al. 1999) y por lo tanto optimiza los niveles de expresion transgénica, evitando la transferencia activa de
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grandes moléculas de ADN (es decir transgenes) desde el citoplasma hasta el ndcleo de las células eucariotas y la
exportacion de moléculas de ARN desde el nucleo hasta el citoplasma.

El dominio catalitico de una ARN polimerasa dependiente de ADN puede ser el de la T7 ARN polimerasa natural,
pero también el de los mutantes de la T7 ARN polimerasa, que pueden sintetizar ARN complementario
monocatenario en secuencia a la plantilla de ADN bicatenario en la direccion 5' — 3', incluso con reducida capacidad
de procesamiento. Por ejemplo, dichos mutantes pueden seleccionarse en el grupo que comprende R551S, F644A,
Q649S, G645A, R627S, 1810S, y D812E (Makarova, Makarov et al. 1995.), y K631M (Osumi-Davis, de Aguilera et al.
1992.; Osumi-Davis, Sreerama et al. 1994).

En una forma de realizacién de la enzima hibrida segun la invencién, dicho dominio catalitico de una ARN
polimerasa dependiente de ADN se encuentra extremo en el terminal C con respecto a dicho dominio catalitico de
una ARN trifosfatasa, dicho dominio catalitico de una guanililtransferasa, y dicho dominio catalitico de una N’-
guanina-metiltransferasa.

De hecho, cuando el dominio catalitico de una ARN polimerasa dependiente de ADN es un dominio catalitico de una
ARN polimerasa dependiente de ADN bacteriofagico, en especial, de una ARN polimerasa dependiente de ADN
bacteriofagico seleccionada en el grupo constituido por T7, T3 y SP6-ARN polimerasas, dicho dominio catalitico
conserva preferentemente su extremo carboxilo-terminal natural. En especial, el extremo del terminal C de dicho
dominio catalitico de una ARN polimerasa dependiente de ADN, en especial de una ARN polimerasa dependiente de
ADN bacteriofégico corresponde al extremo del terminal C de dicha enzima hibrida. En especial, cuando la enzima
hibrida comprende una ARN polimerasa completa dependiente de ADN de bacteri6fago, en especial, de una ARN
polimerasa dependiente de ADN bacteriofagico seleccionada del grupo constituido por T7, T3 y SP6- ARN
polimerasas, dicha polimerasa conserva preferentemente su extremo terminal carboxilo natural. En especial, el
extremo terminal C de dicho dominio catalitico de una ARN polimerasa dependiente de ADN, en especial de una
ARN polimerasa dependiente de ADN bacteriofagico corresponde al extremo terminal C de dicha enzima hibrida. En
especial, dicho dominio catalitico de una ARN polimerasa dependiente de ADN, en especial, de una ARN polimerasa
dependiente de ADN bacteriofagico seleccionada en el grupo que consiste en T7, T3 y SP6-polimerasas de ARN,
estd incluida en la totalidad o parte de una ARN polimerasa dependiente de ADN bacteriofagico y en el que el
extremo del terminal C de dicha ARN polimerasa dependiente de ADN de bacteriéfago se corresponde con el
extremo del terminal C de dicha enzima hibrida.

En una forma de realizacién de la enzima hibrida segun la invencion, dicho dominio catalitico de una ARN
polimerasa dependiente de ADN, especialmente dicho dominio catalitico de un ARN polimerasa dependiente de
ADN bacteriofagico, en concreto, de una ARN polimerasa dependiente de ADN bacteriofagico seleccionada del
grupo constituido por T7, T3 y SP6-ARN polimerasas, se encuentra en el terminal C con respecto a dicho dominio
catalitico de una ARN trifosfatasa, dicho dominio catalitico de una guanililtransferasa y dicho dominio catalitico de
una N7-guanina-metiltransferasa.

En otra forma de realizacion, dicho dominio catalitico de una ARN polimerasa dependiente de ADN es un dominio
catalitico de una ARN polimerasa dependiente de ADN bacteriano.

Preferentemente dicha ARN polimerasa dependiente de ADN bacteriano tiene una complejidad moderada de la
estructura.

Por ejemplo, dicha ARN polimerasa dependiente de ADN bacteriano puede ser la ARN polimerasa dependiente de
ADN de E. coli (secuencia genémica NCBI de la subcepa DH10B de K-12 n° ID. NC_010473), que consta de cuatro
subunidades diferentes (subunidad a: rpoA Gen n° ID. 6060938, UniProtkKB/Swiss-Prot n° ID. B1X6E7; subunidad B:
rpoB Gen n° ID. 6058462, UniProtkKB/Swiss-Prot n° ID. B1XBY9; subunidad B rpoC Gen n° ID. 6058956,
UniProtkB/Swiss-Prot n° ID. B1XBZ0; subunidad o: rpoE Gen n° ID. 6060683, UniProtkKB/Swiss-Prot n° ID.
B1XBQO0), que estan ensambladas en un complejo de cinco subunidades aaBf'c (Lodish, Berk et al. 2008). Los
elementos genomicos que participan en la regulacién de la actividad enzimatica estdn bien caracterizados,
incluyendo activadores de la ARN polimerasa de E. coli (Lisser y Margalit, 1993), sefales de terminacion incluyendo
terminadores dependientes e independientes de rho (Platt 1986; Uptain y Chamberlin, 1997), secuencias que
detienen la transcripcion (Lee, Phung et al. 1990).

En otra forma de realizacion, dicho dominio catalitico de una ARN polimerasa dependiente de ADN es un dominio
catalitico de una ADN-polimerasa dependiente de ARN de un organulo eucaridtico, como las mitocondrias,
cloroplastos y proplastidos. De hecho, estas polimerasas también pueden tener una estructura relativamente
sencilla.

En especial, dicho dominio catalitico de una ARN polimerasa dependiente de ADN es un dominio catalitico de una
ARN polimerasa dependiente de ADN mitocondrial.

En especial, dicho dominio catalitico de una ARN polimerasa dependiente de ADN puede ser el dominio catalitico de
la ARN polimerasa mitocondrial de ratén, que es una proteina unitaria de 120 kDa (n° ID. del gen 216151,
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UniProtKB/Swiss-Prot n° ID. Q8B F1), que comparte homologia con las ARN polimerasas bacteriofagicas (Tiranti,
Savoia et al. 1997). Se necesitan varios factores de transcripcion para la iniciaciéon, prolongacion o terminacion de la
transcripcion: TFB1M (factor B1 de transcripcién mitocondrial, n°® ID. 224481 del gen del ratén, UniProtkKB/Swiss-Prot
n°® ID. Q8JZMO) o TFB2M (factor B2 de transcripcion mitocondrial, n° ID. 15278 del gen del raton, UniProtKB/Swiss-
Prot n° ID. Q3TL26), TFAM (factor A de transcripcion mitocondrial; n° ID. 21780 del gen del ratén, UniProtkKB/Swiss-
Prot n° ID. P40630) y mTERF (factor de terminacién de la transcripcién mitocondrial, n° ID. 545725 del gen raton,
UniProtKB/Swiss-Prot n° ID. Q8CHZ9) para la terminacion de la transcripcion (Fisher y Clayton 1985; Fisher, Topper
et al. 1987;. Fisher y Clayton 1988; Topper y Clayton 1989; Fernandez-Silva, Martinez-Azorin et al., 1997;. Prieto-
Martin, Montoya et al. 2001; McCulloch, Seidel-Rogol et al. 2002). Los elementos gendmicos involucrados en la
regulacion de la actividad enzimatica de la ARN polimerasa mitocondrial estan bien caracterizados, incluyendo dos
activadores en las cadenas ligera y pesada del genoma mitocondrial (Ojala, Montoya et al., 1981;. Clayton 1991), asi
como senales de terminacion de transcripcion (Kruse, Narasimhan et al. 1989).

Como se emplea en la presente memoria, la expresién "ARN trifosfatasa" (RTPasa) se refiere a la enzima, que
elimina el resto de fosfato y del extremo 5' del trifosfato del pre-ARNm naciente a difosfato (Furuichi y Shatkin 2000).

Como se emplea en la presente memoria, la expresion "ARN guanililtransferasa” (GTasa) se refiere a la enzima, que
transfiere GMP desde GTP al terminal de ARN naciente del difosfato (Furuichi y Shatkin 2000).

Como se emplea en la presente memoria, la expresion "N7-guanina-metiltransferasa" (N7-MTasa) se refiere a la
enzima, que afade un resto de metilo en el nitrégeno 7 de guanina a la caperuza GpppN (Furuichi y Shatkin 2000).

Dichos dominios cataliticos de una ARN trifosfatasa, de una guanililtransferasa, de una N7-guanina-metiltransferasa,
puede ser de la misma o de diferentes enzimas que forman caperuza. Si dichos dominios cataliticos son de la misma
enzima, dicho dominio catalitico de una ARN polimerasa dependiente de ADN es de una enzima diferente.

Preferentemente, dichos dominios cataliticos de ARN trifosfatasa, de una guanililiransferasa, de una N7-guanina-
metiltransferasa son de una o varias enzimas citoplasmicas, que tienen una estructura relativamente sencilla y
ventajosamente actividades enzimdticas bien caracterizados. Por Io tanto, en especial, dichos dominios cataliticos
de una ARN trifosfatasa, de una guanililtransferasa, de una N’ -guanina-metiltransferasa puede ser dominios
cataliticos de una o varias enzimas que forma caperuza para virus, o de enzimas que forman caperuza de episomas
citoplasmicos.

En una forma de realizacion, dichos dominios cataliticos de una ARN trifosfatasa, de una guanililiransferasa, de una
N’-guanina-metiltransferasa son de una o varias enzimas que forman caperuza para virus, en especial,
seleccionadas en el grupo constituido por la enzima natural que forma caperuza para el virus de la fiebre catarral
ovina, la enzima natural que forma caperuza para el virus del mosaico del bambu, la enzima natural que forma
caperuza para el virus de la peste porcina africana, la enzima natural que forma caperuza para el mimivirus
Acanthamoeba polyphaga y los mutantes o derivados de los mismos que pueden, respectivamente, sacar el resto de
fosfato y del extremo 5' trifosfato del pre-ARNm naciente a difosfato o transferir GMP desde GTP al terminal difosfato
de ARN naciente o afadir un resto metilo en el nitrégeno 7 de la guanina a la caperuza GpppN, sobre todo de la
enzima natural que forma caperuza para el virus de la peste porcina africana.

Tal como se emplea en la presente memoria, la expresiéon "enzima que forma caperuza para el virus de la fiebre
catarral bovina" se refiere a la enzima que forma caperuza VP4 unitaria del virus de la fiebre catarral bovina (BTV),
que es una proteina de 76 kDa (644 amino&cidos; para la secuencia, véase, por ejemplo secuencia genémica n° ID.
Y00421 serotipo 10 NCBI BTV; n° ID. del gen 2943157; UniProtKB/Swiss-Prot n® ID. P07132, DOUZ45, Q5J7CO0,
Q65751, Q8BA65, P33428, P33429, P33427, C3TUP7, Q8BAD5, C5IWWO0, B4E551, Q3KVQ2, Q3KVQ1, Q65732,
Q3KVP8, Q3KVP9, Q3KVQO). Esta enzima que forma caperuza es probable que pueda homodimerizarse mediante
la cremallera de leucina se encuentra cerca de su terminal carboxilo (Ramadevi, Rodriguez et al. 1998). VP4
catalizan las tres etapas enzimaticas necesarias para sintesis de ARNm de restriccion m’GpppN: RTPasa (Martinez-
Costas, Sutton et al. 1998.), GTasa (Martinez-Costas, Sutton et al. 1998; Ramadevi, Burroughs et al. 1998.). y N7-
MTasa (Ramadevi, Burroughs et al. 1998).

Como se emplea en la presente memoria, la expresion "enzima que forma caperuza para el virus del mosaico del
bambi" se refiere a ORF1, enzima que protege el ARNm del virus del mosaico del bambl (VMB), que es una
proteina de una sola unidad de155 kDa (1365 amlnoamdos n® ID. NC 001642 de la secuencia gendmica cepa
BaMV-0 del VMB en NCBI; n° ID. 1497253 del gen; n° ID. Q65005 de UniProtKB/Swiss- Prot) La proteina ORF1
tiene todas las actividades enzimaticas necesarias para generar ARNmM con la caperuza m’GpppN, es decir RTPasa
(Li, Shih et al. 2001;. Han, Tsai et al. 2007), GTasa y N’-MTasa (Li, Chen et al. 2001.; Li, Shih et al. 2001). Ademas,
ORF1 tiene actividad de ARN- pollmerasa dependiente de ARN, que no es obllgatorlo para las actividades
enzimaticas hibridas segun la invencién y pueden suprimirse por eliminacién de los restos Asp 29 Asp1210 de la
enzima que protege al ARNm (Li, Cheng ef al. 1998). Como se emplea en la presente memoria, la expresion
"enzima que forma caperuza para el virus de la peste porcina africana" se refiere a la enzima que forma caperuza
NP868R (G4R), (ASFV), que es una proteina de una sola unidad de 100 kDa (868 aminoacidos; cepa BA71V con
secuencia gendmica del ASFV en NCBI n° ID. NC_001659; n° ID. del gen 1488865; n° ID. P32094 de
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UniProtKB/Swiss-Prot).

Tal como se emplea en la presente memoria, la expresion "enzima que forma caperuza para el mimivirus
Acanthamoeba polyphaga" se refiere a R382, (APMV), que es otra proteina de una sola unidad de 136,5 kDa (1170
aminodcidos; secuencia gendémica del APMV en NCBI n° ID. NC_006450; n° ID. del gen 3162607; n° ID. Q5UQX1
de UniProtKB/Swiss-Prot.).

En una forma de realizacion, dichos dominios cataliticos de una ARN trifosfatasa, de una guanililiransferasa, de una
N’-guanina-metiltransferasa son de una o varias enzimas que forman caperuza para episomas citoplasmicos, como
pGKL2. En concreto, dichos dominios cataliticos de una ARN trifosfatasa, de una guanililtransferasa, de una N’-
guanina-metiltransferasa se incluyen en la totalidad o parte de la enzima que forma caperuza para el episoma
pGKL2 extracromos6mico de la levadura lineal.

Los episomas lineales citoplasmicos son estructuras de ADN bicatenario, que se replican de forma estable en el
citoplasma de las varias cepas de levadura (Cong, Yarrow et al. 1994). Un prototipo de episoma extracromosémico
de levadura lineal, pGKL2 (13457 pb; también denominado pGK12), se ha secuenciado completamente a partir de
varias cepas de levadura, incluyendo CB 2359 de Kluyveromyces lactis y F102-2 de Saccharomyces cerevisiae
(Tommasino, Ricci et al. 1988.). La enzima que forma caperuza codificada por el gen ORF3 de pGKL2 de
Kluyveromyces lactis (secuencia gendmica pGKL2 de CB 2359 de Kluyveromyces lactis n° ID. NC_010187 en NCBI;
la UniProtKB/Swiss-Prot n° ID. P05469) es una proteina de 594 amino4cidos (proteina de 70,6 kDa).

En una forma de realizacion de la enzima hibrida segun la invenciéon, por lo menos dos, en especial por lo menos
tres y mas especialmente un péptido de enlace puede montar, fusionar o unir directa o indirectamente todos los
dominios cataliticos.

En especial, por lo menos dos, especialmente por lo menos tres y mas especialmente todos los dominios cataliticos
se seleccionan en el grupo constituido por:

- un dominio catalitico de una ARN trifosfatasa,

- un dominio catalitico de una guanlllltransferasa

- un dominio catalitico de una N’ -guanina-metiltransferasa, y

- un dominio catalitico de una ARN polimerasa dependiente de ADN,

estan unidos directamente o por un péptido de enlace.

El péptido de enlace tiene la ventaja de generar proteinas de fusién en la que el impedimento estérico esta
minimizado y se proporciona suficiente espacio para que los componentes de la proteina de fusién permanezcan en
su configuracion natural.

Preferentemente, por lo menos dicho dominio catalitico de una ARN polimerasa dependiente de ADN esta unido por
un péptido de unién a por lo menos uno del dominio catalitico seleccionadodo en el grupo que consiste en:

- dicho dominio catalitico de una ARN trifosfatasa;
- dicho dominio catalitico de una guanililtransferasa y
- dicho dominio catalitico de una N7-guanina—metiltransferasa.

Especialmente, el péptido de unién puede estar situado el terminal N con respecto a dicho dominio catalitico de una
ARN polimerasa dependiente de ADN, en especial, de una ARN polimerasa dependiente de ADN bacteriofagico
seleccionada del en el grupo constituido por T7, T3 y SP6-polimerasas de ARN, y en el terminal C con respecto a
dicho dominio catalltlco de una ARN trifosfatasa, dicho dominio catalitico de una guanililtransferasa y dicho dominio
catalitico de una N’-guanina-metiltransferasa.

En especial, el extremo del terminal N de dicho dominio catalitico de una ARN polimerasa dependiente de ADN, en
especial, de una ARN polimerasa dependiente de ADN bacteriofagico seleccionada del grupo constituido por T7, T3
y SP6-polimerasas de ARN, esta unido por enlace covalente, en especial, por un péptido de unién, al extremo del
terminal C de uno de los dominios cataliticos seleccionados del grupo que consiste en:

- dicho dominio catalitico de una ARN trifosfatasa,

- dicho dominio catalitico de una guanlllltransferasa y

- dicho dominio catalitico de una N’-guanina-metiltransferasa.
Dicho péptido de unién puede seleccionarse de entre el grupo constituido por:

- péptidos de formula (GlymSerp)n, en la que:

°o m representa un nimero entero de 0 a 12, en especial de 1 a 8, y mas especialmente de 3 a 6 y alin mas
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especialmente 4;

o p representa un numero entero de 0 a 6, en especial, de 0 a 5, mas especialmente de 0 a 3 y mas
especialmente 1;y

° n representa un nimero entero de 0 a 30, en especial de 0 a 12, mas especialmente de 0 a 8 y aln mas
especialmente entre 1y 6 inclusive;

- péptidos que constan de una secuencia de aminoAcidos seleccionada del grupo constituido por SEC. ID. n° 2,
SEC. ID. n° 3, SEC. ID. n° 4, SEC. ID. n° 5, SEC. ID. n° 6, SEC. ID. n° 7, SEC. ID. n° 8, SEC. ID. n° 9, SEC.
ID. n° 10, SEC. ID. n° 11, SEC. ID. n° 12, SEC. ID. n° 13, SEC. ID. n° 14, SEC. ID. n° 15, SEC. ID. n° 16,
SEC. ID.n° 17, SEQID n°18.

Los péptidos enlazadores flexibles de férmula (GlymSer,)a tienen las ventajas de que los restos de glicina confieren
flexibilidad peptidica, mientras que la serina proporciona cierta solubilidad (Huston, Levinson ef al. 1988). Por otra
parte, la ausencia de sitios sensibles para quimotripsina |, el factor Xa, papaina, plasmina, trombina y tripsina en las
secuencias enlazadoras de (GlymSery)n se supone que aumentan la estabilidad general de las proteinas de fusién
resultantes (Crasto y Feng 2000) .

Para disefiar anticuerpos de fragmentos Fv monocatenarios (sFv) se utilizan frecuentemente enlazadores
(GlymSerp)n de longitudes variables (Huston, Levinson et al. 1988). Ademas, se han utilizado enlazadores (GlymSerp)n
para generar diversas proteinas de fusion, que conservan con frecuencia las actividades bioldgicas de cada uno de
sus componentes (Newton, Xue et al. 1996; Lieschke, Rao et al. 1997; Shao, Zhang et al. 2000; Hu, Li et al. 2004).

También se pueden considerar otros tipos de enlazadores de péptidos para generar enzimas hibridas segun la
invencién, tales como GGGGIAPSMVGGGGS (SEC. ID. n° 2) (Turner, Ritter et al. 1997),
SPNGASNSGSAPDTSSAPGSQ (SEC. ID. n° 3) (Hennecke, Krebber et al. 1998), EGKSSGSGSESKSTE (SEC. ID.
n° 4) (Bird, Hardman et al. 1988), EGKSSGSGSESKEF (SEC. ID. n° 5) (Newton, Xue et al. 1996),
GGGSGGGSGGGTGGGSGGG (SEC. ID. n° 6) (Robinson y Sauer, 1998), GSTSGSGKSSEGKG (SEC. ID. n°® 7)
(Bedzyk, Weidner et al. 1990), YPRSIYIRRRHPSPSLTT (SEC. ID. n° 8) (Tang, Jiang et al. 1996),
GSTSGSGKPGSGEGSTKG (SEC. ID. n° 9) (Whitlow, Bell et al. 1993), GSTSGSGKPGSGEGS (SEC. ID. n° 10)
(Ting, Kain et al. 2001), SSADDAKKDAAKKDDAKKDDAKKDA (SEC. ID. n° 11) (Pantoliano, Bird et al. 1991),
GSADDAXXDAAXKDDAKKDDAKKDGS SEC. ID. n° 12) (Gregoire, Lin et al 1996),
LSADDAKKDAAKKDDAKKDDAKKDL (SEC. ID. n° 13) (Pavlinkova, Beresford et al. 1999), AEAAAKEAAAKEAAAKA
(SEC. ID. n° 14) (Wickham, Carrion et al. 1995 ), GSHSGSGKP (SEC. ID. n° 15) (Ting, Kain et al. 2001),
GSTSGSGKPGSGEGSTGAGGAGSTSGSGKPSGEG (SEC. ID. n° 16) (Ting 2003), LSLEVAEEIARLEAEV (SEC. ID.
n°® 17) (Liu, Jian-Bo et al. 2005) y GTPTPTPTPTGEF (SEC. ID. n° 18) (Gustavsson, Lehtio et al. 2001).

Otros tipos de enlace covalente incluyen, pero no se limitan a enlaces disulfuro (Mantile, Fuchs et al. 2000),
transglutaminacion (Paguirigan y Beebe 2007), asi como trans-enlaces de proteinas por agentes fisicos y/o
quimicos, por ejemplo , la reticulacién por dicloruro de tris(bipiridina)rutenio (ll) e iluminacién con luz y ultravioleta
(Fancy y Kodadek 1999).

Dichos dominios cataliticos de una ARN trifosfatasa, de una guanililtransferasa, de una N7-guanina-metiltransferasa,
y de una ARN polimerasa dependiente de ADN también pueden ser ensamblados por elementos especificos de
proteinas, como cremalleras de leucina, como el dominio de biotinilaciéon a uno de los dominios cataliticos (por
ejemplo, Avi-tag Il (Cronan 1990) o PFB-tag (Wu, Yeung et al. 2002)) y un dominio de unién de biotina a uno de los
demas dominios cataliticos (por ejemplo, Strep-tag Il (Schmidt y Skerra 1993) o Nano -tag (Lamia y Erdmann 2004))
en la enzima hibrida segun la invencién.

En una forma de realizacion de la enzima hibrida segun la invencion, por lo menos dos de dichos dominios
cataliticos se pueden ensamblar, mediante enlace no covalente, en especial mediante cremalleras de leucina.

Preferentemente, por lo menos dicho dominio catalitico de una ARN polimerasa dependiente de ADN se ensambla
mediante un enlace no covalente, en especial mediante cremalleras de leucina, a por lo menos uno de los dominios
cataliticos seleccionado del grupo constituido por:

- dicho dominio catalitico de una ARN trifosfatasa;
- dicho dominio catalitico de una guanililiransferasa y
- dicho dominio catalitico de una N’-guanina-metiltransferasa.

Las cremalleras de leucina, que son estructuras proteicas diméricas superenrolladas compuestas de dos hélices a
anfipaticas que interactian entre si, se utilizan cominmente para homo-o hetero-dimerizar proteinas (O'Shea,
Klemm et al. 1991). Cada una de las hélices constan de repeticiones de siete aminoacidos, en las que el primer
aminoacidos (resto a) amino-acido es hidréfobo, el cuarto (resto d) es por lo general un Leucina, mientras que los
demas restos son polares. Las cremalleras de leucina VELCRO ACID-p1 y BASE-p1, que forman estructuras
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superenrolladas bicatenarias heterodimeras en paralelo, son muy propensas a formar heterodimeros de proteinas
en paralelo (O'Shea, Lumb et al. 1993). Ellos se han utilizado para las heterodimerizar proteinas de membrana
(Chang, Bao et al. 1994; Pashine, Busch et al. 2003), asi como varias proteinas solubles (Busch, Reich et al. 1998;.
Busch, Pashine et al. 2002).

También se pueden considerar otros tipos de dominios de oligomerizacion de péptidos para generar enzimas
hibridas segun la invencion, para montar por lo menos dos de dichos dominios cataliticos de la enzima hibrida segun
la invencion, especialmente cremalleras de leucina que forman estructuras heteroméricas antiparalelas, tales como
las cremalleras de leucina ACIDO -a1/BASE-al1 (Oakley y Kim 1998), ACIDO-Kg/BASE-Eg (McClain, Woods et al.
2001), NZ/CZ (Ghosh, Hamilton et al. 2000), ACIDO-pLL/BASE-pLL (Lumb y Kim 1995) y EE1234L y RR1234L (Moll,
Ruvinov et al. 2001). También se pueden utilizar versiones unidas por enlaces disulfuro de cremalleras de leucina
para generar enzimas hibridas heterodiméricas superenrrolladas unidas por enlaces disulfuro segin la invencion
(O'Shea, Lumb et al. 1993), asi como puentes disulfuro intercatenarios entre los restos de cisteina en condiciones
oxidantes ( Wells y Powers 1986).

Por lo menos dos de dichos dominios cataliticos de una ARN trifosfatasa, de una guanililtransferasa, de una N’-
guanina-metiltransferasa y de una ARN polimerasa dependiente de ADN pueden montarse por lo tanto por
cremalleras de leucina, en especial, cremalleras de leucina que forman estructuras heteroméricas antiparalelas,
tales como las cremalleras de leucina ACIDO-a1/BASE-al (Oakley y Kim 1998), ACIDO-Kg/BASE-Eg (McClain,
Woods et al. 2001), NZ/CZ (Ghosh, Hamilton et al. 2000), y ACIDO-pLL/BASE-PLL, superenrrolladas con disulfuro
(O'Shea, Lumb et al. 1993), asi como puentes disulfuro entre restos de cisteina (Wells y Powers 1986).

En una forma de realizacién, la enzima hibrida segun la invenciéon comprende:

— la enzima que forma caperuza para el ARNm del vnrus de la peste porcina africana o un mutante o un
derivado del mismo, que puede afadir una caperuza m GpppN al extremo del terminal 5' de las moléculas de
ARN, en especial la enzima natural que forma caperuza para el virus de la peste porcina africana, fusionado a

— el extremo del terminal amino de la T7 ARN polimerasa natural o0 mutante o derivado de la misma que puede
sintetizar ARN complementario monocatenario en la secuencia para la plantilla de ADN bicatenario en la
direccion 5' — 3', en especial, la T7 ARN polimerasa natural,

en especial, mediante un enlazador, y mas especialmente mediante un enlazador (GlysSer)a.

En otra forma de realizacion, la enzima hibrida segun la invenciéon comprende:

la enzima natural que forma caperuza para el ARNm del virus de la peste porcina africana o un mutante o un
derivado del mismo, que puede afadir una caperuza m GpppN en el extremo del terminal 5' de las moléculas de
ARN, en especial la enzima natural que forma caperuza para el virus de la peste porcina africana, fusionada a

el extremo del terminal amino de la T3 ARN polimerasa natural o mutante o derivado de la misma que puede
sintetizar ARN complementario monocatenario en secuencia a la plantilla de ADN bicatenario en el 5' — 3' direccién,
en especial la T3 ARN polimerasa natural,

en especial, mediante un enlazador, y mas especialmente mediante un enlazador (GlysSer)a.

En otra forma de realizacion, la enzima hibrida segun la invenciéon comprende:

- la enzima natural que forma caperuza para el ARNm del virus de la peste porcina africana o un mutante o un
derivado del mismo, que puede afadir una caperuza m’GpppN en el extremo del terminal 5' de las moléculas
de ARN, en especial de la enzima natural que forma caperuza para el virus de la peste porcina africana
fusionado a

- el extremo del terminal amino de la SP6 ARN polimerasa natural o un mutante o un derivado del mismo que
puede sintetizar ARN complementario monocatenario en secuencia a la plantilla de ADN bicatenario en la
direccion 5' — 3', en especial la SP6 ARN polimerasa natural,

en especial, mediante un enlazador, y mas especialmente mediante un enlazador(GlysSer)s.
En otra forma de realizacion, la enzima hibrida segun la invencion comprende

— la enzima natural que forma caperuza para el el ARNm del VII‘US de la peste porcina africana 0 un mutante o

un derivado del mismo, que puede afiadir una caperuza m’GpppN en el extremo del terminal 5' de las

moléculas de ARN, en especial la enzima natural que forma caperuza para el virus de la peste porcina
africana, y
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— el extremo del terminal amino de la T7 ARN polimerasa natural o0 mutante o derivado de la misma que puede
sintetizar ARN complementario monocatenario en la secuencia para la plantilla de ADN bicatenario en la
direccion 5' — 3', en especial la ARN polimerasa T7 natural,

montados por cremalleras de leucina.

La enzima hibrida segun la invencion también puede comprender ademas un dominio, que aumenta la actividad de
por lo menos un dominio catalitico de la enzima hibrida de la invencién, en especial, de por lo menos un dominio
catalitico seleccionado del grupo constituido por un dominio catalitico de una ARN trifosfatasa, un dominio catalitico
de una guanililtransferasa, un dominio catalitico de una N7-guanina—metiltransferasa y un dominio catalitico de una
ARN polimerasa dependiente de ADN.

Por ejemplo dicho dominio, que aumenta la actividad de por lo menos un dominio catalitico de la enzima hibrida de
la invencion, puede ser una subunidad de 31 kDa codificada por el gen D12L del virus de la vacuna (secuencia
genémica n° ID. NC_006998.1; gen n° ID. 3707515; UniProtkKB/Swiss-Prot n° ID. YP_232999.1), que no tiene
actividad enzimatica intrinseca, pero aumenta drasticamente la actividad de la ARN N7-guanina—metiltransferasa de
la subunidad D1R de la enzima que forma caperuza para el ARNm de la vacuna (Higman, Bourgeois, et al. 1992;.
Higman, Christen et al. 1994; Mao y Shuman 1994).

En una forma de realizacion, la enzima hibrida de la invencion comprende:

- por lo menos un dominio catalitico de la enzima que forma caperuza para el ARNm de la vacuna, en especial,
la subunidad de 95 kDa codificada por el gen D1R del virus de la vacuna (secuencia gendémica n° ID. NC
006/998.1; gen n° ID. 3707562; UniProtKB/Swiss-Prot n°® ID. YP_232988.1), que tiene actividades
enzimaticas de ARN-trifosfatasa, ARN guanililtransferasa y ARN N7-guanina-metiltransferasa (Cong y
Shuman 1993, Niles y Christen 1993, Higman y Niles 1994, Mao y Shuman 1994; Gong y Shuman 2003);

- por lo menos un dominio catalitico de una ARN polimerasa dependiente de ADN, en especial, seleccionada
del grupo constituido por T7, T3 y SP6- ARN polimerasas y mas especialmente la T7 ARN polimerasa; y

- una subunidad de 31 kDa codificada por el gen D12L del virus vacunal,

en especial, montado en su totalidad o en parte por un enlazador, y mas especialmente por un enlazador (GlysSer)s
y/o por cremalleras de leucina.

La invencion también se refiere a una molécula de acido nucleico aislado o un grupo de moléculas de &cido nucleico
aisladas, codificando dicha(s) molécula(s) de acido nucleico (s) una enzima hibrida segun la invencion.

Dicho grupo de moléculas nucleico aislado que codifica una enzima hibrida segun la invenciéon comprende o consta
de todas las moléculas de acido nucleico que son necesarias y suficientes para obtener una enzima hibrida segun la
invencion por su expresion.

En una forma de realizacion, dicho grupo de moléculas de acido nucleico aisladas que codifican una enzima hibrida
segun la invencién comprende o consiste en:

- una molécula de acido nucleico que codifica por lo menos un dominio catalitico de una ARN trifosfatasa, por
lo menos un dominio catalitico de una guanililtransferasa y por lo menos un dominio catalitico de una N’-
guanina-metiltransferasa; y

- una molécula de acido nucleico que codifica por lo menos un dominio catalitico de una ARN polimerasa
dependiente de ADN.

En otra forma de realizacion, dicho grupo de moléculas de &cido nucleico aislado que codifica una enzima hibrida
segun la invencién comprende o consta de:

- una molécula de acido nucleico que codifica por Io menos un dominio catalitico de una ARN trifosfatasa,
- una molécula de acido nucleico que codifica por lo menos un dominio catalitico de una guanililiransferasa,

- una molécula de &cido nucleico que codifica por lo menos un dominio catalitico de una N7-guanina-
metiltransferasa; y

- una molécula de acido nucleico que codifica por lo menos un dominio catalitico de una ARN polimerasa
dependiente de ADN.

En especial, la molécula de acido nucleico segln la invencion puede unirse funcionalmente a por lo menos uno,
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preferentemente todos los activadores) seleccionado(s) de entre el grupo constituido por:

- un activador para una ARN polimerasa dependiente de ADN eucariota, preferentemente para la ARN
polimerasa ll; y

- un activador para dicho dominio catalitico de una ARN polimerasa dependiente de ADN.

El enlace del &cido nucleico a un activador para una ARN dependiente de ADN polimerasa eucariota,
preferentemente para la ARN polimerasa |l presenta sobre todo la ventaja de que cuando la enzima hibrida de la
invencion se expresa en una célula anfitriona eucariota, la expresion de las enzimas hibridas es conducida por la
ARN polimerasa eucariota, preferentemente la ARN polimerasa Il. Estas enzimas hibridas, a su vez, puede iniciar la
transcripcion del transgén. Si se utilizan activadores de ARN polimerasa |l especificos de tejido, la enzima hibrida de
la invencién se puede expresar de forma selectiva en los tejidos/células diana.

Dicho activador puede ser un activador constitutivo o un activador inducible bien conocido por un experto en la
técnica. El activador puede ser regulado por el desarrollo, inducible o especifico de tejido.

La invencién también se refiere a un vector que comprende una molécula de acido nucleico segun la invencion.
Dicho vector puede ser apropiado para la expresion semiestable o estable.

La invencion también se refiere a un grupo de vectores que comprenden dicho grupo de moléculas de &cido nucleico
aisladas segun la invencion.

En especial, dicho vector segun la invencién es un un vector de clonacién o de expresion. Los vectores pueden ser
vectores viricos como bacteriéfagos, o0 no viricos, tales como vectores plasmidicos.

En una forma de realizacién, dicho vector segun la invencion es un vector bicistrénico, que comprende en especial
una molécula de &cido nucleico segun la invencion y un activador para dicho dominio catalitico de una ARN
polimerasa dependiente de ADN y/o por lo menos una secuencia de ADN de interés, en el que dicha secuencia de
ADN esta funcionalmente unida a un activador para dicho dominio catalitico de una ARN polimerasa dependiente de
ADN.

Dicho vector segun la invencion también puede comprender un activador para dicho dominio catalitico de una ARN
polimerasa dependiente de ADN.

La invencion también se refiere a una célula anfitriona que comprende una molécula de acido nucleico aislada segun
la invencion o un grupo de moléculas de acido nucleico aisladas segun la invencion o un vector segun la invencion o
un grupo de vectores segun la invencion.

La célula anfitriona segun la invencion puede ser Util para la produccion de proteinas a gran escala.

Preferentemente, dichos dominios cataliticos de la enzima hibrida ADN-polimerasa ARN polimerasa segun la
invencion son de diferentes enzimas que las de la célula anfitriona para evitar la competencia entre la transcripcion
del gen endoégeno y la transcripcién del transgén.

La invencién también se refiere a un organismo eucariota no humano transgénico, que expresa una enzima hibrida
segun la invencién. Dicho organismo eucariota no humano puede ser de cualquier animal no humano o plantas.

La invencion también se refiere a la utilizacion, en especial in vitro o ex vivo, de una enzima hibrida segun la
invencion o de una molécula de acido nucleico aislada segun la invenciéon o de un grupo de moléculas de acido
nucleico aisladas segln la invencion, para la produccién de moléculas de ARN con caperuza m’GpppN en el
terminal 5'.

La invencién también se refiere a la utilizacién in vitro o ex vivo de una enzima hibrida segun la invenciéon o de una
molécula de acido nucleico aislada segun la invenciéon o un grupo de moléculas de acido nucleico aisladas segun la
invencion para la produccién de proteinas, en especial proteinas de interés terapéutico como anticuerpos,
especialmente en sistemas eucariotas, tales como ensayo de proteinas sintetizadas in vitro o en células cultivadas.

La invenciéon también se refiere a_un procedimiento, en especial in vitro o ex vivo, para la produccién de una
molécula de ARN con caperuza m’GpppN en el terminal 5' codificada por una secuencia de ADN, en una célula
anfitriona, comprendiendo dicho procedimiento la etapa de expresar en la célula anfitiona una molécula de acido
nucleico o un grupo de moléculas de &cido nucleico segun la invencién, en el que dicha secuencia de ADN esta
funcionalmente unida a un activador para dicho dominio catalitico de una ARN polimerasa dependiente de ADN, en
especial siendo dicho activador eficaz en dicha célula anfitriona.

Preferentemente, dicho dominio catalitico de la ARN dependiente de ADN-polimerasa de la enzima hibrida segun la
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invencion es de diferentes enzimas que las de la célula anfitriona para evitar la competencia entre la transcripcion
del gen enddgeno y dicha transcripcion de la secuencia del ADN.

En especial, dicho procedimiento segun la invencion puede comprender ademas la etapa de introducir en la célula
anfitriona dicha secuencia de ADN y/o el acido nucleico segun la invencién, utilizando procedimientos bien
conocidos por un experto en la técnica como por transfeccion utilizando el fosfato de calcio, por electroporacion o
mezclando un lipido catiénico con ADN para producir liposomas.

En una forma de realizacion, dicho procedimiento segun la invencion comprende ademas la etapa de inhibir, en
especial silenciar (preferentemente por ARNSsi) los mecanismos de transcripcion y transcripcion celulares de dicha
célula anfitriona.

En una forma de realizacién, dicho método segun la invencién comprende ademas la etapa de inhibir la expresién de
por lo menos una de las subunidades de la ARN polimerasa dependiente de ADN enddgeno y/o de la enzima
enddgena que forma caperuza en dicha célula anfitriona.

Dichos etapas adicionales (es decir, la inhibicién, en especial, el silenciamiento (preferentemente por ARNsi o
ARNsh) de los mecanismos de la transcripcion celular y tras la transcripcion de dicha célula anfitriona y/o la
inhibicion de la expresion de una o varias subunidades de la ARN polimerasa dependiente de ADN enddgeno y/o de
la enzima enddgena en dicha célula anfitriona) permiten la optimizacion de moléculas de ARN con sintesis de
caperuzas m7GpppN en el terminal 5".

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion "ARN polimerasa dependiente de ADN enddgeno” se
refiere a la ARN polimerasa dependiente de ADN enddgeno de dicha célula anfitriona. Cuando la célula anfitriona es
una célula eucariota, dicha ARN polimerasa dependiente de ADN endégeno es la ARN polimerasa Il.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion "enzima que forma caperuza" se refiere a la enzima que
forma caperuza de dicha célula anfitriona.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresién "inhibicién de la expresién de una proteina" se refiere a una
disminucion de por lo menos 20%, especialmente por lo menos 35%, por lo menos 50% y mas especialmente por lo
menos 65%, por lo menos el 80%, por lo menos 90 % de expresién de dicha proteina. La inhibicion de la expresion
de la proteina puede determinarse por técnicas bien conocidas para un experto en la técnica, incluyendo pero sin
limitarse a la transferencia Northern, la transferencia Western, RT-RCP.

La etapa de inhibicion de la expresién de la ARN polimerasa dependiente de ADN enddgeno y/o la enzima que
forma caperuza en dicha célula anfitriona puede realizarse por cualquiera de las técnicas bien conocidas para un
experto en la técnica, incluyendo pero sin limitarse a técnicas con ARNsi (ARN pequefio de interferencia) que se
dirigen a dicha ARN polimerasa dependiente de ADN endoégeno y/o la enzima que forma caperuza, técnicas con
ARNsh (ARN de horquilla corta) que se dirigen dicho ARN polimerasa dependiente de ADN enddgeno y/o la enzima
que forma caperuza.

Ademas del ARNsi (0 ARNsh; ARN de horquilla corta), podrian considerarse también otras secuencias inhibidoras
para el mismo propésito, incluyendo ADN o ARN complementario (Liu y Carmichael, 1994; Dias y Stein 2002),
ribozima cabeza de martillo (Salehi-Ashtiani y Szostak 2001), ribozima de horquilla (Lian, De Young et al. 1999) o
secuencia dirigida al hibrido ARNsn complementario-Ul (Fortes, Cuevas et al. 2003). Ademas, pueden considerarse
otros genes diana celulares para la inhibicion, incluyendo otros genes implicados en la transcripcion celular (por
ejemplo, otras subunidades de la ARN polimerasa Il o factores de transcripcion), el tratamiento tras la transcripcion
(por ejemplo, otra subunidad de la enzima que forma caperuza, asi como factores poliadenilacién o espliceosomas)
y via de exportacion nuclear del ARNm.

En una forma de realizacion del procedimiento segun la invencion, dicha molécula de ARN puede codificar un
polipéptido de interés terapéutico.

En otra forma de realizacién, dicha molécula de ARN puede ser una molécula de ARN no codificado seleccionada
del grupo que comprende ARNSsi, ribozima, ARNsh y ARN complementario. En especial, dicha secuencia de ADN
puede codificar una molécula de ARN seleccionada del grupo constituido por ARNm, ARN no codificado,
especialmente ARNsi, ribozima, ARNsh y ARN complementario.

La invencion también se refiere a la utilizacién de una enzima hibrida segun la invencion, tal como una enzima de de
restriccion y ARN polimerasa dependiente de ADN.

La invencion también se refiere a un kit para la produccion de una molécula de ARN de restriccion m’GpppN en el
terminal 5', que comprende por lo menos una enzima hibrida segun la invencién, y/o una molécula de &cido nucleico
aislada y/o un grupo de moléculas de &cido nucleico segun la invencién y/o un vector segun la invencion y/o un
grupo de vectores segun la invencion.
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En una forma de realizacién, el kit de la invencién comprende un vector segun la invencion y/o un grupo de vectores
segun la invencién, en el que dicho(s) vector(es) que comprende(n):

— un activador para dicho dominio catalitico de una ARN polimerasa dependiente de ADN, y/o

— por lo menos una secuencia de ADN de interés, en donde dicha secuencia de ADN esta funcionalmente
unida a un activador para dicho dominio catalitico de una ARN polimerasa dependiente de ADN.

El kit segun la invencion puede comprender ademas:

— un vector que comprende un activador para dicho dominio catalitico de una ARN polimerasa dependiente de
ADN; y/o

— por lo menos una secuencia de ADN de interés, en el que dicha secuencia de ADN esta funcionalmente unida
a un activador para dicho dominio catalitico de una ARN polimerasa dependiente de ADN.

La invencién también se refiere a una enzima hibrida segun la invencién, a una molécula de acido nucleico aislada
segun la invencion, a un grupo de moléculas de acido nucleico segun la invencién o un vector segun la invencién,
para su utilizacién como medicamento, en especial para la prevencion y/o tratamiento de enfermedades humanas o
animales, preferentemente por medio de terapia génica.

La invencion también se refiere a una composicion farmacéutica que comprende una enzima hibrida segun la
invencion, y/o a una molécula de &acido nucleico aislada segun la invencién y/o a un grupo de moléculas de acido
nucleico segun la invencién, y/o a un vector segun la invencién. Preferentemente, dicha composicion farmacéutica
segun la invencién se formula en un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Los excipientes farmacéuticamente aceptables son bien conocidos por un experto en la técnica.
La composicién farmacéutica segun la invencién puede comprender ademas:

- por lo menos una secuencia de ADN de interés, en el que dicha secuencia de ADN esta unida funcionalmente
a un activador para dicho dominio catalitico de una ARN polimerasa dependiente de ADN.

Dichos componentes (en especial, seleccionados del grupo constituido por una enzima hibrida segun la invencion,
de una molécula de acido nucleico aislada segun la invencion, de un grupo de moléculas de acido nucleico aisladas
segun la invencion, de un vector segun la invencién, de un grupo del vector(es) segun la invencién y por lo menos
una secuencia de ADN de interés) puede estar presente en la composicién farmacéutica o medicamento segun la
invencion en una cantidad terapéuticamente (activa y en cantidad no toxica).

Dicha cantidad terapéuticamente puede ser determinada por un experto en la técnica mediante andlisis de rutina,
incluyendo la evaluacién del efecto de la administracién de dichos componentes en las enfermedades y/o trastornos
que se buscan para ser prevenidas y/o tratadas mediante la administracion de dicha composicion farmacéutica o
medicamento segun la invencion.

Por ejemplo, dichas pruebas pueden ser realizarse analizando tanto el efecto cuantitativo como cualitativo de la
administracion de diferentes cantidades de dichos componentes anteriormente mencionados (en especial,
seleccionados del grupo constituido por una enzima hibrida segun la invencién, una molécula de acido nucleico
aislada segun la invencion, un grupo de moléculas aisladas segun la invencién, un vector segun la invencion, un
grupo de vectores segun la invenciéon y por lo menos una secuencia de ADN de interés) en un conjunto de
marcadores (biolégicos y/o clinicos) caracteristicos de los dichas enfermedades y/o de dichos trastornos, en
especial, a partir de una muestra biolégica de un paciente.

La invencion también se refiere a un método terapéutico que comprende la administracién de una enzima hibrida
segun la invencién, y/o una molécula de acido nucleico aislada segun la invencién, y/o un grupo de moléculas de
acido nucleico segun la invencion y/o un vector segun la invencion y/o un grupo de vectores segun la invencién en
una cantidad terapéuticamente a un paciente en necesidad del mismo. El método terapéutico segun la invencion
puede comprender ademas la administracion de por lo menos una secuencia de ADN de interés, en el que dicha
secuencia de ADN esta unida funcionalmente a un activador por dicho dominio catalitico de una ARN polimerasa
dependiente de ADN, en una cantidad terapéuticamente a un paciente en necesidad de la misma.

Dicha enzima hibrida, molécula de acido nucleico y/o dicho vector segun la invencién puede administrarse
simultdneamente, por separado o sucesivamente de dicha secuencia de ADN de interés, en especial, antes de dicha
secuencia de ADN de interés.

La invencion se refiere también a una composicién farmacéutica segun la invencion para su utilizacion para la
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prevencion y/o tratamiento de enfermedades humanas o animales, en especial por medio de la terapia génica.

Dichas enfermedades se pueden seleccionar del grupo constituido por enfermedades, que puede mejorada por la
administracion de por lo menos dicha secuencia de ADN de interés.

La invencion también se refiere a la utilizacion de una enzima hibrida segln la invencién, y/o de una molécula de
acido nucleico aislada segun la invencién, y/o de un grupo de moléculas de acido nucleico segun la invencién y/o de
un vector segun la invencién, y/o de un grupo de vectores segun la invencién para la preparacion de un
medicamento para la prevencion y/o tratamiento de enfermedades humanas o animales, en especial por medio de la
terapia génica.

La invencion también se refiere a un producto de combinacién, que comprende:

— por lo menos una enzima segun la invencion y/o por lo menos una molécula de acido nucleico segun la
invencion y/o un grupo de moléculas de acido nucleico segun la invencién y/o por lo menos un vector que
comprende y/o expresa una molécula de acido nucleico segln la invencidén y/o un grupo de moléculas de
acido nucleico segun la invencion; y

— por lo menos una secuencia de ADN de interés, en el que dicha secuencia de ADN esta funcionalmente unida
a un activador por dicho dominio catalitico de una ARN polimerasa dependiente de ADN;

para la administracion simultanea, por separado o sucesiva.
Dicha secuencia de ADN de interés puede ser un anti-oncogén (un gen supresor de tumores).

Dicha secuencia de ADN de interés puede codificar un polipéptido de interés terapéutico o un ARN no codificado
seleccionados en el grupo que comprende ARNsi, ribozima, ARNsh y ARN complementario.

Dicho polipéptido de interés terapéutico se puede seleccionar de entre, una citocina, una célula o receptor nuclear,
un ligando, un factor de coagulacion, la proteina CFTR, la insulina, la distrofina, una hormona de crecimiento, una
enzima, un inhibidor enzimatico, un polipéptido que tiene un efecto antineoplasico, un polipéptido que puede inhibir
una infeccion bacteriana, parasitaria o virica, en especial el VIH, una infeccion, un anticuerpo, una toxina, una
inmunotoxina, una subunidad de ARN polimerasa Il (en especial, la subunidad Rpb1 de ARN polimerasa Il, que
puede ser inhibida por la toxina a-amanitina) y un marcador.

Preferentemente, el producto de combinacién seguin la invencién puede formularse en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

En una forma de realizacion del producto de combinaciéon segun la invencién, dicho vector se administra antes de
dicha secuencia de ADN de interés.

La invencién también se refiere a un producto de combinacion segun la invencién, para su utilizaciéon para la
prevencion y/o tratamiento de enfermedades humanas o animales, en especial mediante la terapia génica.

Dichas enfermedades se pueden seleccionar del grupo constituido por enfermedades, que pueden mejorarse
mediante la administracion de por lo menos una secuencia de ADN de interés, como se describié anteriormente.

Por ejemplo, dichas enfermedades, asi como sus subtipos clinicos, biol6gicos o genéticos, se puede seleccionar del
grupo que comprende tipos de cancer y su predisposicién (especialmente cénceres de mama y colorrectal,
melanoma), hemopatias malignas (en especial leucemias, linfomas de Hodgkin y no hodgkinianos, linfomas,
mieloma), trastornos de la coagulacion y hemostasia primaria, hemoglobinopatias (anemia depranocitica y
especialmente talasemias), trastornos autoinmunitarios (incluyendo el lupus eritematoso diseminado y la
esclerodermia), las enfermedades cardiovasculares (en especial, trastornos del ritmo cardiaco y de la conduccién, y
la miocardiopatia hipertréfica), trastornos metabdlicos (especialmente diabetes mellitus de tipo | y tipo Il y sus
complicaciones, dislipidemia, aterosclerosis y sus complicaciones, mucopolisacaridosis, enfermedades de
almacenamiento de glucégeno, fenilcetonuria), trastornos infecciosos (incluyendo el SIDA, hepatitis virica B, hepatitis
virica C, la gripe y otras enfermedades viricas; botulismo, tétanos y otros trastornos bacterianos; el paludismo y otras
enfermedades parasitarias), trastornos musculares (incluyendo la distrofia muscular de Duchenne y la distrofia
muscular miotdnica de Steinert), enfermedades respiratorias (especialmente la fibrosis quistica y la carencia de
antitripsina o-1), enfermedades renales (especialmente la enfermedad renal poliquistica), las enfermedades
hepaticas (incluyendo la cirrosis, la enfermedad de Wilson, la hepatotoxicidad debida a la a-amanitina,
hepatotoxicidad relacionada con los farmacos), trastornos colorrectales (incluyendo la enfermedad de Crohn y la
colitis ulcerosa), trastornos oculares especialmente enfermedades retinianas (especialmente la amaurosis de Leber,
la retinitis pigmentosa, la degeneracion macular por la edad), trastornos del sistema nervioso central (especialmente
la enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, la esclerosis multiple, la enfermedad de Huntington, la
neurofibromatosis, la adrenoleucodistrofia, la enfermedad bipolar, la esquizofrenia y el autismo), y trastornos de la
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piel y del tejido conjuntivo (especialmente el sindrome de Marfan y la psoriasis).
En una forma de realizacion, el producto de combinacion de la invenciéon comprende:

— por lo menos un vector que comprende y expresa una molécula de acido nucleico segun la invencién y/o un
grupo de moléculas de &cido nucleico segun la invencién, en el que dicho dominio catalitico de una ARN
polimerasa dependiente de ADN es un dominio catalitico de una ARN polimerasa dependiente de ADN
bacteriofagico, en especial de una de ARN polimerasa dependiente de ADN de bacteriéfagoT7;y

— por lo menos una secuencia de ADN de interés, en el que dicha secuencia de ADN esta funcionalmente unida
a un activador por dicho dominio catalitico de una ARN polimerasa dependiente de ADN bacteriofagico, en
especial de una ARN polimerasa dependiente de ADN de bacteriéfago T7, en la que dicha secuencia de ADN
de interés codifica la subunidad Rpb de ARN polimerasa Il, que puede ser inhibida por la toxina a-amanitina.

La invencién también se refiere a este producto de combinacién para su utilizacién para la prevenciéon y/o
tratamiento de la hepatotoxicidad humana o animal debida a la a-amanitina, por medio de terapia génica.

La invencion también se refiere a un procedimiento para producir la enzima hibrida segun la invencion que
comprende la etapa de expresar en por lo menos una célula anfitriona dicha molécula de acido nucleico o dicho
grupo de moléculas de acido nucleico que codifican la enzima hibrida de la invencién en condiciones que permiten la
expresion de dicha(s) molécula(s) de acido nucleico en dicha célula anfitriona.

La invencion también se refiere a un procedimiento para producir la enzima hibrida segun la invencién comprende
las etapas siguientes:

- expresion de una parte de dicho grupo de moléculas de acido nucleico que codifica una enzima hibrida de la
invencion en una primera célula anfitriona en condiciones que permiten la expresién de dichas moléculas de
acido nucleico en dicha célula anfitriona, para obtener una primera parte de la enzima hibrida de la invencion;

- expresion de la otra parte de dicho grupo de moléculas de acido nucleico que codifica la enzima hibrida de la
invencion en una segunda célula anfitriona en condiciones que permiten la expresion de dichas moléculas de
acido nucleico en dicha célula anfitriona para obtener una segunda parte de la enzima hibrida de la invencién;

y

- montaje de dicha primera parte y dicha segunda parte para obtener la enzima hibrida de la invencién.
Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 representa un ensayo de expresion del gen indicador de luciferasa de luciérnaga, que se utiliz6 para
controlar los rendimientos de traduccién desencadenados por una enzima hibrida segun la invencién, la NP868R-
T7ARNP. Los plasmidos pNP868R-T7ARNP o pT7ARNP se co-transfectaron con el plasmido de luciferasa pT7p en
las células humanas HEK-293 cultivadas. La expresion de las enzimas NP868R-T7ARNP y T7ARNP es conducida
por el activador del CMV dependiente de ARN polimerasa Il de los plasmidos correspondientes. Las enzimas
NP868R-T7ARNP y T7ARNP, a su vez, cabe esperar que inicien la transcripcion en el activador T7 del plasmido
pT7p-gen indicador de luciferasa. Si las actividades enzimaticas tanto de la caperuza del ARNm como de ARNP
dependiente del ADN de las enzimas NP868R-T7ARNP se conservan, deben sintetizarse ARNm de luciferasa con
estructuras de caperuza m7Gppme, que se pueden traducir en la proteina luciferasa de luciérnaga y detectarse por
andlisis de luminiscencia celular. Por el contrario, cabe esperar que la enzima T7ARNP sintetice moléculas de ARN
sin caperuza m’GpppN en el terminal 5', que por consiguiente estan mal traducidas.

La figura 2 (A-B) representa las cartografias fisicas de los plasmidos pNP868R-T7ARNP y pT7ARNP. Las
cartografias fisicas de (A) plasmido pT7ARNP, que codifica la T7 ARN polimerasa dependiente de ADN
bacteriofagico natural, (B) plasmidos pNP868R-T7ARNP, que codifican una fusion entre las enzimas NP868R que
forman caperuza para contra el ARNm (virus de la peste porcina africana) y la T7 ARN polimerasa dependiente de
ADN bacteriofagico natural (bacteriéfago T7), mediante un enlazador flexible (GlysSer)s. Estos dos plasmidos tienen
el mismo disefo: activador de CMV, secuencia Kozak seguida de los marcos abiertos de lectura (ORF) de NP868R-
T7ARNP o T7ARNP, serial de poli[A], terminador T® de la transcripcion de la ARN polimerasa del bacteriéfago, y la
sefal de poliadenilacion de SV40.

La figura 3 (A-C) representa las cartografias fisicas de los plasmidos deL gen indicador de luciferasa de luciérnaga.
(A) pT7p-Luciferasa: se disefié para ensayar la actividad de las enzimas NP868R-T7ARNP y la T7ARNP. Consta de
una serie de activadores de ARN polimerasa (activadores ARNP de los bacteriéfagos T7, T3 y SP6, seguido del
activador ribosémico rrnDI de E. coli), una secuencia de operador Lac, todo el ORF de la luciferasa de luciérnaga,
sefial de poli[A], una secuencia que codifica la ribozima de la hepatitis D para la autoescision del ARN y el
terminador T® en el eje central de pET-22b(+), (B) pT7p-Luciferasa digerido con BamHI: en el que se interrumpe la
conexion fisica entre el ORF de la luciferasa y la serie de activadores por la digestion con enzimas que forman
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caperuza. Este plasmido se utiliz6 como referencia negativa. Las flechas indican los puntos de digestion. (C) pCMV-
Luciferasa: en la que todo el ORF de la luciferasa de luciérnaga esta bajo el control del activador de CMV. Este
plasmido se utiliza como un comparador positivo.

La figura 4 (A-C) muestra la expresion del gen indicador de luciferasa de luciérnaga después de transfeccion del
plasmido en las células HEK-293. Las células HEK-293 se cultivaron y transfectaron como se describio
anteriormente. Las células se transfectaron ya sea con el pNP868R-T7ARNP o los plasmidos pT7ARNP (0,4 ug de
ADN/pocillo y 1ul/pocillo de Lipofectamina 2000), y/o el pT7p-luciferasa, pT7p-luciferasa digerido con BamHI, o
pCMV-T7ARNP (0,4 pug de ADN/pocillo y 1 pl/pocillo de Lipofectamina 2000) o ninguno. La luminiscencia de la
luciferasa de luciérnaga se ensay0 en los tiempos puntuales seleccionados utilizando el Luciferase Assay System
(Promega, Madison WI, EE.UU.). Para normalizar la eficiencia de transfeccion, las células se transfectaron también
con el plasmido pORF-eSEAP, que codifica la fosfatasa alcalina placentaria segregada (SEAP) que se ensay6 en
medio de cultivo celular utilizando el kit de ensayo enzimatico colorimétrico Quanti-azul (InvivoGen, San Diego, CA).
La expresién del gen indicador se expresé como la luminiscencia de luciferasa en las células estudiadas restada de
la luminiscencia en las células tratadas so6lo con el reactivo de transfeccion (URL; unidades relativas de luz), a
continuacion, dividida por la relacion de absorbancia de SEAP (DO, densidad o6ptica). Se realizaron dos repeticiones
independientes de este experimento. Las barras de desviaciones representan la desviaciéon estandar de la media
(SEM). Se realizaron andlisis estadisticos utilizando la preba de la t de Student de dos colas. (A) Expresion del gen
indicador de luciferasa de luciérnaga en pNP868R-T7ARNP/pT7p-Luciferasa, las células transfectadas con
pT7ARNP/pT7p-Luciferasa y pCMV-luciferasa. Células transfectadas con el pNP868R-T7ARNP/pT7p-Luciferasa y
los plasmidos pCMV-Luciferasa presentan sefnales 23 y 33 veces mayores que las células transfectadas junto con
pT7ARNP/pT7p-Luciferasa, respectivamente (*p<0,05). (B) Expresion del gen indicador de luciferasa de luciérnaga
para las células transfectadas con pT7ARNP/pT7p-Luciferasa, pT7p-luciferasa digerido con pT7ARNP/BamHI
(*p<0,05) y otras condiciones de referencia (pT7ARNP solo, pT7p-luciferasa digerido o no solo, o s6lo reactivo de
transfeccion). (C) Expresion del gen indicador de luciferasa de luciérnaga para el pNP868R-T7ARNP/pT7p-
Luciferasa, pNP868R-T7ARNP/pT7p-luciferasa digeridos con BamHI (*p<0,05) y otras condiciones de referencia
(pPNP868R-T7ARNP solo, pT7p-luciferasa digerido o no solo, o sdlo reactivo de transfeccion).

La figura 5 (A-C) representa la expresion del gen indicador de luciferasa de luciérnaga de células HEK-293
transfectadas tratadas con a-amanitina. (A) Diagrama esquematico del ensayo. Para el plasmido pCMV-luciferasa (la
expresion de la luciferasa es conducida por el activador de CMV dependiente de ARN polimerasa 1l), se afadié a-
amanitina al medio celular (a 0 o 20pg/ml) al mismo tiempo a la transfeccion celular. Para los plasmidos pNP868R-
T7ARNP/pT7p-Luciferasa, una primera transfecciéon con el plasmido pNP868R-T7ARNP (la expresiéon de NP868R-
T7ARNP es conducida por el activador de CMV dependiente de ARN polimerasa Il) se llev6 a cabo 24 horas antes
de la adicion de a-amanitina al medio celular (en concentraciones que oscilan entre 0 y 20ug/ml) y una segunda
transfeccion con el plasmido pT7p-luciferasa. Se realizaron dos repeticiones de estos experimentos. Las barras de
desviaciones representan la desviacion estandar de la media (SEM). El analisis estadistico se realiz6 como se
describié anteriormente. (B) a-amanitina suprimié casi completamente la expresién del gen indicador de luciferasa
de las células transfectadas con el plasmido pCMV-luciferasa; *p<0,05) (C) a-amanitina activé so6lo una leve
disminucion de la senal de la expresion de luciferasa en las células transfectadas con los plasmidos pNP868R-
T7ARNP/pT7p-luciferasa (*p<0,05), lo que por consiguiente, sugieren que la transcripcion por la enzima NP868R-
T7ARNP es dependiente de su resto T7 ARN polimerasa dependiente de ADN bacteriofagico.

La figura 6 (A-C) representa ensayos de viabilidad celular, citotoxicidad y apoptosis de las células HEK-293
transfectadas. Las células se cultivaron y transfectaron como anteriormente con los plasmidos pNP868R-pT7ARNP
o T7ARNP. La viabilidad celular, citotoxicidad y apoptosis se evaluaron en los tiempos puntuales seleccionados
utilizando el ensayo ApoTox-Glo Triplex. Se realizaron dos repeticiones de este experimento. Las barras de
desviaciones representan la desviacion estandar de la media (SEM). Los niveles de viabilidad celular, citotoxicidad y
apoptosis se expresaron como la sefial de luminiscencia/fluorescencia en las células estudiadas restada de
luminiscencia/fluorescencia en las células no tratadas. El analisis estadistico se realiz6 como anteriormente. El
reactivo de transfeccion (es decir, Lipofectamina 2000), con o sin ADN plasmido, perjudica la viabilidad celular, la
citotoxicidad y la apoptosis. Sin embargo, no se observd ninguna diferencia estadisticamente significativa entre las
células transfectadas con el plasmido pNP868R-y el plasmido T7ZARNP para (A) los niveles de viabilidad celular, en
todos los tiempos puntuales, excepto en el dia 1 (prueba de la t de Student de dos colas, *p<0,05 ), (B) niveles de
citotoxicidad en todos los tiempos puntuales, o (C) niveles de apoptosis en todos los tiempos puntuales.

La figura 7 (A-D) representa las cartografias fisicas de los plasmidos utilizados para las enzimas monoméricas
NP868R-T3ARNP e hibridas NP868R-SP6ARNP. Cartografias fisicas de: (A) plasmido pT3ARNP, que codifica el T3
ARN polimerasa dependiente de ADN bacteriofagico, (B) plasmido pSP6 ARNP, que codifica la SP6 ARN
polimerasa dependiente de ADN bacteriofagico, (C) plasmido pNP868R-T3ARNP, que codifica una fusion entre la
enzima que forma caperuza para el ARNm del virus de la fiebre porcina africana NP868R y la T3 ARN polimerasa
dependiente del ADN bacteriofagico, mediante enlazador (GlysSer)4 flexible, (D) plasmido pNP868R-SP6ARNP, que
codifica una fusion entre la enzima que forma caperuza para el ARNm del virus de la peste porcina africana NP868R
y la SP6 ARN polimerasa dependiente del ADN bacteriofagico, mediante el enlazador (GlysSer)4 flexible. Estos dos
plasmidos tienen el mismo disefio: activador de CMV, secuencia de Kozak seguida por los ORF, sefal de poli[A],
terminador T® para la transcripcion de ARN polimerasa bacteriofagica y sefal de poliadenilacién de SV40.
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La figura 8 representa la expresién del gen indicador de la luciferasa por las enzimas monomérica NP868R-T3ARNP
e hibrida NP868R-SP6ARNP. La transfeccion y el ensayo de luciferasa se realizaron como se describid
anteriormente. La expresion del gen indicador se expres6 como la luminiscencia de la luciferasa en las células
estudiadas restada de la luminiscencia en las células tratadas solo con el reactivo de transfeccién (ULR, unidades
relativas de luz), dividida a continuacién por la relacién de absorbancia de SEAP (DO, densidad éptica). Se
realizaron cuatro repeticiones de este experimento. Las barras de desviaciones representan la desviacion estandar
de la media (SEM).

La figura 9 (A-C) representa la estructura esquematica de enzimas hibridas heterodimérica y heterotrimérica. (A)
Enzima heterodimérica RR1234L.-NP868R/EE1234L.-T7ARNP. Se afiadieron las cremalleras de leucina EE1234L (acida)
y RRi234L (basica) a los extremos de los terminales amino de NP868R y T7 ARN polimerasa, respectivamente, que
interactdan para formar un heterodimero; (B) Enzima heterodimérica D12L/D1R-T7ARNP CCPP. La subunidad D1R
de la enzima que forma caperuza para el ARNm del virus vacunal se fusiona con el extremo del terminal amino de la
T7 ARN polimerasa de una sola unidad. Cuando se expres6 junto con la subunidad D12L de la enzima que forma
caperuza para el ARNm, D1R-T7ARNP forma un heterodimero denominado D12L/D1R-T7ARNP. Para simplificar,
no se muestra el otro montaje, es decir, la enzima hibrida D1R/D12L-T7ARNP; (C) enzima hibrida heterotrimérica
D12L/RR1234L-D1R/EE+234L-T7ARNP. Las cremalleras de leucina EE+234L (4cida) y RRi234L (basica) se anadieron a
los extremos de los terminales amino de D1R y T7 ARN polimerasa, respectivamente. La coexpresién de RR1234L-
D1R junto con EE1234L-T7ARNP y la subunidad D12L de la enzima que forma caperuza para el ARNm del virus
vacunal forman un heterotrimero. Para simplificar, no se muestra el otro montaje, es decir, la enzima hibrida
D1R/RR1234L-D12L/EE+234L-T7ARNP. Las flechas abiertas indican la unién de la cremallera de leucina en orientacion
antiparalela. Las flechas negras indican otros tipos de interaccién de proteinas.

La figura 10 (A-H) representa cartografias fisicas de los plasmidos utilizados para enzimas hibridas heterodiméricas
y heterotriméricas. Cartografias fisicas de (A) plasmido pD1R, que codifica D1R, la subunidad grande de la enzima
que forma caperuza para el ARNm de la vacuna, (B) plasmido pD12L, que codifica el D12L, la pequena subunidad
de la enzima que forma caperuza para el ARNm de la vacuna, (C) plasmido pRR1234L -NP868R, que codifica la la
cremallera de leucina RRi234L fusionada al extremo del terminal amino de NP868R, la enzima que forma caperuza
para el ARNm del virus de la peste porcina africana, (D) plasmido pRRi23:L-DLR, que codifica la cremallera de
leucina RR1234L fusionado con la extremo del terminal amino de D1R, la subunidad grande de la enzima que forma
caperuza para ARNm de la vacuna, (E) plasmido pRR1234L-D12L, que codifica la de cremallera de leucina RRy234L
fusionado al extremo del terminal amino de D12L, la subunidad pequefa de la enzima que forma caperuza para el
ARNm de la vacuna, (F) plasmido pEE123:L-T7ARN, que codifica la cremallera de leucina pEE1234L fusionado a la T7
ARN polimerasa dependiente del ADN bacteriofagico, (G) plasmido pD1R-T7ARNP, que codifica una fusién entre la
subunidad grande de la enzima que forma caperuza para el ARNm de la vacuna y la T7 ARN polimerasa
dependiente del ADN bacteriofagico, mediante el enlazador (GlysSer)4 flexible, (H) plasmido pD12L-T7ARNP, que
codifica una fusion entre la subunidad pequefia de la enzima que forma caperuza para el ARNm de la vacuna 'y T7
ARN polimerasa dependiente de ADN bacteriofagico, mediante el enlazador (GlysSer)s flexible. Todos estos
plasmidos tienen el mismo disefo: activador de CMV, secuencia de Kozak seguida de los ORFs, sefial de poli[A],
terminador T® para la transcripcion de ARN polimerasa bacteriofégica, y sefal de poliadenilacion de SV40.

La figura 11 representa la expresion del gen indicador de luciferasa para las enzimas hibridas heterodiméricas
RR1234L-NP868R/EE1234L-T7ARNP. Las células HEK-293 se cultivaron y transfectaron como se describié
anteriormente. Las células se transfectaron ya sea con los plasmidos correspondientes (0,4 ug de ADN/pocillo y 1
pl/pocillo de lipofectamina 2000) y pT7p-luciferasa, o pCMV-T7ARNP 0,4 ug de ADN/pocillo y 1 pl/pocillo de
lipofectamina 2000).La expresién del gen indicador se expresa como la luminiscencia de luciferasa en las células
estudiadas restada de la luminiscencia en las células tratadas solo con el reactivo de transfeccion (ULR, unidades
relativas de luz), dividida a continuacién por la relacién de absorbancia de SEAP (DO, densidad oéptica). Se
realizaron cuatro repeticiones de este experimento. Las barras de desviaciones representan la desviacion estandar
de la media (SEM).

La figura 12 representa la expresion del gen indicador de luciferasa por las enzimas heterodimérica D1R/D12L-
T7ARNP e hibrida D12L/D1R-T7ARNP. La transfeccién y ensayo con luciferasa se realizaron como se describié
anteriormente. La expresion del gen indicador se expresa como la luminiscencia de la luciferasa en las células
estudiadas restada de la luminiscencia en las células tratadas solo con el reactivo de transfeccién (ULR, unidades
relativas de luz), dividida a continuacién,por la relacion de absorbancia de SEAP (DO, densidad oéptica). Se
realizaron dos repeticiones de este experimento. Las barras de desviaciones representan la desviacion estandar de
la media (SEM).

La figura 13 representa la expresion del gen indicador de la luciferasa por las enzimas heterotrimérica D1R/RR1234L-
D12L/EE1234L.-T7ARNP e hibrida D12L/RR1234L-DIR/EE1234-T7ARNP. La transfeccion y el ensayo con luciferasa se
realizaron como se describié anteriormente. La expresién del gen indicador se expresé como la luminiscencia de la
luciferasa en las células estudiadas restada de la luminiscencia en las células tratadas solo con el reactivo de
transfeccion (ULR, unidades relativas de luz), dividida a continuacion por la relacion de absorbancia de SEAP (DO,
densidad Optica). Se realizaron dos repeticiones de este experimento. Las barras de desviaciones representan la
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desviacién estandar de la media (SEM).

La figura 14 representa la expresion del gen indicador de la luciferasa por las enzimas hibridas monoméricas
NP868R-SP6ARNP en presencia de los ARNsi conducidos a la subunidad grande de la ARN polimerasa Il
(POL2AR) o la enzima que forma caperuza humana (RNGTT). La transfeccién y el ensayo con luciferasa se
realizaron como se describié anteriormente, excepto que los ARNsi a una concentracion final 25 nM se afadieron al
reactivo de transfeccion. Los ARNsi S104364381, SI104369344, S104250162 y Sl04354420 se dirigieron al gen
POLR2A, mientras que los ARNsi S100055986, S103021508, SI00055972 y S100055979 se dirigieron a RNGTT. La
expresion del gen indicador se expresé como la luminiscencia de la luciferasa en las células estudiadas restada de
la luminiscencia en las células tratadas so6lo con el reactivo de transfeccion (ULR, unidades relativas de luz), a
continuacion, dividida por la relacién de absorbancia de SEAP (DO, densidad optica). Se realizaron dos repeticiones
de este experimento. Las barras de desviaciones representan la desviacion estandar de la media (SEM).

La figura 15 representa la actividad del efecto de la dosis de los ARNsi conducidos a la subunidad grande de la ARN
polimerasa Il (POL2AR) y la enzima que forma caperuza humana (RNGTT). La transfeccion y ensayo de luciferasa
se realizaron como se describié anteriormente, excepto que los ARNSsi se afadieron a una concentracion que oscila
entre 0 y 100 nM para el reactivo de transfeccion. Los ARNsi SI04369344 y SI00055972 se dirigieron a los genes
POLR2A y RNGTT, respectivamente. La expresién del gen indicador se expresa como la luminiscencia de la
luciferasa en las células estudiadas restada de la luminiscencia en las células tratadas sélo con el reactivo de
transfeccion (ULR, unidades relativas de luz), a continuacién, dividida por la relacién de absorbancia de SEAP (DO,
densidad Optica). Se realizaron tres repeticiones de este experimento. Las barras de desviaciones representan la
desviacién estandar de la media (SEM).

La presente invencion se explicard con detalle con ejemplos a continuacién, pero el alcance técnico de la presente
invencion no se limita a estos ejemplos.

Ejemplos
Ejemplo 1 - Ejemplo de enzima hibrida monomérica activa NP868R-T7ARNP
I. Plasmidos

Se ha sintetizado un plasmido, que codifica las fusiones entre NP868R, la enzima que forma caperuza para el
ARNm del virus de la peste porcina africana, y la ARN polimerasa dependiente del ADN bacteriofagico natural del
bacteriéfago T7. La enzima que forma caperuza se fusioné al extremo del terminal amino de la T7 ARN polimerasa
mediante un enlazador (GlysSer)s. El plasmido pNP868R-T7ARNP se utilizd para evaluar la actividad de la enzima
codificada por un ensayo de expresion del gen indicador de luciferasa de luciérnaga (figura 1). En resumen, los
plasmidos pNP868R-T7ARNP y pT7p-luciferasa se co-transfectaron en las células HEK-293 humanas cultivadas. La
expresion de la enzima NP868R-T7ARNP es conducida por el activador de CMV dependiente de la ARN polimerasa
Il del plasmido correspondiente. La enzima NP868R-T7ARNP, a su vez, cabe esperar que inicie la transcripcion del
plasmido pT7p-luciferasa en su activador T7. Si se conservan ambas actividades enzimaticas de la enzima NP868R-
T7ARNP que forma caperuza para el ARNm y ARNP dependiente del ADN, el ARNm de luciferasa que tiene
estructuras con caperuza m’GpppGm deben sintetizarse, que a su vez puede traducirse en la proteina luciferasa de
luciérnaga y detectarse por el ensayo de luminiscencia celular. Ademas, el plasmido pNP868R-T7ARNP se utilizd
para investigar la distribucion celular de la enzima, asi como la viabilidad celular, la citotoxicidad y la apoptosis
relacionada con la expresion de la enzima en las células HEK-293.

El plasmido que codifica las enzimas NP868R-T7ARNP y T7ARNP (T7 ARN polimerasa) se sintetizé6 en cuatro
etapas por AG GeneArt (Regensburg, Alemania). La secuencia de la proteina codificada por plasmido pT7ARN
corresponde a la SEC. ID. n° 19. La secuencia de la proteina codificada por el plasmido pNP868R-T7ARNP
corresponde a la SEC. ID. n® 20. En primer lugar, un fragmento de ADN que contiene el activador de la T7 ARN
polimerasa y el sitio de clonacién multiple (MCS) se retirdé del plasmido pCMV-Script (Stratagene, La Jolla, CA,
EE.UU.). En segundo lugar, se introdujo un casete en el plasmido entre su activador de CMV y la sefal de
poliadenilacién de SV40 pCMV-Script. Este casete constaba de la estructura en horquilla del operador Lac (Gilbert y
Maxam 1973), un MCS, un poly[A]-tract, y una sefal de terminador en horquilla T® de clase | (Lyakhov, He et al.
1997). En tercer lugar, la secuencia de consenso de Kozak para el inicio de la traduccién (Kozak, 1987), seguido por
el marco de lectura abierto (ORF) completo de las enzimas NP868R-T7ARNP o T7ARNP se montaron en
oligonucledtidos sintéticos utilizando un procedimiento basado en la RCP, se clonaron y se verifico toda la
secuencia. El ORF de la NP868R-T7ARNP (SEC. ID. n° 21) y de la ORF de la T7ARNP (SEC. ID. n° 22) se
optimizaron alterando la utilizacién de codones preferidos, eliminando los elementos que actian en cis tales como
sitios de corte y empalme cripticos y sefiales de poli(A), asi como mejorando la estabilidad del ARNm por
eliminacion de repeticiones directas y elementos con estructura secundaria. En cuarto lugar, la totalidad de los ORFs
de cada NP868R-T7ARNP o T7ARNP se subclonaron en el MCS del casete, dando como resultado el plasmido
pNP868R-T7ARNP y el plasmido pT7ARNP. Como consecuencia de la estrategia de construccion, se afiadieron dos
aminoacidos adicionales (Glu, Phe) inmediatamente corriente abajo al ATG de la secuencia de Kozak, se anadieron
otros dos inmediatamente corriente arriba del enlazador (GlysSer)4 (Gly, Pro), y dos inmediatamente corriente abajo
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de este enlazador (Leu, Glu) de la enzima NP868R-T7ARNP. Por ultimo, los plasmidos pNP868R-T7ARNP y
pT7ARNP tenian el siguiente disefio (figuras 2A y 2B): activador de CMV, secuencia de Kozak seguido por los ORF
de NP868R-T7ARNP o T7ARNP, senal de poli[A], terminador T® para la transcripcion de ARN polimerasa
bacteriofagica y la sefial de poliadenilacion de SV40.

En Eurofins/MWT/Operon (Ebersberg, Alemania) se sintetizarondos plasmidos que codifican el gen indicador de
luciferasa de luciérnaga. El plasmido pET-22b(+)ARNPp-luciferasa (denominado pT7p-luciferasa en lo sucesivo) se
diseno para ensayar la actividad de la enzima hibrida segun la invencién. Una secuencia de prueba se introdujo en
el eje central del pET-22b(+) (Novagen, San Diego, CA, EE.UU.), que consistia en una serie de activadores de ARN
polimerasa (activadores de ARNP de los bacteriéfagos T7, T3 y SP6, seguido por el activador ribosédmico rrnDI de E.
coli), una secuencia con estructura en horquilla del operador Lac, toda la ORF de la luciferasa de luciérnaga, un
sefial de poli[A], una secuencia que codifica la ribozima de la hepatitis D para autoescision del ARN (Conzelmann y
Schnell 1994; Garcin, Pelet et al., 1995; Bridgen y Elliott 1996; Schurer, Lang et al. 2002;. Walker, Avis et al. 2003) y
el terminador T® para la transcripcion de la ARN polimerasa del bacteriéfago (figura 3A). Una version del plasmido
pT7p-Luciferasa digerida con BamHI, que interrumpe la conexion fisica entre la ORF de luciferasa y el activador de
T7, se utilizé también como referencia negativa (figura 3B). Por otra parte, el plasmido pCMV-luciferasa, que se
utilizé como comparador activo, contenia luciferasa de luciérnaga corriente abajo al activador de CMV dependiente
de ARN polimerasa Il del plasmido pCMV-Script (figura 3C).

Il. Cultivo celular y transfeccién

Células 293 de rifién embrionario humano (HEK-293, ATCC CRL 1573) se cultivaron a 37°C con 5% de CO.. Las
células se mantuvieron en medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) enriquecido con L-alanil-L-glutamina
3,97 mM (sustituida en base equivalente molar de L-glutamina), 10% de suero bovino fetal (FBS), 1% de
aminoacidos no esenciales, 1% de penicilina y estreptomicina y 0,2% de fungizona.

El dia antes de la transfeccion, se sembraron células HEK-293 en placas de 24 pocillos a densidades de
aproximadamente 8 x 10* células por pocillo. Una hora antes de la transfeccién, el medio se cambié a medio
completo fresco sin antibiéticos. Se realizaron transfecciones con Lipofectamina 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EE.UU.) segun las recomendaciones del fabricante. En resumen, ADN plasmido, diluido en medio de suero reducido
con Opti-MEM | (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) y mezclado con Lipofectamina 2000, se afiadié al medio celular.
Después de la transfeccion, las células se incubaron hasta 120 horas antes de la prueba para la expresion del gen
indicador de la luciferasa y SEAP.

Las células se transfectaron junto con el pT7ARNP o pNP868R-T7ARNP (0,4 ug de ADN/pocillo y 1pl/pocillo de
Lipofectamina 2000), junto con el plasmido indicador pT7p-luciferasa (0,4 pug de ADN/pocillo y ul/pocillo d
Lipofectamina 2000). Se utilizé una serie de otras condiciones de transfeccién como referencias negativos e incluia:
(a) la misma co-transfeccién que antes, excepto que el pT7p-luciferasa fue digerido por la enzima que forma
caperuza BamHlI, lo que interrumpe la conexion fisica entre el ORF de la luciferasa y la activador de T7, (b) los
plasmidos pNP868R-T7ARNP o pT7ARNP solos, (c) el plasmido indicador pT7p-luciferasa digerido o no solo, (d) el
reactivo de transfeccién solo (es decir, Lipofectamina 2000). Las células también se transfectaron con el plasmido
pORF-eSEAP (InvivoGen, San Diego, CA; utilizado para normalizar la eficacia de la transfeccién), asi como con el
plasmido pCMV-T7ARNP (utilizado como comparador activo).

Ill. Luminiscencia de la luciferasa de luciérnaga y ensayos colorimétricos con SEAP

La luminiscencia de la luciferasa de Iuciérnaga se ensaydé con el Luciferase Assay System segin las
recomendaciones del fabricante (Promega, Madison WI, EE.UU.). En resumen, se lisaron células HEK-293 en
tampon de lisis Cell Culture Lysis Reagent (CCLR), y después se centrifugaron a 12.000 x g durante 2 minutos a
4°C. Luciferase Assay Reagent (Promega; 100 ul/pocillo) se afadié al sobrenadante (20 pl/pocillo). La lectura de
luminiscencia se tom6 en un lector luminémetro (Fluostar; BMG Labtech, Offenburg, Alemania) segun las
instrucciones del fabricante.

Se utilizé la expresion del plasmido pORF-eSEAP para normalizar la eficiencia de la transfeccién. Este plasmido
codifica la fosfatasa alcalina placentaria segregada (SEAP), cuya actividad enzimatica se ensayé en el medio de
cultivo celular utilizando el kit de ensayo enzimatico colorimétrico Quanti-Blue (InvivoGen, San Diego, CA) en los
tiempos puntuales seleccionados. La expresion del gen indicador se expres6 como la luminiscencia de la luciferasa
en las células estudiadas restada de la luminiscencia en las células tratadas s6lo con reactivo de transfecciéon (URL;
unidades relativas de luz), a continuacion, dividida por la relacion de absorbancia de SEAP para normalizar la
eficacia de transfeccion (DO, densidad 6ptica).

IV. Andlisis estadistico

Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando la prueba de la t de Student de dos colas ajustada por
correccion de Holm-Bonferroni para pruebas multiples, si procede. Un valor p inferior a 0,05 se consideré como
significativo.
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V. Ensayo de expresién del gen indicador

Se utilizé un ensayo de luminiscencia indicador de luciferasa de luciérnaga para evaluar la traducibilidad del ARNm
generado por la enzima hibrida segun la invencién o la enzima T7ARNP. La cotransfeccion de los plasmidos
pT7ARNP y pT7p-luciferasa activo la sefnal de expresion de la luciferasa baja pero detectable en comparacion con
las células cotransfectadas con la version digerida con pT7ARNP/BamHI del plasmido pT7p-luciferasa (que por lo
tanto, demuestran que la expresion de gen indicador de luciferasa es conducida por el activador del bacteriéfago T7;
figuras 4A y 4B). Esto esta de acuerdo con los informes publicados previamente, que han demostrado que la
T7ARNP expresada en células eucariotas puede sintetizar moléculas de ARN que estan mal traducidas debido a su
ausencia de caperuza en 5' (Fuerst, S. et al. 1986;. Chen, Li et al. 1994). También se observ6 una reduccidn drastica
de la senial de la expresién del gen de luciferasa de luciérnaga cuando la transfeccion se llevé a cabo sin el plasmido
pT7ARNP (lo que confirma que la expresién de luciferasa requiere la presencia de T7ARNP) o el plasmido pT7p-
luciferasa (lo que confirma la especificidad de la sefial de luminiscencia ), 0 ambas.

El plasmido pNP868R-T7ARNP se transfectd junto con el plasmido de luciferasa-pT7p y se prob6 en las mismas
condiciones que anteriormente. En el maximo, se observo la sefal de expresion de luciferasa aproximadamente 23
veces mayor con pNP868R-T7ARNP/pT7p-Luciferasa que con los plasmidospT7ARNP/pT7p-Luciferasa (figura 4A).
La especificidad de los resultados anteriores se confirm6 por la co-transfeccion de la version digerida con BamHI del
plasmido pT7p-luciferasa, asi como la transfeccién por los plasmidos pNP868R-T7ARNP o pT7p-Luciferasa digerido
o no solo, lo que dio la senal de expresion luciferasa drasticamente reducida (figura 4C). En el maximo, la
cotransfeccion de los plasmidos pNP868R-T7ARNP/pT7p-Luciferasa dio el 72% de la sefial de expresion de
luciferasa de la del plasmido pCMV-T7ARNP (figura 4A).

En resumen, se ha demostrado la actividad de la enzima hibrida NP868R-T7ARNP segun la invencion codificada por
el plasmido pNP868R-T7ARNP utilizando un ensayo de luminiscencia indicador de luciferasa de luciérnaga. La
especificidad de los presentes descubrimientos se apoya en una serie de controles, lo que sugiere que tanto la
caperuza del ARNm como las actividades enzimaticas de ARN polimerasa dependiente del ADN de la enzima
NP868R-T7ARNP se conservan cuando se expresan en células HEK-293.

VI. Ensayo de la expresion del gen indicador en células tratadas con a-amanitina

Para demostrar aun méas que la transcripcion por pNP868R-T7ARNP depende de su resto T7 ARN polimerasa
dependiente de ADN bacteriofagico, también se llevaron a cabo ensayos de transfeccion génica en células tratadas
con a-amanitina. a-amanitina es un inhibidor especifico de la ARN nuclear polimerasa Il (Jacob, Sajdel et al. 1970;
Kedinger, Gniazdowski et al. 1970; Lindell, Weinberg et al. 1970), que une su subunidad Rpb1 (Bushnell, Cramer et
al. 2002). Por el contrario, a-amanitina no tiene ningun efecto sobre la transcripcién por la ARN polimerasa del
bacteriéfagoT7 que se utilizd para disefiar la enzima hibrida NP868R-T7ARNP segun la invencion (Kupper,
McAllister et al. 1973; Engleka, Lewis et al. 1998).

Para iniciar la expresion de la enzima NP868R-T7ARNP, que es conducida por el activador de CMV dependiente de
ARN polimerasa I, se transfectaron células con el pNP868R-T7ARNP 24 horas antes de la adicion de a-amanitina al
medio celular (en concentraciones que van de 0 a 20 yg/ml) y una segunda transfeccion con el plasmido pT7p-
luciferasa (figura 5A). Para el plasmido pCMV-luciferasa, las células se transfectaron simultdneamente y se trataron
con a-amanitina (a 0 o 20 pg/ml; figura 5A). La expresién del gen indicador se expresé como la luminiscencia de la
luciferasa en las células estudiadas restada de la luminiscencia en las células tratadas solo con el reactivo de
transfeccion (URL; unidades relativas de luz), dividida a continuacién por la relacién de absorbancia de SEAP para
normalizar la eficacia de transfeccion (DO, densidad 6ptica).

Como era de esperar, a-amanitina suprimidé casi completamente la expresion del gen indicador de luciferasa de
luciérnaga de las células transfectadas con pCMV-luciferasa (figura 5B). Por el contrario, sélo una disminucion leve
de la expresion de la luciferasa fue desencadenada por la a-amanitina a todas las concentraciones en las células
transfectadas con pNP868R-T7ARNP/pT7p-Luciferasa (figura 5C).

Los presentes descubrimientos, confirman por lo tanto que la transcripcion por la enzima NP868R-T7ARNP depende
de la actividad enzimatica de su resto de ARN polimerasa dependiente del ADN del bacteriéfago T7.

VII. Inmunofluorescencia

Se investigé la distribucién subcelular de la enzima NP868R-T7ARNP por inmunofluorescencia indirecta. Las células
HEK-293 se sembraron en placas de 24 pocillos a razéon de 8 x 10* células/pocillo, sobre cubreobjetos recubiertos
con poli-L-lisina (BD BioCoat; Bioscience, Mississauga, ON EE.UU.), a continuacion se transfectaron como se
describié anteriormente. Seis y 24 horas después de la transfeccion, las células se lavaron en solucién salina
tamponada con fosfato (PBS), y después se fijaron en paraformaldehido al 4% durante 15 minutos. Después de la
fijacion, las células se lavaron con PBS, y a continuacion se permeabilizaron durante 30 minutos en PBS que
contiene suero de cabra al 5% (Invitrogen), Triton X-100 al 0,1% y azida de sodio al 0,02%. Las células se incubaron
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durante la noche a 4°C con el anticuerpo monoclonal de ratéon producido contra la T7 ARN polimerasa (1:200,
Novagen). Después de un lavado extensivo con PBS, las células se incubaron durante 3 horas a temperatura
ambiente conanti-lgG de raton en cabra (Sigma-Aldrich) conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC). Los
nucleos celulares se tifieron con 4'-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) durante 5 minutos. Las células se lavaron a
continuacion y se montaron en el medio anti-destefiido Mowiol 4-88 (Calbiochem, Gibbstown, Nueva Jersey
EE.UU.). Las células se analizaron utilizando un microscopio de epifluorescencia con filtros adecuados.

Como era de esperar, se observo una senal débil pero detectable con FITC a las 6 y 24 horas en el citoplasma de
las células transfectadas con el plasmido pNP868R-T7ARNP, mientras que sus nucleos se tifieron con DAPI.

VIII. Ensayos de viabilidad celular, citotoxicidad y apoptosis

El ensayo ApoTox-Glo Triplex (Promega, Madison WI) se utilizd para investigar si la expresion de la enzima
NP868R-T7ARNP perjudica la viabilidad, o provoca toxicidad o apoptosis de las células transfectadas. Se analizaron
por fluorescencia dos actividades de la proteasa: una es un marcador de viabilidad celular (es decir, el sustrato del
péptido GF-AFC), y el otro es un marcador de citotoxicidad (es decir, el sustrato del péptido bis-AAF-R110). La
apoptosis se ensayd mediante el sustrato luminégeno caspasa-3/7, que contiene la secuencia DEVD de
tetrapéptido, en un reactivo optimizado para la actividad de la caspasa.

El cultivo de células y transfecciones se realizaron como anteriormente, excepto que las células HEK-293 se
sembraron en placas de 96 pocillos a densidades que van de 1,2 x 10* células por pocillo. Las células se
transfectaron con el plasmido pNP868R-T7ARNP, el plasmido pT7ARNP, o sélo reactivo de transfeccion. El ensayo
ApoTox-Glo Triplex se realizé6 segun las recomendaciones del fabricante. En resumen, en tiempos puntuales
seleccionados, se anadié a los pocillos el reactivo de viabilidad/citotoxicidad que contiene tanto sustrato GF-AFC
como sustratos bis-AAF-R110 y se incubd durante 30 minutos a 37°C, antes de la evaluacion de la viabilidad y la
citotoxicidad de la fluorescencia a dos series de longitudes de onda diferentes. El reactivo de la caspasa, se anadio
a continuacion a todos los pocillos, y se midié la luminiscencia después de 30 minutos de incubacion a temperatura
ambiente. El analisis estadistico se realiz6 como anteriormente. Los niveles de viabilidad celular, citotoxicidad y
apoptosis se expresaron como sefal de luminiscencia/fluorescencia en las células estudiadas restada de
luminiscencia/fluorescencia en las células no tratadas.

Como se informo anteriormente (Patil, Rhodes et al. 2004), la viabilidad celular, la citotoxicidad y la apoptosis fueron
afectadas de manera significativa en las células tratadas con el reactivo de transfeccién (es decir, Lipofectamina
2000), en comparacioén con las células no tratadas (figuras 6A, 6B y 6C). Como también cabia esperar, la viabilidad
celular, la citotoxicidad y la apoptosis fueron en general mas afectadas cuando se anadi6 ADN plasmidico a la
mezcla de transfeccion (figuras 6A, 6B y 6C). Sin embargo, en todos los tiempos puntuales estudiados, los
marcadores de viabilidad celular, citotoxicidad o apoptosis de las células transfectadas con el plasmido pNP868R-
T7ARNP no eran estadisticamente diferentes a los del plasmido pT7ARNP, excepto 24 horas después de la
transfeccion para la viabilidad celular sélo, lo que es debido posiblemente al riesgo solamente (figuras 6A, 6B y 6C,
prueba de la t de Student de dos colas para tiempos puntuales individuales, valor p <0,05).

En conclusién, ninguna diferencia obvia en la citotoxicidad, la viabilidad celular y la apoptosis y de la enzima
NP868R-T7ARNP se puede demostrar en comparacién con T7ARNP, que no tiene actividad enzimatica que forma
caperuza reconocida.

Ejemplo 2 - Ejemplos de enzimas hibridas monoméricas activas NP868R-T3ARNP y NP868R-SP6ARNP

Se han generado otros dos tipos de enzimas hibridas monoméricas segun la invencién, que consisten en NP868R,
la enzima que forma caperuza para ARNm monomérico del virus de la fiebre porcina africana, fusionado al extremo
del terminal amino de las ARN polimerasas dependientes de ADN de bacteriéfago monomérico T3 o SP6 natural,
mediante el enlazador flexible (GlysSer)a.

|. Procedimientos

Las secuencias utilizadas para generar dichas enzimas hibridas monoméricas se ensamblaron en oligonucle6tidos
sintéticos utilizando un procedimiento basado en la RCP, se clonaron y se verificd la secuencia completamente.
Estas secuencias se subclonaron en el plasmido pCMV-Script que contiene el casete de subclonacion descrito
anteriormente. Por dltimo, todos los plasmidos utilizados para la expresion tenian el disefio similar:
activador/activador potenciador IE1 de CMV, secuencia de Kozak seguida de los ORF, sefial de poli[A], terminador
T® de la transcripcion de ARN polimerasa bacteriofagica y sefial de poliadenilacion de SV40 y (Fiure 7 (A-D)).

Como consecuencia de la estrategia de subclonacién, se anadieron aminoécidos inmediatamente corriente abajo del
ATG de la secuencia Kozak codificada por los plasmidos (Glu-Phe-Leu-Glu para pT3ARNP y pSP6ARNP; Glu-Phe
para pNP868R-T3ARNP y pNP868R-SP6ARNP). Ademas, se afnadieron dos aminoacidos inmediatamente corriente
arriba (Gly-Pro para pNP868R-T3ARNP y pNP868R-SP6ARNP) o corriente abajo del enlazador (GlysSer)s (Leu-Glu
para pNP868R-T3ARNP y pNP868R-SP6ARNP).
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Se cultivaron células HEK-293 como se describié anteriormente en placas de 24 pocillos y se transfectaron
utilizando el reactivo Lipofectamina 2000, y los plasmidos apropiados (0,4 ug de ADN/pocillo, mas 1 pl/pocillo de
lipofectamina 2000, por plasmido transfectado). La luminiscencia de la luciferasa de luciérnaga se ensay6 como se
describié anteriormente utilizando el pT7p-luciferasa (que contiene también ambos activadores T3 y SP6) y el
Luciferase Assay System. Se utilizé la expresién del plasmido pORF-eSEAP para normalizar la eficacia de la
transfeccion como se describié anteriormente. Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando la prueba de la t de
Student de dos colas ajustada por la correccién de Holm-Bonferroni para multiples pruebas, si procede. Un valor de
p inferior a 0,05 se consideré como estadisticamente significativo.

Il. Resultados

Como se muestra en la figura 8, cuando se transfectaron junto con el plasmido indicador de luciferasa-pT7p, tanto
pNP868R-T3ARNP como NP868R-SP6ARNP muestran una fuerte sefial del gen indicador de luciferasa, que era 14
y 56 veces superior que pT3ARNP o pSP6RAP, respectivamente (p<0,001 para cada comparacion, la prueba t de
Student). La enzima NP868R-T3ARNP tiene 36% de actividad de la del plasmido pCMV-T7ARNP (p <0,001, prueba
de la t de Student), mientras que o la enzima heterodimérica NP868R-SP6ARNP presenta 1,1 veces la expresion del
gen indicador de luciferasa de la del plasmido pCMV-T7ARNP (diferencia no estadisticamente significativa, prueba
de la t de Student).

Estos resultados demuestran la actividad de diferentes tipos de enzimas hibridas monoméricas segun la invencion.
Ejemplo 3 - Ejemplos de enzimas hibridas diméricas y triméricas activas

Se han generado diferentes tipos de enzimas hibridas oligoméricas activas segun la invencion como se muestra en
la figura 9:

- Una enzima hibrida heterodimérica, que proviene del enlace no covalente entre la enzima que forma
caperuza NP868R monomérica contra el ARNm del virus de la peste porcina africana y la T7 ARN polimerasa
monomérica, mediante las cremalleras de leucina EE123:L y RRi234L, que forman la enzima hibrida RR1234L-
pNP868R/EE1234L-T7ARNP heterodimérica,

- dos enzimas hibridas heterodiméricas, obtenidas por fusion entre cada una de las dos subunidades de la
enzima que forma caperuza para el ARNm del virus vacunal (es decir, D1R o D12L) con la T7 ARN
polimerasa monomérica, mediante el enlazador flexible (GlysSer)s. Cada una de las proteinas de fusion se
expresan junto con la otra subunidad de la enzima que forma caperuza para el ARNm del virus de la vacuna,
con el fin de formar las enzimas hibridas D12L/D1R-T7ARNP y D1R/ D12L-T7ARNP heterodiméricas,

- Dos enzimas hibridas heterotriméricas, que se generan por fusién de las cremalleras de leucina EE1234L y
RRi234L a los extremos de los terminales amino a una de las subunidades de la enzima que forma caperuza
para el ARNm del virus vacunal y la T7 ARN polimerasa, respectivamente. La expresion de RRi23:L-D1R o
pRRi1234L-D12L, junto con la otra subunidad de la enzima que forma caperuza para el ARNm del virus
vacunal, mas EEi234L-T7ARNP, forman las enzimas hibridas D1R/RRi2ssL- D12L/EE123sL-T7ARNP y
D12L/RR1234L-D1R/EE1234L-T7ARNP heterotriméricas.

|. Procedimientos

Las secuencias utilizadas para generar las enzimas hibridas se montaron en oligonucleotidos sintéticos utilizando un
procedimiento basado en la RCP, se clonaron y se verificd toda la secuencia. Estas secuencias se subclonaron en el
plasmido pCMV-Script con el casete de subclonaciéon descrito anteriormente. Por Ultimo, todos los plasmidos
utilizados para la expresion tenian el disefio similar: activador/activador potenciador IE1 de CMV, secuencia de
Kozak seguida de los marcos de lectura abiertos (ORF), sefial de poli[A], terminador T® de la transcripcion de la
ARN polimerasa de bacteriéfago y sefial de poliadenilacion de SV40 (figura 10 (A-H)).

Como consecuencia de la estrategia de subclonacién, se afadieron inmediatamente corriente abajo dos
aminoacidos al ATG de la secuencia de Kozak de algunos plasmidos (Leu-Glu para pT7ARNP; Glu-Phe para
pNP868R, pD1R, pD12L, pd1R-T7ARNP y pD12L -T7ARNP), inmediatamente corriente abajo de las secuencias de
cremallera de leucina (Leu-Glu para pEE1234L-T7ARNP; Glu-Phe para pRR1234L-NP868R, pRR123sL.-D1R y pRR1234L-
D12L), y en el extremo del terminal carboxilo de algunas proteinas codificadas (Gly-Pro para pNP868R, pRR1234L-
NP868R, PD1R, pD12L, pRR123:L.-D1R y pRR1234L-D12L). Ademas, se afiadieron inmediatamente dos aminoacidos
corriente arriba (Gly-Pro para pD1R-T7ARNP y pD12L-T7ARNP) o corriente abajo al enlazador (GlysSer)s (Leu-Glu
para pD1R-T7ARNP y pD12L-T7ARNP).

Como se describi6é anteriormente, las células 293 de rifidn embrionario humano (HEK-293) se cultivaron en placas

de 24 pocillos. Las células HEK-293 se transfectaron utilizando el reactivo lipofectamina 2000, y los plasmidos
apropiados (0,4 ug de ADN/pocillo, mas 1 pl/pocillo de lipofectamina 2000, por plasmido transfectado) como se
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describidé anteriormente. La luminiscencia de la luciferasa luciérnaga se ensayd como se describié anteriormente
utilizando el plasmido indicador pET-22b(+)T7ARNPp-luciferasa (denominado pT7p-luciferasa en lo sucesivo) y el
Luciferase Assay System. La expresion del plasmido pORF-eSEAP se utilizd para normalizar la eficacia de la
transfeccion como se describié anteriormente.

La expresién del gen indicador se expresa como la luminiscencia de la luciferasa en las condiciones estudiadas
restadada de la luminiscencia en las células tratadas sélo con el reactivo de transfeccion (ULR, unidades relativas de
luz), dividida a continuacion por la relacién de absorbancia de SEAP (DO, densidad 6ptica). Los andlisis estadisticos
se realizaron utilizando la prueba de la t de Student de dos colas ajustada por la correccion de Holm-Bonferroni para
multiples pruebas, si procede. Un valor de p inferior a 0,05 se consideraba estadisticamente significativo.

Il. Resultados
1.1 Enzima hibrida RR1234L.-NP868R/EE1234L.-T7ARNP heterodimérica

Se ha demostrado la actividad de la enzima hibrida RR1234L.-NP868R/EE1234L.-T7ARN heterodimérica (codificada por
los plasmidos pRR1234L-pNP868R y pEE+234L-T7ARNP, respectivamente). Esta enzima heterodimérica se genera
mediante un enlace no covalente entre el pPNP868R de la enzima que forma caperuza monomérica contra el ARNm
del virus de la peste porcina africana y la T7 ARN polimerasa monomérica, mediante las cremalleras de leucina
EE1234L y RR1234L (figura 9). La EE1234L (cremallera de leucina acida;
LEIEAAFLEQENTALETEVAELEQEVQRLENIVSQYETRYGPLGGGK, codigo de aminoacidos de una letra) y la
cremallera de leucina RR1234L (cremallera de leucina basica con una ligera modificacién de la orientacion de GGGK,
que no estd implicada en la dimerizacion de la cremallera de leucina (Moll, Ruvinov et al. 2001);
LEIRAAFLRRRNTALRTRVAELRQRVQRLRNIVSQYETRYGPLGGGK, cédigo de aminoacidos de una letra), que se
anadieron respectivamente al extremo del terminal amino de NP868R y T7ARNP, respectivamente. Las cremalleras
de leucina RRi123sL y EE1234L son estructuras superenrolladas de péptidos diméricos que consisten en dos hélices a
anfipaticas que se funden preferentemente en forma de heterodimero en orientacion antiparalela (Moll, Ruvinov et al.
2001).

Como era de esperar, la transfeccién del plasmido que codifica la enzima que forma caperuza sola contra el ARNm
del virus de la peste porcina africana con o sin secuencias de la cremallera de leucina (es decir, pRR1234L-NP868R y
pNP868R, respectivamente) no producen ninguna expresion del gen indicador de luciferasa detectable (figura 11).
Como también era de esperar, las células transfectadas con el plasmido que codifica la T7 ARN polimerasa con la
cremallera de leucina EE123:L (codificada por pEE1234L-T7ARN) muestran una actividad muy similar a la T7 ARN
polimerasa sin cremallera de leucina (codificada por pT7ARN), que proporcionan mas pruebas de que el extremo del
terminal amino natural de la T7 ARN polimerasa puede modificarse sin deterioro importante de su procesividad
enzimatica.

Las células HEK293 transfectadas junto con los plasmidos pRR1234L-NP868R y pEE1234L-T7ARN (que codifican a
NP868R y T7ARNP con cremalleras de leucina), junto con el plasmido indicador pT7p-luciferasa, muestran una
fuerte senal de la expresion del gen indicador de luciferasa, que es 87% con respecto a la del plasmido pCMV-
T7ARNP (diferencia estadisticamente no significativa, prueba de la t de Student; (figura 11). Ademas, las células
transfectadas en presencia del plasmido indicador pT7p-luciferasa junto con los plasmidos pRR1234L-NP868R y
PEE+234L-T7ARN, presentan 3,7 veces mayor expresion del gen indicador luciferasa que las células transfectadas
junto con pNP868R y pT7ARNP (que codifican a NP868R y T7ARNP sin cremalleras de leucina, p <0,05, prueba de
la t de Student).

Estos resultados demuestran la actividad de enzimas hibridas heterodiméricas segun la invencién y que el enlace no
covalente entre NP868R y T7ARNP por cremalleras de leucina aumenta significativamente la expresién del gen
indicador conducida por dichas enzimas hibridas.

I1.2 Enzimas hibridas D1R/D12L-T7ARNP y D12L/D1R-T7ARNP heterodiméricas

Se ha demostrado también la actividad de otros tipos de enzima hibrida heterodimérica, utilizando la enzima que
forma caperuza para el ARNm de la vacuna.

Por si misma, la enzima que forma caperuza para el ARNm de la vacuna es un heterodimero que consta de: (i) una
subunidad de 95 kDa codificada por el gen D1R del virus de la vacuna (secuencia genémica n° ID. NC_006998,1;
gen n° ID. 3707562; UniProtkKB/Swiss-Prot n° ID. YP_232988.1), denominado en adelante D1R, que tiene
actividades enzimaticas de ARN-trifosfatasa, ARN guanililiransferasa y ARN N7-guanina-metiltransferasa (Cong y
Shuman 1993, Niles y Christen 1993, Higman y Niles 1994, Mao y Shuman 1994; Gong y Shuman 2003), (i) y una
subunidad de 31 kDa codificada por el gen D12L del virus vacunal (secuencia genémica n° ID. NC_006998,1; gen n°
ID. 3707515; UniProtkKB/Swiss-Prot n° ID. YP_232999.1), denominado en lo sucesivo D12L, que no tiene actividad
enzimatica intrinseca, pero aumenta drasticamente la actividad de ARN N7- guanina-metiltransferasa de la
subunidad D1R (Higman, Bourgeois, et al., 1992; Higman, Christen et al. 1994;. Mao y Shuman 1994).
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D1R o D12L se fusionaron al extremo del terminal amino de la T7 ARN polimerasa, mediante el enlazador (GlyszSer)4
(codificada por D1R-T7ARNP o D12L-T7ARNP, respectivamente). Cuando se coexpresaron, cada una de las
proteinas de fusion, junto la otra subunidad enzima que forma caperuza para el ARNm de la vacuna (codificada por
pD12L o D1R, respectivamente), generan dos enzimas hibridas heterodiméricas diferentes denominadas D12L/D1R-
T7ARNP y D1R/D12L-T7ARNP, respectivamente (figura 9). En presencia del plasmido indicador pT7p-luciferasa, las
enzimas hibridas heterodiméricas generan una sefal fuerte de un gen indicador de luciferasa en células HEK293
(figura 12). La enzima hibrida D12L/D1R-T7ARNP heterodimérica tiene una 32% de actividad con respecto a la del
plasmido pCMV-T7ARNP (p<0,01, prueba de la t de Student), mientras que la enzima D1R/D12L-T7ARNP
heterodimérica tiene 1,5 veces mayor expresién del gen indicador luciferasa que el plasmido pCMV-T7ARNP
(diferencia no estadisticamente significativa, prueba de la t de Student). Ademas, la expresién conjunta de las dos
subunidades de la enzima que forma caperuza para el ARNm de la vacuna no unidas a la T7 ARN polimerasa
(codificada por pD1R, pD12L y pT7ARNP) presenta 9 y 42 veces menor sefial de expresién del gen indicador de
luciferasa que las enzimas hibridas D12L/D1R-T7ARNP y D1R/D12L-T7ARNP heterodiméricas, respectivamente
(P<0,05 para ambas comparaciones estadisticas, prueba de la t de Student).

Estos resultados demuestran la actividad de diferentes tipos de enzimas hibridas heterodiméricas segun la invencion
y que el enlace covalente entre las subunidades de la enzima que forma caperuza para ARNm de la vacuna y
T7ARNP estimula significativamente la expresion del gen indicador. Como también era de esperar, en presencia del
plasmido indicador pT7p-luciferasa, la expresion de D1R y/o D12L sin T7 ARN polimerasa no produce practicamente
ninguna expresién de la luciferasa detectable.

11.3 Enzimas hibridas D12L/RR1234L-D1R/EE123sL.-T7ARNP y D1R/RR1234L- D12L/EE1234L-T7ARNP heterotriméricas
También se ha demostrado la actividad de la enzima hibrida heterotrimérica.

La cremallera de leucina béasica RRi234sL se fusion6 a los extremos de los terminales amino de cualquiera de las
subunidades D1R o D12L de la enzima que forma caperuza para ARNm del virus vacunal (codificado por pRR1234L-
DLR y RRi234L-D12L, respectivamente), mientras que la cremallera de leucina EEi234L &cida complementaria se
anadié al extremo del terminal amino de la T7 ARN polimerasa (codificada por el plasmido pEE;234L-T7ARN). La
expresion de pEE1234L-T7ARNP, junto con cualquiera de pRR123:L-D1R 0 pRR1234L-D12L, mas la otra subunidad de
la enzima que forma caperuza para el ARNm de la vacuna (plasmidos pD12L y pD1R, respectivamente), por lo tanto
generan dos enzimas CCPP heterotriméricas diferentes, denominadas D12L/RRi234L-D1R/EE23:L-T7ARNP y
D1R/RR1234L-D12L/EE+234L-T7ARNP, respectivamente (figura 9).

La T7 ARN polimerasa presenté 7 veces mayor sefial del gen indicador de luciferasa cuando se expresoé junto con
las subunidades D1R/D12L de la enzima que forma caperuza para el ARNm del virus de la vacuna que en su
ausencia. Estos resultados estan por lo tanto, en linea con los obtenidos por el sistema de expresion hibrido virus
vacunal/ARNP bacteriofagico, en el que la traducibilidad de los transcritos T7 sin restriccién aumenta por la
expresion de la enzima que forma caperuza para ARNm de la vacuna proporcionada por un virus recombinante
(Fuerst, Niles et al. 1986; Fuerst, Earl et al. 1987; Elroy-Stein, Fuerst et al. 1989; Fuerst, Fernandez et al. 1989;
Fuerst y Moss 1989; Elroy-Stein y Moss 1990).

Una senal fuerte del gen indicador de luciferasa se muestra en las células HEK-293 que expresan las enzimas
CCPP D1R/RRy234L-D12L/EE1234L-T7ARNP 0 la D12L/RR1234sL-D1R/EE1234sL-T7ARNP, en presencia del plasmido
pT7p-luciferasa indicador (figura 13). Las enzimas hibridas D12L/RR123sL-D1R/EE1234sL-T7ARNP y D1R/RRj234L-
D12L/EE1234L.-T7ARNP heterodiméricas tienen respectivamente 57% y 33% de actividad con respecto a la del
plasmido pCMV-T7ARNP (diferencia estadisticamente no significativa, prueba de la t de Student). Las enzimas
hibridas D12L/RR1234L.-D1R/EE1234L-T7TARNP y D1R/RR1234L-D12L/EE1234L-T7ARNP heterodiméricas muestran,
respectivamente, 11 y 6,7 veces mas fuerte la sefial de expresion del gen indicador de la luciferasa que las células
que expresan D1, D12L y T7ARNP sin cremalleras de leucina(p = 0,05 y diferencia estadisticamente no significativa,
respectivamente; prueba de la t de Student).

Estos resultados demuestran la actividad de las enzimas hibridas heterotriméricas segun la invencion y que el
enlace no covalente entre cualquiera de las subunidades de la enzima que forma caperuza para ARNm de la vacuna
y la T7 ARN polimerasa aumenta significativamente la expresién del gen indicador.

Ill. Conclusién

Estos resultados muestran la actividad de diferentes tipos de enzimas hibridas heterodiméricas y heterotriméricas
segun la invencién, generadas por enlace covalente o no covalente.

Los presentes resultados también proporcionan pruebas de que el enlace covalente o no covalente entre el dominio

catalitico diferente de la enzima hibrida y, en especial, entre las enzimas que forman caperuza y ARN polimerasas
permite la optimizacién de la expresién del gen indicador por las enzimas hibridas.
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Ejemplo 4 - Estimulacion de la expresion del gen indicador de luciferasa por silenciamiento de secuencias
contra la ARN polimerasa Il celular y la enzima que forma caperuza

|. Procedimientos

Se cultivaron células HEK-293 como se describié previamente en placas de 24 pocillos y se transfectaron utilizando
el reactivo Lipofectamina 2000, y la concentracién apropiada de ARNsi (Qiagen, Hilden, Alemania) y plasmidos (0,4
ug de ADN/pocillo, méas 1 pl/pocillo de lipofectamina 2000, por plasmido transfectado). La enzima hibrida NP868R-
SP6, que tiene una fuerte actividad demostrada, se utilizd en el presente experimento. La luminiscencia de la
luciferasa de luciérnaga se ensay6 como se describié anteriormente utilizando el pT7p-luciferasa (que también
contiene ambos activadores T3 y SP6) y el Luciferase Assay System. Se utilizé la expresion del plasmido pORF-
eSEAP para normalizar la eficacia de la transfeccion como se describi6é anteriormente.

Se utilizaron cuatro ARNSsi que se dirigen a la POLR2A humana (gen NCBI n° ID. 5430; secuencias de ARNm n° ID.
NM 000937,4; secuencia de proteina NCBI n° ID .NP_000928.1): SI04364381 (secuencia de ARNm 1255-1275:
CAGCGGTTGAAGGGCAAGGAA), S104369344 (secuencia de ARNm 830-850: ATGCGGAATGGAAGCACGTTA),
S104250162 (secuencia de ARNm 2539-2559: ATGGTCGTGTCCGGAGCTAAA) y SI04354420 (secuencia de
ARNm 4896-4916: CAGCGGCTTCAGCCCAGGTTA).

Ademés, se utilizaron cuatro ARNsi que se dirigen a la RNGTT humana (gen n° ID. 8732; secuencia de ARNm n° ID.
NM_003800.3; secuencia de proteina NCBI n° ID. NP_003791.3): SI00055986 (secuencia de ARNm 3187-3207:
ATGGATTTAAAGGGCGGCTAA), SI03021508 (secuencia de ARNm 430-450: TTCAAGGTTCTATGACCGAAA),
S100055972 (secuencia de ARNm 2530-2550: CAGGGTTGTTAAGTTGTACTA) y SI00055979 (secuencia de ARNm
4132-4152: TACCATCTGCAGTATTATAAA).

Il. Resultados

En una primera serie de experimentos, los efectos de cuatro ARNsi de POLR2A y cuatro ARNsi de RNGTT se
ensayaron a una concentracion final de 25 nM (figura 14). Los ARNsi se transfectaron junto con el plasmido de la
enzima hibrida pNP868R-SP6ARNP y el plasmido pT7p-luciferasa indicador. En conjunto, la tendencia de ARNsi de
POLR2A a aumentar la expresion del gen indicador de luciferasa en un 127%, de promedio, en comparacién con la
misma condicién, sin ARNsi. Del mismo modo, la adicién del ARNsi de RNGTT aument6 en conjunto la expresion
del gen indicador de la luciferasa en un 147% de promedio en comparacién con la misma condicion sin ARNsi.

Los ARNsi S104369344 de POLR2A y S100055972 de RNGTT, que han mostrado la tasa de estimulacién mas alta,
se seleccionaron para una segunda serie de experimentos. Se ensay6 la expresion del gen indicador de luciferasa
conducido por NP868R-SP6ARNP en presencia de ARNsi a concentraciones que van de 0 a 100 nM (figura 15). Se
observo la respuesta a la dosis con ambos ARNsi. La estimulacion de la expresion mas fuerte de 3,8 veces se
observo a 100 nM con el ARNsi S104369344 de POLR2A, y de 5,1 veces con el SI00055972 de RNGTT a 100 nM.
Ill. Conclusién

Los presentes resultados demuestran que el silenciamiento de la transcripcion celular y de los mecanismos tras la
transcripcion por ARNSsi estimulan la expresién del gen indicador conducido por la enzima hibrida NP868R-
SP6ARNP.
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<223> Enlazador de péptidos

<400> 6

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Thr Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15

Gly Gly Gly

<210>7

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador de péptidos

<400>7

Gly Ser Thr Ser Gly Ser Gly Lys Ser Ser Glu Gly Lys Gly
1 5 10

<210>8

<211>18
<212> PRT

41



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2436356 T3

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador de péptidos

<400> 8

Tyr Pro Arg Ser Ile Tyr Ile Arg Arg Arg His Pro Ser Pro Ser Leu
1 5 10 15

Thr Thr

<210>9

<211>18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador de péptidos

<400>9

Gly Ser Thr Ser Gly Ser Gly Lys Pre Gly Ser Gly Glu Gly Ser Thr
1 5 10 15

Lys Gly

<210> 10

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador de péptidos

<400> 10

Gly Ser Thr Ser Gly Ser Gly Lys Pro Gly Ser Gly Glu Gly Ser
1 5 10 15

<210> 11

<211>25

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador de péptidos

<400> 11

Ser Ser Ala Asp Asp Ala Lys Lys Asp Ala Ala Lys Lys Asp Asp Ala
1 5 19 15

Lys Lys Asp Asp Ala Lys Lys Asp Ala
20 25

<210> 12

<211> 26

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador de péptidos
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<220>

<221> misc_feature

<222> (7)..(8)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que aparece de manera natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (12)..(12)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que aparece de manera natural

<400> 12

Gly Ser Ala Asp Asp Ala Xaa Xaa Asp Ala Ala Xaa Lys Asp Asp Ala
1 5 10 15

Lys Lys Asp Asp Ala Lys Lys Asp Gly Ser
20 25

<210> 13

<211>25

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador de péptidos

<400> 13

Leu Ser Ala Asp Asp Ala Lys Lys Asp Ala Ala Lys Lys Asp Asp Ala

1 5 10 15

Lys Lys Asp Asp Ala Lys Lys Asp Leu
20

25

<210> 14

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador de péptidos

<400> 14

Ala Glu Ala Ala Ala Lys Glu Ala Ala Ala Lys Glu Ala Ala Ala Lys
1 5 10 15

Ala

<210> 15

<211>9

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador de péptidos

<400> 15

Gly Ser His Ser Gly Ser Gly Lys Pro
1 5

<210> 16

<211> 34
<212> PRT
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador de péptidos

<400> 16
Gly Ser Thr Ser Gly Ser Gly Lys Pro Gly Ser Gly Glu Gly Ser Thr

1 5 10 15

Gly Ala Gly Gly Ala Gly Ser Thr Ser Gly Ser Gly Lys Pro Ser Gly
20 25 30

Glu Gly

<210> 17

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador de péptidos

<400> 17

Leu Ser Leu Glu Val Ala Glu Glu Ile Ala Arg Leu Glu Ala Glu Val
1 5 10 15

<210> 18

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador de péptidos

<400> 18

Gly Thr Pro Thr Pro Thr Pro Thr Pro Thr Gly Glu Phe
1 5 10

<210> 19

<211> 885

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de proteina codificada por plasmido pT7ARN

<400> 19
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Met Leu Glu Asn Thr Ile Asn Ile Ala Lys Asn Asp Phe Ser Asp Ile

Glu Leu Ala Ala Ile Pro Phe Asn Thr Leu Ala Asp His Tyr Gly Glu
20 25 30

Arg Leu Ala Arg Glu Gln Leu Ala Leu Glu His Glu Ser Tyr Glu Met

Gly Glu Ala Arg Phe Arg Lys Met Phe Glu Arg Gln Leu Lys Ala Gly
50 55 €0

Glu Val Ala Asp Asn Ala Ala Ala Lys Pro Leu Ile Thr Thr Leu Leu
65 70 75 80

Pro Lys Met Ile Ala Arg Ile Asn Asp Trp Phe Glu Glu Vval Lys Ala

Lys Arg Gly Lys Arg Pro Thr Ala Phe Gln Phe Leu Gln Glu Ile Lys
100 105 110

Pro Glu Ala Val Ala Tyr Ile Thr Ile Lys Thr Thr Leu Ala Cys Leu
115 120 125

Thr Ser Ala Asp Asn Thr Thr Val Gln Ala Val Ala Ser Ala Ile Gly
130 135 140

Arg Ala Ile Glu Asp Glu Ala Arg Phe Gly Arg Ile Arg Asp Leu Glu
145 150 155 160
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ala

Gly

Leu

Glu

Sar

225

Gln

Ala

Cys

g

Lys

305

Ala

Leu

Asp

Ile

Ala

385

Glu

Trp

Lys

His

Ser

Asp

210

Thr

Asp

Thr

val

Ala
P o3

290

Ala

Ile

Ala

Ile

Asp

370

val

Phe

Phe

His

val

Lys

195

Ser

Gly

Ser

Arg

Leu

Asn

Val

Pro

355

Met

Tyr

Met

Pro

Phe

Tyr

180

Gly

Ile

Glu

Ala
260

Pro

@
]
L

Met

Ile

Ala

340

Ala

Asn

Arg

Leu

Tyr

Lys

165

Lys

Leu

Hisg

Val

Thr

245

Gly

B

4]

Ala

325

Asn

Ile

Pro

lys

Glu

405

Asn

Lys

Lys

Leu

val

Ser

230

Ile

Ala

Lys

Gln

val

Glu

Glu

Asp

390

Gln

Met

Asn

Ala

Gly

Gly

215

Leu

Glu

Leu

Pro

Glu

Asn

Ile

Arg

Ala

375

Lys

Ala

Asp

val

Phe

Gly

200

Val

His

Leu

Ala

Asp

Thr

Thr

Glu

360

Leu

Ala

Asn

Trp

Glu

Met

185

Glu

Arg

Arg

Ala

Gly

265

Thr

o]
[}

Val

Ala

Lys

345

Glu

Thr

Arg

Lys

Arg
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Glu

170

Gln

Ala

Cys

Gln

Pro

250

Ile

Gly

H
3
£

Tyr

Trp

330

Trp

Leu

Ala

Lys

Phe
41Q

Gly

Gln

val

Trp

Ile

Asn

235

Glu

Ser

Ile

Met

315

Lys

Lys

Pro

Tzp

Ser

395

Ala

Arg

Leu

Vval

Ser

Glu

220

Ala

Tyr

Pro

Thx

Pro

Ile

His

Met

Lys

380

Arg

Asn

val

46

Asn

Glu

Ser

205

Met

Gly

Ala

Met

Gly

285

Glu

Asn

Cys

Lya

365

Arg

Arg

His

Tyr

Lys

Ala
130

Trp

Leu

Val

Glu

Phe

270

Gly

Val

Lys

Pro

350

DPro

Ala

Ile

Lys

Ala

Arg

175

Asp

His

Ile

Val

Ala

255

Gla

Gly

n
]
[

Tyr

Lys

335

Val

Glu

Ala

Ser

Ala

415

val

Vval

Met

Lys

Glu

Gly

240

Ile

Pro

Tyr

Lys

320

val

Glu

Asp

Ala

Leu

400

Ile

Ser
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420 425 430

Met Phe Aan Pro Gln Gly Asn Asp Met Thr Lys Gly Leu Leu Thr Leu
435 440 445

Ala Lys Gly Lys Proc Ile Gly Lys Glu Gly Tyr Tyr Trp Leu Lys Ile
450 455 4160

His Gly Ala Asn Cys Ala Gly Val Asp Lys Val Pro Phe Pro Glu Arg
465 470 475 480

Ile Lys Phe Ile Glu Glu Asn His Glu Asn Ile Met Ala Cys Ala Lys
485 490 495

Ser Pro Leu Glu Asn Thr Trp Trp Ala Glu Gln Asp Ser Pr¢ Phe Cys
500 505 510

Phe Leu Ala Phe Cys Phe Glu Tyr Ala Gly Val Gln His His Gly Leu
515 520 525

Ser Tyr Asn Cys Ser Leu Pr¢o Leu Ala Phe Asp Gly Ser Cys Ser Gly
530 535 540

Gln His Phe Ser

(L]

[« )

Met Leu Arg Asp Glu Val Gly Gly Arg Ala
555

val Asn Leu Leu Pro Ser Glu Thr Val Gln Asp Ile Tyr Gly Ile Val
565 570 575

Ala Lys Lys Val Asn Glu Ile Leu Gln Ala Asp Ala Ile Asn Gly Thr
580 585 590

Asp Asn Glu Val val Thr val Thr Asp Glu Asn Thr Gly Glu Ile Ser
595 600 605

Glu Lys Val Lys Leu Gly Thr Lys Ala Leu Ala Gly Glin Trp Leu Ala
610 615 620

Tyx Gly Val Thr Arg Ser Vval Thr Lys Arg Ser Val Met Thr Leu Ala
625 630 635 640

Tyr Gly Ser Lys Glu Phe Gly Phe Arg Gln Gln Val Leu Glu Asp Thr
645 650 €55

Ile Gln Pro Ala Ile Asp Ser Gly lLys Gly lLeu Met Phe Thr Gln Pro
660 665 670

Asn Gln Ala Ala Gly Tyr Met Ala Lys Leu Ile Trp Glu Ser Val Ser
675 680 685
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Val Thr val Vval Ala Ala Val Glu Ala Met Asn Trp Leu Lya Ser Ala
690 695 700

Ala Lys Leu Leu Ala Ala Glu Val Lys Asp Lys Lys Thr Gly Glu Ile
705 710 715 720

Leu Arg Lys Arg Cys Ala vVal His Trp Val Thr Pro Asp Gly Phe Pro
725 730 735

Val Trp Gln Glu Tyr Lys Lys Pro Ile Gln Thr Arg Leu Asn Leu Met
740 745 750

Phe Leu Gly Gln Phe Arg Leu Gln Pro Thr Ile Asn Thr Asn Lys Asp
155 760 765

Ser Glu Ile Asp Ala His Lys Gln Glu Ser Gly Ile Ala Pro Asn Phe
770 775 780

Val His Ser Gln Asp Gly Ser His Leu Arg Lys Thr Val Val Trp Ala
785 790 795 800

His Glu Lys Tyr Gly Ile Glu Ser Phe Ala Leu Ile His Asp Ser Phe
805 810 815

Gly Thr Ile Pro Ala Asp Ala Ala Asn Leu Phe Lys Ala Val Arg Glu
820 825 830

Thr Met Val Asp Thr Tyr Glu Ser Cys Asp Val Leu Ala Asp Phe Tyr
835 840 845

Asp Gln Phe Ala Asp Gln Leu His Glu Ser Gln lLeu Asp Lys Met Pro
850 855 860

Ala Leu Prc Ala Lys Gly Asn Leu Asn Leu Arg Asp Ile Leu Glu Ser
865 870 875 880

Asp Phe Ala Phe Ala
885

<210> 20

<211> 1776

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de proteina codificada por plasmido pNP868R-pT7ARNP

<400> 20

Met Glu Phe Ala Ser Leu Asp Asn Leu Val Ala Arg Tyr Gln Arg Cys
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Phe Asn Asp Gln Ser Leu Lys Asn Ser Thr Ile Glu Leu Glu Ile Arg
20 25 30

Phe Gln Gln Ile Asn Phe Leu Leu Phe Lys Thr Val Tyr Glu Ala Leu
35 40 45

Val Ala Gln Glu Ile Pro Ser Thr Ile Ser His Ser Ile Arg Cys Ile
50 55 60

Lys Lys Val His Hig Glu Asn His Cys Arg Glu Lys Ile Leu Pro Ser
65 70 75 80

Glu Asn Leu Tyr Phe Lys Lys Gln Pro Leu Met Phe Phe Lys Phe Ser
85 - 90 95

Glu Pro Ala Ser Leu Gly Cys Lys Val Ser Leu Ala Ile Glu Gln Pro
100 105 110

Ile Arg Lys Phe Ile Leu Asp Ser Ser Val Leu Val Arg Leu Lys Asn

115 120 125
Arg Thr Thr Phe Arg Val Ser Glu Leu Trp Lys Ile Glu Leu Thr Ile
138 135 140

Vval Lys Gln Leu Met Gly Ser Glu Val Ser Ala Lys Leu Ala Ala Phe
145 150 155 160

Lys Thr Leu Leu Phe Asp Thr Prc Glu Gln Gln Thr Thr Lys Asn Met
165 170 175

Met Thr Leu Ile Asn Pro Asp Asp Glu Tyr Leu Tyr Glu Ile Glu Ile
180 185 190

Glu Tyr Thr Gly Lys Pro Glu Ser Leu Thr Ala Ala Asp Val Ile Lys
185 200 205

Ile Lys Asn Thr Val Leu Thr Leu Ile Ser Pro Asn Hig Leu Met Leu
210 215 220

Thr Ala Tyr Hisg Gln Ala Ile Glu Phe Ile Ala Ser Hig Ile Leu Ser
225 230 235 240

Ser Glu Ile Leu Leu Ala Arg Ile Lys Ser Gly Lys Trp Gly Leu Lys
245 250 255

Arg Leu Leu Pro Gln Val Lys Ser Met Thr Lys Ala Asp Tyr Met Lys
260 265 270
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Phe

Gln

305

Ile

Asp

Thr

Asn

Bro

385

Tyr

Leu

Tyr

Ser

465

Thr

Gln

Asp

Tyxr

Gly

290

Leu

Leu

val

Arg

Ile

370

Agn

Pro

Leu

Asp

Ala

450

Gly

Lys

Phe

Thr

Pro

275

Ila

Tyr

Asp

Ile

Ile

355

Lys

Val

Tyr

Asn

Phe

435

Pro

Glu

Leu

Gln

Ser
515

Pro

Ala

Ser

Gly

Met

340

Glu

Ala

Leu

Ser

Thr

420

Leu

Lys

Leu

Phe

Pro

500

Ser

Val

Val

Leu

Glu

325

Tyr

Ser

Glu

Leu

Ile

405

Asn

val

Tys

Phe

Pro

485

Ser

Phe

Gly

Ile

Gly

310

Phe

Glu

Leu

Met

Lys

390

Asp

Thr

Arg

Gly

Lys

470

val

Asp

Ser

Tyr

Gln

295

Thr

Met

Gly

Ser

Lys

375

Agn

Gly

Phe

Lys

Phe

455

Lys

Thr

Phe

Asn

Tyr

280

Asp

Thr

Pro

Asn

Lys

360

Pro

Phe

Ile

Lys

Cys

440

Ser

Leu

Gln

Pro

Ile
520
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val

Thr

Gly

Glu

Leu

345

Gly

Phe

Glu

Ile

425

Pro

Leu

Ala

Arg

Leu

505

Asp

Thr

Gln

Ile

Lys

330

Leu

Ile

Ile

Ser

Leu

410

Lys

Glu

His

Lau

Asn

490

Ala

Gly

Asp

Ile

Glu

315

Lys

Thr

Lys

Ser

Ile

395

Val

Pro

Ser

Len

Asn

475

Gln

Phe

Lys

Lys

Tyr

300

Pro

Glu

Gln

Val

Leu

380

Phe

Glu

Thr

Leu
460

Trp

Asn

Leu

Val

50

Ala

285

val

Leun

Phe

Gln

Leu

365

Thr

Lys

Pro

Trp

Asn

445

Phe

Cys

Tyr

Tyr

Leu
525

Asp

val

Lys

Tyr

Gly

350

Gln

Ser

Lys

Gly

Asp

430

val

val

Pro

Phe

Tyr

510

Glu

Gly

Ala

FPro

Gly

335

Phe

Ala

Ala

Lys

Asn

415

Aszn

Pro

Gly

Gly

Pro

495

His

Met

Ile

Asp

Thr

320

Phe

Glu

Phe

Asp

Thre

400

Ser

Thr

Glu

Ile

Tyr

480

val

Pro

Arg



Cys

Arg

545

Asp

Ser

Ala

Lys

Leu

625

Val

Leu

Ala

Glu

Ala

705

Thrx

Pro

Glu

Leu

530

Glu

Phe

Phe

Lys

Gln

610

Gly

Arg

val

Thr

Ile

€50

Ser

Gln

Gly

Leu

Glu
770

Lys

Asp

Lys

Glu

Thr

595

Glu

Ile

Hais

Tyr

Asn

675

Ser

Ser

Gln

Gly

Leu

755

Agn

Arg

Arg

Thr

Glu

580

Gly

Ile

Gly

Leu

Arg

660

lle

Glu

Tle

val

Met

740

His

Glu

Glu

Gln

Ala

565

Leu

Ile

Ile

Lys

Val

645

Lys

Tyr

Lys

Val

Glu

725

val

Glu

val

Ile

Gln

S50

Glu

Ala

Tyxr

Gln

Gly

630

Gly

Phe

val

val

Ser

710

Agn

Trp

Asn

Val

Asn

535

Asp

Leu

Lys

Arg

Lys

615

Gln

Ile

Ser

His

695

Asn

Leu

Phe

Axrg

Lys
775

Tyr

Leu

Thr

Gly

Ala

600

Ile

Asp

Asp

His

His

680

Gln

Leu

Ala

Thr

Ile

760

Phe
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val

Lys

Trp

Pro

585

Gln

Ser

Leu

Lys

Ala

665

Gln

Ile

Phe

val

Thr

745

Glu

Ala

Arg

Thr

Leu

570

Ser

Thr

His

Gly

Asp

650

Thr

Asp

Tyr

Ile

Leu

730

Met

Leu

Ile

Gly

555

Agn

Cly

Ala

Gln

Arg

635

Gln

Thr

Leu

Gly

His

715

Cys

Leu

Asn

Lys

Glu

540

Gly

Tyr

Met

Leu

Ser

620

Tyr

Thr

Arg

Ala

Phe

700

Tyr

His

Gly

Glu

Arg
780

51

Ile

Tyr

Met

val

Phe

Asp

Lys

Gly

Pro
575

Tyr Phe Ala

Ile
605

Trp

Leu

Ala

Gln

Glu

685

Pro

Leu

Lys

Glu

Val

765

Leu

590

Ser

val

Asp

Leu

His

670

Pro

Lys

Met

Leu

Gln
750

Trp

Phe

Phe

Ile

Ala

Ala

655

Lys

Ala

Glu

Lys

Leu

735

vVal

Glu

Lys

Ile

Asn

560

Phe

Gly

Ile

Asp

Gly

640

Glu

His

Lys

Gly

Asn

720

Gln

Leu

Ala

Glu
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Asp Ile Leu Gln Glu Thr Gly Gln Glu Ile Gly Val Leu Leu Pro Phe
785 790 795 800

Ser Asn Gly Asp Phe Tyr Asn Glu Tyr Leu Val Asn Thr Ala Phe Leu
805 810 815

Ile Lys Ile Phe Lys His His Gly Phe Ser Leu Val Gln Lys Gln Ser
820 825 830

Phe Lys Asp Trp Ile Proc Glu Phe Gln Asn Phe Ser Lys Ser Leu Tyr
835 840 845

Lys Ile Leu Thr Glu Ala Asp Lys Thr Trp Thr Ser Leu Phe Gly Phe
850 855 860

Ile Cya Leu Arg Lye Asn Gly Pro Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly
865 870 875 880

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Leu Glu Asn Thr
g85 890 895

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

300 805 910
Dern Dha Aam Mher Tam ATa Aam MWina Mire Plar 2199 A Toawr Al A 74
Prg Phe Asn Thr Leu Ala Asp His Tyr Gly Glu Arg Leu Ala Arg Glu
915 920 925

Gln Leu Ala Leu Glu His Glu Ser Tyr Glu Met Gly Glu Ala Arg Phe
930 935 949

Arg Lys Met Phe Glu Arg Gln Leu Lys Ala Gly Glu Val Ala Asp Asn
945 950 355 960

Ala Ala Ala Lys Pro Leu Ile Thr Thr Leu Leu Pro Lys Met Ile Ala
365 970 975

Arg Ile Asn Asp Trp Phe Glu Glu Val Lyes Ala Lys Arg Gly Lys Arg
980 985 990

Pro Thr Ala Phe Gln Phe Leu Gln Glu Ile Lys Pro Glu Ala Val Ala
935 1000 1005

Tyr Ile Thr Ile Lys Thr Thr Leu Ala Cys Leu Thr Ser Ala Asp
1010 1015 1020

Asn Thr Thr Val Gln Rla Val Ala Ser Ala Ile Gly Arg Ala Ile
1025 1030 1035

Glu Asp Glu Ala Arg Phe Gly Arg Ile Arg Asp Leu Glu Ala Lys
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His

His

Leu

Lys

Ile

VvVal

Ala

Pro

Ile

Leu

Vval

Thzr

Ile

Glu

Pro

1040

Phe
1055

Val
1070

Ser
1085

Glu
1100

Lys

Tyr

Lys

Asp

Ser

Gly

Ala

Phe

Gly

Arg

Met

Trp

Lys

Glu

Ala

Asp

Lys

Lys

Gly

Ser

Thr

Gln

Ile

Gln

Gly

Thr

Pro

Lyg

Trp

Glu

Leu

Lys

Asn

Lys

Leu

Ile

Gly

Asp

Ala

Pro

Gly

His

Glu

Ile

Lys

Leu

Thr

Ala

Val

Ala

Leu

His

Met

Ser

The

Cys

Tyr

Ser

VvVal

Asn

His

Pro

Ala

Arg

1045

Glu
1060

Phe
1075

Gly
1090

Val
1105

val
1120

Glu
1135

Lys
1195

Tyr
1210

Lys
1225

Cys
1240

Met
1255

Tzp
1270

Lys
1285

Glu

Met

Gly

Gly

Ser

Thr

Ala

Val

Ala

Lys

Lys

Lys

Pro

Lys

Lys

Sear
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Gln

Gln

Glu

Val

Leu

Ile

Gly

Pro

Asn

Ala

Ala

val

Val

Pro

Arg

Arg

Leu

Val

Ala

Arg

His

Glu

Ala

Pro

Gly

Leu

Ile

Leu

Glu

Glu

Ala

Arg

Agn

val

Trp

Cys

Arg

Leu

Leu

Lys

Arg

Met

Asn

Ala

Asp

Asp

Ala

Ile

1050

Lys
1065

Glu
1080

Ser
1095

Ile
1110

Gln
1125

ala
1140

Ala
1185

(=)

Arg
1185

Arg
1200

Ile
1215

val
1230

Ile
124%

Ile
1260

Ala
1275

Ser
1290
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Arg

Ala

Ser

Glu

Asn

Pro

Gly

Trp

Prec

Tyr

Ala

Ala

Pro

AsSp

Ala

Leu

val

Asp

Trp

Met

Ala

Glu

Ile

Thr

Leu

Glu

Gln

Agn

Ala

Met

val

Glu

Gly

Met

His

Leu

Gly

Tyr

Sar

Gly

Ala

Asp

Asn

Val

ILle

Asn

Tyr

Phe



Met

Phe

Len

Lys

Pro

Ala

Asp

val

Phe

Thr

Ile

Thr

Leu

Thr

Leu
1295

Pro
1310

Phe
1325

Ala
1340

Ile
1355

Glu
1370

Cys
1385

Ser
1400

Gln
1415

Asp
1430

Asp
1445

Val
1460

Leu
1475

val
1490

Gly
1505

Arg
1520

Glu

Tyr

Asn

Lys

His

Aryg

Ala

Drao

His

Gly

Glu

Gln

Gln

Thr

Thr

Ser

Gln

Asn

Pro

Gly

Gly

Ile

Lys

Phe

His

Ser

Val

Asp

Ala

Asp

Lys

val

Ala

Met

Gln

Lys

Ala

Lys

Ser

Cys

Gly

Cys

Gly

Ile

Asp

Glu

Ala

Thr

Asn

Asp

Gly

Pro

Asn

Phe

Pro

Phe

Leu

Ser

Gly

Tyr

Ala

Aan

Leu

Lys

Lys
1300

Trp
1315

Asn
1330

Ile
1345

Cys
1360

Ile
1375

Leu
1380

Leu
1405

Ser
1420

Gly
1435

arg
1450

Gly
1465

Ile
1480

Thr
1495

Ala
1510

Arg
1525

Phe

Arg

Asp

Gly

Ala

Glu

Glu

Ala

Tyr

Ile

Ala

Ile

Asn

Gly

Gly

Ser

ES 2436356 T3

Ala

Gly

Met

Llys

Gly

Glu

Asn

Phe

Asn

Gln

val

val

Gly

Glu

Gln

val

Asn

Arg

Thr

Glu

Val

Aan

Thr

Cys

Cys

His

Asn

Ala

Thr

Ile

Trp

Met

His

val

Lys

Gly

Asp

His

Trp

Phe

Ser

Phe

Leu

Lys

Asp

Ser

Leu

Thr

Lys
1308

Tyr
1320

Gly
1335

Tyr
1350

Lys
1365

Glu
1380

Trp
1355

Glu
1410

Leu
1425

Ser
1440

Leau
1455

Lys
1470

Asn
1485

Glu
1500

Ala
1515

Leu
1530

54

Ala

Ala

Leu

Tyr

Val

Asn

Ala

Tyr

Pro

Ala

Pro

val

Glu

Lys

Tyr

Ala

Ile

val

Leu

Trp

Pro

Ile

Glu

Ala

Leu

Met

Ser

Asan

Val

val

Gly

Tyr

Trp

Ser

Thr

Leu

Phe

Met

Gln

Gly

Ala

Leu

Glu

Glu

Val

Lys

val

Gly



10

Ser

Gln

Asn

Ser

Ser

Gly

Asp

Ile

Ser

Leu

Ser

Ala

Tyr

Asp

Ala

Ala

Lys
1535

Prec
1550

Gln
1565

Val
1580

Ala
15958

Glu
1610

Gly
1625

Leu
1640

Asn
1655

Gly
1670

Arg
1685

Phe
1700

Ala
1715

Glu
1730

Gln
1745

Lys
1760

Phe
1775

<210> 21

<211> 5331
<212> ADN

Glu

Ala

Ala

Thr

Ala

Ile

Phe

Asn

Thr

Ile

Lys

Ala

Asn

Ser

Leu

Gly

Ala

Phe

Ile

Ala

val

Lys

Leu

Pro

Leu

Asn

Ala

Thr

Leu

Leu

Cys

His

Asn

Gly

Asp

Gly

Val

Leu

Arg

Val

Met

Lys

Pro

vVal

Ile

Phe

Asp

Glu

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ORF del NP868R-T7ARNP

Phe
Ser
Tyr
Ala
Leu
Lys
Trp
Phae
Agp
Asn
val
His
Lys
val
Sex

Asn

Arg
1540

Gly
1555

Met
1570

Ala
1585

Ala
1600

Arg
1615

Gln
1630

Leu
1645

Ser
1660

Phe
1675

Trp
1690

Asp
1705

Ala
1720

Leu
1735

Gln
1750

Leu
1765

Gln

Lys

Ala

Val

Ala

Cys

Glu

Gly

Glu

val

Ala

Ser

val

Ala

Leu

Arg

ES 2436356 T3

Gln

Gly

Lys

Glu

Glu

Ala

Tyr

Gln

Ile

His

His

Phe

Arg

Asp

Asp

Asp

val

Leu

Leu

Ala

Val

val

Lys

Pha

Asp

Ser

Glu

Gly

Glu

Phe

Lys

Ile

Len

Met

Ile

Met

Lys

His

Lys

Arg

Ala

Gln

Lys

Thr

Thr

Tyr

Met

Leu

Glu
1545

Phe
1560

Trp
1575

Asn
15390

Asp
1605

1620

Pro
1635

Leu
1650

His
1665

Asp
1680

Tyr
1695

Ile
1710

Met
1725

Asp
1740

Pro
1755

Glu
1770

55

Asp

Thr

Glu

Trp

Lys

val

Ile

Gln

Lys

Gly

Gly

Pro

val

Gln

Ala

Sar

Thr

Gln

Ser

Leu

Lys

Thr

Gln

Pro

Gln

Ser

Ile

Ala

Asp

Phe

Leu

Asp

Ile

Pro

val

Lys

Thx

Pro

Thr

Thr

Glu

His

Glu

Asp

Thr

Ala

Pro

Phe



<400> 21

atggaatteg
agcétgaaga
ttcaagaceg
atccggtgea
gagaacctgt
ctgggetgta
agcgtgctgg
gagctgacca
aagaccctge
aaccccgacyg
ctgacagceg
cacctgatge
agcgagatec
caggtcaagt
gtgaccgaca
gtggtggeeg
atectggacy
tacgagggcea
ggcatcaagg
accteegeeg
cggccctaca
aacaccttca
coegagtece
ttegtgggea
accaagctgt

agcgacttec

ccagectgga
acagcaccat
tgtacgagge
tcaagaaggt
acttcaagaa
aagtgtccct
tecoggetgaa
tcgtgaagca
tgttcgacac
acgagtacct
ccgacgtgat
tgacecgecta
tgctggeceg
ccatgaccaa
aggccgacgyg
accagctgta
gegagttcoat
acctgctgac
tgctgecagge
accccaacgt
gceatcegacgyg
agtggaagece
tgaacgtgee
tcagcggega
tcccogtgac

ccctggectt

caacctggtg
cgagetggaa
cetggtegee
gc;ccacgag
acagcecoctg
ggccatcgag
gaaccggacce
gctgatggge
ccccgageag
gtacgagatc
caagatcaag
ceaccaggee
gatcaagagc
ggccgactac
catccgggge
cagcctggge
goccgagaag
ccagcagyggce
cttcaacatc
gctgctgaag
catcatcctyg
cacctgggac
cgagtacgee
gctgtttaag
ccagcggaac

cctgtactac

ES 2436356 T3

gccagatacc
atceggttce
caggaaatcc
aaccactgece
atgttcttca
cagccocatee
accttceggy
agcgaggtgt
cagaccacca
gagatcgagt
aacaccgtge
ategagttta
ggcaagtggg
atgaagttct
attgccgtga
accaccggea
aaagagttct
ttcgagacac
aaggccgaga
aatttcgaga
gtggagccceyg
aacaccctgg
gocaagaagq
aagetggeec
cagaactact

caccccecgaca

ageggtgett
agcagatcaa
ccagcaccat
gggagaagat
agttecagega
ggaagttcat
tgtccgaget
cagccaagcet
agaacatgat
acaccggcaa
tgacactgat
tcgeccageca
gactgaagag
acccceccoegt
tccaggacac
tegagcecct
acggctttga
ggatcgagag
tgaagecectt
gcatcttcaa
gcaacagcta
actttctggt
gcttcageet
tgaactggtg
teccegtgea

ccagcagett

56

caacgacceag
cttectgetg
cagccacage
cetgoccage
gocegecage
cetggacage
gtggaagatc
ggeegectte
gaccctgatc
gectgagage
cagccccaac
catcctgagc
actgcetgecee
gggctactac
ccagatctac
gaagcccace
cgtgatcatg
cctgagcaag
catcagcctg
gaagaaaacc
cctgaacaceo
ccggaagtge
gcatctgctg
cccecggctac
gtteceageec

cagcaacatc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560



gatggcaagg
atagtgaaga
gacttcaaga
ctggccaagg
cagaccgece
tgggtgateg
gtgagacacc
aagttctcecc
caggatctgg
cccaaagagy
acccageagy
gtetggttca
gaactgaacg
ctgttcaaag
aguaacgycyg

aagcaccatg

ctgttegget
ggaagcggag
aagaacgact
tatggegage
gaggcceggt
googeegeta
tggttegagg
gaaatcaagec
agcgccgaca
gaggccagat
gaacagctga
gccgacatge
gacagcatac
tcecectgoaca
cccgagtatg

ttoccagocet

tgctggaaat
teegagagga
cegecgaget
gacccagegg
tgatcagctt
acctgggeat
tggteggecat
acgccacecac
ccgagcctga
goegocageag
togagaacet
ccaccatgct
aagtgtggga
aggacatcct
acttctacaa
getttagect
geaagagoot
tecatctgect
ggggaggatce
tcagegacat
ggctggccag
tccggaagat
agecoetgat
aagtgaagge
ccgaggeegt
atacecaccgt
tcggecagaat
acaagcgcgt
tgagcaaggg
acgteggegt
ggcagaatge
ccgaggecat

gegtagtgee

geggtgectyg
adggcageaq
gacctggetyg
catgtacttc
catcaagcag
cggcaagggc
cgataaggac
cagacagcac
caaagaaatc
categtgtec
ggetgtgoty
gggcgaacag
ggeccgggag
gcaggaaace
tgagtacctg

cgtgcagaag

gcggaagaac
tggcggegga
agagetggee
agaacagctyg
gttcgagaga
caccaacotg
caageggggce
ggcctacatc
gcaggetgtce
ccgggacctg
gggccacgty
cctgetggge
geggtgeate
cggegtggtg
tgccacaaga

toctaageeo
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aagogggaga
gatctgaaaa
aactacatgg
gctggcgeca
gaaatcatce
caggacctgg
cagacagecce
aagcacgcea
agcgagaaag
aacctgttca
tgccacaage
gtgetggaac
aacgaggtgyg
ggecaggaaa
gtcaacaccg

cagagettca

gggoccggeg
ggeageceteg
gecatccett
gcectggaac
cagctgaagyg
ctgccecaaga
aagaggceoca
accatcaaga
gcttctgeca
gaagccaage
tacaagaaag
ggagaagcct
gagatgctga
ggccaggaca
gecggogeta

tggacaggca

tcaactacgt
ccggoggeta
accecctteag
agaccggeat
agaagatcag
gcagatacct
tggccgaget
ccaacatcta
tgcaccagat
tecactacct
tgetgeages
tgcetgecacga
tcaagttege
tcgchfcct
cetttctgat
aggactggat
cogacaagac
gaggcggaag
agaacaccat
tcaacacceot
acgagagcta
ccggegaggt
tgatcgeccg
cegectteoca
ccacecctgge
tocggroagagoe
acttcaagaa
cctteatgea
ggteccagetg
tocgagtegac
gcgagacaat
tggecggeat

tcacaggogg

57

gcgetgggag
cttcggecaac
cttogaggaa
ctacagagec
ccaccagage
ggacgecgge
ggtgtaccgg
cgtgetgcac
ctatggette
gatgaagaac
tggeggeatg
gaaccggatc
catcaagcegy
getgeecette
caagatttte

ccccgagtto

tggaggegga
caatatcgee
ggecgaccac
cgaaatggge
ggecgataat
gatcaacgat
gtttctgeag
ctgeetgace
catcgaggac
aaacgtggag
ggtggtggag
goacaaagaqg
cggeatggtyg
cgaactggee
cageaceatg

cggatactgg

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2700

27860

2829

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540
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gccaacggea
tacgaggacy
tggaagatca
ccegtggagg
gacatgaacce
gacaaggecce
ttcgecaace
gcegtgagea
aagggcaagc
getggegtygyg
aacatcatgg
cecttetget
tacaactgca
gecatgetga
caggacatct
aacggcaccg
aaagtgaagce
tecgtgacea
cagcaggtgce
acccagceca
acagtggtagg
getgaagtga
gtgacccccg
aacctgatgt
gagatcgacg
ggcagecacc
geccetgatce
gtgcgggaga
cagttcgceg
gggaacctga

<210> 22
<211> 2658
<212> ADN

gacgcectet
tgtacatgec
acaagaaagt
a&atccccgc
¢ogaggeccet
ggaagtcceg
acaaggccat
tgttcaatcc
ccateggcaa
acaaggtgee
cctgcegecaa
tcctggecett
gcctgecect
gggacgaagt
acgggatcgt
acaacgaggt
teggcaccaa
ageggagegt
tggaagatac
accaggcaoge
ccgecgtgga
aggacaaaaa
atggcttcce
tcctgggeca
cccacaagca
tgagaaagac
acgacagcett
caatggtgga
accagctgca

acctgcggga

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ORF del T7TARNP

<400> 22

ggctetggtg
cgaggtgtac
gectggecgtg
catcgagegg
gacagecetgy
gegygateage
ttggttecect
acaaggcaac
agagggcetac
ctteccagag
gagccctcta
ctgetttgag
ggecttcegat
gggcggcaga
ggccaagaaa
ggtgaccgtg
ggcecctgget
gatgacactg
cateccagect
tggctacatg
ggceatgaat
gaccggegaa
cgtgtggcag
gttcagactg
ggaaagcggc
egtggtgtgg
aggcaccatt
cacctacgag
cgagageeaqg

catcctggaa

ES 2436356 T3

cggacceaca gcaagaaage
aaggccatca acattgccca
gccaatgtga tcaccaagtg
gaggaactge ccatgaagec
aaaagggccyg ctgccgecgt
¢tggagtteca tgetggaaca
tacaacatgg actggegggy
gacatgacca aggggetget
tactggctga agatccacgg
cggatcaagt tcatcgagga
gaaaacactt ggtgggcecga
tacgceggag tgeagcacca
ggcagctgca gocggeateca
gccgtgaate tgctgccaag
gtgaacgaga - tcctgeagge
accgatgaga acaccggcga
ggccagtgge tggecctacgg
gcctatggeca gcaaagagtt
gecatcgaca gocggcaaggg
gocaagotca tatgggagag
tggctgaagt ccgccgccaa
atcctgcgga agagatgcge
gagtacaaga agcecatcca
cagoccacca tcaagaccaa
attgcccecca acttogtgea
gotcacgaga agtacggcecat
coccgocgacy cagcecaacct
agctgcgacyg tgetggecga
ctggacaaga tgcccgceccct

agegactteg cettegectg

58

cctgatgcege
gaacaccgec
gaagcactgce
cgaggacatc
gtaccggaag
ggccaacaag
cagagtgtac
gaccctggee
cgccaactge
aaaccacgag
gcaggacage
cggcetgage
geacttcage
cgagacagtg
cgacgccate
gatcagcgag
cgtgaccaga
cggetteegg
gctgatgtte
cgtgteegtg
actgctggee
cgtgcactgg
gaceceggetg
caaggactecc
cagccaggac
cgagagctte
gttcaaggce
cttetacgac
gcccgccaag

a

3600

3660

3720

3780

3840

3300

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5331



atgctcgaga
atccetttea
ctggaacacyg
ctgaaggccg
cccaagatga
aggcccaceg
atcaagacca
tctgocatcg
gccaageact
aagaaagect
gaagectggt
atgctgatcg
caggacageqg
ggcgetetgg
acaggcatca
acccacagca
gccatcaaca
aatgtgatca
gaactgcecca
agggcecgetg
gagttecatge
aacatggact
atgaccaagg
tggetgaaga
atcaagttca
aacacttggt
gceggagtge
agctgecagceg
gtgaatctge

aacgagatcc

acaccatcaa
acacecctgge
agagctacga
gcgaggtgge
tcgeccecggat
cctteccagtt
ccctggectg
gcagagccat
tcaagaaaaa
tcatgcaggt
ccagetggea
agtcgaccgg
agacaatcga
ccggcatcagy
caggcggcgg
agaaagcect
ttgoccagaa
ccaagtggaa
tgaagccecga
ccgcegtgta
tggaacagyge
ggcggggcag
ggetgetgac
tecacggege
tcgaggaaaa
gggccgagea
agcaccacgg
gcatccagea
tgccaagcga

tgcaggeccga

tatcgccaag
cgaccactat
aatgggcgag
cgataatgeo
caacgattgyg
tctgcaggaa
cctgaccagce
cgaggacgag
cgtggaggaa
ggtggaggcc
caaagaggac
catggtgtece
actggcccee
ccccatgtte
atactgggee
gatgecgetac
cacegectgg
gcactgeeec
ggacatcgac
ccggaaggac
caacaagtte
agtgtacgecce
cctggcocaag
caactgcget
ccacgagaac
ggacagceccc
cctgagctac
ctteagegec
gacagtgcag

cgeeatcaac

ES 2436356 T3

aacgacttca
ggcgagegyge
geecggtteoe
geccgetaage
ttcgaggaag
atcaagecceg
gccgacaata
gccagattcg
cagctgaaca
gacatgctga
agcatccacg
ctgcacagge
gagtatgccg
cagccctgcg
aacggcagac
gaggacgtgt
aagatcaaca
gtggaggaca
atgaaccccg
aaggcccgga
gccaaccaca
gtgagcatgt
ggcaageeca
ggcgtggaca
atcatggect
ttctgcttce
aactgcagcce
atgctgaggg
gacatctacg

ggcaccgaca

gocgacatcga
tggccagaga
ggaagatgtt
ccctgateac
tgaaggccaa
aggecgtgge
ccacegtgea
geagaatecg
agcgegtggg
gcaagggecct
tcggegtgeg
agaatgcegg
aggccattge
tggtgectee
gccctectgge
acatgcecga
agaaagtgct
teccaegecat
aggccctgac
agteceggeg
aggccatttg
tcaatccaca
tcggcaaaga
aggtgccctt
gcgcecaagag
tggccttetg
tgeecctgge
acgaagtggg
ggatcgtggce

acgaggtggt

59

gctggccgec

acagctggcc

cgagagacagqg

caccctgetg
gcggggcaag
ctacatcace
ggoetgteget
ggacctggaa
ccacgtgtac
gctgggegga
gtgeategag
cgtggtggge
cacaagagcc
taagcectgg
totggtgcgg
ggtgtacaag
ggccgtggec
cgagcgggad
agcctggaaa
gatcagcetg
gttceccttac
aggcaacgac
gggetactac
cacagagegg
dectetagaa
ctttgagtac
cttcgatgge
cggcagagee
caagaaagtg

gaccgtgacc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

14490

1500

1560

1620

1680

1740

1800
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gatgagaaca
cagtggctgg
tatggcagca
atcgacageg
aagceteatat
ctgaagtecy
ctgcggaaga
tacaagaagc
cccaccatca
gcccccaact
cacgagaagt
gccgacgecy
tgcgacgtge
gacaagatgce
gacttegect

<210> 23
<211> 2667
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

ccggegagat
cctacggegt
aagagttcgg
gcaaggggct
gagagagegt
ccgecaaact
gatgegecegt
ccatccagac
acaccaacaa
tcgtgecacag
acggcatcga
ccaacetgtt
tggccgactt
cogeactges

tegeetga

cagcgagaaa
gaccagatce
cttcoggecag
gatgttcace
gtecgtgaca
gctggecget
gcactgggtg
ccggctgaac
ggactcegag
ccaggacggc
gagcttegee
caaggcegty
ctacgaccag

cgoécaaqgggg
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gtgaagctcy
gtgaccaagc
caggtgetgg
cagcccaace
gtggtggecg
gaagtgaagg
acccecgatyg
ctgatgttce
atcgacgece
agccacctga
ctgatccacg
cgggagacaa
ttegeegace

aacctgaacc

<223> Marco abierto de lectura del plasmido pT3ARNP

<400> 23

atggaattcc
ctggeegeca
cagctggaece
gaacggcagg
accctgetge
aagggccgga
ttcattacce
gcocgctgecyg
gacctggaag
caggtgtaca
ctgggaggag

ctgatcgaga

tegagaacat
teccetteaa
tggaacatga
ccaaggccgg
ctaagctgac
agcecctecge
tgaaagtgat
gcatgctggg
ccaagcactt
agaaagcctt
aggcttggte

tgctgatcga

catcgagaat
caccctggec
gtcctacgag
cgagatcgce
caceccggatce
ctacgeecct
cctggecteco
caaggccatc
caagaagecac
catgeaggte
ctcctgggac

gtcaaccggg

atcgagaaga
gaccactacg
ctgggcgagce
gataacgccyg
gtggaatggce
ctgcagetge
ctgacctecca
gaggacgagg
gtegaggaac
gtggaagccg
aaagaaacca

ctggtggaac

gcaccaaggc
ggagcgtgat
aagataccat
aggccgetgg
cegtggagge
acazaaagac
gctteeccegt
tgggccagtt
acaagcagga
gaaagaccgt
acagcttcgg
tggtggacac
agctgcacga

tgcgggacat

acgacttete
gcteegececet
ggcggttect
ctgeccaagec
tggaagagta
tgaagcctga
ccaacatgac
ccagattegg
agctgaacaa
acatgatcgg
ccatgcacgt

tgcagcggca

60

cctggectgge
gacactggcce
ccagectgece
ctacatggce
catgaattgg
cggcgaaatce
gtggcaggag
cagactgcag
aagcggcatt
ggtgtgggcet
caccattccce
ctacgagage
gagccagctyg

cctggaaage

cgagatcgag
ggccaaagaqg
gaagatgctyg
cctgetggee
cgactccaag
agecteegece
caccatccag
ccggattegg
gcggcacgge
cagaggactg
gggcatecgg

caacgcaggc

1860

1520

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2658

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720
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aatgctggeot
aagcgggctyg
aagccatggg
ctggtcegaa
gtgtacaagg
gcegtggtea
gaaagacagyg
gagtggaaga
atctccctgg
ttcecttaca
ggcaacgaca
ggcttctact
ceagagegga
cccatcaaca
ttcogagtacyg

ttegacgget

cagaaagtga
accgtgaceg
ctggetcage
accctggaett
cageccetgeeca
tacatggeca
atgaattgga
aaagagatece
tggcaggaat
cgactgcage
ageggaateg
gtgtacgeee
accateccotg
tacgagaaca
acacagctgg

ctgaagtccg

<210> 24
<211> 888
<212> PRT

ctgateoacga
gegetectgge
tggeccatcac
cececactecaa
ccgtgaacct
acgagatcgt
aactgececce
aggctgecge
agttcatgct
acatggactg
tgaccaaggy
ggctgaagat
togectteat
acacttggtg
caggegtgac

cectgetetgg

acgagatcct
acaaggacac
agtggctgge
acggctccaa
tcgactecegyg
agotgatetyg
tgaagteegeo
tgcggecacag
accggaagcce
ccaccatcaa
cocccaactt
acgagaagta
cagacgecgyg
acgatgtgct
acaagatgce

acttegectt

<213> Artificial

<220>

ggacctgeay
tggcatctee
cggcggagge
gaaaggectg
ggcccagaat
gaactggaag
taagcecgac
tggeatctac
ggaacaggcc
gcggggceaga
cokgot.gace
ccacggegee
cgagaagcac
ggecgageag
ccaccacgge

cateccagcac

gaagcaggac
aggcgagatc
ctaeggegtg
agagttcgge
caagggecctg
ggacgcogty
cgcaaagety
atgcgeegtg
cctgoagaaa
taccctgaag
cgtgcacage
cggcatcgag
aaagotgtte
ggecgactte
cccocctgect

cgecttga

ES 2436356 T3

ctggctcagg
cceatgttec
tactgggeca
atgagatacg
accgcotgga
aactgceccyg
gacatcgaca
cggetggaca
aacaagttecg
gtgtacgecg
ctggecaagg
aactgtgecy
gtggacgaca
gacteccect
ctgtoctaca

ttctecgeca

gccatcaacy
tecgagaage
accagateocg
ttcoggeage
atgttcaccc
tcegtgactg
ctyggecgecg
cactggacca
cggctggata
gactccggca
caggacgget
tecettegece
aaggcegtyge
tacagcecagt

aagaagggca

aatacgtgga
agececcotgegt
acggcagacqg
aggacgtgta
agatcaacaa
tggccgacat
ccaacgaggc
aggoccgggt
ccagcaagaa
tgcccatgtt
geaagececat
gggtggacaa
toctggectyg
tctgettect
actgeteoct

tgctgecggga

gcaceccecaa
tgaagcetggy
tgaccaageg
aggtactgga
agaccaacoa
tggtggcege
aagtgaagga
ccoccegacgg
tgatecttect
tegacgeeca
cccacctgag
tgatccacga
gggaaaccat
togeocgacca

acetgaacct

<223> Secuencia de proteina codificada por plasmido pTSARNP

<400> 24

61

cgtgetggec
ggtgccccca
acctctggee
catgeoccgaa
gaaagtgctg
ccccagactyg
cgccctgaaa
gtcacggegg
ggccatetgg
caatccacag
cggegaggaa
ggtgeccctte
cgccaaggac
ggecttetgt
gecccctggee

cgaagtgggc

cgagatgatc
cacctccace
gagegtgatg
cgacaccate
ggetgeegge
cgtggaagec
caaaaagacc
cttteocegtyg
gggecagtte
caagcaggaa
aatgacagtg
cteocottegge
ggtcatcace
gctgcacgag

geaggatatt

840

00

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2667
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Met Glu Phe Leu Glu Asn Ile Ile Glu Asn Ile Glu Lys Asn Asp Phe

Ser Glu Ile Glu Leu Ala Ala Ile Pro Phe Asn Thr Leu Ala Asp His
20 25 30

Tyr Gly Ser Ala Leu Ala Lys Glu Gln Leu Ala Leu Glu His Glu Ser
35 40 45

Tyr Glu Leu Gly Glu Arg Arg Phe Leu Lys Met Leu Glu Arg Gln Ala
50 55 60

Lys Ala Gly Glu Ile Ala Asp Asn Ala Ala Ala Lys Pro Leu Leu Ala
65 70 75 80

Thr Leu Leu Pro Lys Leu Thr Thr Arg Ile Val Glu Trp Leu Glu Glu
85 90 95

Tyr Ala Ser Lys Lys Gly Arg Lys Pro Ser Ala Tyr Ala Pro Leu Gln
" 100 105 110

Leu Leu Lys Pr¢ Glu Ala Ser Ala Phe Ile Thr Leu Lys Val Ile Leu
115 120 125

Ala Ser Leu Thr Ser Thr Asn Met Thr Thr Ile Gln Ala Ala Ala Gly
130 135 140

Met Leu Gly Lys Ala Ile Glu Asp Glu Ala Arg Phe Gly Arg Ile Arg
145 150 155 160

Asp Leu Glu Ala Lys His Phe Lys Lys His Val Glu Glu Gln Leu Asn
165 170 175

Lys Arg His Gly Gln Val Tyr Lys Lys Ala Phe Met Gln Val Vval Glu
180 185 190

Ala Asp Met Ile Gly Arg Gly Leu Leu Gly Gly Glu Ala Trp Ser Ser
195 200 205

Trp Asp Lys Glu Thr Thr Met His Val Gly Ile Arg Leu Ile Glu Met

62
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210 215 220

Leu Ile Glu Ser Thr Gly Leu Val Glu Leu Gln Arg His Asn Ala Gly
225 230 235 240

Agn Ala Gly Ser Asp His Glu Ala Leu Gln Leu Ala Gln Glu Tyr Val
245 250 255

Asp Val Leu Ala Lys Arg Ala Gly Ala Leu Ala Gly Ile Ser Pro Met
260 265 270

Phe Gln Pro Cys Val Val Pro Pro Lys Pro Trp Val Ala Ile Thr Gly
275 280 285

Gly Gly Tyr Trp Ala Asn Gly Arg Arg Pro Leu Ala Leu Val Arg Thr
290 295 300

His Ser Lys Lys Gly Leu Met Arg Tyr Glu Asp Val Tyr Met Pro Glu
305 310 315 320

Val Tyr Lys Ala Val Asn Leu Ala Gln Asn Thr Ala Trp Lya Ile Asn
325 330 335

Lys Lys Val Ile Val Asn Trp Lys Asn Cys

)
o

Ala Val Val Asn Gl
e |
=)

'

e
2
n
]

Pro Val Ala Asp Ile Pro Ser Leu Glu Arg Gln Glu Leu Pro Pro Lys
355 360 365

Pro Asp Asp Ile Asp Thr Asn Glu Ala Ala Leu Lys Glu Trp Lys Lys
370 375 380

Ala Ala Ala Gly Ile Tyr Arg Leu Asp Lys Ala Arg Val Ser Arg Arg
385 390 395 400

Ile Ser Leu Glu Phe Met Leu Glu Gln Ala Asn Lys Phe RAla Ser Lys
405 410 415

Lys Ala Ile Trp Phe Pro Tyr Asn Met Asp Trp Arg Gly Arg Val Tyr
420 425 430

Ala Val Pro Met Phe Asn Pro Gln Gly Asn Asp Met Thr Lys Gly Leu
435 440 445

Leu Thr Leu Ala Lys Gly Lys Pro Ile Gly Glu Glu Gly Phe Tyr Trp
450 455 460

Leu Lys Ile His Gly Ala Asn Cys Ala Gly Val Asp Lys Val Pro FPhe
465 470 475 480
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Pro

Cya

Pro

His

Cys

545

Gly

Gly

Asn

Glu

Trp

625

Thr

Asp

Thr

Ala

Lys

705

Lys

Glu

Ala

Phe

Gly

530

Ser

Arg

Ile

Gly

Ile

610

Leu

Leu

Asp

Gln

val

630

Ser

Glu

Arg

Lys

Cys

515

Leu

Gly

Ala

val

Thr

595

Ser

Ala

Ala

Thr

Pro

675

Ser

Ala

Ile

Ile

Asp

500

Phe

Ser

Ila

val

Ala

580

BPro

Glu

Tyr

Tyr

Ile

660

Asn

val

Ala

Leu

Ala

485

Pro

Leu

Tyr

Gln

Asn

565

Gln

Asn

Lys

Gly

Gly

645

Gln

Gln

Thr

Lys

Arg
725

Phe

Ile

Ala

Asn

His

550

Leu

Lys

Glu

Leu

val

630

Ser

Pro

Ala

Val

Leu

710

His

Ile

Asan

Phe

Cys

535

Phea

Lau

val

Met

Lys

615

Thr

Lys

Ala

Ala

val

695

Leu

Arg

Glu

Asn

Cys

520

Ser

Ser

Pro

Asn

Ile

600

Leu

Arg

Glu

Ile

Gly

680

Ala

Ala

Cys

ES 2436356 T3

Lys

Thr

505

Phe

Leu

Ala

Ser

Glu

585

Thr

Gly

Ser

Phe

Asp

665

Tyr

Ala

Ala

Ala

His

490

Trp

Glu

Pro

Mat

Glu

570

Ile

val

Thr

val

Gly

650

Ser

Met

val

Glu

Val
730

val

Trp

Tyr

Leu

Leu

555

Thr

Leu

Thr

Ser

Thr

635

Phe

Gly

Ala

Glu

val

715

His

Asp

Ala

Ala

Ala

540

Arg

Val

Lys

Asp

Thr

620

Lys

Arg

Lys

Lys

Ala

700

Lys

Trp

64

Asp

Glu

Gly

525

Phe

Asp

Gln

Gln

Lys

605

Leu

Arg

Gln

Gly

Leu

685

Met

Asp

Thr

Ile

Gln

510

Val

Asp

Glu

Asp

Asp

599

Asp

Ala

Ser

Gln

Leu

670

Ile

Asn

Lys

Thr

Leu

495

Asp

Thr

Gly

val

Ile

575

Ala

Thr

Gln

val

val

655

Met

Trp

Trp

Lys

Pro
735

Ala

Ser

His

Ser

Gly

560

Tyr

Ile

Gly

Gln

Met.

640

Leu

Phe

Asp

Leu

Thr

720

Asp



10

Gly Phe

Asp Met

Leu Lys

770

Pro Asn

785

Val Tyr

Asp Ser
Val

Arg

Asp Phe

Pro

Ile

755

Asp

Phe

Ala

Phe

Glu

835

Tyxr

val

740

Phe

Ser

val

His

Gly

820

Thr

Ser

Trp

Leu

Gly

His

Glu

805

Thr

Met

Gln

Gln Glu Tyr

Gln Phe

760

Gly

Ile Asp Ala

775

Ser Gln

790

Asp

Lys Tyr Gly

Tle Pro Ala

Arg

745

Arg

His

Gly

Ile

Asp

ES 2436356 T3

Lys Pro

Leu Gln
Gln

Lys

Hisg
795

Ser

Glu Ser

810

Ala Gly

825

Ile Thr

840

Val

Phe Ala Asp

Tyxr

Gln

850

Lys Met

865

Leu Lys

<210> 25
<211> 2637
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

Pro

Ser

Pro Leu

Pro

855

Lys Lys

870

Phe
885

Asp

Ala

Phe Ala

Gly

Glu Asn

His

Leu

Leu
875

Asn

<223> Marco de lectura abierto del plasmido pSP6ARNP

<400> 25

atggaattec
aacggcggca
tctgacacag
atccaggect
ttecctgeagt
atgctgaaca

gaccaggtcc

aagtcecctga

tcgagcagga
tcagaagatt
cctggaaccg
acaaagagga
gogtggaaaa
ccgacgeccac
gattctccaa

aggecctcceg

cctgeacgee
cgaggccgac
gcggetgcetg
atacgaggge
tgaggtcgece
cctgeagget
getggaagge

gaccaagtcc

attcagctge
cagcagcgac
tctgagctga
aagaagggca
gcatacatea
atcgeccatgt
cacgcogeca

taccggcacg

Leun

Pro

Glu

780

Leu

Phe

Lys

Asn

Glu

Gln

Thr

765

Ser

Arg

Ala

Leu

Asp

845

Thr

Lys

750

Ile

Gly

Met

Leu

Phe
830

val

Gln

860

Asn Leu Gln

agctggaaga
agattgecge
tcgeccctat
gagcceccayg
ccatgaaggt
ctgtggecga
agtacttecga

cccacaacgt

65

Arg Leu

Asn Thr

Ile Ala

Thr val
800

Ile His
815

Lys Ala

Leu Ala

Leu Asp

Asp Ile
880

ggaaatgttc
tggctecgag
ggccgagggc
agccctggee
ggtcatggac
geggategag
gaaagtgaag

ggeegtggty

60
120
180
240
300
360
420

480



gccogagaagt
gagacacagc
aacggcgagc
ctgcagacct
ctgtcccceg
ggeggettce
cacgtgcgga
cagaacacce
ctggacctgg
gccaacceeg
tcccctgage
gecgagacaa
aagtactccg
tacgtgcagt
ttecacegagyg
gccaacctgt
gaagagttcc
gccaaggeeg
gacectggtgg
ggcagectget
gecgtgaace
gtcatcaaga
tecgtgacce
atcaccecggt
acctgeoegeg
gecgtegecg
tacctgacce
gaggtggtea
goecaagagaa
atcatggcca
ctgcaggtcg

ttegtgeacyg

cegtggetga
tgcagatcgg
ccgtgtteat
cecgagtocegt
cctacgcccc
acaccgagaa
agctgaccca
agtggcagat
gctacggegt
tgeccgtgga
agtggcagca
ageggggete
ccttcgagtce
cctegcaceet
gcagacctgt
ggggctggga
aggacatgtg
acgeccececta
acgagggcag
ctggecatcca
tgaagecttce
aaaacgcoct
tgteccggeac
ccctgaccaa
agtcegtgat
agggcaggac
ctggcgeege
aggccecccat
acgagggccet
ccgagatgct
agacagacat

gccacgacgc

gaaggacgcc
caccaccctyg
gcgggecatg
gggccagtgg
ttgtgtgate
ggtggcctct
gaaacagatg
caacaaggac
gcccagette
atttcagcac
gttcatcaac
caagtetgoc
catctactte
gtcceocccag
gaacggcgtg
caagaaaacc
ccgggatatc
cgagttectg
ggccgacgag
gcactactec
cgatgecect
gtacatggac
cgagetgaga
gaaaccegtyg
cgactacatc
cgccaacaag
ttacaactac
tgtggocatyg
gatgtacacc
gagagtgcgyg
cgtggatgag

atcccacetyg

ES 2436356 T3

gacttcgaca
ctggaaattc
agaacctacyg
atctcegect
cctececgae
cggatccgge
cecaaggtgt
gtgctggeeg
aagcccctga
ctgagaggcc
tggaagggeg
geegtegtge
gtgtacgceca
tccaacgace
gaagccctga
ttegacgtge
gecgoogace
gcetggtget
tteceggacec
geeatgetge
caggacatct
gccgacgacg
gctatggeet
atgaccctge
gtggacctgy
gtgcacccct
atgaccgcce
aagatgatce
ctgeccacey
acctgcectga
gccgecatga

atcctgaceg

gatgggaggce
tggaaggctc
gcggcaagac
tcaaagaaca
cttggoggac
tggtcaaggg
acaaggccat
tgatcgagga
tegacaaaga
gcgagctgaa
agtgcgecag
gaatggtcgg
tggactececeg
tgggecaagge
agtggttetg
gggtgtccaa
cectgacett
tcgagtacge
atctgceccgt
gggacgaagt
acggageegt
ccaccacctt
ccgectggyga
cctacggete
aagagaaaga
tcgaggacga
tgatetggee
ggcagetgge
gcttcattcet
tgggegacat
tgggegetge

tgtgcgagcet

ctggeccaaa
cgtgttctac
catctactac
cgtggeccag
ccocttoaat
caaccgcgag
caacgccctg
agtgatcaga
gaacaagaece
agagatgetqg
actgtacacc
acaggecegyg
gtcecegggtg
cectgctgegg
catcaatggé
cgtgectggac
tacccagtgg
ccagtacctg
gcaccaggac
gggcgctaag
ggcteaggty
cacctcegge
ctcoecategge
caccagactg
ggcccagaaqg
ccggeaggac
cteccatctce
cagattcgec
ggaacagaaa
caagatgtcc
cgceccetaac

ggtggataag

ggcgtgacct ctatcgeegt gatccacgac tcectteggea cccacgeocga caacacactg
accetgeggg tggccctgaa gggecagatg gtggecatgt acatcgacgg caatgetetg
cagaagctgc tggaagaaca cgaagtgcegg tggatggtgg acaccggecat cgaggtcccce
gagcagggag agttcgacct gaacgagatce atggactceg agtacgtgtt cgettga

<210> 26
<211> 878

66

540

600

660

720

780

840

200

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340

2400

2460

2520

2580

2637
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<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Secuencia de proteina codificada por plasmido pSP6ARNP

<400> 26

Met
1

Glu

Leu

Lys

65

Phe

Val

Met

Glu

ala

145

Ala

Ala

Glu

Glu

Gln

Leu

50

Glu

Leu

Val

Ser

Gly

130

Ser

Glu

Trp

Phe

Met

Ile

Ser

Glu

Gln

Met

Val

115

His

Arg

Lys

Pro

Leu

Phe

20

Ala

Glu

Tyr

Cys

Asp

100

Ala

Ala

Thr

Ser

Lys
180

Glu

Asn

Ala

Leu

Glu

Val

85

Met

Glu

Ala

Lys

Vval

165

Glu

Gln

Gly

Gly

Ile

Gly

70

Glu

Leu

Arg

Lys

Ser

150

Ala

Thr

Asgp

Gly

Ser

Ala

55

Lys

Asn

Asn

Ile

Tyr

135

Tyx

Glu

Gln

Leu

Ile

Glu

40

Pro

Lys

Glu

Thr

Glu

120

Phe

Arg

Lys

Leu

ES 2436356 T3

His

Arg

25

Ser

Met

Gly

val

Asp

105

Asp

Glu

His

Asp

Gln
185

Ala

10

Arg

Asp

Ala

Arg

Ala

90

Ala

Gin

Lys

Ala

Ala

170

Ile

Ile

Phe

Thr

Glu

Ala

Ala

Thx

val

val

His

155

Asp

Gly

Gln

Glu

Ala

Gly

€0

Pro

Tyr

Leu

Arg

Lys

140

Asn

Phe

Thr

67

Leu

Ala

Trp

45

Ile

Arg

ILle

Gln

Phe

125

Lys

val

Asp

Thr

Gln

Asp

30

Asn

Gln

Ala

Thr

Ala

110

Ser

Ser

Ala

Arg

Leu
1390

Leu Glu
15

Gln Gln

Arg Arg

Ala Tyr

Leu Ala

Met Lys

95

Ile Ala

Lys Leu

Leu Lys

Vval Val

160

Trp Glu
175

Leu Glu



Ile

Ala

Glu

225

Leu

Thr

Arg

Gln

Tzp

305

Glu

Gly

Ile

Arcg

385

Lys

Asp

Leu

Met

210

Ser

Ser

Pro

Lau

Met

290

Gln

Asp

Asn

Arg

Asn

370

Gly

Tyr

Ser

Leu

Glu

195

Arg

Val

Pro

Phe

Val

275

Pro

Ile

Leu

Lys

Glu
355

Trp

Ser

Ser

Arg

Gly
435

Gly

Thr

Gly

Ala

Asn

260

Lys

Lys

Asn

Gly

Pro

340

Leu

Lys

Lys

Ala

Val

420

Lys

Ser

Tyr

Gln

Tyr

245

Gly

Gly

val

Lys

Tyr

325

Ala

Lys

Gly

Ser

Phe

405

Tyr

Ala

Val

Gly

Trp

230

Ala

Gly

Asn

Tyr

Asp

310

Gly

Asn

Glu

Glu

Ala

390

Glu

Val

Leu

Phe

Gly

215

Ile

Pro

Phe

Arg

Lys

295

Val

val

Pro

Met

Cys

375

Ala

Ser

Gln

Leu

Tyr

200

Lya

Ser

Cys

His

Glu

280

Ala

Leu

Pro

val

Leu

360

Ala

Val

Ile

Ser

Arg
440

ES 2436356 T3

Asn

Thr

Ala

val

Thr

265

His

Ile

Ala

Ser

Pro

345

Ser

Arg

Val

Tyr

Ser

425

Phe

Gly

Ile

Phe

Ile

250

Glu

val

Asn

val

Phe

330

val

Pro

Leu

Arg

Phe

410

Thr

Thr

Glu

Tyr

Lys

235

Pro

Lys

Arg

Ala

Ile

315

Lys

Glu

Glu

Tyr

Met

395

Vval

Leu

Glu

Pro

Tyr

220

Glu

Pro

Val

Lys

Leu

300

Glu

Pro

Phe

Gln

Thr

380

val

Tyr

Ser

Gly

68

val

205

Leu

Hisg

Arg

Ala

Leu

285

Gln

Glu

Leu

Gln

Trp

365

Ala

Gly

Ala

Pro

Arg
445

Phe

Gln

Val

Pro

Sar

27¢

Thr

Agn

val

Ile

His

350

Gln

Glu

Gln

Met

Gln

430

Fro

Met

Thr

Ala

255

Arg

Gln

Thr

Ile

Asp

335

Leu

Gln

Thr

Ala

Asp

415

Ser

val

Arg

Ser

Gln

240

Arg

Ile

Lys

Gln

Arg

320

Lys

Arg

Phe

Lys

Arg

400

Ser

Asn

Asn



Gly

Gly

465

Glu

Phe

Cys

Asp

Gly

545

Ala

val

Asp

Leu

Leu

625

Thr

Glu

Pro

Asn

val
450

Trp

Glu

Thr

Phe

Glu

530

Ile

val

Ala

Ala

Arg

610

Thr

Cys

Ala

Phe

Tyr
620

Glu

Asp

Phe

Gln

Glu

515

Phe

Gln

Asn

Gln

Thr

595

Ala

Lys

Arg

Gln

Glu

675

Met

Ala

Lys

Gln

Trp

500

Tyr

Arqg

His

Leu

val

580

Thr

Met

Lys

Glu

Lys

660

Asp

Thr

Leu

Lys

Asp

485

Ala

Ala

Thr

Tyr

Lys

565

val

Phe

Ala

Pro

Ser

645

Ala

Asp

Ala

Lys

Thr

470

Met

Lys

Gln

His

Ser

550

Pro

Ile

Thr

Ser

Val

630

val

val

Arg

Leu

Trp

455

Phe

Cys

Ala

Tyr

Leu

535

Ala

Ser

Lys

Ser

Ala

615

Met

Ile

Ala

Gln

Ile
695

Phe

Asp

Arg

Asp

Leu

520

Pro

Met

Asp

Lys

Gly

600

Trp

Thr

Asp

Glu

asp
680

Trp
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Cys

val

Asp

Ala

508

Asp

val

Leu

Ala

Asgn

585

Ser

Asp

Leu

Tyr

Gly

665

Tyr

Pro

Ile

Arg

Ile

490

Pro

Leu

His

Arg

Pro

570

Ala

val

Ser

Pro

Ile

650

Arg

Leu

Ser

Asn
Val
475
Ala
Tyr
Vval
Gln
Asp
555
Gln
Leu
Thr
Ile
'fyr
635
val
Thr

Thr

Ile

Gly

460

Ser

Ala

Giu

Asp

Asp

540

Glu

Asp

Tyr

Leu

Gly

620

Gly

Asp

Ala

Pro

Ser
700

69

Ala

Asn

Agp

Phe

Glu

525

Gly

val

Ile

Met

Ser

605

Ile

Ser

Leu

Asn

Gly

685

Glu

Asn

val

Pro

Leu

510

Gly

Ser

Gly

Tyr

Asp

590

Gly

Thr

Thr

Glu

Lys

670

Ala

val

Leu

Leu

Len

495

Ala

Arg

Cys

Ala

Gly

575

Ala

Thr

Arg

Glu

655

Val

Ala

Val

Asp
480

Thr

Trp

Ala

Ser

Lys

560

Ala

Asp

Glu

Ser

Leun

640

Lys

His

Iyr

Lys
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Ala
705

Pro
Ala Lys
Leu Glu
Met

Leu

Glu
770

Asp

His
785

Gly val

Asp Asn

Met Tyr

Val Arg

850

Phe
865

Asp

<210> 27
<211> 2547
<212> ADN

<213> Attificial

<220>

Ile

Arg

Gln

Gly

755

Ala

Ala

Thr

Thr

Ile
835

Trp

Leu

Val Ala Met

710

Lys Met

Glu
725

Asn Gly Leu Met

Lys Ile Met Ala Thr

740

Ile Met Ser

760

Asp Lys

Ala Met Met Gly Ala

775

Leu Ile Leu

790

Ser His

Ile
805

Ser Ala val Ile

Leu Thr Leu Val

820

Arg

Asn Ala Leu

840

Agp Gly

vVal Thr

855

Met Asp Gly

Glu Ile

870

Asn Met Asp

ES 2436356 T3

Gln
715

Ile

Thr Leu

730

Tyr

Glu
745

Met Leu

Leu Gln Val

Ala Ala Pro

Thr val Cys

795

His Asp Ser

810

Ala
825

Leu Lys

Gln Lys Leu

Ile Glu Val

Ser Glu Tyr

875

<223> Marco abierto de lectura del plasmido pD1R

<400> 27

atggaatteg
gocaagaacy
gaactggtgt
atccaggaat
aagateccece

atcgacaaca

acgccaacgt ggtgtecctec
ectecgaget ggaacagegy
tcatcaagce ccccctgate
ccttecatceg gttcaccgtg
tgteccaaggt gcacggectg

tegtgtggga gaagaagtcc

tccacaatcyg
tccacecgect
accctgacca
accaacaaag
gacgtgaaga

ctggtcaccg

Leu Ala

Thr

Pro

Arg Val

Arg

Gly

Arg

Ala
720

Phe

Phe
735

Tle

Thr Cys

750

Glu Thr

765

Agn Phe

780

Glu Leu

Phe

Gly

Gly Gln

Asp

Val

Vval

Thr

Met

Ile Val

His

Gly

Llys
800

Asp

His Ala

815

val Ala

830

Glu
845

Leu

Pre Glu

860

Val Phe

ccacctacat
acgagatcaa
acgtggtcaa
aaggcgtgaa

acgtgcagct

agaaccgget

70

Glu

Gln

His Glu

Gly Glu

Ala

cgacgcectyg
caatgagctg
catcagecacc
gatcecggace

ggtggacgee

gcacaaagag

60

120

180

240

300

360



tgecctgctge
taoctccatca
gacttcaage
gccatcaacc
gacaacgaga
atcttcatgg
acctteatge
accaagaccg
ttcacccace
gtggtgtteg
gagcccgtga
gtggatatct
acttcagagg
ctgttctact
atcgaccaga
gagtdetoca
tacggcageg
ctggagtaca
tttategeeg
aagtacatca
agggaccagt
caccagtacg
aagagaaccc
atgtactgct
ttecggeaacyg
accgaccctyg
ggcatcaaga
ttocgtgteet
ttcgecatce
gagctgaccg
aagctgacoyg
atgtccgtgg

acccocatga
ggcttegtge

atcaatggag
agaggcgecca
tacgtgttct

<210> 28
<211> 848
<212> PRT

ggctgtecae
gactggaact
tgaagtactt
accccaagtc
cagtgcecta
cctececcaga
tgeccaagea
acggecatccc
tgggctacat
gcgaggeegt
acgccatcaa
gegaccggat
tggtcgacat
ccaagggace
cagccaatgt
tcttegtega
gcaagatcgt
tcaacaccca
agttectggt
attoccgagga
ccatcaagat
ccaacaacga
gaggcccact
ccaagacctt
gogecgatct
acgecgacgce
ccaagtacta
ccgtgegega
actacagctt
ceteeggegg
acaagaaaac
aaaagatcgc

cegagtacat
tggtggacaa

ccagecaccat
tcaagtgega

ccaagagagg

<213> Attificial

cgaggaacgg
ggtcaacctg
cctgggetet
coggeccaac
cgacgagcetg
gaacgtgatec

ggacategtg

catcaccatc

catcagatac
gaaggacaag
tgaceggetyg
cgtgttcaag
getgtccace
caagtccaac
ggtgttceegg
gtacaagaag
gctgtacaac
caacgaagtg
caacggcgag
ctactacgge
cggcgacatce
caagttecgy
gggcatcctyg
cetggacgac
ggaaaagtac
tatcgccaga
caagttagac
ggtgttetat
ccaccceegg
caaggtgctg
cttoatcata
cgacgacaga

catcaagaag
cgtggactte

ggaagatcgg
gggcctggat

gecectga

ES 2436356 T3

cacatcttte
atccaggeoea
ggcgeccagt
acctcoctgg
atecaaagagc
ctgtececce
ggcctggace
agagtgacct
cccgtgaage
aactggaccg
gaagagtcca
tctaagaagt
tacctgecta
atcgatttca
tacatgteet
ttotcecaacg
ggcgtgaact
ggcatcaagt
atcctgaage
aaccagcaca
ttoaacgagy
ctgaaccecyg
tccaactacy
tccaacaage
ttetatggeyg
ggcaacgagec
tacatccagg
ttcggeaagt
cactacgcca
atcaccacca
cacaagaacce

ategtggtgt

aacgacatcg
gccaceatca

ccctetaaco

gtggaagatc

tggactacaa
agaccaagaa
ccaagtecte
aaatcgagtt
tgaccaccct
ccatcaacge
tggaaaacct
coaacgygccet
ggatcatcga
tgtacctgat

aatacgtgga

-acgagggacc

agcageccga
agatcaagaa
cogageecat
acaagggctt
acetgaacaa
cegtggtagt
cccggatcga
acatcatcgt
acaagctgte
aggtgtecta
tgaaaaccct
ggaaggtgct
agatecgeect
ggtacaacaa
aaaccatceyg
tcaatatecat
ccgtgatgaa
tggacggcga
tgeocecectocag

acaatccete

tecgggtgtt
tegagaggta

ggaacttctt

tgctgagcta

71

gaagtacgge
cttcaccate
tctgectgeac
cacecctegg
gtccagacac
coccatcaag
gtacgeegtg
gtactgctac
ctecgaggtyg
caagetgate
atccaagctg
cttcactaca
gggegtcate
agagaacacc
catecttcgge
ccccaaagag
catctactge
gocccatcaag
caagaccatg
ggaacacctg
cgacgtggge
¢ttcaccaac
gctgatctee
ggccatcgat
gctggtgget
gotgaactoo
atacgacaca
cgactggcag
caacctgtac
caagctgage
cgagaactac
caccatgtcc

caacgagtac
caaaaagttc

cgagctgaac

ctacgtggtyg

420
480
549
600
660
720
780
840
a0
980
1020
1080

1140

1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280

2340
2400

2460

2520

2547
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<220>
<223> Secuencia de proteina codificada por plasmido pD1R

5 <400> 28
Met Glu Phe Asp Ala Asn Val val Ser Ser Ser Thr Ile Ala Thr Tyr
1 5 10 15

Ile Asp Ala Leu Ala Lys Asn Ala Ser Glu Leu Glu Gln Arg Ser Thr
20 25 30

Ala Tyr Glu Ile Asn Asn Glu Leu Glu Leu Val Phe Ile Lys Pro Pro
35 40 45

Leu Ile Thr Leu Thr Asn Val Vval Asn Ile Ser Thr Ile Gln Glu Ser
50 55 60

Phe Ile Arg Phe Thr Val Thr Asn Lys Glu Gly Val Lys Ile Arg Thr

Lys Ile Pro Leu Ser Lys Val His Gly Leu Asp Val Lys Asn Val Gln
85 90 95

Leu Val Asp Ala Ile Asp Asn Ile Val Trp Glu Lys Lys Ser Leu Val
100 105 110

Thr Glu Asn Arg Leu His Lys Glu Cys Leu Leu Arg Leu Ser Thr Glu
115 120 125

Glu Arg His Ile Phe Leu Asp Tyr Lys Lys Tyr Gly Ser Ser Ile Arg
130 135 140

Leu Glu Leu Val Asn lLeu Ile Gln Ala Lys Thr Lys Asn Phe Thr Ile
145 150 155 160

Asp Phe Lys Leu Lys Tyr Phe Leu Gly Ser Gly Ala Gln Ser Lys Ser
165 170 175

Ser Leu Leu His Ala Ile Asn His Pro Lys Ser Arg Pro Asn Thr Ser

72
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180 185 190

Leu Glu Ile Glu Phe Thr Pro Arg Asp Asn Glu Thr Val Pro Tyr Asp
135 200 205

Glu Leu Ile Lys Glu Leu Thr Thr Leu Ser Arg His Ile Phe Met Ala
210 215 220

Ser Pro Glu Asn Val Ile Leu Ser Pro Pro Ile Asn Ala Pro Ile Lys
225 230 235 240

Thr Phe Met Leu Pro Lys Gln Asp Ile Val Gly Leu Asp Leu Glu Asn
245 250 255

Leu Tyr Ala Val Thr Lys Thr Asp Gly Ile Pro Ile Thr Ile Arg Val
260 265 270

Thr Ser Asn Gly leu Tyr Cys Tyr Phe Thr His Leu Gly Tyr Ile Tle
275 280 285

Arg Tyr Pro Val Lys Arg Ile Ile Asp Ser Glu Val Val val Phe Gly

290 298 300
Glu Ala Val Lys Asp Lya Asn Trp Thr Val Tyr Leu Ile Lys Leu Ile
305 310 315 320

Glu Pro Val Asn Ala Ile Asn Asp Arg Leu Glu Glu Ser Lys Tyr val
325 330 335

Glu Ser Lys Leu Val Asp Ile Cys Asp Arg Ile Val Phe Lys Ser Lys
340 345 350

Lys Tyr Glu Gly Pro Phe Thr Thr Thr Ser Glu Val Val Asp Met Leu
355 360 365

Ser Thr Tyr Leu Pro Lys Gln Prc Glu Gly Val Ile Leu Phe Tyr Ser
370 375 380

Lys Gly Pro Lys Ser Asn Ile Asp Phe Lys Ile Lys Lys Glu Asn Thr
385 390 395 400

Ile Asp Gln Thr Ala Aan Val Val Phe Arg Tyr Met Ser Ser Glu Pro
405 410 415

Ile Ile Phe Gly Glu Ser Ser Ile Phe Val Glu Tyr Lysg Lys Phe Ser
420 425 430

Asn Asp lys Gly Phe Pro Lys Glu Tyr Gly Ser Gly Lys Ile Val ILeu
435 440 445

73



Tyr

Asn

465

Phe

Asp

His

Asp

Asn

545

Lys

Leu

Lys

Lys

Ala

625

Gly

Lys

Pro

Asn

450

Thr

Ile

Lys

Asn

Ile

530

Asn

Arg

Leu

Arg

Tyr

610

Asp

Ile

Ser

Phe

Arg
€90

Gly

His

Ala

Thr

Ile

515

Phe

Asp

Thr

Ile

Lys

595

Phe

Ala

Lys

Asp

AsSn

675

His

val

Asn

Glu

Met

500

Ile

Asn

Lys

Arg

Ser

580

Val

Tyr

Ile

Thr

Thr

660

Ile

Tyr

Agn

Glu

Phe

485

Lys

Val

Glu

Phe

Gly

565

Met

Leu

Gly

Ala

Lys

645

Fhe

Ile

Ala

Tyr

val

470

Leu

Tyr

Glu

Asp

Arg

550

Pro

Tyr

Ala

Glu

Arg

630

Tyr

vVal

Asp

Thr

Leu

455

Gly

Val

Ile

His

Lys

535

Leu

Leu

Cys

Ile

Ile

€15

Gly

Tyr

Ser

Val
695

Asn

Ile

Aan

Asn

Leu

520

Leu

Asn

Gly

Ser

Asp

600

Ala

Asn

Lys

Ser

Gln

680

Met

ES 2436356 T3

Agn

Lys

Gly

Ser

505

Arg

Ser

Pro

Ile

Lys

585

Phe

Leu

Glu

Phe

val

665

Phe

Asn

Ile

Ser

Glu

490

Glu

Asp

Asp

Glu

Leu

570

Thr

Gly

Leu

Arg

Asp

650

Arg

Ala

Asn

Tyr

Val

475

Ile

Asp

Gln

val

Val

555

Ser

Phe

Asn

Vval

Tyr

635

Tyr

Glu

Ile

Leu

Cys

460

Val

Leu

Tyr

Ser

Gly

540

Ser

Asn

Leu

Gly

Ala

620

Asn

Ile

val

His

Ser
700

74

Leu

Val

Lys

TYE

Ile

525

His

Tyzr

Tyr

Asp

Ala

605

Thr

Lys

Gln

Phe

Tyr

685

Glu

Glu

Pro

Pro

Gly

510

Lys

Gln

Phe

Val

Asp

590

Asp

Asp

Leu

Glu

Tyr

6§70

Ser

Leu

Tyr

Ile

Arg

435

Asn

Ile

Tyr

Thr

Lys

575

Ser

Leu

Pro

Asn

Thr

655

Phe

Phe

Thr

Ile

Lys

480

Ile

GCln

Gly

Ala

Asn

560

Thr

Asn

Glu

Asp

Ser

640

Ile

Gly

His

Ala
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Ser
705

Gly Gly

Lys Leu Thr

Ser Glu Asn

Val Asn

755

Tyr

Lys Lys Asn

770

val
785

Asp Asn

Ile Asn Gly

Phe Glu Leu

Leu
835

Asp Leu

<210> 29
<211> 876
<212> ADN
<213> Attificial

<220>

Lys val

Leu

Ile Thr

710

Asp Lys

725

Tyr Met

740

Pro Ser

Ile

Asp

Val Asp

Lys

Ser

Thr

val

Phe

Thr Phe

val Glu

Thr

Ile

Lys

ES 2436356 T3

Met Asp

715

Ile
730

His

Ile Ala

745

Met Ser

760

Arg val

775

Ala Thr

790

Ala Ser

805

Asn
820

Arg

Ser Tyr

Thr

Gly

Tyr

Met Glu

Ala Ile

Thr

Phe

Ile

Asp

Lys

Pro Met

Asn Glu

Ile Glu

795

Arg Pro

810

Cys Glu

828

val val

840

Tyr

Val Phe

<223> Marco abierto de lectura del plasmido pD12L

<400> 29

atggaattcg
tacgagacac
tacggecgcca
gacatgctga
tacgagattc
gtggtggecyg
tccaacaacce
gacgtgttee
accctgttcg

gtgcggetge

acgagatcgt
tgccegaget
actacttcct
agcetgttcac
tgaagatcaa
acctgtetge
acctgaccga
ggceectgtt
gcagaggcgt

tgaagtgcegt

gaagaacatc
gaacctgtce
gcagatctee
ccacgacatce
ctecgtgaag
ccggaacaag
gaacaacctg
cgacttegtg
gatcgacacc

gtccgactce

cgegagggcea
ctgggcaagt
agagtgaacg
atgctgeceg
tactacggec
ctgttcaaga
tacatctecg
aacgagaagt
atgcggatcet

tggctgaagg

Gly Asp Lys

Lys Asn Leu

Arg
750

Asp Asp

Thr Glu

765

Tyxr

Tyr Gly Phe

780

Arg Ser Lys

Ser Thr Arg

Gly Leu Asp

830

Ser Lys Arg

845

cccacgtget
ccaceetgec
acctgaaccg
agtcecgacct
ggtccacaaa
gagagcggga
actacaagat
actgcatcat
actgctecect

actccgecat

75

Ser
720

Leu

Pro Ser

735

Ile Vval

Ile

Ile

Leu

val

Phe
800

Lys

Asn Phe

815

val Glu

Gly Pro

getgeccette
ctcecetggaa
gatgcccace
ggacaaggtg
ggctgacgceoe
cgecateaag
gctgacctte
caagetgece
gttcaagaac

catggtggee

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
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tcecgacgtgt gcaagaagaa cctggacctg ttcatgtece acgtgaagte cgtgaccaag 660
tcatccagcet ggaaggacgt gaactccogtg cagttcteca tectgaacaa cccegtggac 720
accgagttca tcaacaagtt tctggaattt tccaaccggg tgtacgagge cetgtactac 780
gtgcactecec tgctgtacte cteccatgace tccgactcca agtccatcga gaacaaacat 840
cagcgacgge tggtcaagcet gctgetgggg ccectga 876
<210> 30

<211> 291

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de proteina codificada por plasmido pD12L

<400> 30
Met Glu Phe Asp Glu Ile Val Lys Asn Ile Arg Glu Gly Thr His Val
1 5 10 15

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

Lys Ser Pr¢ Leu Pro Ser Leu Glu Tyr Gly Ala Asn Tyr Phe Leu Gln
35 40 45

Ile Ser Arg Val Asn Asp Leu Asn Arg Met Pro Thr Asp Met Leu Lys
S0 33 60

Leu Phe Thr His Asp Ile Met Leu Pro Glu Ser Asp Leu Asp Lys Val
65 70 75 80

Tyr Glu Ile Leu Lys Ile Asn Ser Val Lys Tyr Tyr Gly Arg Ser Thr
85 90 95

Lys Ala Asp Ala Val Val Ala Asp Leu Ser Ala Arg Asn Lys Leu Phe
100 105 110

Lys Arg Glu Arg Asp Ala Ile Lys Ser Asn Asn His Leu Thr Glu Asn
1158 120 128

Asn Leu Tyr Ile Ser Asp Tyr Lys Met Leu Thr Phe Asp Val Phe Arg
130 135 140

Pro Leu Phe Asp Phe Val Asn Glu Lys Tyr Cys Ile Ile Lys Leu Pro
145 150 155 160

Thr Leu Phea Gly Arg Gly Val Ile Asp Thr Met Arg Ile Tyr Cys Ser
165 170 175

76
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Leu Phe

Lys

Asp

Leu
210

Asp

Lys
225

Asp

Thr Glu

Ala Leu

Ser Lys

Leu Gly

290

<210> 31
<211> 2760
<212> ADN

<213> Attificial

<220>

Lys

Ser

185

Phe

Vval

Phe

Tyx

Ser

275

Pro

Asn Val Arg Leu

180

Ala

Met

Asn

Ile Met Val

Ser His Val

Ser Val Gln

Leu

Lys Cys

ES 2436356 T3

val

185

Ala
200

Lys
215

Phe

230

Ile
245

Iyr
260

Ile

Asn Lys Phe

Val His Ser

Glu Asn Lys

Leu

Leu

Ser Asp

Ser val

Ser Ile

Glu Phe

Leu Tyr

Val

Thr

Leu
235

Ser
250

Ser

265

His
280

Gln Arg

Arg

Ser
190

Ser Asp

Cys Lys

205

Lys

Lys Ser

220

Asn Asn Pro

Asn Arg Val

Ser Met

270

val
285

Leu Lys

<223> Marco abierto de lectura del plasmido pRR1234L-NP868R

<400> 31

atgctggaaa
gocgagetga
tacggeccen
cagcggtgct
cagcagatca
cccagcacca
cgggagaaga
aagttcagcg
cggaagttca
gtgtcegage
tcagccaage

aagaacatga

tcagggccge
gacagegggt
tgggeggagy
tcaacgacca
acttecctgcet
tcagccacag
tcectgecccag
agcccgocag
tcctggacag
tgtggaagat
tggccgectt

tgaccctgat

cttectgegg
gcageggety
caaagaattc
gagcctgaag
gttcaagacc
catccggtge
cgagaacctg
cctgggetgt
cagcegtgcetg
cgagctgaco
caagaccctg

caaccccgac

agaagaaaca
cggaacateg
gccageetgg
aacagcacca
gtgtacgagg
atcaagaagyg
tacttcaaga
aaagtgteco
gtccggectga
ategtgaagc
ctgttcgaca

gacgagtacc

cegecctgeg
tgtccoccagta
acaacctggt
tcgagetgga
cactggtcege
tgcaccacga
aacagcacct
tggcecatcga
agaaccggac
agetgatggg
cccecgagea

tgtacgagat

77

Ser

Thr

Trp Leu

Asn Leu

Ser Trp

Val Asp

240

Tyr Glu

255

Ser Asp

Leu Leu

gaccagagtg
cgagacaaga
ggccagatac
aatccggtte
coaggaaate
gaaccactge
gatgttette
gcagcccatc
caccttecgg
cagcgaggty
gecagaccace

cgagategag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720
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tacaccggca
ctgacactga
atcgccagcc
ggecctgaaga
tacaccececy
atacaggaca
atcgagccece
tacggetttg
cggatcgaga
atgaagccct
agcatcttea
ggcaacagoet
gactttctgg
ggcttcagee
ctgaactggt
ttcececgtge
accagcagct
atcaactaecg
aceggeggcet
gacccettea
aagaccggeca
cagaagatca
ggcagatacc
ctggccgage
accaagatet
gtgcaccaga
atccactace
ctgctgcagce
ctgctgcacg
gtcaagtteg
atcggegtee

gectttetga

aaggactgga tccccgagtt ccagaacttc agcaagagece tgtacaagat cetgaccgag

gccgacaaga cctggaccag cctgttegge ttcatctgee tgecggaagaa cgggecctga

<210> 32
<211>919
<212> PRT

agcctgagag
tcagcoccaa
acatcctgag
gactgetgeo
tgggetacta
cccagatcta
tgaagcccac
acgtgatcat
gcctgagcaa
tcatcagcct
agaagaaaac
acctgaacac
tccggaagtg
tgecatctget
gcceccggeta
agttccagee
tcagcaacat
tgegetggga
acttcggcaa
gettegagga
tctacagage
gecaccagag
tggacgccgg
tggtgtaceg
acgtgctgea
tctatggett
tgatgaagaa
ctggcggecat
agaaccggat
ccatcaageg
tgctgeoctt

tcaagatttt

<213> Artificial

<220>

cctgacagcee
ccacctgaty
cagcgagatc
ccaggtcaag
cgtgacegac
cgtggtggce
catcctggac
gtacgagggc
gggcatcaag
gacctccgec
ceggeectac
caacacctte
ccecgagtea
gttegtggge
caccaagctg
cagcgacttc
cgatggcaag
gatcgtgaag
cgacttcaag
actggccaag
ccagacegee
ctgggtgatc
cgtgagacac
gaagttctcc
ceaggatety
ccccaaagag
cacccagoag
ggtctggttc
cgaactgaac
gctgttcaaa
cagcaacgge

caagcaccat

ES 2436356 T3

gecgacgtga
c¢tgaccgect
ctgctggecc
tcocatgaceca
aaggacgacqg
gaccagetgt
ggecgagttea
aacctgoetga
gtgctgcagg
gaccccaacy
agcatcgacg
aagtggaagce
etgaacgtge
atcagcggeg
tteccegtga
ccectggect
gtgctggaaa
ateccgggagg
acegoecgage
ggacccageyg
ctgatcaget
gacctgggea
ctggtcggca
cacgccacca
goecgagectyg
ggcgocagea
gtecgagaacc
accaccatgc
gaagtgtggg
gaggacated

gacttctaca

tcaagatcaa
accaccagge
ggatcaagag
aggccegacta
goatcegggg
acagcectggy
tgaecagagaa
cocageagyy
ccttcaacat
tgetgetgaa
gcatcatcct
ccacctggga
cegagtacge
agctgtttaa
cccagcggaa
tcctgtacta
tgcggtgect
accggcagca
tgacctgget
geatgtactt
tcatcaagca
tcggcaaggg
tcgataagga
ccagacagca
ccaaagaaat
gcatcgtgte
tggctgtget
tgggcgaaca
aggcccgygga
tgeaggaaac

atgagtacct

gaacaccgtg
catcgagttt
cggcaagtgg
catgaagttc
cattgcegtg
caccacogygce
gaaagagttc
cttcgagaca
caaggocgayg
gaatttcgag
ggtggagecc
caacaccctg
ccccaagaag
gaagctggcee
ccagaactac
ccaccccgac
gaagcegggag
ggatctgaaa
gaactacatg
egatggegee
ggaaatcatce
ccaggacctg
ccagacagoc
caagcacgoc
cagegagaaa
caacctgtte
gtgccacaag
ggtgctggaa
gaacgaggtyg
cggacaggaa

ggtcaacacc

ggctttagee tegtgeagaa goagagette

78

780

840

900

260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2529
2580

2640

2760

2700
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<223> Secuencia de proteina codificada por plasmido pRR1234L-NP868R

<400> 32

Met Leu Glu Ile

1

Arg

Ile

Glu

Asn

65

Gln

Ala

Lys

Asn

Pro

145

Thr

Lys

Thr

val

Phe

50

Asp

Gln

Gln

val

Leu

130

Ala

Lys

Thr

Gln

Arg

Ser

Ala

Gln

Ile

Glu

Hig

115

Tyr

Ser

Phe

Phe

Len
195

val

Gln

Ser

Ser

Agn

Ile

100

His

Fhe

Leu

Ile

Arg

180

Met

Arg

Ala

Tyr

Leu

Leu

Phe

85

Pro

Glu

Lys

Gly

Leu

165

Val

Gly

Ala

Glu

Glu

Asp

Lya

70

Leu

Ser

Asn

Lys

Cys

150

Asp

Ser

Ser

Ala

Leu

Thr

Asn

55

Asn

Leu

Thr

His

Gln

135

Lys

Ser

Glu

Glu

Phe

Arg

Arg

40

Leu

Ser

Phe

Ile

Cys

120

Pro

Val

Ser

Leu

val
200

Leu

Gln

Tyr

val

Thr

Lys

Ser

105

Arg

Leu

Ser

val

Trp

185

Ser

Arg

10

Arg

Gly

Ala

Ile

Thr

30

His

Glu

Met

Leu

Leu

170

Lys

Ala

Arg

val

Pro

Arg

Glu

75

val

Ser

Lys

Phe

Ala

155

val

Ile

Lys

Gln

Leu

Tyr

60

Leu

Tyr

Ile

Ile

Fhe

140

Ile

Arg

Glu

Leu

79

ABnN

Arg

Gly

45

Gln

Glu

Glu

Arg

Leu

125

Lys

Glu

Leu

Leu

Ala
205

Thr

Leu

Gly

Arg

Ile

Ala

Cys

110

Pro

Phe

Gln

Lys

Thr

1390

Ala

Ala

15

Arg

Gly

Cys

Arg

Leu

95

Ile

Ser

Ser

Pro

Asn

175

Ile

FPhe

Leu

Asn

Lys

Phe

Phe

80

val

Lys

Glu

Glu

Ile

160

Arg

val

Lys



Thr

Thr

225

Tyr

Lys

Ala

Glu

Len

305

Tyzr

Gly

Leu

Leu

val

385

Ile

Asn

Pro

Leu

2190

Leu

Thr

Agn

Tyr

Ile

290

Leu

Bro

Ile

Tyr

Asp

370

Ile

Ile

Lys

Val

Tyr
450

Leu

Ile

Gly

Thr

His

275

Leu

Pro

Pro

Ala

Ser

355

Gly

Met

Glu

Ala

Leu

435

Ser

Phe

Asn

Tys

val

260

Gln

Leu

Gln

val

Val

340

Leu

Glu

Tyr

Ser

Glu

420

Leu

Ile

Asp

Pro

Pro

245

Leu

Ala

Ala

val

Gly

325

Ile

Gly

Phe

Glu

Leu

405

Mat

Lys

Asp

Thr

Asp

230

Glu

Thr

Ile

Axg

Lys

310

Tyx

Gln

Thr

Met

Gly

390

Ser

Lys

Asn

Gly

Pro

215

Asp

Ser

Leu

Glu

Ile

295

Ser

Tyz

Asp

Thr

Pro

375

Asn

Lys

Pro

Phe

Ile
455

Glu

Glu

Leu

Ile

Phe

280

Lys

Met

Val

Thr

Gly

360

Glu

Leu

Gly

Phe

Glu

440

Ile
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Gln

Tyr

Thr

Ser

265

Ile

Ser

Thr

Thr

Gln

345

Ile

Lys

Leu

Ile

Ile

425

Ser

Leu

Gln

Leu

Ala

250

Pro

Ala

Gly

Lys

Asp

330

Ile

Glu

Lys

Thr

Lys

410

Ser

Ile

vVal

Thr

Tyr

235

Ala

Asn

Ser

Lys

Ala

315

Lys

Tyr

Pro

Glu

Gln

395

val

Leu

Phe

Glu

Thr

220

Glu

Asp

Hig

His

Trp

300

Asp

Ala

Val

Leu

Phe

380

Gln

Leu

Thr

Lys

Pro
4¢€0

80

Lys

Ile

Val

Leu

Ile

285

Gly

Tyr

Asp

val

Lys

365

Tyr

Gly

Asn

Glu

Ile

Met

270

Leu

Leu

Met

Gly

Ala

350

Pro

Gly

Fhe

Met

Ile

Lys

255

Leu

Sexr

Lys

Lys

Ile

335

Asp

Thr

Phe

Glu

Gln Ala Phe

Ser

Lys
445

Gly

Ala
430

Lys

Agn

415

Asp

Thr

Ser

Met

Glu

240

Ile

Thr

Ser

Phe

320

Arg

Gln

Ile

Agsp

Thr

400

Asn

Pro

Arg

Tyr



Leu Asn Thr Asn

465

Asp

Ala

Gly

Lys

Phe

545

Thr

Leu

Glu

Phe

Phe

625

Lys

Gln

Gly

val
705

Phe

Pro

Glu

Leu

530

Gln

Ser

Lys

Asgp

Lys

610

Glu

Thr

Glu

Ile

His

690

Tyr

Leu

Lys

Leu

515

Phe

Pro

Ser

Arg

Arg

595

Thr

Glu

Gly

Ile

Gly

€75

Leu

Arg

val

Lys

500

Phe

Pro

Ser

Phe

Glu

580

Gln

Ala

Len

Ile

Ile

660

Lys

val

Tys

Thr

Arg

485

Gly

Lys

Val

Asp

Ser

565

Ile

Gln

Glu

Ala

Tyr

645

Gln

Gly

Gly

Fhe

Phe

470

Lys

Phe

Lys

Thr

Phe

550

Asn

Agn

Asp

Leu

Lys

630

Arg

Lys

Gln

Ile

Ser
710

Lys

Cys

Ser

Leu

Gln

535

Pro

Ile

Tyr

Leu

Thr

€15

Gly

Ala

Ile

Asp

Asp

695

His

Irp

Pro

Leu

Ala

520

Arg

Leu

Asp

Val

Lys

600

Trp

Pro

Gln

Ser

Leu

680

Lys

Ala
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Lys

Glu

His

505

Leu

Asn

Ala

Gly

Arg

585

Thr

Leu

Ser

Thr

His

665

Gly

Asp

Thr

Fro

Ser

490

Leu

Asn

Gln

Phe

Lys

570

Trp

Gly

Asn

Gly

Ala

650

Gln

Arg

Gln

Thr

Thr
475

Leu

Trp

Asn

Leu

555

val

Glu

Gly

Tyr

Met

635

Len

Ser

Tyr

Thxr

Arg
715

Trp

Asn

Phe

Cys

Tyr

540

Tyr

Leu

Ile

Tyr

Met

620

Tyr

Ile

Trp

Leu

Ala

700

Gln

81

Asp

val

val

Pro

525

Phe

Tyr

Glu

val

Phe

605

Asp

Phe

Ser

val

Asp

685

Leu

His

Asn

Pro

Gly

510

Gly

Pro

His

Met

Lys

590

Gly

Pro

Ala

Phe

Ile

670

Ala

Ala

Lys

Thr

Glu

495

Ile

Tyr

Val

Pro

Arg

575

Ile

Asn

Phe

Gly

Ile

655

Asp

Gly

Glu

His

Leu

480

Tyr

Ser

Thr

Gln

Asp

560

Cys

Arg

Asp

Ser

Ala

540

Lys

Leu

Val

Leu

Ala
720
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Thr Asn Ile Tyr Val Leu His Gln Asp Leu Ala Glu Pro Ala Lys Glu
725 730 735

Ile Ser Glu Lys Val His Gln Ile Tyr Gly Phe Pro Lys Glu Gly Ala
740 745 750

Ser Ser Ile Val Ser Asn lLeu Phe Ile His Tyr Leu Met Lys Asn Thr
755 760 765

Gln Gln Val Glu Asn Leu Ala Val Leu Cys His Lys Leu Leu Gln Pro
770 775 780

Gly Gly Met Val Trp Phe Thr Thr Met Leu Gly Glu Gln Val Leu Glu
785 790 795 800

Leu Leu His Glu Asn Arg Ile Glu Leu Asn Glu Val Trp Glu Ala Arg
805 810 815

Glu Asn Glu Val vVal Lys Phe Ala Ile Lys Arg Leu Phe Lys Glu Asp
820 825 830

Ile Leu Gln Glu Thr Gly Gln Glu Ile Gly Val Leu Leu Prc Phe Ser
835 840 845

Asn Gly Asp Phe Tyr Asn Glu Tyr Leu Val Asn Thr Ala Phe Leu Ile
850 855 860

Lys Ile Phe Lys Hig His Gly Phe Ser Leu Val Gln Lys Gln Ser Phe
865 870 875 880

lLys Agsp Trp Ile Pro Glu Phe Gln Agn Phe Ser Lys Ser Leu Tyr Lys
885 890 895

Ile Leu Thr Glu Ala Asp Lys Thr Trp Thr Ser Leu Phe Gly Phe Ile
900 905 910

Cys Leu Arg Lys Asn Gly Pro
‘915

<210> 33

<211> 2688

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Marco abierto de lectura del plasmido pRR1234L-DIR

<400> 33
atgctggaaa tcagggccgce cttcctgcgg agaagaaaca ccgccctgeg gaccagagtg 60

gccgagetga gacagecgggt gcageggcectg cggaacatcg tgtcccagta cgagacaaga 120

82



tagggecace
gccacctaca
tacgagatea
aacgtggtca
gaaggcgtga
aacgtgcage
gagaagegge
ctggactaca
aagaccaaga
tocaagtect
gaaatcgagt
ctgaccaccc
cccatcaacg
ctggaaaace
toccaacggec

cggatecateg

aaatacgtyg
tacgagggac
aagcagcecccyg
aagatcaaga
tccgagecca
gacaaggget
tacctgaaca
tcegtggtgg
ccccggateg
aacatcatcg
gacaagetgt
gaggtgtcct
gtgaaaacae
cggaaggtga
gagatcgcec

cggtacaaca

tgggcagagy
tcgacgeooct
acaatgagcet
acatcageac
agatccoggac
tggtggacge
tgcacaaaga
agaagtacgg
acttcaccat
ctetgekbgea
tcaccccteg
tgteccagaca
cccccatcaa
tgtacgecgt
tgtactgcta

actcegaggt

aateccaaget
cctteoactac
agggegtecat
aagagaacac
tcatettcgg
tecccaaaga
acatctactg
tgececatcaa
acaagaccat
tggaacacct
cegacgtggy
acttcaccaa
tgetgatete
tggacatega
tgetggtgge

agctgaacte

¢aaagaatte
ggccaagaac
ggaactggty
catccaggaa
caagatccec
catcgacaac
gtgcetgetg
ctectacate
cgackttcaag
cgcecatcaac
ggacaacgag
catcttcatg
gaccttecatg
gaccaagace
ctteacecac
ggtggtgttc
cgagocegty
ggtggatatc
aacttoagag
cctgttctac
catcgaccag
cgagtectce
gtacggéagc
cetggagtac
gtttategee
gaagtacatc
gagggaccag
ccaccagtac
caagagaacc
catgtactge
ttteggeaac
taccgaccct

cggeatcaag
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gacgccaacqg
geetaagage
ttcatcaage
teccttecatce
ctgtccaagg
atcgtgtggy
cggetgteeca
agactggaac
ctgaagtact
caccccaagt
acagtgeccct
gcctcoecedyg
ctgcecaage
gacggcatcc
ctggyctaca

ggcgaggccg

tgcgaccgga
gtggtegaca
tecaagggac
accgccaatg
atcttegteg
ggcaagatcg
atcaacacce
gagttcetgg
aattoogagy
tccatcaaga
gccaacaacg
cgaggcccac
toccaagacct
ggcgccgate
gadgacgacy

accaagtact

tggtgtecte
tggaacagcg
cccecetgat
ggttcaccgt
tgcacggeet
agaagaagtce
ccgaggaacg
tggtcaacct
toctgggete
cccggeccaa
acgacgagct
agaacgtgat
aggacatcgt
cecatcaccat
tcatcagata

tgaaggacaa

tcgtgticaa
tgetgtocac
ccaagtccaa
tggtgttceg
agtacaagaa
tgctgtacaa
acaacgaagt
tcaacggcga
actactacgg
tcggogacat
acaagttceg
tgggcatcct
tcctégacga
tggaaaagta
ctategceag

acaagttcega

83

cteccacaatc
gtccaccgee
caccctgace
gadcaacaaa
ggacgtgaag
cetggtcace
gcacatcttt
gatccagged
tggcgeacag
cacctccctg
gatcaaagag
coctgteccee
gggcctggac
cagagtgacc
ccecgtgaag

gaactggacc

gtctaagaag
ctacctgect
catcgattte
gtacatgtec
gttetecaac
cggcgtgaac
gggcatcaag
gatcctgaag
caaccageac
ctteaacgag
gotgaaccee
gtecaactas
ctccaacaag
cttctatgge
aggcaacgag

ctacateceag

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

500

960

1020

108¢C

[
=
-9
[

1200

1260

1329

1380

1449

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

. 1920

1580

2040

2100



10

gaaaccatce
ttcaatatca
accgtgatga
atggacggeg
ctgcecctccea
tacaatccect
gtececgggtgt
atcgageggt
cggaacttct

ctgectgagcect

<210> 34
<211> 895
<212> PRT

<213> Attificial

<220>

getecgacac
tcegactggeca
acaacctgte
acaagctgag
gcgagaacta
ccaccatgte
tcaacgagta
ccaaaaagtt
tocgagctgaa

actacgtggt

cttoegtgtce
gttcgeceatce
cgagctgacce
caagctgace
catgtcecgtg
cacccocatg
cggcttegty
catcaatgga
cagaggcgcec

gtacgtgttc
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teegtgegeg
cactacaget
gcectecggeg
gacaagaaaa
gaaaagatcg
accgagtaca
ctggtggaca
gccagcacca
atcaagtgcg

tccaagagag

aggtgttcta

tccacceceg
gcaaggtget
cctteatcat
ccgacgacag
tcatcaagaa
acgtggactt
tggaagatcy
agggcctgga

ggccctga

<223> Secuencia de proteina codificada por plasmido pRR1234L-DIR

<400> 34

Met Leu
1

Arg Thr
Ile

val

Phe
50

Glu

Asp Ala

65

Tyr Glu

Thr

Ile

Ile Arg

Glu

Arg

Ser

35

Asp

Leu

Ile

Leu

Phe

Ile Arg

Val Ala
Gin Tyr
Ala

Asn

Ala Lys

Ala

Glu

Glu

val

Asn

Ala Phe

Leu Arg

Thr Arg

40

val
55

Ser

Ala Ser

70

Agn Asn

Thr
100

Asn

Thr val

115

Ile Pro

Leu

Ser Lys

Glu

Val

Thr

val

Leu Glu

val Asn

Asn Lys

120

His Gly

Leu Arg
10

Gln Arg Val

Tyr Gly Pro

Ser Ser Thr

Glu Glu

75

Leu

val
90

Leu Phe

Ile
105

Ser

Glu Gly Val

Leu Asp Val

Arg

Thr

Arg Asn
Gln

Arg

Gly
45

Leu

Ile
60

Ala
Gln Arg
Ile

Lys

Ile Gln

Thr

Leu

Gly

Thr

Ser

Pro

Glu

tttcggecaag
gcactacgcc
gatcaccace
ccacaagaac
aatcgtggtyg
gaacgacatc
cgccaccatce
gcectetace

tgtggaagat

Ala
15

Leu
Arg Asn
Gly Lys
Ile

Tyr

Ala
80

Thr

Leu

Pro

Ser Phe

110

Ile
125

Lys

Lys Asn

84

Arg

val

Thr Lys

Gln Leu

2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640

2688



val
145

Glu

Glu

Phe

Leu

225

Glu

leu

Pro

Phe

Tyr

308

Ser

Tyr

Ala

Pro

Ser
385

130

Asp

Asn

His

Lau

Lys

210

Leu

Ile

Ile

Glu

Met

290

Ala

Asn

Pro

Val

Val

370

Lys

Ala

Arg

Ile

Val

1395

Leu

His

Glu

Lys

Asn

275

Leu

val

Gly

Val

Lys

355

Asn

Lau

Ile

Leu

Phe

180

Asn

Lys

Ala

Phe

Glu

260

val

Pro

Thr

Leu

Lys

340

Asp

Ala

Vval

Asp

His

165

Leu

Leu

Tyr

Ile

Thr

245

Leu

Ile

Lys

Lys

Tyr

325

Arg

Lys

Ila

Asp

Asn

150

Lys

Asp

Ile

Phe

Asn

230

Pro

Thr

Leu

Gln

Thr

310

Cys

Ile

Asn

Agn

Ila
390

135

Ile

Glu

Tyr

Gln

Leu

215

His

Arg

Thr

Ser

Asp

295

Asp

Tyr

Ile

Trp

Asp

375

Cys

val

Cys

Lys

Ala

200

Gly

Pro

Asp

Leu

Pro

280

Ile

Gly

Phe

Asp

Thr
360

Rrg

Asp

Trp

Leu

Lys

185

Lys

Ser

Lysa

Asn

Ser

265

Pro

val

Ile

Thr

Ser

345

val

Lou

Arg
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Glu

Leu

170

Tyr

Thr

Gly

Ser

Glu

250

Arg

Ile

Gly

Pro

His

330

Glu

Tyr

Glu

Ile

Lys

155

Arg

Gly

Lys

Ala

Arg

235

Thr

Hisg

Asn

Leu

Ile

315

Leu

Val

Leu

Glu

Val
395

140

Lys

Leu

Ser

Asn

Gln

220

Pro

val

Ila

Ala

Asp

300

The

Gly

val

Ile

Ser

380

Phe

Ser

Ser

Ser

Phe

205

Ser

Asn

Pro

Phe

Pro

285

Leu

Ile

Tyr

val

Lys

365

Lys

Lya

85

Leu

Thr

Ile

130

Thr

Lys

Thr

Tyr

Met

270

Ile

Glu

Arg

Ile

Pha

350

Leu

Tyr

Ser

Val

Glu

175

Arg

Ile

Ser

Ser

Asp

255

Ala

Lys

Asn

Val

Ile

335

Gly

Ile

val

Lys

Thr

160

Glu

Leu

Asp

Ser

Leu

240

Glu

Ser

Thr

Leu

Thr

320

Arg

Glu

Glu

Glu

Lys
400



Tyr

Thr

Gly

Asp

Ile

465

Asp

Asn

Thr

Ile

Lys

545

Aan

Ile

Asn

Leu
625

Glu Gly Pro Phe

Tyr Leu Pro

Pro

Gln

450

Phe

Lys

Gly

Hisg

Ala

530

Thr

Ile

Phe

Asp

Thr

610

Ile

Lys

Lys

435

Thr

Gly

Gly

Val

Aan

515

Glu

Met

Ile

Asn

Lys

595

Arg

Ser

val

420

Ser

Ala

Glu

Phe

Asn

500

Glu

Phe

Lys

Val

Glu

580

Phe

Gly

Met

Leau

405

Lys

Asn

Asn

Sex

Pro

485

Tyr

val

Leu

Tyr

Glu

565

Asp

Pro

Tyr

Ala
645

Thr

Gln

Ile

val

Ser

470

Lys

Leu

Gly

Val

Ile

550

His

Lys

Leu

Leu

Cys

€30

Ile

Thr

Pro

Asp

val

455

Ile

Glu

Asn

Ile

Asn

535

Asn

Leu

Leu

Asn

Gly

615

Ser

Asp

Thr

Glu

Phe

440

Phe

Phe

Tyr

Asn

Lys

520

Gly

Ser

Arg

Sexr

Pro

600

Ile

Lys

Phe

ES 2436356 T3

Ser

Gly

425

Lys

Arg

Val

Gly

Ile

505

Ser

Glu

Glu

Asp

Asp

585

Glu

Leu

Thr

Gly

Glu

410

val

Ile

Tyr

Glu

Ser

430

Tyr

val

Ile

Asp

Gln

570

val

val

Ser

Phe

Asn
650

Val

Ile

Lys

Met

Tyxr

475

Gly

Cys

val

Leu

Tyr

555

Ser

Gly

Ser

Asn

Leu

635

Gly

val

Leu

Lys

Ser

460

Lys

Lys

Leu

val

Lys

540

Tyr

Ile

His

Tyr

Tyr

620

Asp

Ala

86

Asp

Phe

Glu

445

Ser

Lys

Ile

Glu

Pro

525

Pro

Gly

Lys

Gln

Fhe

605

val

Asp

Asp

Met

Tyr

430

Asn

Glu

FPhe

val

Tyr

510

Ile

Arg

Asn

Ile

Tyr

590

Thr

Lys

Ser

Leu

Leu

415

Ser

Thr

Pro

Ser

Leu

495

Tle

Lys

Ile

Gln

Gly

575

Ala

Asn

Thr

Asn

Glu
655

Ser

Lys

Ile

Ile

Asn

480

Tyr

Asn

Phe

Asp

His

560

Asp

Asn

Lys

Leu

Lys

640

Lys



ES 2436356 T3

Tyr Phe Tyr Gly Glu Ile Ala Leu Leu Val Ala Thr Asp Pro Asp Ala
660 665 870

Asp Ala Ile Ala Arg Gly Asn Glu Arg Tyr Asn Lys Leu Asn Ser Gly
675 680 685

Ile Lys Thr Lys Tyr Tyr Lys Phe Asp Tyr Ile Gln Glu Thr Ile Arg
690 695 700

Ser Asp Thr Phe Val Ser Ser Val Arg Glu Val Phe Tyr Phe Gly Lys
705 710 715 720

Phe Asn Ile Ile Asp Trp Gln Phe Ala Ile His Tyr Ser Phe His Pro
725 730 735

Arg His Tyr Ala Thr Val Met Asn Asn Leu Ser Glu Leu Thr Ala Ser
740 745 750

Gly Gly Lys Val Leu Ile Thr Thr Met Asp Gly Asp Lys Leu Ser Lys
755 760 765

Leu Thr Asp Lys Lys Thr Phe Ile Ile His Lys Asn Leu Pro Ser Ser
770 175 780

Glu Asn Tyr Met Ser Val Glu Lys Ile Ala Asp Asp Arg Ile Val Val
785 790 735 800

Tyr Asn Pro Ser Thr Met Ser Thr Pro Met Thr Glu Tyr Ile Ile Lys
805 810 815

Lys Asn Asp Ile val Arg val Phe Asn Glu Tyr Gly Phe val Leu val
820 825 830

Asp Asn Val Asp Phe Ala Thr Ile Ile Glu Arg Ser Lys Lys Phe Ile
835 840 845

Asn Gly Ala Ser Thr Met Glu Asp Arg Pro Ser Thr Arg Asn Phe Phe
850 855 860

Glu Leu Asn Arg Gly Ala Ile Lys Cys Glu Gly Leu Asp Val Glu Asp
B65 870 875 880

Leu Leu Ser Tyr Tyr Val Val Tyr Val Phe Ser Lys Arg Gly Pro
885 890 BS95

<210> 35
<211> 1017
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Marco abierto de lectura del plasmido pRR1234L-D12L

<400> 35

87
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atgctggaaa
gccgagetga
tacggcceece
acccacgtgc
teceecectge
gacctgaacc
gagtecgacc
aggtccacaa
agagagcggqg
gactacaaga
tactgcatca
tactgectece
gactccgeca
cacgtgaagt
atectgaaca
gtgtacgagg
aagtccatcg

<210> 36
<211> 338
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

tcagagcege
gacagcgggt
tgggceggagg
tgctgecctt
ccteocetgga
ggatgecccac
tggacaaggt
aggctgacge
acgccatcaa
tgctgacctt
tcaagctgee
tgttcaagaa
tcatggtgge
ccgtgaccaa
acceegtgga
ccctgtacta

agaacaaaca

cttectgegg
gcageggctyg
caaagaattc
ctacgagaca
atacggcgec
cgacatgetg
gtacgagatt
cgtggtggee
gtccaacaac
cgacgtgttc
caccectgtte
cgtgeggetyg
ctecgacgtg
gtcatccagc
caccgagtte
cgtgcactcc

tcagcgacgg

ES 2436356 T3

cggagaaaca
cggaacatcg
gacgagatcg
ctgceccegage
aactacttce
aagctgtteca
ctgaagatca
gacctgtetg
cacctgaccg
cggeccectgt
ggcagaggcg
ctgaagtgcg
tgcaagaaga
tggaaggacg
atcaacaagt
ctgctgtact

ctggtcaage

ccgecectgey
tgtecccagta
tgaagaacat
tgaacctgtce
tgcagatcte
cacacgacat
actccgtgaa
cccggaacaa
agaacaacct
tcgacttegt
tgatcgacac
tgtcegacte
acctggacct
tgaactccgt
ttcoctggaatt
cetccatgac

tgctgctggg

<223> Secuencia de proteina codificada por plasmido pRR1234L-D12L

<400> 36

gaccagagtg
cgagacaaga
ccgegaggge
cctgggcaag
cagagtgaac
catgctgecee
gtactacgge
gctgtteaag
gtacatetee
gaacgagaag
catgcggatc
ctggctgaag
gttcatgtcce
gcagttctce
ttccaaccgg
cteccgactee

gccetga

Met Leu Glu Ile Arg Ala Ala Phe Leu Arg Arg Arg Asn Thr Ala Leu

1

5

10

15

Arg Thr Arg val Ala Glu Leu Arg Gln Arg Val Gln Arg Leu Arg Asn

Ile Val Ser Gln Tyr Glu

35

Glu Phe Asp Glu Ile Val

50

20

40

55

25

30

45

60

88

Thr Arg Tyr Gly Pro Leu Gly Gly Gly Lys

Lys Asn Ile Arg Glu Gly Thr His Val Leu

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

260

1017



ES 2436356 T3

Leu Pro Phe Tyr Glu Thr Leu Pro. Glu Leu Asan Leu Ser Leu Gly lys
65 70 75 80

Ser Pro Leu Pro Ser Lau Glu Tyr Gly Ala Asn Tyr Phe Leu Gln Ile

Ser Arg Val Asn Asp Leu Asn Arg Met Pro Thr Asp Met Leu Lys Leu
100 105 110

Phe Thr His Asp Ile Met Leu Pro Glu Ser Asp lLeu Asp Lys Val Tyr
115 120 125

Glu Ile Leu Lys Ile Asn Ser Val Lys Tyr Tyr Gly Arg Ser Thr Lys
130 135 140

Ala Asp Ala Val Val Ala Asp Leu Ser Ala Arg Asn Lys Leu Phe Lys
145 1590 155 160

Arg Glu Arg Asp Ala Ile Lys Ser Asn Asn His Leu Thr Glu Asn Asn
165 170 175

Leu Tyr Ile Ser Asp Tyr Lys Met Leu Thr Phe Asp Val Phe Arg Pro
180 185 190

Leu Phe Agsp Phe Val Asn Glu Lys Tyr Cys Ile Ile Lys Leu Pro Thr
185 200 205

Leu Phe Gly Arg Gly Val Ile Asp Thr Met Arg Ile Tyr Cys Ser Leu
210 215 220

Phe Lye Asn Val Arg Leu Leu Lys Cys Vval Ser Asp Ser Trp Leu Lys
225 230 235 240

Asp Ser Ala Tle Met Val Ala Ser Asp Val Cys Lys Lys Asn Leu Asp
245 250 255

Leu Phe Met Ser His Val Lys Ser Val Thr Lys Ser Ser Ser Trp Lys
260 265 270

Asp Val Asn Ser Val Gln Phe Ser Tle Leu Asn Asn Pro Val Asp Thr
275 280 285

Glu Phe Ile Asn Lys Phe Leu Glu Phe Ser Asn Arg Val Tyr Glu Ala
290 295 300

Leu Tyr Tyr Val His Ser Leu Leu Tyr Ser Ser Met Thr Ser Asp Ser
305 310 315 320

Lys Ser Ile Glu Rsn Lys His Gln Arg Arg Leu Val Lys Leu Leu Leu
325 3390 335

Gly Pro

<210> 37
<211> 2799
<212> ADN
<213> Atrtificial

89



5

<220>

ES 2436356 T3

<223> Marco abierto de lectura del plasmido pEE1234L-T7ARN

<400> 37

atgcotggaaa
gccgagetgg
tacggeccee
agcgacateg
ctggccagag
cggaagatgt
ccectgatca
gtgaaggcca
gaggcocgtygg
accaccgtge
ggcagaatcce
aagcgegtgg
agcaagggcco
gteggegtge
cagaatgccg
gaggccattg
gtggtgcete
cgccctetgyg
tacatgceceg
aagaaagtgce
atcceegeca
gaggcectga
aagtccegge

aaggccattt

tegaggecge
aacaggaagt
tgggcggagg
agctggecege
aacagctgge
tcgagagaca
ccaccetget
agcggégcaa
cctacatcac
aggctgtege
gggacctgga
gccacgtgta
tgctgggcegg
ggtgcatega
gcgtggtggg
ccacaagagc
ctaagccctg
ctctggtgeg
aggtgtacaa
tggcegtgge
tcgageggga
cagcctggaa
ggatcagect

ggttcecetta

cttectggaa
gcagcggctg
caaactcgag
catccecttte
cctggaacae
gctgaaggec
goccaagatg
gaggcccace
catcaagacc
ttetgacate
agccaagcac
caagaaagcc
agaagectgg
gatgcectgatce
ccaggacagc
cggegetctg
gacaggcatc
gacccacagce
ggccatcaac
caatgtgatc
ggaactgece
aagggccgct
ggagttcatg

caacatggac

caggaaaaca
gaaaacatecg
aacaccatca
aacaccctgg
gagagctacg
ggegaggtgg
atcgoccgga
gccttccagt
accctggeceot
ggcagagcea
ttcaagaaaa
ttecatgeagg
tccagetgge
gagtcgaceg
gagacaatcg
gccggcatca
acaggcggcg
aagaaagccc
attgcccaga
accaagtgga
atgaagcceg
gccgecgtgt
ctggaacagg

tggeggggea

ccgecectgga
tgtcccagta
atatcgccaa
ccgaccacta
aaatgggcga
cegataatge
tcaacgattg
ttctgcagga
goctgaccag
tocgaggacga
acgtggagga
tggtggagge
acaaagagga
gcatggtgte
aactggceccc
éccccatgtt
gatactggge
tgatgegcecta
acaccgectg
agcactgcce
aggacatega
accggaagga
ccaacaagtt

gagtgtacgc

90

aaccgaggtg
cgagacaaga
gaacgacttc
tggcgagegy
ggcceggtte
cgecgetaaqg
gttecgaggaa
aatcaagccce
cgccgacaat
ggccagatte
acagctgaac
cgacatgctg
cagcatocac
cctgecacagg
cgagtatgcce
ccagecotge
caacggcaga
cgaggacgty
gaagatcaac
cgtggaggac
catgaaccce
caaggccogg
cgccaaccac

cgtgagcatg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440
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ttecaatccac

. atcggeaaag

aaggtgeect
tgcgeocaaga
ctggecttet
ctgcecetgg
gacgaagtgg
gggatcgtag
aacgaggtgg
ggcaccaagg
cggagcgtga
gaagatacca
caggccgetg
gecgtggagyg
gacaaaaaga
ggcttccceg
ctgggccagt
cacaageagyg
agaaagaccg
gacagcttcg
atggtggaca
cagctgcacg

ctgaegggaca

aaggcaacga
agggctacta
teccagageg
gecctotaga
gctttgagta
ccttcgatgg
gcggcagagce
ccaagaaagt
tgaccgtgac
cectggetgg
tgacactgge
tecageetge
gctacatgge
ccatgaatty
ccggcgaaat
tgtggcagga
tcagactgeca
aaagoggeat
tggtgtggge
gcaccattce
cctacgagag
agagccagcet

tcectggaaag

catgaccaag
ctggcetgaag
gatcaagttce
aaacacttgg
cgccggagtg
cagctgcagc
cgtgaatctg
gaacgagatc
cgatgagaac
ccagtggetg
ctatggcagc
catcgacage
caagctcata
gctgaagtce
cetgeggaag
gtacaagaag
gcacaccatc
tgececcaac
tcacgagaag
cgccgacgec
ctgcegacgtg
ggacaagatg

cgacttecgec

ES 2436356 T3

gggcetgetga
atccacggeg
atcgaggaaa
tgggccgage
cagcaccacg
ggcatccage
ctgccaagcg
ctgcaggeeg
accggcgaga
gectacggeg
daagagttcg
ggcaaggggc
tgggagageg
gocegocaaac
agatgcgcecg
cccatccaga
aacaccaaca
ttegtgoaca
tacggcatcg
gccaacctgt
ctggecgact
ccegeectyge

ttcgectga

ccctggecaa
ccaactgege
accacgagaa
aggacagcce
goctgageta
acttcagege
agacagtgca
acgeccatcaa
tcagcgagaa
tgaccagatc
gcttccggeca
tgatgttcac
tgtcegtgac
tgetggecge
tgcactgggt
cccggctgaa
aggactcecga
gceaggacgg
agagettoge
tcaaggccgt
tctacgacca

ccgccaaggg

gggcaagccc
tggegtggac
catcatggcc
cttctgette
caactgecagce
catgctgagg
ggacatctac
cggcaccgac
agtgaagctc
cgtgaccaag
gcaggtgetg
ccagegcaac
agtggtggce
tgaagtgaag
gacccccgat
cctgatgtte
gatcgacgec
cagccacctyg
cectgatecac
gcgggagacé
gttcgccgac

gaacctgaac

<210> 38
<211> 932
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Secuencia de proteina codificada por plasmido pEE1234L-T7ARN

<400> 38

Met Leu Glu Ile Glu Ala Ala Phe Leu Glu Gln Glu Asn Thr Ala Leu
1 5 10 15

Glu Thr Glu vVal Ala Glu Leu Glu Gln Glu Val Gln Arg Leu Glu Asn
20 25 30

91

1500
1560
1620
1680
17490
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760

2758



ES 2436356 T3

Ile val Ser Gln Tyr Glu Thr Arg Tyr Gly Pro Leu Gly Gly Gly Lys
35 40 45

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

Leu Ala Ala Ile Pro Phe Asn Thr Leu Ala Asp His Tyr Gly Glu Arg

Leu Ala Arg Glu Gln Leu Ala Leu Glu His Glu Ser Tyr Glu Met Gly
85 20 95

Glu Ala Arg Phe Arg Lys Met Phe Glu Arg Gln Leu Llys Ala Gly Glu
100 105 110

Val Ala Asp Asn Ala Ala Ala Lys Pro Leu Ile Thr Thr Leu Leu Pro
115 120 125

Lys Met Ile Ala Arg Ile Rsn Asp Trp Phe Glu Glu Val Lys Ala Lys
130 ‘ 135 140

Arg Gly Lys Arg Pro Thr Ala Phe Gln Phe Leu Gln Glu Ile Lys Pro

i
F
™
[
]
o
&)
¥
H
H
-
L]
ol
0]
£
o]
[
[

Ser Ala Asp Asn Thr Thr val Gln Alz Val Ala Ser Ala Ile Gly Arg
180 185 190

Ala Ile Glu Asp Glu Ala Arg Phe Gly Arg Ile Arg Asp Leu Glu Ala
195 200 205

Lys His Phe Lys Lys Asn Val Glu Glu Gln Leu Asn Lys Arg Val Gly.
210 215 220

His Val Tyr Lys Lys Ala Phe Met Gln Val Val Glu Ala Asp Met Leu
225 230 235 240

Ser Lys Gly Leu leu Gly Gly Glu Ala Trp Ser Ser Trp His Lys Glu
245 250 255

Asp Ser Ile His Val Gly Val Arg Cys Ile Glu Met Leu Ile Glu Ser
260 265 270

Thr Gly Met Val Ser Leu Kia Arg Gln Asn Ala Gly Val Vval Gly Gln
275 280 285

Asp Ser Glu Thr Ile Glu Ieu Ala Pro Glu Tyr Ala Glu Ala Ile Ala

92
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290 295 300

Thr Arg BAla Gly Ala Leu Ala Gly Ile Ser Pro Met Phe Gln Pro Cys
305 310 315 320

Val Val Pro Pro Lys Pro Trp Thr Gly Ile Thr Gly Gly Gly Tyr Trp
325 330 335

Ala Asn Gly Arg Arg Pro Leu Ala Leu Val Arg Thr His Ser Lys Lys
340 345 350

Ala Leu Met Arg Tyr Glu Asp Val Tyr Met Pro Glu Val Tyr Lys Ala
355 360 365

Ile Asn Ile Ala Gln Asn Thr Ala Trp Lys Ile Asn lys Lys Val Leu
370 375 380

Ala val ARla Asn Val Ile Thr Lys Trp Lys His Cys Pro Val Glu Asp
385 390 385 400

Ile Pro Ala Ile Glu Arg Glu Glu Leu Pro Met Lys Pro Glu Asp Ile

405 410 415
Asp Met Asn Pro Glu Ala Leu Thr Ala Trp Lys Arg Ala Ala Ala Ala
420 425 330

Val Tyr Arg Lys Asp lys Ala Arg Lys Ser Arg Arg Ile Ser Leu Glu
435 440 445

Phe Met Leu Glu Gln Ala Asn Lys Phe Ala Asn His Lys Ala Ile Trp
450 455 460

Phe Pro Tyr Asan Met Asp Trp Arg Gly Arg Val Tyr Ala Val Ser Met
465 470 - 475 480

Phe Asn Pro Gln Gly Asn Asp Met Thr Lys Gly Leu Leu Thr Leu Ala
485 490 495

Lys Gly Lys Pro Ile Gly Lys Glu Gly Tyr Tyr Trp Leu Lys Ile His
500 505 510

Gly Ala Asn Cys Ala Gly Val Asp Lys Val Pro Phe Pro Glu Arg Ile
515 520 525

Lys Phe Ile Glu Glu Asn His Glu Asn Ile Met Ala Cys Ala Lys Ser
530 535 540

Pro Leu Glu Asn Thr Trp Trp Ala Glu Gln Asp Ser Pro Phe Cys FPhe
545 550 555 560

93



Leu

Tyr

Gln

Aan

Lys

625

Asn

Lys

Gly

Gly

Gln

705

Gln

Thr

Lys

Trp
785

Leu

Ala

Asn

His

Leu

610

Lys

Glu

val

val

Ser

630

Pro

Ala

val

Leu

Lys

770

Gln

Gly

Phe Cys Phe

Cys
Phe
595
Leu
Val
val
Lys
Thr
675
Lys
Ala
Ala
val
Leu
755
Arg

Glu

Gln

Ser

580

Ser

Pro

Asn

Vval

Leu

660

Arg

Glu

Ile

Gly

Ala

740

Ala

Cys

Tyr

Phe

565

Leu

Ala

Ser

Glu

Thr

645

Gly

Ser

Phe

Asp

Tyr

725

Ala

Ala

Ala

Lys

Arg
805

Glu

Pro

Met

Glu

Ile

630

val

Thr

Val

Gly

Ser

710

Met

val

Glu

val

Lys

790

Leu

Tyr

Leu

Leu

Thr

615

Leu

Thr

Lys

Tar

Fhe

695

Gly

Ala

Glu

val

His

775

Pro

Gln

Ala

Ala

Arg

600

val

Gln

ABp

Ala

Lys

680

Arg

Lys

Lys

Ala

Lys

760

Trp

Ile

Pro

ES 2436356 T3

Gly

Phe

585

Asp

Gln

Ala

Glu

Leu

665

Arg

Gln

Gly

Met

745

Asp

val

Gln

Thr

val

570

Asp

Glu

Asp

Asp

Asn

650

Ala

Ser

Gln

Leu

Ile

730

Asn

Lys

Thr

Thx

Ile
810

Gln

Gly

Val

Ile

Ala

635

Thr

Gly

val

Val

Met
715

Trp

Trp

Lys

Pro

Arg

795

Asn

His

Ser

Gly

TYyr

620

Ile

Gly

Gln

Met

Leu

700

Phe

Glu

Leu

Thr

Asp

780

Leu

Thr

94

His

Cys

Gly

605

Gly

Asn

Glu

Trp

Thr

685

Glu

Thr

Ser

LyS

Gly

765

Gly

Asgn

Asn

Gly

Ser

590

Arg

Ile

Gly

Ile

Leu

€70

Leu

Asp

Gln

val

Ser

750

Glu

Phe

Leu

Lys

Leu

57%

Gly

Ala

Val

Thr

Ser

655

Ala

Ala

Thr

Pro

Ser

735

Ala

Ile

Pro

Met

Asp
815

Ser

Ile

Val

Ala

Asp

640

Glu

Tyr

Tyr

Ile

Asn

720

val

Ala

Leu

Val

Phe

800

Ser



10

Glu

His

Glu

Thr

865

Met

Gln

Leu

Fhe

Ile

Ser

Lys

850

Ile

Val

Phe

Pro

Ala

Asp

Gln

835

Tyr

Pro

Asp

Ala

Ala

915

Phe

Ala
820

His

Asp Gly

Gly Ile

Ala Asp

Thr Tyr
B85

Asp Gln
300

Lys Gly

Ala

Lys

Ser

Glu

Ala

870

Glu

Leu

asn

Gln

His

Ser

855

Ala

Ser

His

Leu

Glu

Leu

840

Phe

Asn

Cys

Glu

Asn
920

ES 2436356 T3

Ser

B25

Arg

Ala

Leu

Asp

Ser

905

Leu

Gly

Lys

Leu

Phe

val

830

Gln

Arg

Ile

Thr

Ile

Lys

875

Leu

Leu

Asp

Ala

Val

His

B6O

Ala

Ala

Asp

Ile

Pro

vVal

845

Asp

Val

Asp

Lys

Leu
925

Asn
830

Trp

Ser

Arg

Phe

Met

910

Glu

930

<210> 39
<211> 5259
<212> ADN

<213> Attificial

<220>

<223> Marco abierto de lectura del plasmido pD1R-T7ARNP

<400> 39

atggaattcg
gocaagaacyg
gaactggtgt
atccaggaat
aagatcccce
atcgacaaca
tgecctgcetge
tcctecatca
gacttcaage
gcocatcaace
gacaacgaga

atetteatgg

acgccaacgt
ccteegaget
tcatcaagccec
ccttcatcecg
tgtccaaggt
tcgtgtggga
ggctgtcecac
gactggaact
tgaagtactt
accceaagte
cagtgcecta

ceteoccecga

ggtgteetee
ggaacagcegyg
cccecctgatce
gttcaccgtyg
gcacggectg
gaagaagtcca
cgaggaacgg
ggtcaacctg
cctgggetet
ccggeccaac
cgacgagetg

gaacgtgatc

tccacaatcg
tccaccgect
accctgacca
accaacaaag
gacgtgaaga
ctggtcoacceqg
cacatcttte
atccaggeoea
ggcgececagt
acctecctgg
atcaaagagc

ctgtecccecee

ccacctacat
acgagatcaa
acgtggtcaa
aaggcgtgaa
acgtgcaget
agaaccggcet
tggactacaa
agaccaagaa
ccaagtcctc
aaatcgagtt
tgaccaccet

ccatcaacge

95

Phe Val

Ala His

Phe Gly

Glu Thr

880

Tyr
895

Asp

Pro Ala

Ser Asp

cgacgcectg
caatgagctg
catcagcacc
gatccocggacc
ggtggacgec
gcacaaagag
gaagtacggc
cttcaccate
tectgetgeace
caccectegg
gteocagacac

ccccatecaag

€0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720



accttcatge
accaagaccyg
ttcacccacc
gtggtgtteg
gagecegtga
gtggatatct
acttcagagg
ctgttctact
atcgaccaga
gagtcctcca
tacggcageg
ctggagtaca
tttatcegeeg
aagtacatca
agggaccagt
caccagtacg
aagagaaccc
atgtactgct
tteggeaacg
accgacacty
ggcatcaaga
ttcgtgtect
ttcgccatcce
gagctgaccg
aagctgaccg
atgtccgtgg
accecceatga
ggcttcgtgce
atcaatggag
agaggcgcca
tacgtgttet

ggaggatctg

tgcccaagea
acgygcatece
tgggctacat
gocgaggcegt
acgacatcaa
gegaccggat
tggtcgacat
ccaagggacce
ccgoccaatgt
tcttcgtcga
gcaagategt
tcaacacoca
agttectggt
attccgagga
ccatcaagat
ccaacaacga
gaggcccact
ccaagacctt
gegecgatet
acgecgacyge
ccaagtacta
cegtgegega
actacagctt
cctoceggogg
acaagaaaac
aaaagatecgc
ccgagtacat
tggtggacaa
ccagcaccat
tcaagtgega
ccaagagagg

gcggeggagyg

ggacatcgtg
catcaccatc
catcagatac
gaaggacaag
tgaceggetyg
cgtgttcoaag
gctgtcocace
caagtccaac
ggtgttccgg
gtacaagaag
gctgtacaac
caacgaagtyg
caacggcgag
ctactacgge
cggcgacatc
caagttccgg
gggcatcctg
cctggacgac
ggaaaagtac
tategecaga
caagttcgac
ggtgttctat
ccaccceccgg
caaggtgctg
cttcatecate
cgacgacaga
catcaagaag
cgtggacttc
ggaagatcgg
gggcetggat
geccggegga

cagectcgag
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ggoctggacc
agagtgacct
cccocgtgaage
aactggaceg
gaagagteoca
tctaagaagt
tacetgecta
atcgatttca
tacatgtcct
ttctecaacyg
ggcegtgaact
ggcatcaagt
atcectgaage
aaccagcaca
ttcaacgagg
ctgaaccccg
tccaactacg
tccaacaagc
ttetatggog
ggcaacgage
tacatccagg
ttcggcaagt
cactacgcca
atcaccacca
cacaagaacc
atcgtggtgt
aacgacatcg
gocaccatca
ccctctaccco
gtggaagatce
ggcggaagtyg

aacaccatca

tggaaaacct
ccaacggect
ggatcatcga
tgtacctgat
aatacgtgga
acgagggace
agcagecccga
agatcaagaa
ccgageacat
acaagggett
acctgaacaa
cegtggtggt
cccggatcga
acatcategt
acaagctgte
aggtgtccta
tgaaaaceocet
ggaaggtget
ﬁgatcgccct
ggtacaacaa
aaaccatceqg
tcaatatcat
ccgtgatgaa
tggacggcega
tgccectecag
acaatcccte
tccgggtgtt
tegagegate
ggaacttett
tgetgageta
gaggcggagyg

atatogecaa

96

gtacgocgtg
gtactgetac
ctccgaggtg
caagctgata
atccaagctg
ctteactaca
gggcgtcatce
agagaacacc
catcttegge
ccccaaagayg
catctactge
gcccatcaag
caagaccatg
ggaacacctg
cgacgtggge
cttcaccaac
getgatetee
ggccatcgat
gctggtgget
getgaactea
ctecgacace
cgactggcag
caacctgtec
caagctgagc
cgagaactac
caccatgtecc
caacgagtac
caaaaagttc
cgagetgaac
ctacgtggty
aagcggaggyg

gaacgactte

780

840

900

260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
13890
1449
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580

2640



agcgacatcg
ctggectagay
cggaagatgt
cccctgatca
gtgaaggcca
gaggecgtgyg
accaccgtge
ggcagaatcg
aagegegtgg
agcaagggec
gteggegtge
cagaatgccg
gaggecattg
gtggtgecte
cgecctetgyg
tacatgceccg
aagaaagtge

atcccecgeca

gaggccctga-

aagtcccgge
aaggccattt
ttecaatcecac
atcggcaaag
aaggtgcact
tgcgccaaga
ctggcctﬁct
ctgccectgg
gacgaagtgg
gggatcgtgg
aacgaggtygyg
ggcaccaagg
cggagcgtga

gaagatacca

agctggcege
aacagctgge
tcgagagaca
ccaccectget
agcggggcaa
cctacatcac
aggctgtege
gggacctgga
gccacgtgta
tgctgggegg
ggtgcatoga
gegtggtggg
ccacaagage
ctaagoecty
ctctggtgcg

aggtgtacaa

tcgageggga
cagcctggaa
ggatcagect
ggttacctta
aaggcaacga
agggetacta
tcoceagageqg
gccetctaga
gctttgagta
ccttegatgg
gecggeagage
ccaagaaagt
tgacegtgac
ccctggetgg
tgacactgge

tccageetge

catcccttte
cetggaacac
gctgaaggec
gocccaagatg
gaggcccace
catcaagacc
ttctgeecate
agecaageac
caagaaagcc
agaagcetgg
gatgetgate
ceaggacage
cggegetotg
gacaggeatc
gacccacage

ggccatcaac

ggaactgece
aagggeeget
ggagttcatg
caacatggac
catgaccaag
ctggetgaag
gatcaagttc
aaacacttgg
cgccggagtyg
cagctgcagc
cgtgaatctg
gaacgagatc
cgatgagaac
ccagtggetg
ctatggecage

catcgacage
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aacaccetgg
gagagctacg
ggcgaggtgg
atcgecegga
goettoecagt
accctggect
ggcagagcca
ttcaagaaaa
ttcatgcagg
tccagectgge
gagtegaceg
gagacaatcg
gocggeatca
acaggeggcyg
aagaaagccee
attgceocaga
accaagtgga
atgaagcceg
gaegecqgtgt
ctggaacaqgg
tggeggggea
gggctgctga
atccacggeg
atcgaggaaa
tgggccgage
cagcaccacg
ggcatccage
ctgacaagog
ctgecaggecg
accggcgaga
gcctacggeg
aaagagtteg

ggcaagggge

ccgaccacta
aaatgggcga
cegataatge
tcaacgattg
ttetgecagga
gectgaccag
tcgaggacga
acgtggagga
tggtggagge
acaaagagga
gecatggtgte
aactggccce
gaecccatgtt
gatactggge
tgatgcgeta

acaccgcctg

aggacatcga
accggaagga
ccaacaagtt
gagtgtacge
coctggecaa
ccaactgege
accacgagaa
aggacagcce
guctgagota
acttcagege
agacagtgca
acgccatcaa
tcagcgagaa
tgaccagate
gettaeggea

tgatgttcac
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tggcgagegg
ggcoecggtte
cgecegetaag
gttogaggaa
aatcaagcce
cgocgacaat
ggccagattc
acagctgaac
cgacatgetyg

cagcatccac

cctgcacagg

cgagtatgee
ccagecctge
caacggcaga
cgaggacgtg
gaagatcaac
cgtggaggac
catgaaccce
caaggceccgg
cgccaaccac
cgtgageatg
gggcaagoco
tggcgtggac
catcatggce
cttotgette
caactgcage
catgctgagg
ggacatctac
cggcaccgac
agtgaagctc
cgtgaccaag
geaggtgetg

ccagcceaac

2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300

3360

3840
3300
3960
4020
4080
41490
4200
4260
4320
4380

4440

4500

4560

4620



10

caggcegetg
gcegtggagg
gacaaaaaga
ggcttceeeg
ctgggccagt
cacaagcagg
agaaagaccg
gacagctteg
atggtggaca
cagctgcacyg

ctgegggaca

<210> 40
<211> 1752
<212> PRT

<213> Attificial

<220>

gctacatgge
ccatgaattg
ccggcegaaat
tgtggcagga
tcagactgca
aaagcggeat
tggtgtgggce
gcaccattee
cctacgagag
agagccaget

tcctggaaag

caagceteata
gctgaagtee
cctgeggaag
gtacaagaag
gcccaccate
tgcccocaac
tcacgagaag
cgeccgacgec
ctgcgacgtyg
ggacaagatg

cgacttcgece
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tgggagagcg
gecgecaaac
agatgcgecg
cccatccaga
aacaccaaca
ttegtgeaca
tacggcatcg
gccaacctgt
ctggeocgact
ccegecctge

ttcgectga

tgtecegtgac
tgetggeege
tgcactgggt
cccggctgaa
aggactceoga
gocaggacgg
agagcttcge
tcaaggccgt

tectacgacea

cogecaagyyg

<223> Secuencia de proteina codificada por plasmido pD1R-T7ARNP

<400> 40

Met Glu
1

Ile Asp

Ala

Tyr

Ile
50

Leu
Phe Ile
Lys Ile
val

Leu

Thr Glu

Phe Asp

Ala Leu

Glu

Thr

Arg

Pro

Asp

Asn

Ala
20

Ile Asn

Thr

Leu

FPhe Thr

Asn Val

Lys

Asn

Asn

Val

Vval

Agn Ala

Glu Leu

val val

55

Thr Asn

70

Leu Ser

Ala
100

Ile

Arg Leu

115

Lys

Asp Asn

His

vVal

His

Ile

Glu
120

Lys

Ser
10

Ser

Ser Glu Leu

25

Glu Leu Val

Asn Tle

Lys Glu Gly

75

Gly

val
105

Cys Leu

Ser

Ser

Asp

Glu

Leu

Thr Ile

Gln

Glu

Ile

Phe

Thr
60

Ile
Val Lys
Val

Lys

Lys Lys

Ala

Arg

30

Lys

Gln

Ile

Asn

Ser

agtggtggec
tgaagtgaag
gacccecegat
cctgatgtte
gatcgacgee
cagccacctg
cctgateccac
gcgggagaca
gttegecgac

gaacctgaac

Thr
15

Tyr
Ser Thr
Pro Pro
Glu Ser
Thr

Arg

Val Gln

Leu Val

110

Leu
128

Arg

98

Ser

Thr Glu

4680

4740

4800

4860

4520

4980

5040

5100

5160

5220

5259



Glu

Leu

145

Asp

Ser

Leu

Glu

Ser

225

Thr

Leu

Thr

Glu

305

Glu

Glu

Lys

Ser

Arg His Ile

130

Glu

Phe

Leu

Glu

Leu

210

Pro

Phe

Tyr

Ser

Tyr

290

Ala

Pro

Ser

Tyr

Thr
370

Leu

Lys

Leu

Ile

195

Ile

Glu

Met

Ala

Azn

275

Pro

val

val

Lys

Glu

355

Tyr

Val

Leu

His

180

Glu

Lys

Asn

Leu

Val

260

Gly

Val

Lys

Asn

Leu

340

Gly

Leu

Phe

Asn

Lys

165

Ala

Phe

Glu

val

Pro

245

Thr

Leu

Lys

Asp

Ala

325

val

Pro

Pro

Leu

Leu

150

Tyr

Ile

Thr

Leu

Ile

230

Lys

Lys

Tyr

Arg

Lys

310

Ile

Asp

Phe

Lys

Asp

135

Ile

Phe

Asn

Pro

Thr

215

Leu

Gln

Thr

Cys

Ile

285

Aan

Asn

Ile

The

Gln
375

Tyr

Gln

Leu

His

Arg

200

Thr

Ser

Asp

Agp

Tyr

280

Ile

Trp

Agp

Cys

Thr

360

Pro
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Lys

Ala

Gly

Pro

185

Asp

Leu

Pro

Ile

Gly

265

Phe

Asp

Thr

Arg

Asp

345

Thr

Glu

Lys

Lys

Ser

170

Lys

Asn

Ser

Pro

Val

250

Ile

Thr

Ser

val

Leu

330

Arg

Ser

Gly

Tyr

Thr

155

Gly

Ser

Glu

hArg

Ile

235

Gly

Pro

His

Glu

Tyr

315

Glu

Ile

Glu

val

Gly
140
Lys
Ala
Arg
Thr
His
220
Asn
Leu
Ile
Leu
Val
300
Leu
Glu
Val

val

Ile
380

99

Ser

Asn

Gln

Pro

val

205

Ile

Ala

Asp

Thr

Gly

285

val

Ile

Ser

Phe

val

365

Leu

Ser

Phe

Ser

Asn

190

Pro

Phe

Pro

Leu

Ile

270

Tyr

val

Lys

Lys

Lys

350

Asp

Phe

Ile

Thr

Lys

175

Thr

Tyr

Met

Ile

Glu

255

Arg

Ile

Phe

Leu

Tyr

335

Ser

Met

Tyr

Ile

160

Ser

Ser

Asp

Ala

Lys

240

Asn

Val

Ile

Gly

Ile

320

val

Lys

Leu

Ser



Lys

385

Ile

Ile

Asn

Tyr

Asn

465

Phe

Asp

Asn

545

Lys

Len

Lys

Lys

Ala

625

Gly

Gly

Asp

Ile

Asp

Asn

450

Thr

Ile

Lys

Ile

530

Asn

Arg

Leu

Tyr
610

Asp

Ile

Pro

Gln

Phe

Lys

435

Gly

His

Ala

Thr

Phe

Asp

Thr

Ile

Lys

5385

Phe

Ala

Lys

Lys Ser Asn
3%0

Thr Ala Asn
405

Gly Glu Ser
420

Gly Phe Pro

Val Asn Tyr

Asn Glu Val
470

Glu Phe Leu
485

Met. Lyg Tyr

Asn Glu Asp

Lys Phe Arg

Arg Gly Pro
565

Ser Met Tyr
580

val Leu Ala

Tyr Gly Glu

Ile Ala Arg

630

Thr Lys Tyr

Ile

val

Ser

Lys

Leu

455

Gly

Val

Ile

Leu

Cys

Ile

Ile

615

Gly

Tyr

Asp

val

Tle

Glu

440

Asn

Ile

Asn

Asn

Leu

Asgn’

Gly

Ser

Asp

600

Ala

Asn

Lys

Phe

Phe

Phe

425

Tyr

Asn

Lys

Gly

Ser

505

Ser

Pro

Ile

Lys

585

Phe

Leu

Glu

Phe
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Lys

Arg

410

val

Gly

Ile

Ser

Glu

490

Glu

]
1]
3

Asp

Glu

Leu

570

Thr

Gly

Arg

Asp

Ile

395

Tyr

Glu

Ser

TyE

val

475

Ile

Asp

G
b

=]

Val

val

555

Ser

Phe

Asn

val

Tyr

€35

Tyr

Lys

Met

Tyr

Gly

Cys

460

Val

Leu

Tyr

Gly

540

Ser

Asn

Leu

Gly

Ala

620

Asn

Ile

Lys

Ser

Lys

Lys

445

Leu

val

Lys

Tyr

His

Tyr

Tyr

Asp

Ala

605

Thr

Lys

Gln

100

Glu

Ser

Lys

430

Ile

Glu

Pro

Pro

Gly
510

4
o

Gln

Phe

val

Asp

590

Asp

ASp

Leu

Glu

Asn

Glu

415

Phe

Val

Tyr

Ile

Arg

495

Asn

H
[
o

Tyr

Thr

Lys

575

Ser

Leu

Pro

Asn

Thr

Thr

400

Pro

Ser

Leu

Ile

Lys

480

Ile

Gln

5]
hi

Ala

Asn

560

Thr

Asn

Glu

Asp

Ser

640

Ile
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645 650 655

Arg Ser Asp Thr Phe Val Ser Ser Val Arg Glu Val Phe Tyr Phe Gly
660 865 670

Lys Phe Asn Ile Ile Asp Trp Gln Phe Ala Tle His Tyr Ser Phe His
675 680 685

Pro Arg His Tyr Ala Thr val Met Asn Asn lLeu Ser Glu Leu Thr Ala
690 635 700

Ser Gly Gly Lys Val Leu Ile Thr Thr Met Asp Gly Asp lLys Leu Ser
705 710 715 720

Lys Leu Thr Asp Lys Lys Thr Phe Ile Ile His Lys Asn Leu Pro Serx
725 730 735

Ser Glu Asn Tyr Met Ser Val Glu Lys Ile Ala Rsp Asp Arg Ile val
740 745 750

Val Tyr Asn Pro Ser Thr Met Ser Thr Pro Met Thr Glu Tyr Ile Ile
755 760 765

Lys LysS Asn Asp Ile Val Arg Val Phe Asn Glu Gly Phe val Leu

g
~d H
o

~1
J
>
~1
i

Val Asp Asn Val Asp Phe Ala Thr Ile Ile Glu Arg Ser Lys Lys Phe
785 790 795 8OO

Ile Asn Gly Ala Ser Thr Met Glu Asp Arg Pro Ser Thr Arg Asn Phe
805 810 815

Phe Glu Leu Asn Arg Gly Ala Ile Lys Cys Glu Gly Leu Asp Val Glu
820 825 830

Agp Leu Leu Ser Tyr Tyr Val Val Tyr val Phe Ser Lys Arg Gly Pro
835 840 845

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
850 855 860

Gly Gly Gly Ser Leu Glu Asn Thr Ile Asn Ile Ala Lys Asn Asp Phe
865 870 875 880

Ser Asp Ile Glu Leu Ala Ala Ile Pro Phe Aan Thr Leu Ala Asp His
885 830 895

Tyr Gly Glu Arg Leu Ala Arg Glu Gln Leu Ala Leu Glu His Glu Ser
800 905 %10

101
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Tyr Glu Met Gly Glu Ala Arg Phe Arg Lys Met Phe Glu Arg Gln Leu
915 920 925

Lys Ala Gly Glu val Ala Asp Asn Ala Ala Ala Lys Pro Leu Ile Thr
930 935 940

Thr Leun Leu Pro Lys Met Ile Ala Arg Ile Asn Asp Trp Phe Glu Glu
945 950 955 360

Val Lys Ala Lys Arg Gly Lys Arg Pro Thr Ala Phe Gln Phe lLeu Gln
965 970 975

Glu Ile Lys Pro Glu Ala Val Ala Tyr Ile Thr Ile Lys Thr Thr Leu
980 985 990

Ala Cys Leu Thr Ser Ala Asp Asn Thr Thr Val Gln Ala Val Ala Ser
995 1000 1005

Ala Ile Gly Arg Ala Ile Glu Asp Glu Ala Arg Phe Gly Arg Ile
1010 1015 1020

Arg Asp Leu Glu Ala Lys Eis Phe Lys Lys Asn Val Glu Glu Gln
1025 1030 1035

Leu Asn Lys Arg Val Gly His Val Tyr Lys Lys Ala Phe Met Gln
1040 1045 1050

Val Val Glu Ala Asp Met Leu Ser Lys Gly Leu Leu Gly Gly Glu
1055 1060 1065

Ala Trp Ser Ser Trp His Lys Glu Asp Ser Ile His Val Gly Val
1070 1075 1080

Arg Cys Ile Glu Met Leu Ile Glu Ser Thr Gly Met Val Ser Leu
1085 1020 10595

His Arg Gln Asn Ala Gly Val Val Gly Gln Asp Ser Glu Thr Ile
1100 1105 1110

Glu Leu Ala Pro Glu Tyr Ala &lu Ala Ile Ala Thr Arg Ala Gly
1115 1120 1125

Ala Leu Ala Gly Ile Ser Prc Met Phe Gln Pro Cys Val Val Pro
1130 1135 1140

Pro Lys Pro Trp Thr Gly Ile Thr Gly Gly Gly Tyr Trp Ala Asn
1145 1150 1155

102



Gly

Ile

Leu

Glu

Glu

Ala

Asn

Thr

Glu

val

Asn

Thr

Cys

Arg
1160

Met
1175

Asn
1190

Ala
1205

Asp
1220

Asp
1235

Ala
1250

Ile
1265

His
1280

Val
1258

lys
1310

Gly
1325

Asp
1340

His
1355

Trp
1370

Phe
1385

Arg

Arg

Ile

val

Ile

ILle

Ala

Ser

Lys

Tyr

Gly

Tyr

Lys

Glu

Trp

Glu

Pro

Tyr

Ala

Ala

Pro

Asp

Ala

Leu

Ala

Ala

Leu

Tyr

val

Asn

Ala

Tyr

Leu

Glu

Gln

Asn

Ala

Met

val

Glu

Ile

Vval

Leu

Trp

Pro

Ile

Glu

Ala

Ala

asp

Asn

val

Ile

ASn

Tyr

Phe

Trp

Ser

Thr

Leu

Phe

Met

Gln

Gly

Leu
1165

val
1180

Thr
1195

Ile
1219

Glu
1225

Pro
1240

Arg
1255

Met
1270

Phe
1285

Met
1300

Leu
1315

Lys
1330

Pro
1345

Ala
1360

Asp
1375

val
1390

val

Tyr

Ala

Thr

Arg

Glu

Lys

Leu

Pro

Phe

Ala

Ile

Glu

Cys

Ser

G1n
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Arg

Met

Trp

Lys

Glu

Ala

Asp

Glu

Tyr

Asn

Lys

His

Ala

Pro

His

Thr

Pro

Lys

Trp

Glu

Leu

Lys

Gln

Asn

BEro

Gly

Gly

Ile

Lys

Phe

His

His

Glu

Ile

Lys

Leu

Thr

Ala

Ala

Met

Gln

Lys

Ala

Lys

Ser

Cys

Gly

Ser
1170

val
1185

Asn
1200

His
1215

Pro
1230

Ala
1245

Arg
1260

Asn
1275

Asp
12%0

Gly
1305

Pro
1320

Asn
1335

Phe
1350

Pro
1365

Phe
1380

Leu
1365

103

Lys

Tyr

Lys

Cys=

Met

Trp

Lys

Lys

Trp

Asn

Ile

Cys

Ile

Leu

Leu

Ser

Lys

Lys

Lys

Pro

Lys

Lys

Ser

Phe

Arg

Asp

Gly

Ala

Glu

Glu

Ala

Tyr

Ala

Ala

val

val

Pro

Arg

Arg

Ala

Gly

Met

Lys

Gly

Glu

Asn

Phe

Asn



Cys

His

Asn

Ala

Thr

Ile

Trp

Leu

Ala

val

Val

Lys

Fhe

Asp

Ser
1400

Phe
1415

Leu
1430

Lys
1445

Asp
1460

Ser
1475

Leu
1490

Thr
1505

T2
Leu

1520

Met
1535

Ile
1550

Met
1565

Lys
1580

His
1595

Lys
1610

Arg
1625

Ala

Lau

Ser

Leu

Lys

Asn

Glu

Ala

Leu

Phe

Trp

Asn

Asp

Trp

Pro

Leu

Hig

Pro

Ala

Pro

val

Glu

Lys

Tyr

Ala

L)

Thr

Glu

Trp

Lys

val

Ile

Gln

Lys

Leu

Met

Ser

Asn

val

VvVal

Gly

Tyr

+
>3
L)

Gln

Ser

Leu

Lys

Thr

Gln

Pro

Gln

Ala

Leu

Glu

Glu

val

Lys

Val

Gly

Pro

val

Lys

Thr

Pro

Thr

Thr

Glu

Phe
1405

Arg
1420

Thr
1435

Ile
1450

Thr
1465

Leu
1480

Thr
1495

Ser
1510

2ln
Sin

1525

Asn
1540

Ser
1555

Ser
1570

Gly
1585

Asp
1600

Arg
1615

Ile
1630

Ser

Asp

Asp

val

Leu

val

Gly

Arg

Lyg

Gln

val

Ala

Glu

Gly

Leu

Asn

Gly
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Gly

Glu

Gln

Gln

Thr

Thr

Ser

Glu

™
[

Ala

Thr

Ala

Ile

Phe

Asn

Thr

Ile

Ser

val

Asp

Ala

Asp

Lysa

Val

Phe

12
bt
o

Ala

vVal

Lys

Leu

Pro

Leu

Asn

Ala

Cys

Gly

Ile

Asp

Glu

Ala

Thr

Gly

Gly

Val

Leu

Arg

val

Mat

Lys

Pro

Ser

1410

Gly
1425

Tyr
1440

Ala
1455

Asn
1470

Leun
1485

Lys
1500

Phe
1515

[Py
Ser

1530

Tyr
1545

Ala
1560

Leu
1575

Lys
1590

Trp
1605

Pha
1620

Asp
1635

Asn

104

Gly

Arg

Gly

Ile

Thr

Ala

Arg

Arg

0]
4

Met

Ala

Ala

Arg

Gln

Leu

Ser

Phe

Ile

Ala

Ile

Asn

Gly

Gly

Ser

Gln

Ala

val

Ala

Cys

Glu

Gly

Glu

Val

Gln

val

Val

Gly

Glu

Gin

val

Gln

.
1

(]

Lys

Glu

Glu

Ala

Tyr

Gln

Ile

His
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1640

Gln
1655

Ser

Glu Lys

1670

Gly Thr

1685

Glu Thr

1700

Phe Tyr

1715

Met
1730

Lys

Ile Leu

1745

<210> 41
<211> 3588
<212> ADN

<213> Attificial

<220>

Asp

Tyr

Ile

Met

Asp

Pro

Glu

Gly Ser

Gly Ile
Pro Ala
Val Asp
Gln Phe
Ala

Leu

Ser Asp

His

Glu

Asp

Thr

Ala

Pro

Phe

1645

Leu
1660

Arg

Ser Phe

1675

Ala Ala

1690

Tyr Glu

1705

Asp Gln

1720

Ala
1735

Lys

Ala Phe

1750

ES 2436356 T3

Lys Thr

Ala Leu
Asn Leu
Ser Cys
Leu His
Aan

Gly

Ala

val

Ile

Phe

Asp

Glu

Leu

1650

val
1665

Trp

His
1680

Asp

Lys Ala

1695

val
1710

Leu

Ser Gln

1725

Asn Leu

1740

<223> Marco abierto de lectura del plasmido pD12L-T7ARNP

<400> 41

atggaattcg
tacgagacac
tacggcgeca
gacatgectga
tacgagattc
gtggtggecg
tccaacaacc
gacgtgttcce
accctgtteg
gtgeggctge
tccgacgtgt
tcatccagct

accgagttca

acgagatcgt
tgccecgaget
actacttect
agctgttcac
tgaagatcaa
acctgtctge
acctgaccga
ggeccectgtt
gcagaggcgt
tgaagtgegt
gcaagaagaa
ggaaggacgt

tcaacaagtt

gaagaacatc
gaacetgtee
gcagatctce
ccacgacate
ctccgtgaag
ccggaacaag
gaacaacctg
cgacttcgtyg
gatcgacacc
gtccgactee
cctggacctyg

gaactccgtg

tctggaattt

cgcgagggea
ctgggeaagt
agagtgaacg
atgetgeccg
tactacggece
ctgttcaaga
tacatctcceg
aacgagaagt
atgeggatcet
tggcetgaagg
ttcatgtece
cagttctoca

tecaaceggy

cccacgtget
cceccectgee
acctgaaccg
agtccgacct
ggtccacaaa
gagagcggga
actacaagat
actgcatcat
actgctcoct
actceogecat
acgtgaagtc
tcctgaacaa

tgtacgaggc

105

Ala His

Ser Phe

val Arg

Ala Asp

Leu Asp

Arg Asp

gctgecette
ctecctggaa
gatgcccace
ggacaaggtyg
ggetgacgeoo
cgecatcaaqg
gctgacctte
caagetgece
gttcaagaac
catggtggcc
cgt.gaccaag
ceccagtggac

cctgtactac

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

780



gtgcactcec
cagcgacggc
ageggagggg
aacgacttca
ggcgagcggc
geceggttee
gcegetaage
ttecgaggaag
atcaagecog
gccgacaata
gccagattceg
cagctgaaca
gacatgotga
agcatccacg
ctgcacagge
gagtatgeccg
cagcoectgog
aacggcagac
gaggacgtgt
aagatcaaca
gtggaggaca
atgaaccccg
aaggccecgga
gecaaccaca
gtgagcatgt
ggcaagccca
ggcgtggaca
atcatggcct
ttcktgcttcc
aactgcagcc
atgctgaggg

gacatctacg

tgctgtactc
tggtcaagct
gaggatctgg
gegacatega
tggccagaga
ggaagatgtt
ccctgatcac
tgaaggccaa
aggecgtgge
ccaccgtgea
gcagaatccg
agogegtggy
gcaagggcct
teggegtgeg
agaatgccgg
aggccattge
tggtgectce
gcectetgge
acatgccega
agaaagtgct
tececegeecat
aggcectgac
agtcccggeg
aggccatttg
tcaatccaca
tcggeaaaga
aggtgccett
gcgccaagag
tggccttctg
tgeccectgge
acgaagtggg

ggatcgtgge

ctecatgace
gctgctyggg
cggcggaggce
gctggoogeo
acagetggoe
cgagagacag
caccctgetg
gcggggeaag
ctacatcacc
ggctgteget
ggacctggaa
acacgtgtac
gctgggegga
gtgecategag
cgtggtggge
cacaagagcc
taageccetgg
tetggtgegy
ggtgtacaag
ggccgtggee
cgagegggag
agcctggaaa
gatcagectg
gttcécttac
aggcaacgac
gggctactac
cccagagegg
cectetagaa
cttigagtac
cttcgatgge
cggcagagcc

caagaaagtg

ES 2436356 T3

tocgactcca
cecggcggag
agcctcgaga
atcccttteca
ctggaacacy
ctgaaggccyg
cecaagatga
aggaeccaceg
atcaagacca
tctgccatcg
gacaagcact
aagaaagcct
gaagcctggt
atgetgateg
caggacagcg
ggcgctetgg
acaggcatca
acccacagca
gccatcaaca
aatgtgatca
gaactgccca
agggecgctg
gagttcatge
aacatggact
atgaccaagg
tggctgaaga
atcaagttca
aacacttggt
geceggagtge
agctgcageg
gtgaatctge

aacgagatce

agtccatcga
gcggaagtgg
acaccatcaa
acaccctgge
agagectacga
gegaggtgge
tegoecggat
ccttoccagtt
cootggectg
gcagagccat
tcaagaaaaa
tecatgcaggt
ccagectggea
agtcgaccgg
agacaatcga
ccggcatcag
caggeggegyg
agaaagccect
ttgcccagaa
ccaagtggaa
tgaageccga
cagccgtgta
tggaacagge
ggcggggcag
ggctgctgac
tccacggege
tecgaggaaaa
gggecgagea
agcaceacgyg
gcatccagea
tgecaagoga

tgcaggcega

106

gaacaaacat
aggcggagga
tatcgccaag
cgaccactat
aatgggegag
cgataatgee
caacgattgg
tctgeaggaa
cctgaccage
cgaggacgag
cgtggaggaa
ggtggaggec
caaagaggac
catggtgtcc
actggcccee
cccecatgtte
atactgggec
gatgegcetac
cacegectgg
gcactgoccee
ggacatcgac
ccggaaggac
caacaagttc
agtgtacgee
cctggccaag
caactgcget
ccacgagaac
ggacageeac
cctgagetac
ctteocagegee
gacagtgeag

cgcocatcaac

840

900

260
1020
1080
1140
1200
1260
13290
1380
1449
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1380
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640

2700
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ggcaccgaca
gtgaagctcg
gtgaccaage
caggtgctgg
cagccocaace
gtggtggeeg
gaagtgaagg
accccecgatg
ctgatgttece
atcgacgccc
agccacctga
ctgatecacyg
cgggagacaa
ttegeegace

aacctgaacc

<210> 42
<211> 1195
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

acgaggtggt
gcaccaagge
ggagcgtgat
aagataccat
aggocgetgg
cegtggagge
acaaaaagac
gcttececeegt
tgggccagtt
acaagcagga
gaaagacecgt
acagettegy
tggtggacac
agctgcacga

tgegggacat

gaccgtgacc
cctggetgge
gacactggece
ccagcectgee
ctacatggece
catgaattgg
cggcgaaatc
gtggcaggag
cagactgcag
aagcggcecatt
ggtgtgggct
caccattece
ctacgagagc
gagccagctg

cctggaaage

ES 2436356 T3

gatgagaaca
cagtggetgg
tatggcagca
atcgacagcg
aagctcatat
ctgaagtceyg
ctgcggaaga
tacaagaagc
cccaccatca
gaeccccaact
cacgagaagt
gecgacgecy
tgegacgtge
gacaagatge

gacttcgect

ccggegagat
cctacggegt
aagagttcgg
gcaaggggct
gggagagcegt
ccgccaaact
gatgegeegt
ceatcecagac
acaccaacaa
togtgecacag
acggcatcga
ccaacctgtt
tggccgactt
cogecctgec

tcgeetga

<223> Secuencia de proteina codificada por plasmido pD12L-T7ARNP

<400> 42

Met Glu Phe

L

Leu Leu Pro

Pro
35

Lys Ser

Ile Ser

50

Leu Phe Thr

65

Tyr Glu Ile

Asp Glu

Ile

Val Lys

Asn

Ile
10

Arg

Glu Gly

Thr

cagcgagaaa
gaccagatce
ctteegygeag
gatgttcace
gteccgtgaca
getggeceget
gcactgggtyg
ccggetgaac
ggactccgag
ccaggacggce
gagettegee
caaggccgtg
ctacgaccag

cgccaagggg

His val

Phe
20

Leun

Arg Val

His

Leu

Tyr

Pro

Asn

Asp

Lys
85

Glu

Ser

Asp

Ile

70

Ile

Thr

Leu

Leu

55

Met

Asn

Leun

Glu

40

Asn

Leu

Ser

Pro
25

Tyxr

Pro

val

Glu

Gly

Met

Glu

Lys
90

Leu

Ala

Pro

Ser

75

Tyr

Asn

Asn

Thr

Asp

Tyr

107

Leu

Tyr

45

Asp

Leu

Gly

Ser

30

Phe

Met

Asp

Arg

Leu

Leu

Lys

Ser
95

Gly

Gln

Lys

Val

80

Thr

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3588
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Lys Ala Asp Ala Val val Ala Asp Leu Ser Rla Arg Asn Lys lLeu Phe
100 105 110

Lys Arg Glu Arg Asp Ala Ile Lys Ser Asn Asn His Leu Thr Glu Asn
115 120 125

Asn Leu Tyr Ile Ser Asp Tyr Lys Met lLeu Thr Phe Asp Val Phe Arg
130 135 140

Pro Leu Phe Asp Phe Val Asn Glu Lys Tyr Cys Ile Ile Lys Leu Pro
145 150 ) 155 160

Thr Leu Phe Gly Arg Gly Val Ile Agp Thr Met Arg Ile Tyvr Cys Ser
165 170 175

Leu Phe Lys Asn Val Arg Leu Leu Lys Cys Val Ser Asp Ser Trp Leu
180 185 190

Lys Asp Ser Ala Ile Met Val Ala Ser Asp Val Cys Lys Lys Asn Leu
185 200 205

Asp Leu Phe Met Ser His Val Lys Ser Val Thr Lys Ser Ser Ser Trp
210 215 220

1 T A=
48 LoUu as

val As
225 230 235 24

<
w
1
0
3
gy
2]
0
B

Thr Glu Phe Ile Asn Lys Phe Leu Glu Phe Ser Asan Arg Val Tyr Glu
245 250 255

Ala Leu Tyr Tyr Val His Ser Leu Leu Tyr Ser Ser Met Thr Ser Asp
260 265 270

Ser Lys Ser Ile Glu Asn Lys His Gln Arg Arg Leu Val Lys Leu Leu
275 280 285

Leu Gly Pro Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly
290 285 300

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Leu Glu Asn Thr Ile Asn Ile Ala Lys
305 310 315 320

Asn Asp Phe Ser Asp Ile Glu Leu Ala Ala Ile Pro Phe Asn Thr Leu
325 330 335

Ala Asp His Tyr Gly Glu Arg Leu Ala Arg Glu Gln Leu Ala Leu Glu
340 345 350

Hig Glu Ser Tyr Glu Met Gly Glu Ala Arg Phe Arg Lys Met Phe Glu

108
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355 360 365

Arg Gln Leu Lys Ala Gly Glu Val Ala Agp Asn Ala Ala Ala Lys Pro
370 375 380

Leu Tle Thr Thr Leu Leu Pro Lys Met Ile Ala Arg Ile Asn Asp Trp
385 390 395 400

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

Phe Leu Gln Glu Ile Lys Pro Glu Ala Val Ala Tyr Ile Thr Ile Lys
420 425 430

Thr Thr Leu Ala Cys Leu Thr Ser Ala Asp Asn Thr Thr Val Gln Ala
435 440 445

val Ala Ser Ala Ile Gly Arg Ala Ile Glu Asp Glu Ala Arg Phe Gly
450 455 460

Arg Ile Arg Asp Leu Glu Ala Lys Hia Phe Lys Lys Asn Val Glu Glu
4165 470 475 480

Gln Leu Asn Lys Arg Val Gly His Val Tyr Lys Lysa Ala Phe Gln

o
>
oot

Val val Glu Ala Asp Met Leu Ser Lys Gly Leu Leu Gly Gly Glu Ala
500 505 510

Trp Ser Ser Trp His Lys Glu Asp Ser Ile His Val Gly Val Arg Cys
515 520 525

Tle Glu Met Leu Ile Glu Ser Thr Gly Met Val Ser Leu His Arg Gln
530 535 540

Asgn Ala Gly Val Val Gly Gln Asp Ser Glu Thr Ile Glu Leu Ala Pro
545 550 555 560

Glu Tyr Ala Glu Ala Ile Ala Thr Arg Ala Gly Ala Leu Ala Gly Ile
565 570 575

Ser Pro Met Phe Gln Pro Cys Val Val Pro Pro Lys Pro Trp Thr Gly
580 585 590

Ile Thr Gly Gly Gly Tyr Trp Ala Asn Gly Arg Arg Pro Leu Ala Leu
595 600 605

Val Arg Thr His Ser Lys Lys Ala Leu Met Arg Tyr Glu Asp Val Tyr
610 €15 620
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Met

625

Lys

Lys

Pro

Trp

Ser

705

Ala

Lys

Tyr

val

185

Ile

Gln

val

Asp

Glu
865

Pro

Ile

His

Met

Lys

690

Axrg

Asn

Val

Gly

Tyr

770

Pro

Met

Asp

Gln

Gly

850

Val

Glu

Asn

Cys

Lys

675

Arg

Azg

His

Tyz

Leu
755

Trp

Phe

Ala

Ser

His

835

Ser

Gly

val

Lys

Pro

660

Pro

Ala

Ile

Lys

Ala

740

Leu

Leu

Pro

Cys

Pro

820

Ris

Cys

Gly

Tyr

Lys

645

val

Glu

Ala

Ser

Ala

725

val

Thr

Lys

Glu

Ala

805

Phe

Gly

Ser

Arg

Lys

630

val

Glu

Asp

Ala

Leu

710

Ile

Ser

Leu

Ile

Arg

790

Lys

Cys

Leu

Gly

Ala
870

Ala

Asp

Ile

Ala

695

Glu

Trp

Met

Ala

His

7175

Ile

Ser

Phe

Ser

Ile

855

val

Ile

Ala

Ile

Asp

680

VvVal

Phe

Phe

Phe

Lys

760

Gly

Lys

DPro

Leu

Tyr

840

Gln

Asn
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Asn

val

Pro

665

Met

Tyxr

Mat

Pro

Asn

745

Gly

Ala

Phe

Leu

Ala

825

Aan

His

Leu

Ile

Ala

650

Ala

Asn

Axg

Leu

Tyr

730

Pro

Lys

Asn

Ile

Glu

810

Phe

Cys

Phe

Leu

Ala

635

Asn

Ile

Pro

Lys

Glu

715

Asn

Gln

Pro

Cys

Glu

795

Asn

Cys

Ser

Ser

Pro
875

Gln

val

Glu

Glu

Asp

700

Gln

Met

Gly

Ile

Ala

780

Glu

Thr

Phe

Leu

Ala

860

Ser

110

Asn

Ile

Ala

685

Lys

Ala

Asgp

Asn

Gly

765

Gly

Asn

Trp

Glu

Pro

845

Met

Glu

Thr

Thr

Glu

670

Leu

Ala

Asn

Trp

Asp

750

Lys

Val

Hisg

Trp

Tyr

830

Leu

Leu

Thr

Ala

Lys

655

Glu

Thr

Lys

Arg

735

Met

Glu

Asp

Glu

Ala

815

Ala

Ala

Arg

val

640

Trp

Leu

Ala

Lys

Phe

720

Gly

Thr

Gly

Lys

Asn

800

Glu

Gly

Phe

Asp

Gln
880
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Asp Ile Tyr Gly Ile Vval Ala Lys Lys Val Asn Glu Ile Leu Gln Ala
885 890 895

Asp Ala Ile Asn Gly Thr Asp Asn Glu Val val Thr Val Thr Asp Glu
900 905 910

Asn Thr Gly Glu Ile Ser Glu Lya Val Lys Leu Gly Thr Lys Ala Leu
9158 920 925

Ala Gly Gln Trp Leu Ala Tyr Gly Val Thr Arg Ser Val Thr Lys Arg
930 935 - 940

Ser Val Met Thr Leu Ala Tyr Gly Ser Lys Glu Phe Gly Phe Arg Gln
945 850 955 960

Gln Val Leu Glu Asp Thr Ile Gln Pro Ala Ile Asp Ser Gly Lys Gly
965 970 975

Leu Met Phe Thr Gln Pro Asn Gln Ala Ala Gly Tyr Met Ala Lys Leu
980 985 590

Ile Trp Glu Ser Val Ser Val Thr Val val Ala Ala Val @Glu Ala Met
995 1000 1005

Asn Trp Leu Lys Ser Ala Ala Lys Leu Leu Ala Ala Glu Val Lys
1010 1015 1020

Asp Lys Lys Thr Gly Glu Ile Leu Arg lys Arg Cys Ala Val His
1025 1030 1035

Trp Val Thr Pro Asp Gly Phe Pro Val Trp Gln Glu Tyr Lys Lys
1040 1045 1050

Pro Ile Gln Thr Arg Leu Asn Leu Met Phe Leu Gly Gln Phe Arg
1055 1060 1065

Leu Gln Preo Thr Ile Asn Thr Asn Lys Asp Ser Glu Ile Asp Ala
1070 1075 1080

His Lys Gln Glu Ser Gly Ile Ala Pro Asn Phe val His Ser Gln
1085 1090 1095

Asp Gly Ser His Leu Arg Lys Thr Val Val Trp Ala His Glu Lys
1100 1105 1110

Tyr Gly 1Ile Glu Ser Phe Ala ILeu Ile His Asp Ser Phe Gly Thr
1115 1120 1125

111
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20

25

30

35

40

45

50

Ile Pro Ala Asp Ala Ala

1130

Met Val Asp Thr Tyr

1145

Glu

Asp GIn Phe Ala Asp Gln

1160

Pro Ala Leu Pro ARla Lys

1175

Glu Ser Asp Phe Ala

1190

<210> 43
<211> 21
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> S104364381

<400> 43

cagcggttga agggcaagga a
<210> 44

<211> 21

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> S104369344

<400> 44

atgcggaatg gaagcacgtt a
<210> 45

<211> 21

<212> ADN

<213> Attificial

<220>
<223> S104250162

<400> 45

atggtcgtgt ccggagctaa a
<210> 46

<211> 21

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> S104354420

<400> 46

cagcggcttc agcccaggtt a

Phe

ES 2436356 T3

Asn Leu Phe Lys
1135

Ser Cys Asp Val
1150

Leu His Glu Ser
1165

Gly Asn Leu Asn
1180

Ala
1195

Ala val Arg Glu Thr
1140

Leu Ala Asp Phe Tyr
1155

Gln Leu Asp Lys Met
1170

Leu Arg Asp Ile Leu
1185

112

21

21

21

21
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40

45

<210> 47
<211> 21
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> S100055986

<400> 47

atggatttaa agggcggceta a
<210> 48

<211> 21

<212> ADN

<213> Attificial

<220>
<223> S103021508

<400> 48

ttcaaggttc tatgaccgaa a
<210> 49

<211> 21

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> S100055972

<400> 49

cagggttgtt aagttgtact a
<210> 50

<211> 21

<212> ADN

<213> Attificial

<220>
<223> S100055979

<400> 50

taccatctgc agtattataa a

ES 2436356 T3
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21

21

21
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55

60
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REIVINDICACIONES
1. Enzima hibrida que comprende:

- por lo menos un dominio catalitico procedente de una ARN trifosfatasa,

- por lo menos un dominio catalitico procedente de una guanlllltransferasa

por lo menos un dominio catalitico procedente de una N’ guanina-metiltransferasa, y

por lo menos un dominio catalitico procedente de una ARN polimerasa dependiente de ADN.

2. Enzima hibrida segun la reivindicacién 1, caracterizada porque es una enzima hibrida citoplasmica.

3. Enzima hibrida segun la reivindicacién 1 o 2, en la que dicho dominio catalitico de una ARN polimerasa dependiente
de ADN es un dominio catalitico procedente de una ARN polimerasa dependiente del ADN de bacteriéfago.

4. Enzima hibrida segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que por lo menos uno de dichos dominios
cataliticos seleccionado de entre el grupo constituido por:

- dicho dominio catalitico de una ARN ftrifosfatasa;
- dicho dominio catalitico de una guanlllltransferasa y
- dicho dominio catalitico de una N’ -guanina-metiltransferasa;

es un dominio catalitico procedente de una enzima que forma caperuza para virus.

5. Molécula aislada de éacido nucleico o un grupo de moléculas aisladas de acido nucleico, codificando dicha(s)
molécula(s) de acido nucleico una enzima hibrida segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

6. Molécula de acido nucleico segun la reivindicacion 5, que esta unida funcionalmente por lo menos a un activador
seleccionado de entre el grupo constituido por:

- el activador para la ARN polimerasa Il; y
- el activador para dicha ARN polimerasa dependiente de ADN.

7. Vector, que comprende una molécula de acido nucleico segun la reivindicacién 5 o 6.

8. Célula anfitriona que comprende una molécula de &cido nucleico o un grupo de moléculas de &cido nucleico
aisladas segun la reivindicaciéon 5 o 6 o un vector segun la reivindicacion 7.

9. Organismo eucariota no humano genéticamente modificado, que expresa una enzima hibrida segun cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 4.

10. Utilizacién in vitro o ex vivo de una en2|ma hibrida segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, para la produccién
de la molécula de ARN con una caperuza m’GpppN en el terminal 5'.

11. Procedimiento in vitro o ex vivo para la produccion de una molécula de ARN con una caperuza m’GpppN en el
terminal 5' codificada por una secuencia de ADN, en una célula anfitriona, comprendiendo dicho procedimiento la etapa
de expresar en la célula anfitriona una molécula de acido nucleico o un grupo de moléculas de acido nucleico aisladas
segun la reivindicacion 5 o 6, en el que dicha secuencia de ADN esta funcionalmente unida al activador para dicha ARN
polimerasa dependiente de ADN.

12. Procedimiento segun la reivindicacién 11, en el que dicho procedimiento comprende ademas la etapa de inhibir la
expresion de por lo menos una de las subunidades de la ARN polimerasa dependiente de ADN enddgeno y/o de la
enzima endogena que forma caperuza en dicha célula anfitriona.

13. Kit para la produccion de una molécula de ARN con caperuza m7GpppN en el terminal 5', que comprende por o
menos una enzima hibrida segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, y/o una molécula de &cido nucleico aislado
y/o un grupo de moléculas aisladas de acido nucleico segun la reivindicacion 5 o 6, y/o un vector segun la reivindicacién
7.

14. Composicién farmacéutica que comprende una enzima hibrida segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, y/o
una molécula aislada de acido nucleico y/o un grupo de moléculas aisladas de &cido nucleico segun la reivindicacién 5
0 6 y/o un vector segun la reivindicacién 7.

15. Composicién farmacéutica segun la reivindicacion 14, que comprende ademas:

- por lo menos una secuencia de ADN de interés, en el que dicha secuencia de ADN esta funcionalmente unida al
activador para dicha ARN polimerasa dependiente de ADN.
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