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DESCRIPCION
Sistema de vector de ASLV

A continuacion se describe un vector autoinactivante (SIN) viral a base del Virus de la Leucosis/Sarcoma Aviar
(ASLV), particulas virales que contienen este vector, un sistema de separacion-empaquetamiento que comprende o
que esta compuesto del vector SIN, un primer plasmido auxiliar que sirve para la expresion de la proteina de fusion
gag-pol viral y un segundo plasmido auxiliar que sirve para la expresién de la proteina de envoltura (env) retroviral,
asi como un procedimiento para la produccién de la particula viral mediante el sistema de separacion-
empaquetamiento, particularmente mediante expresion en células humanas cultivadas. Ademas, las particulas
virales se usan como medicamento, en particular para la transferencia de un transgén a células, asi como para la
produccion del medicamento. El primer y el segundo plasmido auxiliar, por ejemplo contenidos en una linea celular
de empaquetamiento o transfectados de forma transitoria, sirven para la generacién de particulas virales que no se
replican (incompetentes en cuanto a RCR), que contienen ARN con una LTR SIN de acuerdo con la invencion en el
extremo 3', pudiendo presentar el ARN una seccion terapéuticamente eficaz que se denomina, por ejemplo,
transgén. Esta LTR SIN 3' incluye una extensa delecion de la region U3 que se copia durante la transcripcién inversa
enla LTR 5'. Para la expresién de un transgén que, por ejemplo, para el uso para la terapia génica puede ser un gen
humano o heterélogo, el vector SIN viral contiene, preferentemente, un casete de expresién que esta dispuesto en 5'
con respecto ala LTR SIN 3'.

El vector permite también en células de empaquetamiento humanas la generacion de particulas virales con un
elevado titulo y se caracteriza por que durante la transduccién de células diana, en particular células humanas,
mediante puesta en contacto de las células de forma extracorpérea, es decir, in vitro, 0 mediante administracion de
una particula preparada para esto a un paciente se generan células transducidas in vivo que expresan el transgén a
lo largo de un largo periodo de tiempo de forma estable o con reducido debilitamiento, siendo la frecuencia de la
transformacion de células diana por activacion de oncogén reducida. El casete de expresion presenta en 5' delante
de la secuencia de acido nucleico que codifica el transgén un promotor y, preferentemente, en 3' con respecto a la
secuencia que codifica el transgén, un elemento regulador post-transcripcional (PRE), en particular un WPRE (PRE
del Virus de la Hepatitis de la Marmota Canadiense (WHV)).

Estado de la técnica

Hughes (Folia Biologika 50, 107-119 (2004)) describe una serie de vectores virales a base del Virus de la Leucosis
Aviar (ALV) que presentan, para la mejor produccion de retrovirus con competencia de replicacion (RCR), una LTR
funcional. (RCAS: Replication-Competent ASLV LTR with a Splice Acceptor (LTR de ASLV con competencia de
replicacién con aceptor de empalme)). En este sistema, todos los componentes para la produccion del virus se
encuentran en un plasmido (como en el virus de longitud completa) y se incluye un posible transgén en la region no
traducida (UTR) 3'.

Hu et al. (Molecular Therapy, 1617-1623 (2008)) muestran que el ASLV no tiende a insertarse preferentemente
dentro o cerca de proto-oncogenes y que las LTR del ASLV no tienden a activar genes adyacentes y, por tanto,
llegan a la conclusion de que el ASLV forma una base adecuada para vectores virales. Se sefiala que una delecion
de la regién potenciadora (enhancer) en la LTR o la evitacion de la transcripcién de parte a parte a través de una
senal de terminacion se podria conseguir mediante una poliadenilacién mejorada.

El documento EP 1 757 703 A2 describe vectores retrovirales autoinactivantes, en particular vectores lentivirales y
gammarretrovirales, que se caracterizan por que un promotor fuerte sustituye el elemento U3 en la LTR 5' para
controlar la transcripcion del ARNm de longitud completa para el empaquetamiento.

Schambach et al. en Molecular Therapy 391-400 (2006) describen vectores autoinactivantes gammarretrovirales y
lentivirales que para la terapia génica contienen un casete de expresién de Os-metilguanin-ADN-metiItransferasa.

Hildinger et al. en J. Virol. 4083-4089 (1999) describen que la presencia de un donador de empalme en combinacion
con la sefal de empaquetamiento y es una condicion esencial para la generacion de altos titulos de particulas
virales en células de empaquetamiento.

Hu et al. (Human Gene Therapy 691-700 (2007)) y Mitchell et al. (Plos Biology, €234, 2004) muestran que el ASLV
no tiende a insertarse preferentemente dentro o cerca de proto-oncogenes, en particular sin clara preferencia por
zonas proximas al promotor. Por consiguiente, se tiene que estimar menor el riesgo de mutagénesis de insercion en
comparacién con los sistemas de vector usados clinicamente del virus de la leucemia murina (MLV) y el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH). Se sefiala que una delecién de la regién potenciadora (enhancer) en la LTR o la
evitacion de la transcripcion de parte a parte a través de una sefal de terminacion seria deseable. A causa de la
arquitectura del vector (1 plasmido, replicante), por norma general, este sistema no es adecuado para aplicaciones
clinicas.
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Hu et al. muestran que los vectores virales derivados de ASLV con LTR intactas en células de mamifero no se
replican. No esta clara la causa exacta de esto.

A causa de la arquitectura retroviral de 2 LTR, los retrovirus tienen sefales de poliA intrinsecamente débiles. Para
vectores lentivirales es sabido que mediante la transcripcion de parte a parte del extremo 3' del vector viral insertado
puede conducir a la activacién génica indeseada, asi por ejemplo Zaiss et al. (Journal of Virology 7209-7219 (2002))
y Schambach, Baum et al. (Molecular Therapy 2007, 15(6): 1167-73). Esto es importante también debido a que la
regién U3, ademas de elementos promotores/potenciadores, contiene también reforzadores de la poliadenilacién vy,
de este modo, las posibles deleciones para cada familia de virus se tienen que validar de nuevo con respecto a
actividad potenciadora residual y eficiencia de la poliadenilacion.

Para vectores gammarretrovirales, Kraunus et al. (Gene Therapy 568-1578 (2004)) proponen delecionar toda la zona
del elemento potenciador y del promotor de la region U3 3' y dejar solo los primeros 22 pb cadena arriba del
potenciador y los Ultimos 14 pb cadena abajo. En el ASLV o en el Virus del Sarcoma de Rous (RSV), la region LTR
se complica por una regién R muy corta, de tal manera que la sefial de poliA (AATAAA) llega a encontrarse en la
regiéon U3. Esto es muy poco habitual para retrovirus (localizados por norma en la region R) y dificulta la
construccion de un vector SIN.

Aubert et al. (The J. of Cell Biology 113, 497-506 (1991) y Flamant et al. (Journal of General Virology 74, 39-46
(1993)) describen deleciones de la regién U3 de ALV de -149 a -15, en relacién con la regiéon R, o de -149 a -15y
-98 a -59, también en relacion con la regién R. En todas estas regiones U3 estan contenidos todavia elementos
potenciadores remanentes (Cullen et al., MCB, 1985, 438-47), lo que es problematico para posibles aplicaciones
clinicas. De hecho, estos elementos potenciadores pueden regular erroneamente mediante mutagénesis de
insercion posiblemente genes adyacentes (por ejemplo, oncogenes).

Objetivo de la invencion

Por tanto, la invencién se plantea como objetivo facilitar un sistema de separacion-empaqguetamiento que se pueda
emplear clinicamente para la produccion en células de mamifero (por ejemplo, células humanas, por ejemplo,
HEK293T) con un vector viral y plasmidos auxiliares con el que se pueda producir el vector viral empaquetado como
particula viral, en el que esté minimizado el riesgo de la recombinacién hasta dar un retrovirus con competencia de
replicacién (RCR) y también esté minimizado el riesgo de que la insercién del vector viral conduzca a la activacion
de genes adyacentes de la célula diana (mutagénesis de insercion). Preferentemente, el vector viral o el sistema con
plasmidos auxiliares ademas debe permitir la generaciéon de particulas virales con un elevado titulo, habiendo de
poder contener el vector viral un casete de expresiéon por el cual un transgén y secuencias reguladoras de genes
(por ejemplo, ARNhc, miARN etc.) se transcriben y/o traduzcan de forma eficaz. Preferentemente, estos vectores se
pseudotipifican con proteinas de envoltura que se pueden emplear clinicamente (por ejemplo, RD114/TR, env
anfotrépico de MLV, glucoproteina del virus de la estomatitis vesicular (VSVg)). Todos esos criterios se pretenden en
combinacion, ya que son esenciales para posibles aplicaciones clinicas.

Descripcion general de la invencion

La invencién resuelve este objetivo con las caracteristicas de las reivindicaciones y en particular con un vector que
presenta las propiedades pretendidas. Por un plasmido se puede transcribir de acuerdo con las reivindicaciones un
ARN viral que facilita un vector viral a base de ASLV, cuya region U3 3' genera o es una LTR 3' autoinactivante (LTR
SIN) asi como la particula viral que contiene una secuencia de acido nucleico que codifica el vector viral, en
particular ARN. Ademas, la invencién facilita un sistema con un primer plasmido auxiliar que en un casete de
expresion codifica la secuencia codificante para la proteina de fusion gag-pro-pol de ASLV y con un segundo
plasmido auxiliar que codifica en un casete de expresion una proteina de envoltura (env), por ejemplo, env de ASLV,
RD114/TR, anfotrépico de MLV, VSVg o ecotropico de MLV.

Con presencia del primer y del segundo plasmido auxiliar en una célula eucariota, denominada en lo sucesivo
también célula de empaquetamiento, se generan particulas virales con un elevado titulo, cuyos ARN virales debido a
las deleciones en la region U3 5' que se produce durante la transcripcién inversa hasta ADN viral desde la region U3
3' en una célula diana por si mismos son autoinactivantes (SIN), sin embargo, permiten un elevado indice de
transcripcion y una traduccion eficaz del transgén que esta dispuesto en un casete de expresion en 5' delante de la
LTR SIN 3. En esta configuracion esta significativamente reducida la activacion de secuencias gendmicas
adyacentes debido a la insercion del vector viral. La reduccion de la activacion de secuencias adyacentes se ha
mostrado para vectores y-retrovirales por de Zychlinski et al. (Mol. Ther. 16: 718-725 (2008)).

Las mutaciones que son conocidas para vectores SIN virales a base de otros retrovirus, por ejemplo, lentivirus, que
combinan las propiedades del elevado titulo en células de empaquetamiento por un lado, ninguna actividad
promotora en la LTR asi como una eficaz transcripcién de un transgén de un casete de expresion interno del vector
sin transcripcion de parte a parte en secuencias genoémicas en el lugar de la insercion, no se pueden transferir a la
construccion de vectores de LTR SIN a base de ASLV. De hecho, la disposicion de elementos funcionales en los
virus individuales y su interaccién con factores de hospedador celulares no son idénticos entre si y los efectos del
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cambio de secuencias sobre el titulo, la evitaciéon de la activacion de secuencias gendémicas adyacentes en el lugar
de lainsercion y sobre una transcripcion del transgén de un casete de expresion interno no se pueden predecir.

El vector viral contiene, en lugar de la LTR de tipo natural, una LTR 3' cuya region U3 esta delecionada a lo largo de
una gran seccion, de tal manera que esta eliminada la actividad transcripcional de las regiones promotoras y
potenciadoras de la region U3. La eliminacion de las regiones promotoras y potenciadoras de la region U3 esta
determinada, por ejemplo, por delecién de acuerdo con la reivindicacion 1. En particular, de acuerdo con la
invencién, la regién U3 de los 229 nucleétidos de la region U3 de tipo natural (SEC ID N2 1) de ASLV presenta solo
los nucleétidos 1-27 y los nucledtidos 187-229, preferentemente solo los nucleétidos 1-27 y 207-229. Esta regién U3
3' modificada del vector viral, en la que de la region U3 de tipo natural estan delecionados los nucleétidos 28-186 y
estan delecionados, preferentemente, ademds los nucleotidos 187-202, después de la transcripcion inversa y la
integracién en el genoma de una célula diana en esencia no presenta ninguna actividad promotora y/o potenciadora.
El ARN viral empaquetable es dirigido por un promotor fuerte dispuesto en 5' que se pierde durante la transcripcion
inversa o no esta contenido en el ARN viral generado por la transcripcién. Esto permite la generacién de un
transcrito que, junto con un primer y segundo plasmido auxiliar, es adecuado para la generacién de particulas virales
con un elevado titulo que contienen el ARN viral.

La delecién de las regiones promotoras y potenciadoras opcionalmente puede estar sustituida por una inserciéon con
una secuencia de nucleétidos que no presenta una actividad promotora o potenciadora.

La LTR SIN 3' del vector puede estar compuesta de las secciones que se han mencionado anteriormente de la
region U3 de tipo natural delecionada, una region R de tipo natural y una regiéon U5 de tipo natural. La regiéon U3 de
acuerdo con la invencién con deleciones puede contener opcionalmente entre las secciones remanentes de la region
U3 de tipo natural secuencias de nucleotidos adicionales sin actividad promotora que estan seleccionadas, por
ejemplo, del grupo que comprende miARN, ARNhc, potenciadores de la poliadenilacién (USE), secuencias de
reconocimiento de recombinasa (por ejemplo, LoxP, Rox, FRT) y elementos de aislador (por ejemplo, cHS4).

Para la insercion de secuencias de nucleétidos sin actividad promotora en la region U3 de acuerdo con la invencion,
la misma presenta preferentemente un sitio de corte Unico para una restrictasa, de forma particularmente preferente
debido a que los nucleétidos 187-190 en la numeracion de la regién U3 de tipo natural mediante mutacién dan la
secuencia de bases CGTA, por lo que se genera un sitio de corte secundario para SnaBl con la secuencia de
reconocimiento TACGTA.

Como alternativa a la delecion de los nucleétidos 187-202 se pueden mutar también los nucleétidos 200-206
(TATTTAA), por ejemplo, en la secuencia TGTCTAA. Se supone que los nucledtidos 200-206 forman la caja TATA
de la region U3 de tipo natural, de tal manera que una mutaciéon que cambia esta caja TATA reduce o elimina esta
parte de la actividad promotora de la region U3.

La region U3 delecionada de acuerdo con la invencion presenta también un sitio de ataque de integrasa (integrase
attachment), en particular en los nucleétidos 1-25, asi como una sefial de poliA, por ejemplo, en los nucleétidos 223-
228, respectivamente en la numeracién de los nucleétidos de la regién U3 de tipo natural. Se supone que la
conservacion del sitio de ataque de integrasa y de la sefial de poliA es importante para la infeccion viral.
Sorprendentemente, el vector permite por un lado una produccién de particulas virales con elevado titulo en una
célula de empaquetamiento o linea celular de empaquetamiento, por otro lado, después de transcripcién inversa e
integracién en el genoma en una célula diana, una transcripcion eficaz de un transgén de un casete de expresién por
un promotor fuerte interno, sin que se produzca una transcripcién de parte a parte a través de la LTR SIN 3' en
regiones limitantes del sitio de integracién o la activacién de secuencias gendmicas adyacentes.

Las particulas virales generadas en células de empaquetamiento, que contenian ARN viral con una LTR SIN 3' de
acuerdo con la invencién o una region U3 3' de acuerdo con la invencion, sin concentracién presentaban titulos de
aproximadamente 1x10° particulas infecciosas/ml. A este respecto, el titulo se vio influido por el gen que codifica la
proteina de fusion gag-pro-pol o la proteina de envoltura del primer o del segundo plasmido auxiliar o la linea celular
de empaquetamiento y no de forma significativa por el tipo o el grado de la delecion en la regién U3.

Sorprendentemente, la expresion de un transgén por un casete de expresion en vectores virales de acuerdo con la
invencion con delecion SIN era aproximadamente un factor 3 mayor que en un vector comparativo en el que la LTR
3' presentaba una regién U3 con secuencia de tipo natural. Ademas, de acuerdo con la invencion se prefiere que las
secuencias codificantes del primer y/o segundo plasmido auxiliar estén optimizadas en cuanto a codones, de tal
manera que los codones virales estén sustituidos por codones de la célula diana, en particular estén sustituidos por
codones humanos, por ejemplo, en procedimientos para la produccion de particulas virales y vectores virales de
acuerdo con la invencién que se usan, por ejemplo, como medicamento o en la produccién de composiciones
farmacéuticas. Un plasmido auxiliar preferente de acuerdo con la invenciéon contiene una secuencia que codifica la
proteina de fusioén gag-pro-pol, en la que los codones virales estan adaptados al uso de codones humano.

En el uso como medicamento, la particula viral que contiene el vector viral puede estar producida para la
administracion, por ejemplo, a un paciente/ser humano o un animal no humano. Como alternativa, la particula viral o
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el vector viral se puede poner en contacto con células que proceden de un paciente de este tipo, es decir, para la
transduccion in vitro de células que a continuacién, opcionalmente con la etapa del cultivo y/o de la seleccion, se
preparan o facilitan como células transducidas para la transferencia a un paciente, siendo preferentemente el
paciente el mismo del cual proceden las células.

En la secuencia codificante optimizada en cuanto a codones para la proteina de fusién gag-pro-pol, de acuerdo con
la invencion, el desplazamiento original de la fase de lectura en -1 y la transicién de pro a pol del ASLV de tipo
natural se han conservado.

Se ha mostrado que la adaptacién del uso de codones de ASLV al uso de codones de la célula diana, en particular
al uso de codones humano, tiene, para las zonas codificantes de los plasmidos auxiliares, como consecuencia un
aumento significativo del titulo de particulas virales, conduciendo por ejemplo Unicamente la adaptacion del uso de
codones de la proteina de fusién gag-pro-pol al uso de codones humano a un titulo un factor 50 mayor de particulas
virales en células de empaquetamiento humanas.

La adaptacion del uso de codones al uso de codones humano se realiza preferentemente al agotarse
preferentemente las reservas de ARNt no limitados, 6ptimas para Homo sapiens; de este modo, por ejemplo, se
adapté el codén de glicina GGT preferentemente a GGC. Ademas se eliminaron motivos de inestabilidad de ARN
negativos asi como sitios de poliadenilacién cripticos asi como estructuras secundarias de ARN, de tal manera que
se gener6 un ARNm mas estable con una mejor capacidad de traduccién en células humanas. Ademas, en la
secuencia codificante se inactivé el sitio donador de empalme natural, el sitio aceptor de empalme y otras sefiales de
empalme cripticas. Por consiguiente, un plasmido auxiliar preferente presenta un sitio donador de empalme inactivo
en el gen gag-pol, por ejemplo, de forma correspondiente a los nucledtidos 1501 a 1502 en la SEC ID N¢ 14.
Preferentemente, gag se codifica por los nucleétidos 1475 a 3436 de la SEC ID N® 14 y pol, por los nucleétidos 3738
a 6291 de la SEC ID N® 14, ya que en estas secciones se han retirado sustancialmente los motivos de inestabilidad
de ARN cripticos y sitios de poliadenilacion asi como estructuras secundarias de ARN, de tal manera que se puede
generar un elevado titulo de particulas virales que presentan una elevada eficacia de transduccion.

Finalmente se prefiere que el vector viral, con preferencia adicionalmente el primer plasmido auxiliar y, con mayor
preferencia, adicionalmente el segundo plasmido auxiliar no presenten ninguna homologia de secuencia con la
célula diana y ademas preferentemente no tengan en particular ningln solapamiento de secuencia, por ejemplo,
ninguna seccién de secuencia homoéloga entre si de mas de 5 nucledtidos, preferentemente ninguna secciéon de
secuencia homoéloga entre si de mas de 10 a 20 nucleétidos. De este modo se minimiza la probabilidad de una
recombinacién en células de empaquetamiento y/o las células diana y, por tanto, también la probabilidad de la
generaciéon de RCR.

La invencién pone a disposicién con ello un ARN viral que presenta o estd compuesto de, de 5' a 3', una regién R 5'
y una region U5 5', un sitio de unién de cebador (PBS), una sefial de empaquetamiento (y) que, a diferencia del
estado de la técnica en el caso de vectores gammarretrovirales o lentivirales trabaja sin un donador de empalme
retroviral, un casete de expresion para un o con un transgén y una region U3 3' acortada de acuerdo con la
invencion (denominada A o d), una regiéon R 3'y una seccién de poliA unida (cola de poliA), asi como un vector para
la transcripcion del ARN viral que, adicionalmente a una secuencia de acido nucleico que codifica el ARN viral, en 5'
delante de su region R 5' presenta un promotor eucariota o viral y en el que la secuencia de acido nucleico que
codifica el ARN viral esta presente en forma de ADN que en la LTR SIN 3' presenta una seccién de poliA.

Ademas, la invencion facilita el uso del ARN viral y una particula viral que contiene el ARN viral como medicamento
y para la produccion de una composicién farmacéutica para el uso para la transducciéon de células diana, por
ejemplo, de células somaticas de un ser humano, asi como composiciones farmacéuticas que comprenden ARN
viral o particulas virales que contienen el ARN viral, y el uso de tales composiciones farmacéuticas como
medicamento para la transferencia del transgén a células, en particular para la terapia génica.

Ademas, la invencion se refiere a células que presentan una secuencia de acido nucleico integrada o no integrada
que se han generado mediante puesta en contacto con particulas virales de acuerdo con la invenciéon y que
contienen una regién U3 de acuerdo con la invencién, por ejemplo, una seccion de ADN que se ha producido
mediante transcripcion inversa a partir de un ARN viral de acuerdo con la invencion. Esto podrian ser células
animales extracorpdreas o intracorpéreas, a excepcion de células germinales humanas.

El casete de expresidon presenta un promotor y al menos una secuencia transcribible y/o traducible de un transgén,
que puede ser un gen homélogo o heterélogo a la célula diana, y preferentemente cadena abajo de la secuencia
transcribible del transgén, un PRE u otras secciones o médulos de &acido nucleico reguladores post-
transcripcionales. La secuencia transcribible puede presentar también sitios de entrada de ribosomas internos
(IRES) junto con secuencias codificantes de proteina, dispuestas cadena abajo con respecto a los mismos, asi como
otras secuencias de acido nucleico funcionales o secuencias de acido nucleico que codifican enzimas (por ejemplo,
promotores bidireccionales, secuencias codificantes para sitios de corte de proteasa 2A o genes de proteasa 2A).
Ademas, opcionalmente en la region U3 3' delecionada, por ejemplo, en el sitio de corte por restricciéon contenido alli
se puede incluir una secuencia de aislador que debilita una interaccion del transgén con secuencias genémicas
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adyacentes, o puede estar introducida una secuencia de reconocimiento de recombinasa que comprende, por
ejemplo, una secuencia de reconocimiento del grupo que comprende rox, loxP, FRT. Después de la transcripcion
inversa realizada y la copia en la LTR 5', mediante adiciéon o expresion de recombinasa en células diana se puede
activar la secuencia de reconocimiento de recombinasa y, por ejemplo, se puede invertir o retirar una secuencia de
acido nucleico dispuesta entre secuencias de reconocimiento de recombinasa en el ADN integrado (por ejemplo, una
parte del casete de expresion). Otras secuencias que se pueden incluir en la region U3 3' comprenden, por ejemplo,
secuencias diana de micro-ARN, ARN horquillado corto o secciones de secuencia que facilitan la comprobacién de
la insercién a través de PCR.

La regién U3 delecionada contenida en la LTR SIN 3' de acuerdo con la invencion permite, a pesar de la delecion de
los elementos potenciadores y promotores de la region U3 de tipo natural, la generacién de particulas virales con
titulos que se consiguen frente a los titulos para vectores con LTR de tipo natural en células de empaquetamiento,
de tal manera que se evitan las reducciones espectaculares del titulo viral observadas con frecuencia en caso de
deleciones de regiones U3.

La transcripcién de transgenes que estan dispuestos en el casete de expresion se controla mediante el promotor del
casete de expresion, que se denomina también promotor interno. Actualmente se supone que las regiones U3
delecionadas de acuerdo con la invencién presentan una sefal de poliA que evita una transcripcion de parte a parte
mas alla de la secuencia del vector y que se aprovecha la sefial de poliA correcta. Esta suposicion se respalda por la
expresion 3 veces mejor de un transgén del casete de expresion de un vector de acuerdo con la invencién en
comparacioén con la expresion del transgén de un vector con LTR 3' de tipo natural.

De forma particularmente preferente, la secuencia de acido nucleico del vector viral presenta una delecién completa
de las secuencias que codifican proteinas estructurales virales, incluyendo el sitio donador de empalme (SD), por
ejemplo, una delecion completa de las secuencias gag, env, pol y src. Se ha mostrado que con vectores de ASLV
con delecion de las secuencias que codifican las proteinas estructurales virales se deleciona también el sitio
donador de empalme. Sorprendentemente, se ha mostrado que un vector de este tipo a base de ASLV permite el
empaquetamiento del ARN viral en células de empaquetamiento mediante el sistema de separacion-
empaquetamiento. Esto es inesperado en el sentido de que en vectores retrovirales conocidos, partes de las
secuencias virales codificantes son necesarias para el empaquetamiento, ya que en la regién de las secuencias que
codifican las proteinas estructurales virales estan contenidas sefnales para la exportacién del ARN, la interaccion con
la nucleocapside viral y la transcripcién inversa, tal como, por ejemplo, en VIH. Por tanto, el vector puede contener la
sefial de empaquetamiento (y), que estd comprendida en la SEC ID N° 5 por los nucledtidos 1042-1292, sin
secciones de secuencias que codifican proteinas estructurales virales.

La forma de realizacion preferente de acuerdo con la invencion en la que la secuencia de acido nucleico del vector
viral no presenta ningun donador de empalme viral es una diferencia significativa con respecto a vectores lentivirales
o y-retrovirales conocidos que presentan el donador de empalme viral natural cadena abajo del sitio de union de
cebador. Estos vectores conocidos necesitan el donador de empalme para la generacion de elevados titulos de
particulas virales. Sorprendentemente, se ha mostrado que el vector también sin su donador de empalme natural u
otro da titulos elevados en células de empaquetamiento. Ya que el donador de empalme natural de ASLV se
encuentra en el gen gag, su delecion completa conduce también a la eliminacién del donador de empalme. Ademas,
preferentemente de acuerdo con la invencién tampoco el aceptor de empalme viral esta contenido en el vector. El
aceptor de empalme de ASLV se encuentra en el gen pol, de tal manera que su delecion completa también conduce
a la eliminacién del aceptor de empalme.

En el vector, la delecion de donador de empalme y aceptor de empalme conduce a la optimizacién de la produccion
de particulas virales en células de empaquetamiento y otorga al vector adicionalmente una mejor seguridad
biolégica, ya que se dificulta la recombinacion hasta retrovirus con competencia de replicacién. También en el caso
de inserciones intragénicas del vector es menos probable una posible interferencia con sefiales de empalme
celulares.

El vector en la zona 5' presenta una regién R, una regién U5 y la sefal de empaquetamiento en una secuencia de
acido nucleico que no codifica ninguna proteina estructural viral y a la que le sigue por ejemplo directamente, en
particular después de la region lider, en 3' el casete de expresion del transgén. Se ha mostrado que el vector viral en
su extremo 5' puede presentar una regién R, regién U5 y una sefial de empaquetamiento que esta comprendida por
los nucledtidos N° 1042 a 1292 de la SEC ID N% 5 o esta compuesta de los mismos, estando dispuesto
preferentemente en 3' limitando con esta secuencia el casete de expresion con el transgén.

Para los fines de la invencion se indican las disposiciones de elementos genéticos de 5' a 3', siempre que no sed
describa de otro modo; las secuencias de nucledétidos estan indicadas de 5' a 3'.

Descripcion detallada de la invencion

La invencion se describe ahora de forma mas detallada mediante ejemplos con referencia a las figuras, en las que
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- La Figura 1 muestra la estructura esquematica del tipo natural de ASLV,

- La Figura 2 muestra la estructura esquematica de un vector SIN y un plasmido que contiene el vector,

- La Figura 3 muestra la estructura esquematica de un primer plasmido auxiliar,

- La Figura 4 muestra la estructura esquematica de un segundo plasmido auxiliar,

- La Figura 5 muestra una comparacién de la region U3 de tipo natural (U3) con la region U3 delecionada (dU3)
de acuerdo con la invencion, de la regién U3 delecionada de acuerdo con la invencién sin caja TATA (dU3
noTATA) y con la regiéon U3 delecionada de acuerdo con la invencién con caja TATA mutada (dU3 TATAmut),

- La Figura 6 muestra un mapa de plasmido de un vector de acuerdo con la invencién en el que el casete de
expresion EGFP codifica como ejemplo un transgén,

- La Figura 7 muestra un mapa de plasmido con el vector de acuerdo con la invencién en el que esta mutada la
caja TATA de la region U3,

- La Figura 8 muestra un mapa de plasmido con vector de acuerdo con la invencion, en cuya region U3 esta
delecionada adicionalmente la caja TATA,

- La Figura 9 muestra un mapa de plasmido de un primer plasmido auxiliar para la traduccién de la proteina de
fusién gag-pol,

- La Figura 10 muestra un mapa de plasmido de un primer plasmido auxiliar en el que la secuencia que codifica
la proteina de fusién gag-pol esta optimizada en cuanto a codones para una célula de empaquetamiento y/o
diana humana,

- La Figura 11 muestra graficamente la magnitud de la expresion de un transgén (EGFP) del vector de acuerdo
con la invencion en comparacion con la expresion de un vector viral con LTR 3' de tipo natural,

- La Figura 12 muestra graficamente la magnitud de la expresion de un transgén (EGFP) de vectores SIN de
acuerdo con la invencion,

- La Figura 13 muestra una representacién de la estructura integrada de un vector de acuerdo con la invencién
en comparacion con la estructura de un vector SIN lentiviral o y-retroviral,

- La Figura 14 muestra esquematicamente construcciones de acido nucleico de ADN para la transcripcién de
ARN viral con casetes de expresion que contiene funcionalmente en 5' con respecto a un gen indicador la
secuencia de acido nucleico que se debe ensayar en cuanto a actividad promotora y potenciadora y

- La Figura 15 muestra la magnitud de la expresion del gen indicador en células que estan transfectadas con
ARN viral de la Figura 14 y que mide la actividad promotora/potenciadora.

En la descripcién de la U3 SIN de acuerdo con la invencién se efectia la numeracién de los nucleétidos en relacion
con la secuencia de nucleétidos de la U3 de tipo natural de ASLV y correspondientemente, las deleciones o
secciones de la region U3 SIN estan indicadas correspondientemente a la numeracion de los nucleétidos de la U3
de tipo natural.

La Figura 1 muestra la estructura esquematica del ASLV de tipo natural en el que las LTR contienen una regién U3,
una region R y una regién U5 limitando entre si. Las LTR son respectivamente idénticas, ya que en la replicacion
viral la region U3 de la LTR 3' se copia en el extremo 5'y las regiones Ry U5 de la LTR 5' se copian en la LTR 3'. El
inicio de la transcripcién +1 define el extremo 5' de la regién R 5'.

La Figura 2 muestra el vector a nivel de plasmido, en cuyo extremo 5' esta dispuesto un promotor delante de la
regién R para posibilitar la transcripcion a partir de la region R 5'. Este promotor 5' de la LTR 5', a causa del inicio de
la transcripcién en +1 como primer nucleétido de la regiéon R 5' no esta contenido en el ARN viral; el ARN viral que
se genera esta compuesto de las zonas entre el nucleétido +1 de la region R 5'y el extremo 3' de la regiéon R 3' mas
cola de poliA. Correspondientemente, las particulas virales contienen un ARN viral que se produce a partir de la
seccién del vector que comprende la regién R 5' (incluyendo el nucleétido +1) hasta el extremo 3' de la regién R 3'
con cola de poliA adjunta. El promotor mostrado en la Figura 2 cadena arriba de la regiéon R 5' del vector viral, que
preferentemente esta compuesto de un potenciador de SV40 y una region U3 del tipo natural de RSV (Virus del
Sarcoma de Rous), no se convierte en parte del ARN viral, sino que controla la transcripcién eficaz del ARN viral de
una secuencia de ADN correspondiente en la Figura 2. En el presente caso estda mostrado el vector en el nivel de
plasmido, como una secuencia de ADN que codifica el ARN viral que puede ser parte de un plasmido del cual se
transcribe el ARN viral.

Como se indica en la Figura 2, el vector viral entre las LTR y correspondientemente después de la region lider
contiene un casete de expresion que presenta al menos un promotor interno, por ejemplo, el promotor de SFFV y
EFS (factor de elongacion 1a), con una secuencia de nucleétidos que codifica un transgén (gen), preferentemente
con un PRE dispuesto en 3'.

El PRE, que preferentemente es WPRE, del casete de expresién presenta preferentemente una delecion X-ORF y/o
mutaciones de ATG:

El vector y el ARN viral de acuerdo con la invencion presentan al menos en la LTR 3' una regién U3 con deleciones
que inactivan cualquier actividad promotora de la LTR. En 5' delante de la LTR SIN 3' y/o dentro de la regién U3 3/,
el vector viral puede contener elementos genéticos homodlogos y/o heterdlogos, por ejemplo, secuencias que
comprenden miARN, ARNhc, ARN potenciadores de la poliadenilacién, secuencias de reconocimiento de
recombinasa, USE y/o aisladores.
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Entre los elementos de la LTR 5' y de la LTR 3', preferentemente entre las regiones de la LTR 5' y el casete de
expresion, el vector presenta preferentemente un sitio de union de cebador y una sefial de empaquetamiento (y).

A diferencia de los retrovirus con competencia de replicacion, el vector viral no presenta ninguna secuencia que
codifique gag-pol y/o proteinas de envoltura.

Las proteinas virales que se requieren para la generacién de una particula viral del ARN viral son codificadas por
plasmidos auxiliares independientes, preferentemente un primer plasmido auxiliar que presenta una secuencia que
codifica la proteina de fusién gag-pro-pol en un casete de expresion entre un promotor y una secuencia de
poliadenilacion, tal como se muestra en la Figura 3, y un segundo plasmido auxiliar que contiene una secuencia que
codifica la proteina de envoltura (env) en un casete de expresion, tal como se muestra por ejemplo en la Figura 4,
entre un promotor de CMV (citomegalovirus) y una secuencia de poliadenilacion. Para la pseuditipificacion, la
secuencia que codifica la proteina de envoltura puede estar compuesta de una secuencia que codifica la proteina de
envoltura de MLV ecotrépico/anfotrépico, VSVg, RD114, GALV o quimeras de los mismos, por ejemplo, RD114/TR.

El primer plasmido auxiliar presenta en su secuencia codificante preferentemente el desplazamiento de fase de
lectura de -1 entre el extremo 3' de la secuencia que codifica gag-pro y el extremo 5' de la secuencia que codifica
pol, lo que se muestra en la Figura 3 mediante las cajas desplazadas entre si para gag-pro o pol.

De forma particularmente preferente, las secuencias codificantes de los plasmidos auxiliares estan adaptadas al uso
de codones de la célula diana, es decir, optimizadas en cuanto a codones, ya que para la invencién se ha mostrado
que el titulo debido a esta optimizacion de codones para la proteina de fusién gag-pro-pol, preferentemente también
para la proteina de envoltura env, obtiene un aumento de titulo en células auxiliares de aproximadamente el factor
50. Por tanto, la invencién posibilita un procedimiento de produccién en titulos o cantidades de particulas virales, tal
como se requieren para aplicaciones clinicas, mediante produccion de particulas virales que contienen el ARN viral
de acuerdo con la invencion, con un primer y un segundo plasmido auxiliar, por ejemplo, mediante cultivo de una
célula de empaquetamiento.

La Figura 5 muestra una visién general de las secuencias preferentes de la regién U3 3' de acuerdo con la invencion
del vector viral en comparacién con la secuencia de la U3 de tipo natural (SEC ID N°: 1) de ASLV. Las regiones U3
de acuerdo con la invencion presentan preferentemente una delecién de los nucleétidos 28-186 de la U3 de tipo
natural. La forma de realizacion SEC ID N°: 2, denominada delta (d) U3, preferentemente esta compuesta de los
nucleétidos 1-27 y los nucleétidos 187-229 de la U3 de tipo natural, estando mutados también los nucleétidos 187 y
189 en C o T, de tal manera que resulta alli un sitio de corte por restriccion para SnaBl (TACGTA). Esta region U3
delecionada, denominada también U3 SIN, presenta todavia la caja TATA original que se identific6 como los
nucleotidos 200-206 de la U3 de tipo natural.

En una forma de realizacion preferente estd mutada también la caja TATA de la U3 SIN, de tal manera que se
elimina la funciéon de una caja TATA. En la SEC ID N%: 3 (dU3 TATAmut) estd mostrada una realizacion preferente
de una caja TATA mutada, en la que estan mutados los nucleétidos 201-203, de tal manera que se destruye la
funcién de la caja TATA.

En una forma de realizacién mas preferente, la delecion en relacion con la regién U3 de tipo natural comprende los
nucleotidos 28-205 (dU3 no TATA; SEC ID N2 4), estando mutados los nucleétidos 203-204 para evitar la
generaciéon de una caja TATA mediante secciones que limitan entre si y/o para producir un sitio de corte en los
nucleétidos adyacentes entre si 26-27 y 203-206, por ejemplo, mediante mutaciéon de los nucleétidos 203-205 en
CGT para producir un sitio de corte singular para la enzima de restriccion SnaBI (TACGTA).

Los vectores virales comprenden, por tanto, también variantes en las que en la zona de la delecion de los
nucleotidos 28-222, preferentemente en la zona de los nucleétidos 28-190 o 28-206 en la SEC ID N2: 1 pueden estar
insertados elementos genéticos heterélogos u homélogos, por ejemplo, heterélogos u homologos en relacién con la
célula diana, preferentemente mediante un sitio de corte por restriccién en las secciones que se han mencionado
anteriormente.

Ejemplo 1: Produccién de particulas virales con vector SIN de ASLV

Como ejemplos de vectores de acuerdo con la invencion que codifican un ARN viral de acuerdo con la invencién se
construyeron plasmidos que estaban bajo el control de un promotor que estaba compuesto de un elemento
potenciador de SV40 (SV40 enhancer) y el promotor de RSV (RSV) y directamente limitando con el promotor
presentaban la regién R, la regiéon U5, un casete de expresién para un transgén y una LTR SIN 3' de una regién U3
SIN de acuerdo con la invencion, una region Ry una region U5. El casete de expresién comprendia el promotor U3
del virus formador de focos esplénicos (SFFV), una secuencia codificante de EGFP como ejemplo de un transgén y
un WPRE (PRE).

La region U3 SIN se correspondia con la SEC ID N2 2 para el vector mostrado en la Figura 6, como alternativa con
la SEC ID N¢: 3 para el vector mostrado en la Figura 7 o con la SEC ID N°: 4 para el vector mostrado en la Figura 8.
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La secuencia del vector de la Figura 6 esta contenida en la SEC ID N2 5. Correspondientemente, un vector 0 un
plasmido que codifica un ARN de acuerdo con la invencién contiene una LTR SIN 3' con una secuencia que se
corresponde con los nucleétidos 3282-3452 de la SEC ID N?: 5. EI ARN viral transcrito por ello contiene la regién U3
3' de acuerdo con la invencién contenida en su interior.

La secuencia del vector de la Figura 7 esta contenida en la SEC ID N2 9. Correspondientemente, un vector por el
cual se transcribe un ARN viral de acuerdo con la invencion contiene una LTR SIN 3' con una secuencia
correspondiente a los nucleétidos 3282-3452 de la SEC ID N2: 9. ElI ARN viral contiene en la LTR SIN 3' la regiéon U3
3' de acuerdo con la invencién y la region R, sin embargo no la regién U5.

La secuencia del vector de la Figura 8 esta contenida en la SEC ID N? 7. Correspondientemente, un vector por el
cual se transcribe un ARN viral de acuerdo con la invenciéon contiene una LTR SIN 3' con una secuencia
correspondiente a los nucledtidos 3282-3436 de la SEC ID N°: 7.

Ademas, un vector viral o un ARN viral contiene una regiéon R de tipo natural y una region U5 de tipo natural como
LTR 5'y, limitando directamente con esto en 5', en la forma en la que la secuencia de nucleétidos para el ARN viral
esta contenida en un plasmido, un promotor eucariota o viral, preferentemente la secuencia potenciadora de SV40
junto con el promotor de RSV, correspondiente a los nucle6tidos 452-921 de la SEC ID N: 9.

La secuencia que codifica eGFP de la SEC ID N¢: 5 esta indicada como secuencia de aminoacidos SEC ID N¢: 6, la
eGFP de la SEC ID N2: 7 como SEC ID N2: 8 y la eGFP de la SEC ID N%: 9 como SEC ID N2: 10.

Para la generacién de particulas virales se introdujeron los plasmidos segun las Figuras 6 a 8 en células HEK293T
que mediante transfeccidon transitoria o integracion estable contenian también un primer plasmido auxiliar para la
expresion de la proteina de fusién gag-pol de ASLV. En la Figura 9 estd mostrado un mapa esquematico de
plasmido, la secuencia se adjunta como SEC ID N2 11 y contiene como secuencia codificante la proteina de fusién
gag-pol en los nucleétidos 1475-6291. La secuencia de aminoacidos codificada por la SEC ID N%: 11 de gag se
corresponde con la SEC ID N2 12, la secuencia de aminoacidos codificada por la SEC ID N2 11 de pol se
corresponde con la SEC ID N2 13.

De forma particularmente preferente, el primer plasmido auxiliar estaba provisto de una secuencia codificante para la
proteina de fusién gag-pol, cuyos codones estaban adaptados al uso de codones de la célula de empaquetamiento,
en particular de células de mamifero, tales como, por ejemplo, células humanas. Un plasmido de este tipo esta
mostrado esquematicamente en la Figura 10; la secuencia de acido nucleico esta contenida como SEC ID N¢: 14,
Correspondientemente, un primer plasmido auxiliar preferente o una célula de empaquetamiento humana en forma
integrada contiene la secuencia codificante para la proteina gag optimizada en cuanto a codones correspondiente a
los nucleotidos 1475-3436 de la SEC ID N2 14, cuya secuencia de aminoacidos se corresponde con la SEC ID N
15, y/o la secuencia codificante para la proteina pol optimizada en cuanto a codones correspondiente a los
nucleétidos 3738-6291 de la SEC ID N®: 14, cuya secuencia de aminodacidos se corresponde con la SEC ID N: 16,
preferentemente la secuencia codificante para la proteina de fusion gag-pol optimizada en cuanto a codones
correspondiente a los nucleétidos 1475-6291 de la SEC ID N° 14,

En condiciones de cultivo habituales de la célula de empaquetamiento, para las particulas virales de acuerdo con la
invencion con una de las regiones U3 SIN mostradas de los vectores de la SEC ID N2 7, 9 u 11 se obtuvo
respectivamente el mismo titulo que para una construccién comparativa (no mostrada) en la que la region U3 3' se
correspondia con el tipo natural de ASLV, en concreto aproximadamente 1 x 10%/ml.

Por tanto, para el procedimiento de acuerdo con la invencion para la produccién de particulas virales se prefiere que
las células de empaquetamiento sean células humanas cultivadas que presenten una secuencia de acido nucleico
que codifique los genes estructurales virales, por ejemplo, gag-pol, con uso de codones humano, no presentando
estos genes estructurales preferentemente ningiin donador de empalme activo y/o sitio aceptor de empalme para
evitar un empalme dentro de las secuencias codificantes y alcanzar, por tanto, una elevada expresién en las células
de empaquetamiento.

Para el control de la transfeccion de células diana con ARN viral se infectaron fibroblastos HT1080 humanos. A
continuacion del cultivo, después de la transfeccion se determind la expresion del transgén (EGFP) mediante FACS.
En la comparaciéon con particulas virales, cuya LTR 3' era de ASLV de tipo natural, se pudo mostrar para los
vectores virales descritos con LTR SIN 3' una expresion un factor 3 veces mayor del transgén.

La Figura 11 muestra la expresién del transgén ilustrativo EGFP de un casete de expresion correspondiente a la
Figura 7 en células diana que estaban transducidas con vector viral. Se obtuvieron particulas virales del
sobrenadante de células de empaquetamiento (pseudotipificadas con VSVg), que contenian un plasmido que
codificaba ARN viral de acuerdo con la invencion de acuerdo con la SEC ID N%: 5 (ASLV dU3, barras derechas
claras) o un ARN viral con U3 3' de tipo natural (ASLV U3, barras izquierdas oscuras; U3 de tipo natural véase la
SEC ID N2 1). Para la transduccion se ajustaron particulas virales en células HT1080E, se cultivaron durante 6 dias
y a continuacion se analizaron mediante citometria de flujo. En el experimento 1, la proteina de fusién gag-pol de
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tipo natural (nucleétidos N° 1475 a 6291 en la SEC ID N2 11), en el experimento 2 estaba optimizada en cuanto a
codones (nucleétidos N° 1475 a 6291 en la SEC ID N® 14). El resultado, que la particulas viral de acuerdo con la
invencion con una regién U3 3' de acuerdo con la invencion frente a la particula viral con regién U3 de tipo natural
causaba una expresién aproximadamente 3 veces mayor del transgén en células diana. Esto se cumple tanto para el
uso de gag/pol de tipo natural (experimento 1) como del plasmido auxiliar gag-pol optimizado en cuanto a codones
(experimento 2). En ambos casos se produce un aumento de aproximadamente 3 veces de la expresion del
transgén en células diana para particulas virales de acuerdo con la invencién (dU3) en comparacién con particulas
comparativas (U3) de tipo natural.

Intensidad de fluorescencia media
Experimento ASLV U3 ASLV dU3
1 (gag-pol de tipo natural) 5083,8 +/- 15,1 1748,2 +/-112,6
2 (gag-pol optimizado en cuanto a : :
codones) 791,3 +/- 48,7 22275,6 +/- 120,6

La Figura 12 muestra los valores de la expresion del transgén ilustrativo EGFP de un casete de expresion en células
diana que estaban transducidas con vector viral que contenian ARN viral transcrito de un plasmido segun la SEC ID
N¢: 5 (SIN, de acuerdo con la invencién), la SEC. ID N2 9 (TATAmut) o SEC ID N2 7 (no TATA). Como se ha
descrito anteriormente, se generaron particulas virales en células de empaquetamiento que traducian proteina de
fusion gag-pol optimizada en cuanto a codones y proteina de envoltura de VSVg. Las células HT1080 se
transdujeron con particulas virales, se cultivaron durante 6 dias y después se analizaron mediante FACS. Los
valores mostrados hacen evidente que la regiéon U3 3' de acuerdo con la invencién en todos los ARN virales o
particulas virales de acuerdo con la invencién da lugar a una elevada eficacia de la expresion del transgén en
células diana. Los resultados estan representados también en la siguiente tabla:

Intensidad de fluorescencia media

ASLV dU3 3616,9 +/- 15,8
ASLV dU3 TATAmut 3020,4 +/- 227,8
ASLV dU3 no TATA 3463,2 +/- 252,8

Una realizacion preferente del vector, por ejemplo, de su ARN viral, contenido opcionalmente en particulas virales,
no presenta secuencias virales codificantes, por ejemplo, ninguna secuencia que comprenda completa o
parcialmente uno de los genes estructurales gag, env, src o pol. Por tanto, se prefiere que el ARN viral del vector o
la secuencia transcrita de acido nucleico de un plasmido que codifica el ARN viral del vector, la regién R 5', la region
U5 5' y la zona que comprende la sefal de empaquetamiento y que se extiende hasta limitando con el casete de
expresion del transgén esté compuesto de estas zonas y por ejemplo tampoco contenga ningun sitio donador de
empalme. Una secuencia preferente para la region R 5', la regién U5 5' y la zona que comprende la sefial de
empaquetamiento y que se extiende hasta limitando con el casete de expresién del transgén comprende los
nucleétidos N2 922 a 1292 de la SEC ID N2 5 o esta compuesta de esta secuencia de nucleotidos. Esta secuencia
de nucleétidos puede estar acortada opcionalmente en 3', por ejemplo, en 140 nucleétidos, preferentemente en 10 a
56 nucleotidos.

En esta forma en la que la regién del ARN viral en su extremo 5' y, por tanto, en 5' directamente limitando con el
casete de expresion del transgén esta compuesta de secuencias no traducidas, en particular de una regiéon R, una
region U5 y la sefal de empaquetamiento, por tanto, no estan contenidas secciones de gag, env, src o pol.

Esta forma de realizacion estad mostrada esquematicamente en la Figura 13 que aclara que esta seccion 5' del
vector, que se denomina también lider, es claramente mas corta que la regién 5' de vectores SIN lentivirales o y-
retrovirales. Mientras que en vectores SIN lentivirales y muchas versiones v-retrovirales la sefal de
empaquetamiento y se solapa con genes estructurales virales, sorprendentemente, en el vector alfarretroviral puede
estar contenida la sefial de empaquetamiento sin secciones de secuencias virales codificantes. Por tanto, el vector
de acuerdo con la invencién (vector SIN alfarretroviral) se denomina lider sin gag. Ademas, en el vector se puede
haber eliminado el sitio donador de empalme viral o haberse convertido en no funcional mediante mutacion. Esto es
posible a causa del solapamiento con funciones de empaquetamiento, por ejemplo, en vectores lenti- o y-retrovirales
solo con reduccién del titulo. Ademas, la retirada completa de secciones de secuencias virales codificantes permite
el acortamiento de la seccidon de la secuencia de vector que esta dispuesta en 5' delante del casete de expresién del
transgén, por ejemplo, de 371 nucledtidos (nucleétidos, pb). Por tanto, en comparacion con vectores lentivirales y y-
retrovirales se crea particularmente mucho espacio para recibir secuencias de transgenes. El casete de expresion
esta compuesto en estos ejemplos respectivamente del promotor interno fuerte de SFFV, la secuencia codificante
para la proteina fluorescente verde (EGFP) como gen indicador y el WPRE.
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Ejemplo 2: Expresion a largo plazo del transgén en células diana eucariotas

Como ejemplo del uso del vector viral como medicamento, por ejemplo, para la terapia génica, se transdujeron
células madre sanguineas con particulas virales de acuerdo con la invencion. Se transdujeron células de médula
Osea aisladas de ratones (cepa C57BL6) con particulas virales de acuerdo con la invencién y para la comparacion
con particulas lentivirales. Como transgén estaba contenido respectivamente EGFP en el mismo casete de
expresion bajo el control del promotor de SFFV. En condiciones de igual eficacia se transfectaron las células por el
vector lentiviral hasta el 39 % vy, por tanto, un factor de 1,6 mas que por el vector descrito (24 %). Esto se puede
deber a que las particulas lentivirales pueden transducir también células en reposo inactivas en cuando a division,
mientras que las particulas o-retrovirales de acuerdo con la invencion pueden transducir células preferentemente
durante la divisién.

Las células madre sanguineas transducidas se trasplantaron en respectivamente 8 ratones irradiados de forma letal
de la misma cepa. Se identificaron células transducidas mediante FACS de sangre periférica. Después de 31
semanas, la parte de leucocitos positivos a EGFP transducidos para vectores lentivirales habia aumentado con el
32,9 +/- 8,9 % aproximadamente al doble del valor para los vectores de acuerdo con la invencion (16,1 +/- 12 %).

De ambos grupos se extrajeron de los animales con los mayores titulos de células positivas a EGFP médula ésea y
se trasplantd respectivamente en 5 animales irradiados letalmente de un segundo grupo. 6 semanas después de
este trasplante, la parte de leucocitos positivos a EGFP para las células madre transducidas con lentivirus con 40,6
+/- 5,9 se encontraba todavia aproximadamente el 30 % por encima de la parte en células madre transducidas de
acuerdo con la invencion (32,6 +/- 8,1 %). Esto muestra que la velocidad de silenciamiento epigenético de la
expresion del transgén para los vectores no es sustancialmente mayor que en vectores lentivirales.

Ejemplo 3: Comprobacioén del menor riesgo por mutagénesis de insercién de los vectores

En un ensayo in vitro desarrollado por los inventores (Mol. Ther. 1919-1928 (2009)) se comprobé el riesgo de la
activacion de oncogén en la transduccién o transfeccién con el vector viral. Una activacion de oncogén, por ejemplo,
mediante insercion de secuencias virales en la proximidad gendmica, a este respecto conduce a la transformacion
de células hematopoyéticas primarias. Dicho brevemente, en este ensayo se examina con qué frecuencia y con qué
grado de manifestacion se produce la activacion por insercién de proto-oncogenes celulares que favorecen la
transformacion tales como Evil. En este ensayo se ponen en contacto células hematopoyéticas primarias del ratdén
no tratado, por ejemplo, cepa C57BL6, con particulas virales. Después de esta transduccion se determina la
frecuencia de la transformacion mediante cultivo en condiciones que causan la diferenciacién mieloica, realizandose
la nueva siembra de tales diluciones celulares en las que las células no transformadas a causa de la supresion
desencadenada por la dilucién de la capacidad de division remanente no proliferan, sino que proliferan solo las
células transformadas. En células transformadas esta regulada al alza por ejemplo la expresion de proto-oncogenes
por mutagénesis de insercion. Este ensayo cuantifica por tanto la frecuencia de transformacién en relaciéon con
células transducidas. La vitalidad o estabilidad de los transformantes se puede determinar como el resultado del
cultivo de células transformadas después de la nueva siembra o resiembra en placas.

A este respecto se ha mostrado que los vectores y-retrovirales y los vectores lentivirales conducen a una frecuencia
de transformacién de aproximadamente 1 x 10°05x10°® (Mol. Ther. 1919-1928 (2009)). En enfoques paralelos se
comprob6 para los vectores descritos una frecuencia de transformacion de aproximadamente 3,6 x 10°® que, por
tanto, se encontraba todavia por debajo del valor comprobado para vectores lentivirales. Ademas de la frecuencia de
transformacion, en este ensayo se analiza la vitalidad o viabilidad de las células transformadas. El valor para esta
viabilidad se encontraba para 3 de 4 células aisladas hasta ahora que se habian transformado por el vector
aproximadamente 10 veces menor que el valor promedio para células transformadas por lentivirus. Estos resultados
muestran mediante la reducida frecuencia de transformacién y la reducida vitalidad de células transformadas por el
vector a-retroviral de acuerdo con la invenciéon que el mismo ofrece una mejor seguridad frente a la activacion de
oncogén que los vectores anteriores y-retrovirales o lentivirales. Se puede reducir adicionalmente el riesgo de la
transformacién de insercidon mediante la seleccion de secuencias promotoras internas apropiadas.

Ejemplo 4: Determinacién de deleciones de la regién U3 3', que eliminan su actividad promotora y potenciadora

La delecion o la sustituciéon de nucleétidos de la region U3 para la reduccion o eliminacién de la actividad promotora
y potenciadora se determina preferentemente con un ensayo de actividad en el que se mide la expresiéon de un gen
indicador que esta dispuesto funcionalmente en 3' con respecto a la region U3 provista de deleciones. Cuando la
expresion de un gen indicador que esta dispuesto en 3' funcionalmente con respecto a la regién U3 delecionada o
sustituida se determina en el nivel de la actividad de fondo del gen indicador expresado sin promotor, se elimina de
acuerdo con la invencion la actividad promotora. Preferentemente, en 3' del gen indicador esta dispuesta una
secuencia de poliadenilacion. Como actividad de fondo del gen indicador expresado se define por ejemplo la
actividad que se mide sin cualquier regién U3 o sin cualquier promotor en 5' del gen indicador.

La Figura 14 muestra esquematicamente las construcciones de acido nucleico por recortes con las que se han
llevado a cabo el ensayo de actividad para la actividad promotora y potenciadora delecionada o sustituida de
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acuerdo con la invencién de la regiéon U3. La construccion representada arriba en la Figura 13 muestra como gen
indicador el gen de luciferasa de Renilla (Rluc) que en 3' esta flanqueado por una secuencia de sefal de
poliadenilacién de SV40 (pA de SV40) y en 5' por la secuencia de acido nucleico que se tiene que ensayar en cuanto
a secuencia promotora y potenciadora, aqui la LTR de tipo natural (U3-R-U5) de ASLV. Bajo esto esta mostrada una
construccion por lo demas idéntica con delecion (ALTR), cuya regién U3 esta parcialmente delecionada (AU3). En
esta construccion estan delecionados los nucleétidos 28-186. Aun por debajo estd mostrada una construccién por lo
demas idéntica en la que la LTR esta sustituida por completo por una secuencia aleatoria (spacer, espaciador
derivado del gen de B-lactamasa procariota). En 5' delante de la seccion de secuencia viral esta dispuesta una sefal
de poliadenilacion sintética (pA sin).

En la Figura 15 estan mostradas las actividades luciferasa de células 293T que estan transfectadas con las
construcciones de la Figura 13 y cultivadas en condiciones idénticas. La medicién de la actividad luciferasa se
realiz6 en homogenados celulares, la representacion muestra valores de luminiscencia relativos que se han
normalizado a proteina total y eficacia de la transfeccion. Es evidente que la delecion de acuerdo con la invencién
hasta AU3 (ASLV AU3) causa una espectacular reduccién (de un factor de aproximadamente 400) de la actividad
promotora frente a la LTR de tipo natural (ASLV U3). Los datos después de analisis estadistico unos con respecto a
otros son muy significativos (**, P<0,01). La sustitucién de la LTR por la secuencia aleatoria (spacer) conduce a una
reduccion similar de la actividad promotora. Por tanto, de acuerdo con la invencion se puede usar una secuencia
aleatoria que no presenta una funcién conocida promotora y potenciadora como secuencia con actividad de fondo.
Se supone que la actividad de fondo todavia medida de la luciferasa es causada por otros constituyentes del
plasmido en el que esta contenido el casete de expresion con el gen indicador. Preferentemente, el gen indicador
esta adaptado al uso de codones de la célula transfectada.
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tgcaacttta
ttegecagtt

caacccccac
tcccecteec
gggctaggtt
gaattcgaaa
ggactagagt
taggatatag
ttgtacgtag
ttcaccacat
agcacctgca
ctgtttcctg
ataaagtgta
tcactgcecg
cgcgcgggga
ctgcgeteqg
ttatccacag
gccaggaacc
gagcatcaca
taccaggcgt
accggatacc
tgtaggtatc
cccgttcaac
agacacgact
gtaggcggtyg
gtatttggta
tgatccggea
acgcgcagaa
cagtggaacg
acctagatcc
actfggtctg
tttegtteat
ttaccatctyg
ttatcagcaa
tccgectcca

aatagtttgc

ES 2534440 T3

tggctggggc
gatcgecacg
gctgggcact
gcttttaaat
gtgtttaggc
tagtttcgct
agatattgta
tggtgtgcac
tgaagcagaa
tgtgaaattg
aagcctgggg
ctttccagte
gaggcggttt
tcgttegget
aatcagggga
gtaaaaaggc
aaaatcgacg
ttcccecctgg
tgtccgectt
tcagttcggt
ccgaccgetg
tatcgccact
ctacagagtt
tctgcgetct
aacaaaccac
aaaaaggatc
aaaactcacyg
ttttaaatta
acagttacca
ccatagttgce
gccccagtge
taaaccagcc
tccagtctat
gcaacgttgt

attgccacca
gcagaactca
gataattccg
atcgatgcga
gaaaagcgug
tttgcatagg
tttaagtgcc
ctgggttgat
ggcttcattc
ttatccgctc
tgcctaatga
gggaaacctg
gcgtattagy
gcggcgageg
taacgcagga
cgcgttgety
ctcaagtcag
aagctccctce
tctececttceyg
gtaggtcgtt
cgccttatec
gygcagcagec
cttgaagtgg
gctgaagcca
cgctggtagce
tcaagaagat
ttaagggatt
aaaatgaagt
atgcttaatc
ctgactcccee
tgcaatgata
agccggaagy
taattgttgc
tgccattget

17

cctgtcaact
tcgecgecty
tggtgttgtc
tgtacgggce
gctteggtty
gagggggaaa
tagctcgata
ggccggaccy
tcgagagctt
acaattccac
gtgagctaac
tcgtgecage
cgctetteceg
gtatcagctc
aagaacatgt
gcgtttttcc
aggtggcgaa
gtgcgctete
ggaagcgtgy
cgctccaagce
ggtaactatc
actggtaaca
tggcctaact
gttaccttcg
ggtggtttte
cctttgatct
ttggtcatga
tttaaatcaa
agtgaggcac
gtcgtgtaga
ccgcgagacce
gccgagegea
cgggaagcta
gctggcatcg

cctttctgagg
ccttgcccgce
ggggaagctg
agatatacgc
tacgcggtta
tgtagtctta
caataaacgc
ttgattccct
tggcgtaatc
acaacatacg
tcacattaat
tgcattaatg
cttcecteget
actcaaaggc
gagcaaaagg
ataqgctccg
acccgacagg
ctgttccgac
cgctttctca
tgggctgtgt
gtcttgagte
ggattagcag
acggctacac
gaaaaagagt
ttgtttgcaa
tttctacgag
gattatcaaa
tctaaagtat
ctatctcagc
taactacgat
cacgctecacc
gaagtggtcc
gagtaagtag
tggtgtcacg

2993
3053
3113
3173
3233
3293
3353
3413
3473
3533
3593
3653
3713
3773
3833
3893
3953
4013
4073
4133
4193
4253
4313
4373
4433
4493
4553
4613
4673
4733
4793
4853
4913
4973



10

ctcgtcgttt
atcccccatg
taagttggcc
catgccatcc
atagtgtatg
acatagcaga
aaggatctta
ttcagcatct
Ccgcaaaaaag
atattattga
ttagaaaaat
ctaagaaacc

tcgtcttcaa

ggtatggcett
ttgtgcaaaa
gcagtgttat
gtaagatgct
cggcgaccga
actttaaaag
¢cgetgttga
tttactttca
ggaataaggyg
agcatttatc
aaacaaatag

attattatca

g

<210>6

<211> 239

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccién sintética

<400> 6

ES 2534440 T3

cattcagctc
aagcggttag
cactcatgat
tttctgtgac
gtrtgctcreg
tgctcatcat
gatccagttc
ccagcgtttc
cgacacggaa
agggttattg
gggtrccgey

tgacattaac

cggttcccaa
ctccttcggt
tatggcagca
tggtgagtac
cccggegtea
tggaaaacgt
gatgtaaccc
tgggtgagca
atgttgaata
tctcatgage
cacatttccc

ctataaaaat

18

cgatcaaggc
cctccgatcg
ctgcataatt
tcaaccaagt
atacgggata
tcttcggggc
actcgtgcac
aaaacaggaa
ctcatactct
ggatacatat
cgaaaagtgc

aggcgtatca

gagttacatg
ttgtcagaag
ctcttactgt
cattctgaga
ataccgcoce
gaaaactctc
ccaactgatc
ggcaaaatgc
tcctttttca
ttgaatgtat
cacctgacgt

cgaggeectt

5033
5093
5153
5213
5273
5333
5393
5453
5513
5573
5633
5693
5704



10

Met:

val
Glu
Cys
Leu
65

GlIn

Arg

val
Ile

Asn
145

Gly
Va'_l
Pro
ser

val
225

<210>7
<211> 5688
<212> ADN

val

Glu

Gly

Thr

50

Thr

His

Thr

Lys

Tyr

Ile

Glin

val

LyS

210

Thr

Ser

Leu

Glu

35

Thr

Tyr

Asp

ile

Phe
115

Phe

Asn

Lys

Leu

Leu

195

ASp

Ala

<213> Secuencia artificial

<220>

Lys

Asp

20

Gly

Gly

Gly

Phe

Phe

100

Glu

Lys

Ser

val

Ala

180

L.eu

Pro

Ala

Gly

Gly

Asp

Lys

val

Phe

85

Phe

Gly

Glu

His

ASn

165

Asp

Pro

Asn

Gly

ES 2534440 T3

Glu

Asp

Ala

Leu

Gln

70

Lys

Lys

Asp

Asp

Asn

150

Phe

His

Asp

Glu

Ile
230

Glu

val

Thr

Pro

55

Cys

sSer

ASp

Thr

Gl

13

val

Lys

Tyr

Asn

215

Thr

Leu
Asn
Tyr
val
Phe
Ala
Asp

Leu
120

Asn
Tyr
Ile
Gln
His
200

Arg

Leu

Phe
Gly
25

Gly
Pro

ser

Met

Ile

Ile

Arg

GlIn

Tyr

Asp

Gly

Thr

10

His

Lys

Trp

Arg

Pro

90

Asn

Asn

Leu

Met

His

170

Asn

Ley

His

Met

<223> /note = "Sec ID N2 7: vector viral con regién U3 delecionada"

19

Gly

Lys

Leu

Pro

Tyr

75

Glu

Tyr

Arg

Gly

Ala

Asn

Thr

Ser

Met

Asp
235

val

Phe

Thr

Thr

60

Pro

Gly

Lys

Ile

Asp

Ile

Pro

Thr

val

220

Glu

val

ser

Leu

45

Leu

Asp

Tyr

Thr

Glu
125

Lys

Lys

Glu

Ile

Gln

205

Leu

Leu

Pro

val

30

Lys

val

His

va'l

Arg

Leu

Leu

Gln

Asp

Leu

Tyr

Ile
15

Ser
Phe
Thr
Met
GIn
95

Ala

Lys

Glu

Lys

Gly

Asp

Ala

Glu

Lys

Leu

Gly

Ile

Thr

Lys

80

Glu

Glu

Gly

Tyr

Asn

160

Ser

Gly

Leu

Phe
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2534440 T3

<220>

<221> Potenciador

<222> (452)..(684)

<223> Potenciador de SV40

<220>

<221> promotor

<222> (693)..(921)
<223> Promotor de RSV

<220>

<221> misc_feature
<222> (922)..(942)
<223> Region R 5'

<220>

<221> misc_feature
<222> (943)..(1022)
<223> Region U5 &'

<220>

<221> PBS

<222> (1023)..(1041)

<223> Sitio de unién de cebador

<220>

<221> promotor

<222> (1293)..(1684)

<223> Promotor interno del casete de expresion: SFFV

<220>

<221> CDS

<222> (1764)..(2483)

<223> EGFP: secuencia codificante para eGFP

<220>

<221> misc_feature

<222> (2522)..(3124)

<223> PRE del casete de expresion

<220>

<221> misc_feature

<222> (3282)..(3335)

<223> Region U3 3' con delecién

<220>

<221> misc_feature
<222> (3336)..(3356)
<223> Regién R 3'

<220>

<221> misc_feature
<222> (3357)..(3436)
<223> Region U5 3'

<400>7

20



ctgcctcgeg
ggtcacagct
gggtgrtggc
gygcatcagag
cytaaggaga
agggcgatcg
aaggcgatta
cagtgaatta
tggttaggta
ggaaagtccc
gcaaccaggt
ctcaattagt
cttgcaacat
catgcegatt
gtctgacatg
gcctageteg
gatggccgga
tttggtgacc
ctgtctccat
cggcttaggg
accecctgecy
aggcacgtct
ttgcaaggca

cgttteggty
tgtctgtaag
gggtgtcggg
cagattgrac
aaataccgca
gtgcgggect
agttgggraa
gtactctagce
ccttctgagy
caggctcece
gtggaaagtc
cagcaaccat
ggtaacgatg
ggtggaagta
gattggacga
atacaataaa

ccgttgattc

ccgacgtgat

ccgtcrcgtce
aggcagaagc
agaactcaga
ttggtcggec

tggaaaaata

ES 2534440 T3

atgacggtga
cggatgccgyg
gcgcagecat
tgagagtrgca
tcaggcgceca
cttcgctatt
cgccagggert
ttaagacgcg
cggaaagaac
agcaggcaga
cccaggctee
agtcccttaa
agttagcaac
aggtggtacg
accactgaat
cgccatttga
cctgacgact
agttagggaa
tatcgggagg
tgagtaccgt
dgggrcgreag
tgcggatcaa

ccaaaccaag

aaacctctga
gagcagacaa
gacccagtca
ccatatgcgg
ttcgecattc
acgccagctg
ttcccagtca
tggcctgaaa
cagctgtgga
agtatgcaaa
ccagcaggca
gaatgtagtc
atgccttaca
atcgtgectt
tgccgeattg
ccattcacca
acgagcacct
tagtggtcog
cgagttcgat
cggagggagce
aagacggaga
gcagcggccy

aatagagaag

21

cacatgcagc
gccegtcagy
cgtagcgata
tgtgaaatac
aggctgcgea
gcgaaaggqg
cgacgttgta
taacctctga
atgtgtgtca
gcatgcatct
gaagtatgca
ttatgcaata
aggagagaaa
attaggaagg
cagagatatt
cattggtgtg
gcatgaagca
ccacagacgg
gaccctggtg
tccagggece
gtgagcccga
ctagctgcag

ttcagatcaa

tcccggagac
gcgegtcage
gttactatge
cgcacagatg
actgttggga
gatgtgctac
aaacgacgac
aagaggaact
gttagggtot
caattagtca
aagcatgcat
ctcttgtagt
aagcaccgtyg
caacagacgg
gtatttaagt
cacctgggtt
gaaggcttca
cgtggcgatc
gaggggocty
ggagcgactg
cgaccacccc
taacgccatt

gggcgggtac

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

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320

1380



atgaaaatag

ccggggccaa

ggtccccaga

tcccccaagg

cgcttctgtt

cggcgegeca

cgacggatcc

oty

aag
Lys

cty
Leu

cCccC
Pro

tac
Tyr
7%

gaa
Glu

tac
Tyr

cgc
Arg

ety

gce
Ala
155

aac
Asn

acce
Thr

agc
Ser

gt
va

ttc
Phe

acc
Thr

acc
Thr
60

ccc
Pro

oy

aag
Lys

atc
Ile

cac
His
140

gac
Asp

atc
Ile

cCC
Pro

acc
Thr

gt
Va

age
Ser

cty
Leu

45 -

ctc
Leu

gac
Asp

tac
Tyr

acc
The

dag
Glu
125

aag
Lys

aag
Lys

gag
Glu

ate
Ile

cag
Gln
205

CcCcC
Pro

gt
va
30

aag
Lys

gt
va

cac
His

gtc
val

cgc
Arg
110

ctg
Leu

ctg
Leu

cag
Gln

gac
Asp

oty
190

tce
Ser

ctaacgttgg
gaacagatgg
tatggcccaa
acctgaaatg
cgcgcgette
gtcctccgac

accggtcgec

atc
Ile
15

tcc
ser

ttc
Phe

acc
Thr

atg
Met

cag
GlIn
95

gcc
Ala

aag
Lys

gag
Glu

aag
LyS

&ty
175

gac
Asp

Ala

ES 2

gccaaacagg
tcaccgcagt
ccctcagcag
accctgegcc
tgctteccga
agactgagtc
acc atg gt

Met Va
1

53444013

atatctgcgg
ttcggccccg
tttcttaaga
ttatttgaat
gctctataaa
ggccggtcga

agc aag g

Ser Lys G
)

tgagcagttt cggccccgoce

gcccgaggcc aagaacagat

cccatcagat gtttccaggc

taaccaatca gcctgcttct

agagctcaca accecteact

atcaagctta tcgataccot

C gag gag ctg ttc acc

y Glu Glu Leu Phe Tgr
1

ctg
Leu

&y

atc
Ile

acc
Thr

aag
Lys

"~ 80

dag
Glu

gag
Glu

ety

tac
Tyr

aac
Asn
160

agce
ser

3ty

cty
Leu

gtc
val

gag
Glu

tgc
Cys

cty
Leu
65

cag
GIn

cgc
Arg

gt
va

atc
Ile

aac
Asn
145

ety

gt
va

cCccC
Pro

agc
Ser

dag
Glu

3ty

acc
Thr
50

acc
Thr

cac
His

acc
Thr

aag
Lys

gac
Asp
130

tac
Tyr

atc
Ile

cag
Gln

gt
va

aaa
Lys
210

ctg
Leu

dgagd
Gilu
35

acc
Thr

tac
Tyr

gac
Asp

atc
Ile

ttc
Phe
115

ttc
Phe

aac
Ash

aag
Lys

Cctc
Leu

cty
Leu

gac
Asp
20

&ty
&ty

&y

ttc
Phe

ttc
Phe
100

gag
Glu

aag
Lys

agc
ser

gt
va

gcce
Ala
180

ctg
Leu

195

gac
Asp

CcCC
Pro

22

ey

gat
Asp

aag
Lys

gt
va

ttc
Phe
85

ttc
Phe

&ty

gad
Glu

cac
His

aac
Asn
165

gac
Asp

ccc
Pro

aac
Asn

gac
Asp

gcce
Ala

cty
Leu

cag
GIn
70

aag
Lys

aag
Lys

gac
Asp

gac
Asp

aac
Asn
150

ttc
Phe

cac
His

gac
Asp

gag
Glu

gta
val

acc
Thr

ccc
Pro
55

tac
Cys

tcc
Ser

gac
Asp

acce
Thr

oty
135

gte
val

aag
Lys

tac
Tyr

aac
Asn

aag
Lys
215

aac
Asn

tac
Tyr
40

gt
va

ttcC
Phe

gcc
Ala

gac
Asp

ctg
Ley
120

dac
Asn

tat
Tyr

atc
Ile

cag
Gln

cac
His
200

cgc
Arg

ety
25

3ty

CCC
Pro

agc
Ser

atg
Met

&ty
10

gt
va

atc
Ile

atc
Ile

cgc
Arg

cag
Gln
185

tac
TYr

gat
Asp

cac
His

aag
Lys

tgg
Trp

cge
Arg

cce
Pro
90

aac
ASh

aac
Asnh

ctg
Leu

atg
Met

cac
His
170
aac
Asn

ctg
Leu

cac
His

1440

1500

1560

1620

1630

1740

1793

1841

1889

1937

1985

2033

2081

2129

2177

2225

2273

2321

2369

2417



atg gtc
met val
220

gac gag
Asg Glu
23

ctg ctg gag ttc gt
Leu Leu Glu Phe va

ES 2534440 T3

225

caggaattcg agcatcttac cgccatttat

ggtatacatt
tatgtaatta
tatttacgct
gatattctta
tatcatgcta
ctgtctcttt
tttgctgacy
actttcgett
tygctggacag
acgtcctttc
gtatctgagg
ggagtcccct
tgcaatacte
acattggtgt
tgcatgaagc
cctgtgtgaa
tgtaaagcct
ccogetttcec
gggagaggcg
tcggtegttc
acagaatcag
aaccgtaaaa
cacaaaaatc
gcgttteccce
tacctgtccg
tatctcagtt
cagcccgacce
gacttatcgce
ggtgctacag
ggtatctgcy

taaatygttaa
ctagttcaqqg
ctgttcetgt
actatgttgc
ttgcttcccg
atgaggagtt
caacceecac
tcccectecc
gggctaggtt
gaattcgaaa
ggactagggt
taggatatag
ttgtacgtag
gcacctgggt
agaaggcttc
attgttatcc
ggggtgccta
agtcgyggaaa
gtttgcgtat
ggctgcggcg
gggataacgc
aggeegegtt
gacgctcaaqg
ctggaagcte
cctttctecc
cagtgtagot
gctgegectt
cactggcagc
agttcttgaa
ctctgcetgaa

taaaacaaaa
tgtattgcca
taatcaacct
tccttttacy
tacggctttc
gtggcccgtt
tggctggggc
gatcgccacg
gctgggeact
gcttttaaat
gtgtttaggc
tagtttcgcet
tygcctagetc
tgatggccga
attctcgaga
gctcacaatt
atgagtgagce
cctgtegtye
togggcgetct
agcggtatca
aggaaagaac
gctggegttt
tcagaggigg
cctegtycye
ttcgggaagce
cgttcgctce
atccggtaac
agccactggt
gtggtggect
gccagttace

acc gcc gec
Thr Ala Ala

acccatattt
tggtggggca
Caagacaaac
ctggattaca
ctgtgtggat
gttttctect
gtccgtcaac
attgccacca
gcagaacica
gataattccy
atcgatgcga
gaaaagcggg
tttgcatagg
gatacaataa
accgttgatt
gerttggcgt
ccacacaaca
taactcacat
cagctgcatt
tccgettect
gcrtcactcaa
atgtgagcaa
ttccataggc
cgaaacccga
tctectgtte
gtggcgettt
aagctgggct
tatcgtetty
aacaggatta
aactacggct

ttcggaaaaa

23

g?g atc act ctc
Gly Ile Thr Leu

230

gttctgtttt
atcatttaca
atgttaagaa
aaatttgtga
atgcrgcrtt
ccrtgtataa
gtggcgtggt
cctgtcaact
tcgecgectg
tggtgttgtc
tgtacgggec
gcttcggtto
gagggggaaa
acgccatttg
ccetgacgac
aatcatggte
tacgagccgg
taattgcgtt
aatgaatcygg
cgctecactga
aggcggtaat
aaggcecagea
tccgecccec
caggactata
cgaccctgce
ctcaatgctc
gtgtgcacga
agtccaaccc
gcagagcgag
acactagaag

gagttggtag

g?c atg
Gly met

Cctg tac aag taa agcggccgcg tcgacggatc ccccgggctg
Leu Tyr Lys

tcttgatttg
tttttaggga
actttccecgt
aagattgact
aatgcctctg
atcctggttg
gtgctctgtyg
cctttctgag
ccttgeccac
ggggaagctyg
agatatacac
tacgcggtta
tgtagtctta
accattcacc
tacgagcace
atagctgttt
aagcataaag
gcgetcacty
ccaacgcgcg
ctegetygcge
acggttatcc
aaaggccagg
tgacgagcat
aagataccag
gcttaccgga
acgctatagg
acccecegtt
ggtaagacac
gtatgtaggc
gacagtattt
ctcttgatcc

2465

2513

2573
2633
2693
2753
2813
2873
2933
2993
3033
3113
3173
3233
3293
3353
3413
3473
3533
3593
3653
3713
3773
3833
3893
3953
4013
4073
4133
4193
4253
4313
4373
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ggcaaacaaa ccaccgctgg tagcggtggt ttttttgttt gcaagcagca gattacgcgce 4433
agaaaaaaag gatctcaaga agatcctttg atcttticta cggggtctga cgctcagtgg 4493
aacgaaaact cacgttaagg gattttggtc atgagattat caaaaaggat cttcacctag 4553
atccttttaa attaaaaatg aagttttaaa tcaatctaaa gtatatatga gtaaacttgg 4613
tcfgacagtt accaatgctt aatcagtgag gcacctatct cagcgatctg tctatttcgt 4673
tcatccatag ttogcctgact ccccgtcgtg tagataacta cgatacggga gggettacca 4733
tctggeccca gtgctgcaat gataccgega gacccacgct caccggetce agatttatca 4793
gcaataaacc agccagoecgyg aagggecgag cgcagaagtg gtectgcaad tttatccgec 4853
tccatccagt ctattaattg ttgccgggaa gctagagtaa gtagttcgcce agttaatagt 4913
ttgcgcaacg ttgttgccat tgetgctygge atcgtggtgt cacgetcgte gtttggtatg 4973
gcttcattca gctccggttc ccaacgatca aggegagtta catgatccec catgttgtge 5033
aaaaaagcgg ttagctcctt cggtcctccg atcgttgtca gaagtaaatt ggccocagty 5093
ttatcactca tggttatggc agcactgcat aattctetta ctgtcatgec atccgtaaga 5153
tgcttttctyg tgactggtga gtactcaacc aagtcattct gagaatagtyg tatgcggcga 5213
ccgagttgct cttgeccgge gtcaatacgg gataataccg cgccacatag cagaacttta 5273
aaagtgctca tcattggaaa acattcttcg gggcgaaaac tctcaaggat cttaccgctyg 5333
ttgagatcca gttcgatgta acccactcgt gcacccaact gatcttcage atcttttact 3393
ttcaccagcg tttctggogtg agcaaaaaca ggaaggcaaa atgccgcaaa aaagggaata $453
agggcgacac ggaaatgttg aatactcata ctctteccttt ttcaatatta ttgaagcatt 5513
tatcagggtt attgtctcat gagcggatac atatttgaat gtatttagaa aaataaacaa 5573
ataggggttc cgcgcacatt tccccgaaaa gtgccacctg acgtctaaga aaccattatt 5633
atcatgacat taacctataa aaataggcgt atcacgaggc cctttcgtct tcaag 5688

<210>8

<211> 239

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccién sintética

<400> 8

24



Met

val

Glu

Cys

Leu

65

GlIn

Arg

val

Ile

AsSn

145

Gly

val

Pro

Ser

val
225

<210>9
<211> 5704
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

vai

Glu

Gly

Thr

50

Thr

His

Thr

Lys

Tyr

Ile

Gin

val

Lys

210

Thr

Ser

Leu

Glu

35

Thr

Tyr

Asp

e

Phe

115

Phe

Asn

Lys

Leu

Leu

195

ASD

Ala

Lys Gly
5
Asp Gly

20
Gly Asp

Gly Lys

Gly val

Phe Phe
85

Phe fhe
100

Glu Gly
Lys Glu

ser His

val Asn
165

Ala Asp
180
Leu Pro

Pro Asn

Ala Gly

ES 2534440 T3

Glu

ASp

Ala

Leu

Gln

70

Lys

Lys

Asp

AsSp

Asn

150

Phe

His

Asp

Glu

Ile
230

Glu

val

Thr

Pro

55

Cys

Ser

Asp

Thr

Gl

13

val

Lys

TYFP

Asn

LysS

215

Thr

Leu

Asn

Tyr

40

val

Phe

Ala

Asp

Leu

120

Asn

Tyr

Ile

Gln

His

200

Arg

Leu

Phe
Gly
25

Galy

Pro

ser

Met

Ile

Ile

Arg

GlIn

185

Tyr

ASp

Gly

Thr
10

His

'Lys

Trp

Arg

Pro

90

AsSn

Asn

Leu

Met

His

170

Asn

Leu

His

Met

Gly

Lys

Leu

Pro

Tyt

75

Glu

Tyr

Arg

Gly

Ala

155

Asn

Thr

ser

Met

Asp
235

val

Phe

Thr

Thr

60

Pro

Gly

Lys

Ile

His

140

ASp

Ile

Pro

Thr

val

220

Glu

val

ser

Leu

45

Leu

Asp

Tyr

Thr

Glu

125

Lys

Lys

Glu

Ile

Gln

205

Leu

Leu

Pro
val
30

Lys

val

His
val
Ar

110
Leuy
Leu
GlIn
Asp
Gly
190
ser

Leu

Tyr

<223> /note = "Sec ID N? 9: vector viral con delecion y caja TATA mutada en region U3 3'"

25

Ile

15

sSer

Phe

Thr

Met

Gin
95

g Ala

Lys

Glu

Lys

Gly

Asp

Ala

Glu

Lys

Leu

Gly

Ile

Thr

Glu

Gly

Tyr

Asn

160

ser

Gly

Leu

Phe
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60

ES 2534440 T3

<220>

<221> Potenciador

<222> (452)..(684)

<223> Potenciador de SV40

<220>

<221> promotor

<222> (693)..(921)
<223> Promotor de RSV

<220>

<221> misc_feature
<222> (922)..(942)
<223> Region R 5'

<220>

<221> misc_feature
<222> (943)..(1022)
<223> Region U5 &'

<220>
<221> PBS
<222> (1023)..(1041)

<220>

<221> promotor

<222> (1293)..(1684)
<223> Promotor de SFFV

<220>

<221> CDS

<222> (1764)..(2483)

<223> EGFP: secuencia codificante para eGFP

<220>

<221> misc_signal
<222> (2522)..(3124)
<223> PRE

<220>

<221> misc_feature
<222> (3282)..(3351)
<223> U3 3' delecionada

<220>

<221> misc_feature

<222> (3322)..(3328)

<223> caja TATA mutada en U3 3' delecionada

<220>

<221> misc_feature
<222> (3352)..(3372)
<223> Region R 3'

<220>

<221> misc_feature
<222> (3373)..(3452)
<223> Regién U5 3'

<400>9

26



ctgcctcgeg
ggtcacaget

gggtgttggc

ggcatcagag
cgtaaggaga
agggcgatcg
aaggcgatta
cagtgaatta
tggttaggta
ggaaagtcéc

gcaaccaggt

cgtttcgaty
tgtctgtaag
gggtgtcggy
cagattgtac
aaataccgca
gtgcgggect
agttgggtaa
gtactctagc
ccttctgagg
caggctcccc

gtggaaagtc

ES 2534440 T3

atgacggtga
cggatgccag
gcgcagccat
tgagagtgca
tcaggcgeca
cttcgctatt
cgccagggtt
ttaagacgcg
cggaaagaac
agcaggcaga

cccagyctec

aaacctctga
gagcagacaa
gacccagtca
ccatatgcgg
ttcgccattc
acgccagetg
ttcccagtca
tggcctgaaa
cagctgtgga
agtatgcaaa

ccagcaggca

27

cacatgcagc
gcccgtcagg
cgtagcgata
tgtgaaatac
aggctgcgca
gcgaaagggg
cgacgttgta
taacctctga
atgtgtatca
gcatgcatct
gaagtatgca

tcccggagac
gcgcgtcagce
gttactatgc
cgcacagatg
actgttggoaa
gatgtgctoc
aaacgacgoc
aagaggaact
gttagggtgt
caattagtca

aagcatgcat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660



ctcaattagt
cttgcaacat
catgccgatt
gtctgacatyg
gcctagotcy
gatggccgga
tttogtgace
ctgtctccat
cggctrraggg
acccctgecyg
aggcacgtct
ttgcaaggca
atgaaaatag
ccggggcecaa
ggtccccaga
tcccccaagg
cgcttetgrt
cggcgcgeca

cgacggatcc

gt
va

9?9 gt
Gly va
aag
Lys

ttc

age
Phe

ser

acc

ctg
Thr

Leu

cty
Leu
45

ctc
Leu

CCC
Pro

acc
Thr
60

tac
Tyr
75

CCC
Fro

&y

aag
Lys

gac
Asp

tac
Tyr

gaa
Glu

tac
TYr

acc
Thr

cagcaaccat
ggtaacgatg
ggtggaagta
gattggacga
atacaataaa
ccgttgatte
ccgacgtgat
ccgtctcgte
aggcagaagc
agaactcaga
ttggtcgocc
tggaaaaata
ctaacgttgg
gaacagatgg
tatggcccaa
écctgaaatg
cgcgcgettce
gtcctccgac

accggtcgcec

atc
Ile
15

tcc
ser

ccc
Pro

gt
Va
30

aag
Lys

tte
Phe

acc

gt
Thr

va

cac

ac atg
His

Met

gtc

cag
val

Gln
95

cgc
Arg
110

gcc
Ala

ctg
Leu

oy

atc
Ile

acc
Thr

aag
Lys
80

gag
Glu

gagd
Glu

ES 2534440 T3

agtcccttaa
agttagcaac
aggtggtacg
accactgaat
cgccatttga
cctgacgact
agttagggaa
tatcgggadg
tgagtaccgt
gggtcgtcgg
tgcggatcaa
ccaaaccaag
gccaaacagyg
tcaccgcagt
ccctcagcag
accctgegcc
tgcttcccga
agactgaatc
acc atg gt

gaatgtagtc ttatgcaata
atgccttaca aggagagaaa
atcgtgcctt attaggaagqg
tgccgcattg cagagatatt
ccattcacca cattggtgtg
acgagcacct gcatgaagea
tagtggtcgy ccacagacygg
cgagttcgat gaccctagtyg
cggagggagc tccagggeocc
aagacggaga gtgageccga
gcageggecy ctagcetgcag
aatagagaag ttcagatcaa
atatctgcgg tgagcagttt
ttcggeoccg geccgaggec
tttcttaaga cccatcagat
ttatttgaat taaccaatca
gctctataaa agagetcaca

ggccggtcga atcaagetta

ctcttgtagt
aagcaccgtg
caacagacgg
gtarttaagr
cacctgggtt
gaaggcttca
cgtggcgatce
gagggggctg
ggagcgactg
cgaccacccc
taacgcecatt
gggcgggtac
COgCCcCegygc
aagaacagat
gtttecagge
gcctogcttct
acccctcact

tcgataccgt

agc aag ggc gag gag ctg ttc acc

Met val Ser Lys Gly Glu Glu Leu Phe Thr
1 5 10

gtc

cty
val

Leu

gag
Glu

o2 s

gag
Glu

Glu
35

acc
Thr
50

acc
Thr

acc

tgc
Thr

Cys

tac
Tyr

ctg
Leu
65
cag cac
His

gac
Gln

Asp

atc
Ile

acc

cgce
Thr

Arg

ttc
Phe
115

gtg aag
val Lys

gac
Asp
20

3ty
3y

3ty

ttc
Phe

ttc
Phe
100

gag
Glu

28

gyc gac
Gly Asp

gat gcc
Asp Ala

aag ctg
Lys Leu

gtg cag
val Gln
70

tte aag
Phe Lys
85

ttc aag
Phe Lys

ggc gac
Gely Asp

gta

val

acc
Thr

ccc
Pro
55

tagc
Cys

tcc
Ser

gac
Asp

ace
Thr

aac
Asn

tac
Tyt
40

gt
Va

ttc
Phe

gcce
Ala

gac
Asp

cty
Leu
120

cac
His

&ty
25
&ty

CCC
Pro

aag
Lys

tag
Trp

agc
ser

cgc
Arg

atg
Met

ety
10

cce
Pro
90

aac
Asnh

gtg aac
Val Ash

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1449
1500
1560
1620
1680
1740
1793

1841

1889

1937

1985

2033

2081

2129



cyc
Arg

gcc
Ala
155

aac
Asn

acc
Thr

agc
ser

atg
Met

gac

atc
Ile

cac
His
140

gac
AsSp

atc
Ile

cCC
Pro

ACC
Thr

gtc
val
220

gag

gag
Glu
125

aag
Lys

aag
Lys

gag
Glu

atc
Ile

cag
Glin
205

ctyg
Leu

ctg

ctyg
Leu

ctg
Leu

cag
GlIn

gac
Asp

ggc
Gly
130

tcc
Ser

cty
Leu

tac

aag
Lys

aag
Lys

&ty
175

gac
ASp

gcc
Ala

gag
Glu

aag

&ty

tac
Tyr

aac
Asn
160

agc
ser

oy

cty
Lel

ttc
Phe

taa

ES 2534440 T3

ate
Ile

aac
Asn
145

sy

gt
va

cCcC
Pro

agc
ser

gt
va
225

gac
Asp
130

tac
Tyr

atc
Ile

cag
Gln

gt
Va

aaa
Lys
210

acc
Thr

ttc
Phe

aac
Asn

aag
Lys

Cctc
Leu

cty
Ley
195

gac
Asp

gce
Ala

aaqg
Lys

age
ser

gt
va

gce
Ala
180

ctg
Leu

C€CC
Pro

gce
Ala

gag
Glu

cac
His

aac
Asn
165

gac
AsSp

CcCcC
Pro

aac
Asn

oty

gac
Asp

aac
Asn
150

ttcC
Phe

cac
His

gac
ASp

dag
Glu

atc
Ile
230

g c
13§

gtc
val

aag
Lys

tac
Tyr

aac
Ash

aag
Lys
215

act
Thr

aac
Asn

tat
Tyr

atc
Ile

cag
Gln

cac
His
200
cgc
Arg

ctc
Leu

atc

ctyg
Ile

Leu

atc
Ile

cac
His
170

cgc
Arg

aac
Asnh

cag
GlIn
185

tac
Tyr

ctg
Leu

gat
Asp

aly

cac
His

atg
Mat

agcggccgcg tcgacggatc ccccgggety

Asp Glu Leu

235

Tyr Lys

caggaattcg agcatcttac cgccatttat

ggtatacatt
tatgtaatta
tatttacgct
gatattctta
tatcatgcta
ctgtctcttt
tttgctgacg
actttcgett
tgctggacag
acgtcectttce
gtatctgagg
ggagtcccct
tgcaatactc
catttgacca
gacgactacg
atggtcatag
agccggaagc

tgcgttgcoc

taaatgttaa
ctagttcagg
ctgttcctgt
actatgttgc
ttgcttcecy
atgaggagtt
caacccccac
tecccctecce
gggctaggtt
gaattcgaaa
ggactagggt
taggatatag
ttgtacgtag
ttcaccacat
agcacctgca
ctgtttccty
ataaagtgta

tcactgcecg

taaaacaaaa
tgtattgcca
taatcaacct
tccttttacg
tacggettte
gtggcccgtt
tggctggggc
gatcgccacy
gctgggcact
gcttttaaat
gtgtttaggc
tagtttcgcet
agatattgtg
tggtgtgcac
tgaagcagaa
tgtgaaattg
aagcctgggg
ctttccagtc

acccatatct
tggtggggca
caagacaaac
ctggattaca
ctgtgtggat
gttttetect
gtccgtcaac
attgccacca
gcagaactca
gataattccy
atcgatgcga
gaaaagcggg
tttgcatagg
tctaagtgcece
ctgggttgat
ggcttcatte
ttatccgetce
tgcctaatga
gggaaacctg

29

grtctgtrett
atcatttaca
atgttaagaa
aaatttgtga
atgetgcettt
ccttgtataa
gtggcgtggt
cctgtcaact
tcgccgcecty
tggtgttgte
tgtacgggcc
gcttcggttg
gagggggaaé
tagctcgata
ggccggaccyg
tcgagagett
acaattccac
gtgagctaac

tcgtgccago

tcttgattty
tttttaggga
actttccegt
aagattgact
aatgcctety
atcctggtty
gtgctctgtg
cctttctggg
ccttocecge
ggggaagctg
agatatacgc
tacgcggtta
tgtagtctta
caataaacgc
ttgattcect
tggcgtaatce
acaacatacg
tcacattaat

tgcattaatg

2177

2225

2273

2321

2369

2417

2465

2513

2573
2633
2693
2753
2813
2873
2933
2993
3053
3113
3173
3233
3293
3353
3413
3473
3533
3593
3653



ES 2534440 T3

aatcggccaa cgcgegggga gaggcggttt gegtattggg cgctcttccg cttoctcgcet 3713
cactgactcg ctgcoctcog tcgttcgget gcggcgagcg gtatcagctc actcaaaggc 3773
ggtaatacgg ttatccacag aatcagggga taacgcagga aagaacatgt gagcaaaagg 3833
ccagcaaaag gccaggaace gtaaaaagge cgcgttgctg gegtttttcc atagactccg 3893
cccccctaac gagcatcaca aaaatcgacg ctcaagtcag aggtggcgaa acccgacagg 3953
actataaaga taccaggcygt ttccccctgy aagetcccte gtgogctctc ctgttccgac 4013
cctgccgett accggatace tgtccgectt tcteccticg ggaagegtgy cgctttctca 4073
atgctcacge tgtaggtatc tcagttcggt grtaggtcgtt cgctccaagc tgggctgtgt 4133
gcacgaacce cccgttcage ccgaccgetg cgecttatcc ggtaactatc gtcttgagrc 4193
caacccggta agacacgact tatcgccact ggcagcagcce actggtaaca ggattagcag 4253
agcgaggtat gtaggcggtg ctacagagtt cttgaagtag tggcctaact acggctacac 4313
tagaaggaca gtatttggta tctgcgetct getgaageca gttaccttcg gaaaaagagt 4373
tggtagctct tgatccgdca aacaaaccac cgctggtagc ggtggttttt ttgtttgcaa 4433
gcagcagatt acgcgcagaa aaaaaggatc tcaagaagat cctttgatct tttctacggg 4493
gtctgacgct cagtggaacyg aaaactcacg ttaagggatt ttggtcatga gattatcaaa 4553
aaggatcttc acctagatcc ttttaaatta aaaatgaagt tttaaatcaa tctaaagtat 4613
atatgagtaa acttggtctg acagttacca atgcttaatc agtgaggcac ctatctcagce 4673
gatctgtcta tttcgttcat ccatagttgc ctgactcccc gtcgtgtaga taactacgat 4733
acgggaggoc ttaccatctyg gecccagtygc tgcaatgata ccgcgagacc cacgetcace 4793
ggctccagat ttatcagcaa taaaccagcc agccggaagg gccgagcgca gaagtgatec 4853
tgcaacttta tccgcctcca tccagictat taattgttgc cgggaagcta gagtaagtag 4913
ttcgecagtt aatagtttge gcaacgttgt tgccattgct getggcatcg tggtgtcacg 4973
ctcgtcgttt ggtatggctt cattcagetc cggttcccaa cgatcaaggce gagttacatg 5033
atcccccatg ttgtgcaaaa aagcggttag ctocttoggt cctccgatcg ttgtcagaag 5093
taagttggcc gcagtgttat cactcatggt tatggcagca ctgcataatt ctcttactgt 5153
catgccatcc gtaagatgct tttcetgtgac tggtgagtac tcaaccaagt cattctgaga 5213
atagtgtatg cggcgaccga gttgctcttg cccggegtca atacgggata ataccgegec 5273
acatagcaga actttaaaag tgctcatcat tggaaaacgt tcttcggdge gaaaactctc 5333
aaggatctta ccgctgttga gatccagttc gatgtaaccce actcgtgeac ccaactgatc 5393
ttcagcatet tttactttca ccagegtttc tgggtgagca aaaacaggaa ggcaaaatgce 5453
cgcaaaaaag ggaataaggg cgacacggaa atgttgaata ctcatactct tcctttttca 5513
atattattga agcatttatc agggttattg tctcatgagc ggatacatat ttgaatgtat 5573
ttagaaaaat aaacaaatag gggttccgceg cacatttccc cgaaaagtge cacctgacgt 5633
ctaagaaacc attattatca tgacattaac ctataaaaat aggcgtatca cgaggccctt 5693
tcgtcttcaa ¢ 5704

<210> 10

<211> 239

<212> PRT

30



10

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién sintética

<400> 10

Met
1
val
Glu
Cys
Leu
65
GlIn
Arg
val
Ile
Asn
145
Gly
val

Pro

ser

val

Glu

Gly

Thr

50

Thr

His

Thr

Lys

Asp

Tyr

Ile

Gin

val

Lys
210

225

ser

Leu

Glu

35

Thr

Tyr

Asp

Ile

Phe

115

rhe

Asn

Lys

Leu

Leu

195

ASp

Lys

ASp

20

Gly

Gly

Gly

Phe

Phe

100

Glu

Lys

ser

val

Ala

180

Leu

Pro

Galy
5
Gly
Asp
Lys
val
Phe
85
Phe
Gly
Glu
His
Asn
165
Asp

Pro

Asn

ES 2534440 T3

Glu
Asp
Ala
Leu
GlIn
70

Lys

Lys

AsSp

Asp

ASn
150
Phe
His
Asp

Glu

Glu

val

Thr

Pro

55

Cys

Ser

ASp

Thr

Gly

val

Lys

Tyr

Asn

Lys
215

Leu

Asn

Phe

Ala

Asp

Leu

120

Asn

Tyr

Ile

Gln

His

200

Arg

31

Phe

Gly

Pro

Ser

Met

Gly

val

Ile

Ile

Arg

GlIn

185

Tyr

Asp

Thr
10

His

Lys

Trp
Arg
Pro
90

Asnh
Asnh
Leu
Met
His
170
Asn

Leu

His

val Thr Ala Ala Gly %;S Thr Leu Gly Met A

Gly
Lys
Leu
Pro
7%
Glu
Tyr
Arg
Gly
Ala
155
Asn
Thr

Ser

Met

2

val-

Phe
Thr
Thr
60

Pro
Gly
LYS
Ile
His
140
Asp
Ile
Pro

Thr

val
220

val’

Ser

Leu

45

Leu

Asp

Tyr

Thr

Glu

Pro

val

30

Lys

val

His

val

Arg

110

Leu

125 .

LyS

Lys

Glu

Ile

Gln

205

Leu

Leu
GIn

Asp

Leu

Ile

15

ser

Phe

Thr

Met

Gln

95

Ala

Lys

Glu

Lys

Gl

17

AsSp

Ala

Glu

Leu

Gly

Ile

Thr

Glu

Gly

Tyr

Asn

160

ser

Gly

Leu

Phe

sp Glu Leu Tyr Lys
35
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<210> 11

<211> 10768

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> /note = "Sec ID N2 11: primer plasmido auxiliar gag-pol (tipo natural)"

<220>

<221> Promotor

<222> (232)..(819)
<223> Promotor de CMV

<220>

<221> Intrén

<222> (907)..(1463)

<223> Intron de beta globina

<220>

<221> CDS

<222> (1475)..(3586)

<223> gag: secuencia codificante para Gag, tipo natural

<220>

<221> CDS

<222> (3604)..(6291)

<223> pol: secuencia codificante para Pol, tipo natural

<220>

<221> Sefal de poli A

<222> (6368)..(6588)

<223> Elemento de poli-adenilacién de bGH

<400> 11

gacggatcag
ccgcatagtt
cgagcaaaat
ttagggttag
gattattgac
tggagtteccyg
cececgeecatt
attgacgtca
atcatatgcc
atgcccagta
tcgctattac
actcacgggy
aaaatcaacg
gtagacgtgt
ctgcttacty

gagatctccce
aagccagtat
ttaagctaca
gcgttttgeg
tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggac
aagtacgccc
catgacctta
catggtgatg
atttccaagt
ggactttcca
acggtgggag
gcttatcgaa

gatcccctat
ctgctccctg
acaaggcaag
ctgcticgceg
tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacg
tgggacttte
cggttttoge
ctccacceca
aaatgtcgta
gtctatétaa

attaatacga

ggtgcactct
cttgtgtgtt
gcttgaccga
atgtacgggc
ttacgggytrc
atggcccyce
ttcccatagt
aaactgccca
tcaatgacgyg
ctacttggca
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactccoce
gcagagetcet

ctcactatag

32

cagtacaatc

ggaggtcgct

caattgcatg
cagatatacg
attagttcat
tggctgaccg
aacgccaata
cttggcagta
taaatggccc
gtacatctac
tggacgtgga
tgggagtttg
cccattgacg
ctggctaact

ggagacccaa

tgctctgatg
gagtagtgcyg
aagaatctgc
cgttgacatt
agcccatata
cccaacgacc
gggactttcc
catcaagfgt
gcctggeatt
gtattagtca
tagcogtttg
ttttggcacc
caaatgggcg
agagaaccca

gcttggtacc

60
120
180
240
300
360

- 420

480
540
600
660
720
780
840
200



gagctcggat

ttcttttcta

gaccaaatca

cttrtttgtt

atacaatgta

aaggcaatag

gaggtttcat

ttgggataag

cctcttatcet

tttggcaaag

att
Ile

aag
Lys

atg
Met
40

gcg
Ala

aaa
Lys

cag
Gin

agy
Arg
€99
12

gat
Asp

aca
Thr

gce
Ala

cct
Pro

tcg
Ser

gaa
Glu
25

tct
Ser

aca
Ala

acc
Thr

gtt
val

gtc
val
105

cga
Arg

gcy
Ala

tce
Ser

aca
Thr

tce
ser
185

tcc
Ser
10

ata
Ile

€CC
Pro

ctc
Leu

tgg
Trp

aca
Thr
90

tct
ser

atc
Ile

aag
Lys

tgc
Cys
gce
170

cty
Lel

gcg
Ala

&ty

tca
Sar

t’cc
Sser

&ty
75

tct
Ser

cCC
Pro

gac
Asp

atg
Met

tat
Tyr
155

tcg
ser

9cy
Ala

cctgagaact
tggttaagtt
gggtaattct
tatcttattt
tcatgcctct
caatatttct
attgctaata
gctggattat
tccteccaca
cacgtgagat

tat
Cys

gce
Ala

gat
Asp

cag
GIn
60

ttg
Leu

cca
Pra

aaa
Lys

gca
Ala
140

cat
His

gce
Ala

cty

aaa
Lys

tta
Leu
45

€g9
Arg

gtt
val

caa
aln

ggt
Goly

ggg
G?y
12%
cca

Pro

tgc
Cys

cct
Pra

ot
va
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acc
Thr

ttg
Leu
30

tat
Tyr

gca
Ala

ttg
Leu

gca
Ala

ccg
Pro
110

gag
Glu

cct
Pro

&1y
190

tcaggatgag
catgtcatag

ctaatacttt
ttgcaccatt
gcatataaat
gcagctacaa
tctgagtcca
gctcctgggce
ctgaattcgc

$at
yr
15

tcc
ser

tct
ser

atg
Met

sty

aag
Lys
a5

gagd
Glu

gag
Glu

gaa
Glu

aca
Thr

ccc
Pro
175

gag
Glu

tctatgggac ccttgatgtt ttctttecee
gaaggggaga agtaacaggg tacacatatt

gcatttgtaa ttttaaaaaa tgctttcttc ttttaatata

ccctaatctc tttctttcag ggcaataatg
ctaaagaata acagtgataa tttctgggtt
atttctgcat ataaattgta actgatgtaa
tccagectace attctgcttt tatrttatog
agctaggeee ttttgctaat catgttcata
aacgtgctgg tctgtgtgct ggcceatcac

cacc atg gaa gcc gtc att aag gt
Met Glu Ala val Ile Lys Va
1 S

tgc g?g aaa atc tcr cct tct aag
Cys Gly Lys Ile ggr Pro Ser Lys

ctg tta caa aag gaa g?g ttg ctt
Leu Leu GIn ggs Glu Gly Leu Leu

ccy g?g tCC tgg gat ccc atc act
Pro Gly ser Trp Asp Pro Ile ggr
50

gta ctt g?a aaa tcq g?a gag tta
val Egu Gly Lys Ser Gly gAu Leu

gca ttg aag gcg gct cga gag gaa
g%a Leu Lys Ala Ala ggg 6lu Glu

ttt tgg ttg g?a tta g?g g?a g?g
Phe Trp Leu Gly igg Gly Gly Gly

tgc atc gag aaa cca gct acg gag
Cys Ile Glu i{g Pro Ala Thr Glu

gt g?a paa aca act gtg cag cga
val Gly Glu Thr Thr val GIn Ar
130 13

gcg gcc aca cct aaa acc gtt g?c
Ala Ala Thr Pro Lys Thr val Gly
145 150

gct gtt g?c tgc aat tgc gcc acc
Ala val Gly Cys Asn Cys Ala Thr
160 165

cct tat gt g?g agt g?t ttg tat
Pro Tyr val oly igg Gly Leu Tyr

cag cag g?c cag gga gat aac acyg
Gly

Gln GIn 6In Gly Asp asn Thr
195

33

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1495

1543

1591

1639

1687

1735

1783

1831

1879

1927

1975

2023

2071



tct
Ser
200

gce
Ala

gcyg
Ala

gag
Glu

gct
Ala

gaa
280
aat

Asn

gac
Asp

gac

ttg
Leu

ggt
Gly
360

tco
Ser

ggt
Gly

ttt
Phe

tcc
Ser

cCa
Pro
440

cca
Fro

<gg
Arg

Ccct
Pro

agt
Ser

3y

gat
265

gt
va

cta
Leu

gct
Ala

cCcC
Pro

gat
Asp
345

cag
Gln

oct
Ala

cca
Pro

gce
Ala

gcg
Ala
425

gat
Asp

&y

3ty

act
Thr

cce
Pro
250

acg
Thr

gaa
Glu

atg
Met

tgg
Trp

cga

cga
Arg

gce
Ala

ctc
Leu

tyg
Trp

aat
Asn
410

cag
Arg

art
Ile

gag
Glu

acg
Ala

ccy
Pro

ggt
G
233

gcc
aAla

gtc
val

gcg
Ala

aga
Arg

oty
315

cac

Arg His
330

tta
Leu

gca
Ala

cag
Gln
gcg
395
cgo
Al'g

gct
Ala

cag
Gln

ata
Ile

gag
Glu

gcec
Ala
220

ccg
Pro

tag
Trp

a4g
Arg

ctc
Leu

gt
Va
300

gtc
val

cca
Pro

aag
Lys

tta
Leu

9¢9
380

gac
Asp

ctt
Leu

ccg
Pro

cag
G1n

atc
Ile
460

cag
Gln
205

ctg
Leu

ccC
Pro

acc
Thr

acc
Thr

atg
Met
285

att
Ile

tta
Leu
365

Tt
Phe

atc
Ile

ata
Ile

gt
va

ctt
Leu
445

aaa
Lys
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cca
Pro

act
Thr

gt
va

cct
Pro

aag
Lys
270

tcc
Ser

tta
Leu

ctc
Leu

aac
Asn

tta
Leu
350

aga
Arg

aga
Arg

acg
Thr

aag
Lys

atc
Ile
430

ata
Ile

tat
Tyr

agg
Arg

gac
Asp

gt
Va

ctg
Leu
255

oty

tce
ser

&ty

cag
GlIn

g?t
338

gct
Ala

ccg
Pro

gaa
Glu

cag
Gln

acg
Ala
415

att
Ile

cgg
Arg

gt
va

gag
Glu

199
Trp

gcc
Ala
240

gag
Glu

tta
Ley

ccg
Pro

cct
Pro

acg
Thr
320

caa
Gln

gat
Asp

sty

gtt
val

gga
G?y
400
gtt
val

gac
Asp

gca
Ala

cta
Leu

gca
Ala
225

atg
Met

cca
Pro

cga
APy

ttg
Leu

gce
Ala
305

gtt
val

&ty

oty

gaa
Glu

gcce
Ala
385

cCa
Pro

gag

tgC
Cys

gca
Ala

gac
AsS
46

34

cca
Pro
210

agg
Arg

cCct
Pro

aaa
LYS

tce
Ser

ctg
Leu
290

cca
Pro

ata
Ile

cgg
Arg

atg
Met

ttg
Leu
370

<99
Arg

tct
ser

&y

tre
Phe

cce
Pro
450

agg
Arg

3ty

gta
val

gra
val

tta
Leu

ccg
Fro
275
ccg
Pro

tat
Tyr

gcd
Ala

3ty

at
va
355
gtt
val

ctg
Leu

gag
Glu

tca
ser

agg
Ar

435
TcC
ser

cag
Gln

cac
His

agg
Arg

gt
Va

atc
Ile
260

atc
Ile

cat
His

gce
Ala

gca
Ala

gaa
Glu
340

oy

gct
Ala

gcg
Ala

tcc
Ser

gat
Asp
420

cag

g GIn

acg
Thr

aag
LysS

gcy
Ala

gag
Glu

att
Ile
245

aca
Thr

act
Thr

gac
Asp

tta
Leu
gce
325
cgg
Arg

dac
ASh

att
Ile

Glu

ttt
Phe
405

ctc
Leu

aag
LyS

ctg
Leu

att
Ile

gag
Glu
230

aag
Lys

aga
Arg

atg
Met

gtc
val

Thh
310

act
Thr

act
Thr

cca
Pro

acyg
Thr

cct
Pro
390

gtt
val

ccg
Pro

tca
Ser

acce
Thr

gcc
470

cag
Gln
215

ctt
Leu

aca
Thr

ctg
Leu

gca
Ala

acg
Thr
295

atg
Met

cgc
Arg

aac
Asn

cag
Gln

gcg
Ala
375

gca
Ala

gat
Asp

cct
Pro

cag
Gin

acc
Thr
455

cct
Pro

2119

2167

2215

2263

2311

2359

2407

. 2455

2503

2551

2599

2647

2695

2743

2791

2839

2887



ctt
Leu

tta
Leu

o

tat
Tyr
520
cga
Arg

aag
Lys

ggg
Gly

atg
Met

a1y
600

gac
Asp

gat
Asp

oty

att
Ile
gtc
680
cta

Leu

acg
Ala

gt
Va

acg

acg
Thr

tt
ga1

&4y
50

cag
GIn

tgt
cys

cdqg
Arg

ccg
Pro

gaa
Glu
58S
agt
ser

tcc
Ser

tag
Trp

oty

aac
Asn
665

gct
Ala

o

cta
Leu

tag
Trp

caa

gat
Asp

aty
Met
490

cgt
Arg

gca
Ala

cag
GlIn

gat
Asp

THh
570
cat
H1s

cat
His

ccy
Pro

ate
Ile
650

cga
Arg

atg
Met

ctc
Leu

cat
His

att
Ile

tta

caa
Gln
475

ca
21a

gcc
Ala

cag
Gln

ctg
Leu

ggc
<]

55?
cce
Pro

aaa
Lys

cca
Pro

9¢g
Ala

gt
va
635

CCC
Pro

gac
Asp

gtt
val

cgc
Arg

cty
Leu

gac
ASp
725

gtg

3ty

ta
8a1

cga
Arg

tgc
Cys

gt
Cys
540

aac
Asn

3ty

gat
Asp

gtc
val

gac
Asp
620

gt
va

atg
Met

aty

aga
Arg

ttg
Leu
700

gct
Ala
710
cag
Gln

gaa

ata
ITe

tc
3a1

&y

ccy
Pro
525

gac
Asp

cag
G1n

cCct
Pro

cgc
Arg

aaa
Lys
605

atc
Ile

gac
Asp

cga
Arg

tcy
ser

81y
685

aca
Thr

att
Ile

tgg
Trp

aaa
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gcc
Ala

aat
Asn

ctc
Leu
510

aaa
Lys

sty

oty

gag
Glu

g
Pro
590

caa
Gln

act
Thr

acc
Thr

aaa
Lys

ttg
Leu
670

agt
ser

aat
Asn

ccg
Pro

cce
Pro

gaa

gcg
Ala

aga
Arg
495
tgc
Cys

aaa
LyS

atg
Met

caa
Gln

cag
cln
575

ttg
Leu

cat
Arg

att
Ile

gcg
Ala

jolels
Ser
655

gag
Glu

atc
Ile

‘tta

Leu

ctc
Leu

ctt
Leu

tta

gce
Ala
480

gag
Glu

tac
TYr

cga
Arg

gga
Gly
cgc
Arg
560
cct
Pro

gte
val

tcg
ser

att
Ile

aac
Asn
640

cag
Arg

cga
Arg

cta
Leu

tag

aaa
Lys

cct
Pro
730

cag

aty tcg tct gct atc cag ccc
Met Ser Ser Ala igg GIn Pro

agg gat gga caa act g?g tcg
Arg Asp Gly ggg Thr Gly ser

act tgt g?a tce ccg g?a cat
Thr Cys glg ser Pro Gly His

aag tca g?a aac agc cgt gag
LysS Ser Gly Asn Ser Arg Glu
530 535

cac aac gct aaa cag tgt agy
His Asn Ala Lys GlIn Cys Arg
545 550

cca gga aga ggt ctc tct tcg
Pro Gly Arg Gly Leu Ser Ser
565

gcc gtc tcg tta gcg atg aca
Ala val Ser Leu Ala Met Thr
580

agg gtc att ctg act aac act
Arg val Ile Leu Thr Asn Thr

595
gtg tat atc acc gcg ctg ttg
va Ile Thr Ala Leu Leu

TYr
6{0 : 615

tcg gag gag gat tgg cct act
Ser Gliu Glu Asp Trp Pro Thr
625 630

cca cag atc cat g?c ata g?a
Pro GIn Ile His g4§ Ile Gly

gat atg ata gag gt g?g gtt
Asp Met Ile gég val Ggly val

CCcC ctg ctc ctc ttc ¢CC gca
Pro Leu ggg Leu Phe Pro Ala

g?a aga gat tgt ctg cag g?c
Gly Arg Asp Cys Leu GIn Gly
69 695

ggagggccac tgttctt act gtt
The gs}

tgg aag tca gac ¢g¢ acg cct
Trp Lys Ser Asp Arg Thr Pro
715 720

gaa ggt aaa ctt gta gcg cta
Glu Gly Lys Leu ggg Ala Leu

tta ggq_cat ata gag cccC tca

35

2935

2983

3031

3079

3127

3175

3223

3271

3319

3367

3415

3463

3511

3559

3609

3657

3705

3753



Thr

ctt
Leu

tct
ser
770

cct
Pro

cgt
APrg

atce
ITe

tct
ser

cce
Pro
850
cag
GIn

cat
His

gaa
Glu

act
Thr

&y
930

gaa
Glu

ctt
Leu

ccc
Pro

tag
Trp

act

GlIn

agt
Ser
755

tat
Tyr

Tttt
Phe

&ty

cct
Pro

gt
va
835

caa
Glin

gt
va

tat
Tyr

gcg
Ala

att
Ile
915

tac
Tyr

cCcC
Pro

cag
Gin

ttt
Phe

aat
Asn
945

Leu
740

tgt
Cys

cge
Arg

sty

gy
Trp

ctt
Leu
820

aat
Asn

&ty

ctc
Leu

atg
Met

gca
Ala
900

tcg
ser

aag
Lys

agg
Arg

tgg
Trp

tat
TYr
980

cta
Leu

val

tgg
Trp

tta
Leu

Ala

cce
Pro
805

dacd
Ala

aac
Asn

atg
Met

gag
Glu

gac
AsSp
885

&%y

ccg
Pro

tta
Leu

ata
Ile

ctt
Leu
965

gag
Glu

gac
Asp

Glu

aac
Asn

ttg
Leu

gtc
val
790

cty
Leu

gaa
Glu

ca
gin

acc
Thr

ccc
Pro
870

gat
Asp

aag
Lys

dat
Asp

sy

gcce
Ala
950

cgc
Arg

cag
Gln

atg
Met

Lys

aca
Thr

cat
His
775

caa
Gln

atg
Met

caa
Gln

gee
Ala

tot
Cys
855

ttg
Leu

ctt
Leu

dag
Glu

aag
LyS

agt
Ser
935

ace
Thr

Ccca
Pro

tta
Leu

aaa
Lys
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Glu

cct

Pro
760

gat
Asp

cagy
Gln

tc
3a1

gat
Asp

cce
Pro
840

tct
Ser

cga
Arg

tty
Leu

agtt
val

atc
Ile
920

acg
Thr

ttg
Leu

gcy
Ala

cga
Arg

atg
Met

1600

Leu
745

gtt
val

tty
Leu

&ty

cta
Leu

cgc
Arg
825

gct
Ala

ccc
Pro

ctc
Leu

cta
Leu

atc
Ile
905

caq
Gln

tat
Tyr

g9
Trp

tta
Leu

a1y
985

gcc tgg aga gag atc gta cag ctt age
Ala Trp Arg Glu {385 val 61In Leu Ser

Gln

ttt
Phe

cgc
Arg

acg
Ala

gac
ASp
810

gaa
Glu

cga
Arg

act
Thr

aag
Lys

gcc
Ala
890

&y

agg
Arg

gta
val

gat
Asp

ey
970

tca
Ser

Leu

gt
va

gct
Ala

cca
Pro
795

ctc
Leu

gct
Ala

aga
Arg

atc
Ile

cac
His
B75

gcc
Ala

aca
Thr

gag
Glu

gca
Ala

gttt
val
955

atc
Ile

gat
Asp

Gly

atc
Ile

gtt
val
780

gtt
val

aag
Lys

Tttt
Phe

ttc
Phe

tgt
Cys
860

cca
Pro

tca
Ser

tto
Leu

cCcC
Pro

cce
Pro
940

caa
Gln

ccy
Pro

cct
Pro

His

<99
Ar
76
aac
Asnh

ctC
Leu

gat
Asp

gca
Ala

caa
Gln
845

cag
Gln

gct
Ala

agt
ser

gaa
Glu

gga
G

92§
gta
val

aag
Lys

cca
Pro

aac
AsSnh

Ile
750

aag
Lys

gce
Ala

tcc
Ser

tgc
Cys

ttt
Phe
830

tgg
Trp

tto
Leu

ctg
Leu

cat
His

aga
Arg
910

gta
val

Cctg
Leu

.cga

Arg

gag
Glu
99¢

Glu

gct
Ala

aag
Lys

acg
Ala

tte
Phe
815

acy
Thr

aag
LyS

gta
val

c9c
Arg

gat
Asp
895

gce
Ala

caa
Gin

ttg
Leu

gt
va

cty
Leu
975

gcg
Ala

Fro

tcc
Ser

ctt
Leu

ctc
Leu
800

Tttt
Phe

ctc
Leu

gtc
val

gt
va

atg
Met
880

oty

oy

tat
Tyr

gta
val

agg
&y
960
atg

Met

agg
Arg

ser
&

gtc
785
CCg

Pro -

tct
ser

[wielet
Pro

ttg
Leu

ggt
cly
865
ttg

Leu

tty
Leu

ttc
Phe

ctt
Leu

gca
Ala
945

tca
Ser

&

gaa
Glu

act gct gce ttg gaa cga tgg gac cct gee cag cct ctg gaa
Thr Thr Ala Ala Leu Glu Arg Trp Asp Pro Ala GIn Pro Leu Glu

36

3801

3849

3897

3945

3993

4041

4089

4137

4185

4233

4281

4329

4377

4425

4473

4521

4566



1010
gga
1025

cag
Gln
1040

acc
Thr
1055

ctt
Leu
1070

aag
Lys
1585
ctt

Leu
1100

&y
1115

cgt
Ar
1130

gt
va
1145

aaa
LyS
1160

gaa
Glu
1175
gct
Ala
1190
gta
1205
gga
a
1220
gat
Asp
1235
€gg
Arg
1250
gt

Va
1265

gcg
Ala

ety

caa
Gln

Ttg
Leu

ccy
Pro

aaa
Lys

cca
Pro

ccy
Pro

cly

ata
Ile

gt
va

gt
va

cag
Gln

gcg
Ala

agt
Ser

gca
Ala

gtc
val

ctg
Leu

CCC
Pro

att
Ile

gtt
val

ctc
Leu

atc
Ile

ctyg
Leu

3y

ot
va

gtt
val

gcc
Ala

act
Thr

gag
Glu

tta
Leu

cat
His

gat
Asp

gct
Ala

tcc
Ser

acc
Thr

act
Thr

gat
Asp

ccyg

Pro

agg
Arg

cat
His

cCcC
Pro

gta
val

gat
Asp

atg
Met

gac
Asp

dga
Gly

age
ser

tct
Ser

agc
Ser

aga
Arg

aca
Thr

aag
Lys

aag
Lys

atc
Ile

agt
Ser

gtt
val

act
Thr

gtc
val

ttg
Leu

gca
Ala

tct
Ser

gtc
val

caa
Gln

gaa
Glu

caa
Gln

1015

tgt
Cys
1030

cac
His
1045

gcyg
Ala
1060

cta
Leu
1075

ct¢
Ley
1090

999
oy,

agt
Ser
1120

tct
Ser
1135

gtc
val
1150

tgg
Trp
1165

adg9
oy

ctt
Leu
1195

acg
1210

ccy
Pro
1225

agg
Arg
1240

gt
va
1255

gece
Ala
1270
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gaa
Glu

cca
Pro

£ttt
Phe

cgc
Arg

ctg
Leu

atce
Ile

gac
Asp

ctyg
Leu

Tttt
Phe

agg
Ard

gca
Ala

ctg
Leu

ttt
Phe

tct
Ser

tca
ser

cca
Pro

acc
Thr

cag
Gln

agg
Arg

act
Thr

gct
Ala

ttg
Leu

cty
Leu

acg
Thr

aaa
Lys

acc
Thr

gag
Glu

agt
Ser

ctg
Leu

gtt
val

aca
Thr

Ala

sty

Tttt
Phe

3ty

cca
Pro

gct
Ala

tcg
Ser

cCct
Pro

tta
Leu

cca
Pro

gac
Asp

ggc
Gly

gta
val

tgg
Trp

atg
Met

1ttt
Phe

caa
Gln

37

gca
Ala

tgt
Cys

tgg
Trp

gca
Ala

gca
Ala

gca
Ala

tct
ser

agd
Arg

gcc
Ala

cca
Pro

caa
Gln

ccyg
Pro

aaa
Lys

gca
Ala

gcc
Ala

ttcC
Phe

gca
Ala

1020

ata
Ile
1035

ttg
Leu
1050

tta
Leu
1065

gt
va
1080

e
¥
1095
ctt

Leu
1110

att
Ile
1125

gtt
val
1140

tce
ser
1155

adg
Arg
1170
caa

Gln
1185

aca
Thr
1200
atg
1215
gct
Ala
1230
gcc
1245
aca
Thr
1260

%at
1375

&y

tgg
Trp

gaa
Glu

cga
Arg

ttc
Phe

agg
Arg

ttt
Phe

acc
Thr

tca
ser

tgg
Trp

ctg
Leu

acg
Thr

tta
Leu

ttt
Phe

gtt
val

gaa
Glu

ccC
Pro

gtc
val

tta
Leu

gt
va

acc
Thr

<99
Arg

3ty

gac
ASp

age
ser

aag
Glu

gag
Glu

CCC
Pro

ctc
Leu

att
Ile

ctc
Leu

aly

ttg
Leu

ctg
Leu

ttc
Phe

ctc
Leu

Tttt
Phe

ttt
Phe

att
Ile

cac
His

acc
Thr

ata
Ile

gca
Ala

act
Thr

aagy
Lys

tta
Leu

cac
His

aat
Asn

aga
Arg

3ty

tcc
Ser

acce
Thr

3ty

gac
Asp

gca
Ala

gcg
Ala

cct
Pro

cat
His

aaa
Lys

cgc
Arg

aat
Asnh

Met

gag
Glu

gt
va

gac
Asp

gagd
Glu

4611

4656

4701

4746

4791

4836

4881

4926

4971

5016

5061

5106

5151

5196

5241

5286

5331



gct
Ala
1280

tce
Ser
1295

cag
Gln
1310

gta
1325

ttt
Phe
1340

act
Thr
1355

cgt
Arg
1370

gcc
Ala
1385

tgc
Cys
1400
ata

Ile
1415

atg
Met
1430

ctt
Leu
1445

cag
Glin
1460
dag

Glu
1475

cct
Pro
1490

aca
Thr
1505

ggt
Gly
1520

daa
Lys

aaa
Lys

acc
Thr

aac
AsSn

acg
Thr

gt
va

gtt
val

gtt
val

tte
Phe

aca
Ala

gta
val

gcy
Ala

&ty

cgt
Arg

acc
Thr

&ty

tat
Tyr

gat
Asp

acg
Ala

tgc
Cys

cct
Pro

ctt
Leu

gac
Asp

aca
Thr

ttg
Leu

acg
Thr

cac
His

gagd
Glu

gag
Glu

gaa
Glu

&y

gtt
val

gag
Glu

gcce
Ala

ctt
Leu

tgt
Cys

ccg
Pro

agg
Arg

gag
Glu

acc
Thr

tcy
ser

gga
Gly

tct
ser

ace
Thr

<99
Arg

&ty

cta
Leu

gaa
Glu

ctt
Leu

tag
Trp

gct
Ala

cat
His

aat
Asn

cat
His

ggt
Gly

cct
Pro

gce
Ala

gtt
val

aga
Arg

aga
Arg

acc
Thr

gce
Ala

gac
Asp

cta
Leu

aac
Asn

aca
Thr

gaa
Glu

gt
va

acc
Thr
1285

ata
ile
1300

tgt
Cys
1315

tty
Leuy
1330

aga
Ar
1345

tca
ser
1360

gct
1375

cca
Pro
1390

tcc
ser
1405

&1y
1420

aac
Asn
1435

&ty
1450

gcc
Ala
1465

aca
Thr
1480
gaa
1495
aaa
LysS
1810
aaa

Lys
1525

ES 2534440 T3

gct
Ala

tct
Ser

aat
Asn

oty

atg
Met

tca
Ser

gca
Ala

aag
Lys

acg
Thr

att
Ile

<gg
Arg

ttt
Phe

aag
Lys

aaa
Lys

oty
&ty

aac
Asn

ctc
Leu

atg
Met

tca
ser

CcCC
Pro

gct
Ala

gcg
Ala

caa
Gin

gce
Ala

cgg
Arg

ccy
Pro

ctc

Leu.

atg
Met

gca
Ala

aca
Thr

ccC
Pro

gy
Trp

agg
Arg

cat
H1s

cag
GlIn

gce
Ala

cta
Leu

CCcC
Pro

ata
Ile

cat
His

ata
Ile

gag
Glu

oty

cty
Leu

daa
Lys

atg
Met

ccy
Pro

ccy
Pro

aac
Asn

gac
Asp

38

att
Ile

cag
GlIn

cct
Pro

cag
Gln

cgt
Arg

gtc
val

cat
H1s

aaa
Lys

tgg
Trp

aat
Ash

aaa
Lys

aga
Arg

tat
TYyr

gta
val

gtt
val

gt
va

act
Thr

gty
1290

gct
Ala
1308

gcg
Ala
1320

ata
Ile
1335

tcc
ser
1350

gta
val
1365

tg9
Trp

1380

aca
Thr
1395

ctc
Leu
1410

tcc
ser
1425

gat
Asp
1440

atc
Ile
1455

gcec
Ala
1470

caa
Gln
1485

aaa
LYysS
1¥00
cty

Leu
1515

gat
Asp
1530

CCC
Pro

agy
Arg

ttg
Leu

tgg
Trp

gy
Trp

act
Thr

gcce
Ala

gat
Asp

gcg
Ala

cag
Gln

aag
Lys

CCC
Pro

ctc
Leu

aaa
Lys

ata
Ile

gtc
val

aag
Lys

cgc
Arg

gag
Glu

gag
Glu

cag
GlIn

ctc
Leu

cag
GlIn

acy
Thr

aac
Asn

aga
Arg

&

atc
Ile

acc
Ala

aat
Asn

cac
His

cga
Arg

tog
Trp

gtt
val

acg
Ala

gtt
val

gcc
Ala

aca
Thr

gct
Ala

cat
His

gct
Ala

oty

tgg
Trp

caa
GlIn

cgt
Arg

agc
Ser

cac
Hi1s

tog
Trp

ata
Ile

oy

att
Ile

cta
LEI_J

gtt
val

ety

gac
Asp

gtt
val

sty

atc
Ile

tcc

ser

ety

gct
Ala

gt
va

aaa
Lys

ttt
Phe

aga
Arg

gag
Glu

cga
Arg

e ]
Trp

5376

5421

5466

5511

5556

5601

5646

5691

5736

5781

5826

5871

5916

5961

6006

6051

6096



gta
val
1535

gt?
Va
1550
gac
Asp
1565
acc
Thr
1580
gcc
Ala
1595

ctagagggec

CCC
Pro

act
Thr

tgg
Trp

gct
Ala

aac
Asn

ctgttatttg
tttcctaata
9gg9gtgggot
gggatacoyt
atccecacygc
tgaccgctac
tcgecacgtt
gatttagtoc
gtgggccatc
atagtggact
atttataagg
aatttaacgc
ctccccagea
aaagtcccca
daccatagtc
ttctecygeee
ctctgagcta
gctcceggga
tcgcatgatt
attcggctat
gtcagcgcag
actgcaggac
tgtgctcgac
gcaggatcte

tct
Ser

aag
Lys

ata
Ile

agc
ser

gag
Glu

aad
Lys

)
Arg

aaa
Lys

gat
Asp

cCcC
Pro

tag
Trp

aac
Asn

aag
Lys

agt taa

s5ear

cgtttaaacc
ccecteceec
aaatgaggaa
ggggcaggac
gggctctatg
gecctgtage
acttgccagc
cgccggettt
tttacggcac
gccctgatag
cttgttccaa
gattttgeey
gaattaattc
ggcagaagta
ggctccccag
ccgcecctaa
catggctogac
ttccagaagt
gcttgtatat
gaacaagatg
gactgggcac
gggcgcccag
gaggcagcgce
gttgtcactg
ctgtcatcte

gtt
val
1540

gag
Glu
1555

gaa
Glu
1570

caa
Gin
1585

gaattctgca gatatccagc acagtggcgg ccgctcgagt
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daa
Lys

ccg
Pro

gca

agc
Ala

Ser

gac
Asp

gag
Glu

gaa

aga
Glu

Arg

cgctgatcag
gtygccttect
attgcatcac
agcaaggygg
gcttctgagg
ggcgcattaa
gccctagege
cceegtcaag
ctcgacccca
acggtttttc
actggaacaa
atttcggcect
tgtggaatgt
tgcaaagcat
caggcagaag
ctccgcccat
taattrttee
agtgaggagg
ccattttcygg
gattgcacgc
aacagacaat
ttctttttgt
ggctatcgtyg
aagcgogaag
accttgetec

gat
Asp

gtc
val

acc
Thr

caa

aag
GlIn

Lys

1545

ctt
Leu

cct
Pro

ttt
Phe

gca

Ala g?;

1560

caa

gaa
Gln

Glu

&ty

Ctc
Leu

caa
Gln

1575

ccc g?a
Pro G

gaa
y Glu

gac acc
Asp Thr

1590

cctcgactgt
tgaccctgga
attatctgag
aggattggga
cggaaagaac
gcgcgacggg
ccgcteccttt
ctctaaatcg
aaaaacttga
gccctttgac
cactcaaccc
attggttaaa
gtgtcagtta
gcatctcaat
tatgcaaagc
cccgecccta
tattratgca
cttttttgga
atctgatcaa
aggttctecy
cggctgctct
caagaccgac
gctggcecacy
ggactggctg
tgccgagaaa

39

gccttctagt
aggtgccact
taggtgtcat
agacaatagc
cagctyggggc
tgtggtggrt
cgctttctte
ggggctccct
ttagggtgat
gttagagtcc
tatctcggtc
aaatgagctg
gggtgtggaa
tagtcagcaa
atgcatctca
actccgecca
gaggccgagg
ggcctagget
gagacaggat
gccgettggy
gatgccgecyg
ctgtccggtyg
acgggcgttc
ctattgggcy

gtatccatca

gat
Asp

gag
Glu

att
Ile

&ty

ctt
Leu

tct
ser

gaa
Glu

gct
Ala

tgccagccat
cccactgrec
tctattetyy
aggcatgcty
tctagggggt
acgcgcageg
ccttcctttc
ttagggttcc
ggttcacgta
acgttcttta
tattctttry
atttaacaaa
agtccccagg
ccaggtgtgg
attagtcagc
gttccgecca
ccgectetge
titgcaaaaa
gaggatcgtt
tggagaggct
tgttccgget
ccctgaatga
cttgcgcage
aagtgccagy
tgyctgatac

6141

6186

6231

6276

6331

6391
6451
6511
6571
6631
6691
6751
6811
6871
6931
6991
7051
7111
7171
7231
7291
7351
7411
7471

- 7531

7591
7651
7711
7771
7831



aatgcggegy
tcgcatcgag
cgaagagcat
cgacggegag
aaatggccgc
ggacatagcg
cttcctegty
tcttgacgag
aacctgccat
atcgttttcc
ttcgcccacc
acaaatttca
atcaatgtat
tggtcatagc
gccggaagea
gcgttocgct
atcggecaac
actgactcgc
gtaatacggt
cagcaaaagg
cceectgacy
ctataaagat
ctgecgetta
agctcacgcet
cacgaacccc
aacccggtaa
gcgaggtatg
agaagaacag
ggtagctctt
cagattacgc
gacgctcagt
atcttcacct
gagtaaactt
tgtetatttc

ctgcatacgc
cgagcacgta
caggggctcg
gatctcgtcy
trrectggat
ttggctaccc
ctttacggta
ttcttctoag
cacgagattt
gggacgcceygg
ccaacttgtt
caaataaagc
cttatcatgt
tgtttcctogt
taaagtgtaa
cactgecege
gcgcgygggag
tgcgcteggt
tatccacaga
ccaggaaccg
agcatcacaa
accaggcgtt
ccggatacct
gtaggtatct
cegttcagec
gacacgactt
taggcggtoc
tatttggtat
gatccggcaa
gcagaaaaaa
ggaacgaaaa
agatcctttt
ggtctgacag
gttcatccat
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ttgatccggc
ctcggatgga
cgccagecga
tgacccatgg
tcatcgactg
gtgatattgc
tcgeegetec
cgggactctyg
cgattccacc
ctggatgatc
tattgcagct
attttrttca
ctgtataccg
gtgaaattgt
agcctggggt
tttccagtcyg
aggcggtrtg
cgttcggctg
atcaggggat
taaaaaggcc
aaatcgacac
tcccectgga
gtccgccttt
cagttcggtg
cgaccgctgc
atcgccacty
tacagagttc
ctgcgcrctg
acaaaccacc
aggatctcaa
ctcacgttaa
aaattaaaaa
ttaccaatgc

agttacctga

tacctgccca
agceggtctt
actgttcgec
cgatgectge
tggccggety
tgaagagctt
cgattcgcag
gggttcgaaa
gccgectict
ctccagcgcg
tataatggtt
ctgcattcta
tcgacctcta
tatccgctca
gcctaatgag
ggaaacctgt
cgtattggoc
cggcgagegy
aacgcaggaa
gcgttgctog
tcaagtcaga
agctcectcy
ctcececttegg
taggtcgtic
gccttatccg
gcagcageca
ttgaagtggt
ctgaagccag
gctggtagey
gaagatcctt
gggattttgg
tgaagtttta
ttaatcagtg

ctcecegteg

40

ttcgaccacc
gtcgatcagg
aggctcaagyg
ttgccgaata
ggtgtggcgg
ggcggcgaat
cgcatcgect
tgaccgacca
atgaaaggtt
gggatctcat
acaaataaag
gttgtggttt
gctagagett
caattccaca
tgagctaact
cgrgcecaget
gctcttecgce
tatcagetca
agaacatgtyg
cgtttitcca
ggtggcgaaa
tgcgetetee
gaagcgtggc
gctccaagct
gtaactatcg
ctggtaacag
ggcctaacta
ttaccttcgg
grrtrtttgt
tgatcttttc
tcatgagatt
aatcaatcta
aggcacctat

tgtagataac

aagcgaaaca
atgatctgga
cgcgcatgec
tcatggrgga
accgctatca
gggctgaccg
tctatcegect
agcgacgcecc
gggcttcgga
gctggagtte
caatagcatc
gtccaaactc
ggcgtaatca
caacatacga
cacattaatt
gcattaatga
ttcctegetc
¢tcaaaggcy
agcaaaaggc
taggctccgce
cccgacagga
tgttcecgacc
gctttctecat
gggctgtatg
tcttgagtce
gattagcaga
cggctacact
aaaaagagtt
ttgcaagcag
tacggggtct
atcaaaaagg
aagtatatat
ctcagcgatce

tacgatacgg

7891
7951
8011
8071
8131
8191
8251
8311
8371
8431
8491
8551
8611
8671
8731
8791
8851
8911
8971
9031
9091
9151
9211
9271
9331
9391
9451
9511
9571
9631
9691
9751
9811
9871



10

gagggcttac
ccagatttat
actttatccg
ccagttaata
tcgtttogta
cccatgttgt
ttggccgcag
ccatccgtaa
tgtatgcggc
agcagaactt
atcttaccge
gcatctttta
aaaaagggaa
tattgaagca

aaaaataaac

catctggccc
cagcaataaa
cctecateca
gtttgcgcaa
tggcttcatt
gcaaaaaagc
tgttatcact
gatgcttttc
gaccgagttg
taaaagtgct
tgttgagatc
ctttcaccag
taagggcgac
tttatcagog
aaataggggt
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cagtgctgca
¢cagccagec
gtctattaat
cgttattgcec
cagctccgat
ggttagctcc
catggttatg
tgtgactggt
ctcttgccég
catcattgga
cagttcgatg
cgtitctgag
acggaaatgt
ttattgtctc

tccgegcaca

<210> 12

<211> 703

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccién sintética

<400> 12

Tet Glu Ala val Ile Lys val

Gly Ile Ser Pro Ser

20

Lys LYS

Leu Gln Lys Glu Gly Leu Leu

Gly Ser Trp Asp Pro Ile Thr

50 55

Leu Gly Lys Ser Gly Glu Leu

65 70

Leu Lys Ala Ala Arg Glu Glu

83

Trp Leu

100

Leu Gly Gly Gly Gly

atgataccge
ggaagggccg
tgttgccggg
attgctacag
tcccaacgat
tteggtecte
gcagcactgc
gagtactcaa
gcgtcaatac
aaacgttctt
taacccactc
tgagcaaaaa
tgaatactca
atgagcggat

tttcecccgaa

Ile Ser

Glu
25

Lys

Met
40

ser
Ala ala
Lys Thr
GIn val

val
105

Arg

41

Ser
10

Ile
Pro
Leu
Trp
Thr
90

Ser

gagacccacg
agcgcagaag
aagctagagt
gcatcgtggt
caaggcgagt
cgatcgttgt
ataattctct
ccaagtcatt
gggataatac
Cggggcgaaa
gtgcacccaa
caggaaggca
tactcttect
acatatttga

aagtgccacc

Ala Cys

aly Ala

ser Asp

Lys

Met

Leu

ctcaccggct
tggtcctgca
aagtagttcy
gtcacgetcg
tacatgatcc
cagaagtaag
tactgtcatyg
ctgagaatag
cgcgccacat
actctcaagg
ctgatcttca,
aaatgccgea
ttttcaatat
atgtatttag

tgacgtc

Thr Tyr

Leu Ser

30

Tyr Ser

45

Gln
60

ser

Gl
75y

Leu
Glu

ser

Pro Pro

Arg
vat
GlIn

Gly

Ala Met

Leu Gly

Ala Lys

95

Pro Glu

110

9931

9991
10051
10111
10171
10231
10291
10351
10411
10471
10531
10591
10651
10711
10768

Cys

Leu

Pro

val

Ala

80

Phe

Cys



Ile

Gly

Ala

145

val

Tyr

GlIn

Glu

Ala

225

Met

Pro

Arg

Leu

Ala

305

val

Gly

Gly

Glu

Ala

Glu
Glu
130
Thr
Gly
val
Gly
Pro
210
Arg
Pro
Lys
Ser
Leu
290
Pro
Ile
Arag
Met
Leu

370

Arg

Lys
115
Thr
Pro
Cys
Gly
Gln
195
Gly
val
val
Leu
Pro
275
Pro
Tyr
Ala
Gly
val
355

val

Leu

Pro
Thr
Lys
Asnh
sSer
180
Gly
His
Arg
val
Ile
260
Ile
His
Ala
Ala
Glu
340
Gly

Ala

Ala

Ala

val

Thr

Cys

165

Gly

Asp

Ala

Glu

'I1e

245

Thr

Thr

Asp

Leu

Ala

325

Arg

Asn

Ile

Glu
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Thr
Gln
val
150
Ala
Leu
Asn
Gly
Glu
LyS
Arg
Met
val
310
Thr
Thr
Pro

Thr

Pro

Gly

Thr

Tyr

Thr

Leu

Thr

Leu

Ala

Thr

295

Met

Arg

Asn

Gln

Ala

Ala

Arg

AsSp

Thr

Ala

Pro

sar

200

Ala

Ala

Glu

Ala

Glu

280

Asn

Asp

Asp

Leu

Gly

Ser

Gly

42

Arg
Ala
Ser
The
i
Arg
Fro
ser
Gly
265
val
Leu

Ala

Pro

AsS
34

-Gin

Ata

Pro

Ile

LysS

Cys

Ala

170

Leu

Gly

Gly

Thr

Pro

250

Thr

Glu

Met

Trp

Arg

Ala

Leu

Trp

Asp

Met

Tyr

155

Ser

Ala

Ala

Fro

Ala

val

Ala

Arg

Gly

His

Leu

Ala

Gln

Ala

Lys

Ala

140

His

Ala

Gly

Gilu

Ala

220

Pro

Trp

Arg

Leu

val

300

val

Pro

Lys

Leu

Ala

380

Asp

Gly
Pro
Cys
Pro
val
Gln
205
Leu
Pro
Thr
Thr
Met
285
Ile
GIn
Ala
Gly
Leu
365

Phe

Ile

Glu

Glu

Gly

Pro

Pro

Thr

val

Prao

Lys

270

Ser

Leu

Leu

ASR

Leu

350

Arg

Arg

The

Glu

Glu

Thr

Pro

175

Glu

Arg

Asp

val

Leu

255

Gly

ser

Gly

Gln

Gl

33

Ala

Pro

Glu

GlIn

val

Ala

Ala

160

Pro

Gln

Glu

Trp

Ala

240

Glu

Lau

Pro

Pro

Thr

320

Gln

ASD

Gly

val

Gly



385

Pro

Glu

Cys

Ala

Asp

Met

Ara

Thr

Lys

His

545

Pro

Ala

Arg

val

Ser

625

Pro

Asp

ser

Gly

Phe

Pro

450

Arg

sSer

Asp

Cys

ser

530

Asn

Gly

val

val

Tyr

Glu

Gln

Met

Glu

Ser

Arg

ser

Gln

ser

Gly

Gl

51

Gly

Ala

Arg

Ser

Ile

595

Ile

Glu

Ile

Ile

Ser

420

GIn

Thr

Lys

Ala

GIn

500

ser

Asn

Lys

Gly

Leu

580

Leu

Thr

Asp

His

Glu
660

Phe

405

Leu

Lys

Leu

Ile

Ile

485

Thr

Pro

Ser

Gln

Leu

565

Ala

Thr

Ala

Trp
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390

val

Pro

ser

Thr

Ala

470

Gln

Gly

Gly

Arg

cys

550

Ser

Met

Asn

Leu

Pro

630

Ile

Gly

Asp

Pro

Gln

Thr

455

PO

Pro

ser

His

Glu

535

Arg

ser

Thr

Thr

Leu

615

Thr

Gly

val

Phe

ser

Pro

440

Pro

Leu

Leu

Gly

Tyr

Arg

Lys

Gly

Met

Asp

Asp

Gly

Ile

43

Ala
Ala
425
Asp
Gly

Thr

val

Cys
Arg
Pro
Glu
585%
Ser
Ser
Trp

Gly

Asn
665

Asn

410

Arg

Ile

Glu

Asp

Met

490

Arg

Ala

Gln

Asp

His

Gly

Pro

Ile

650

Arg

395

Arg

Ala

Gln

Ile

Gln

4735

Ala

Ala

Gln

Leu

Gl

55

Pro

Lys

Pro

Ala

val

635

Pro

AsSp

Leu
Pro
Gln
Ile
460
Gly
val
Arg
Cys
Cys
540
Asn
Gly
Asp
val
As

62

val

Met

Gly

Ile

val

Leu

445

Lys

Ile

val

Gly

Pro

525

Asp

Gln

Pro

Arg

Lys

Ile

Asp

Arg

Ser

Lys
ITe
430
Ile
Tyr
Ala
Asn
Leu
510
Lys
Gly
Gly
Glu
Pro
590
Gln
Tht
Thr

Lys

Leu
670

Ala

415

Ile

Arg

val

Ala

Cys

Lys

Met

GlIn

GIn

575

Leu

Arg

Ile

Ala

ser

655

Glu

400

val

Asp

Leu
Ala
480
Glu
Tyr
Arg
Gly
Ar
56
Pro
val
ser
Ile
Asn
640

Arg

Arg
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Pro Leu Leu Leu Phe Pro Ala val Ala Met val Arg Gly Ser Ile Leu
675 80 685

Gly Arg Asp Cys Leu GIn Gly Leu Gly Leu Arg Leu Thr Asn Leu
698 69§ 700

<210> 13

<211> 895

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccién sintética

<400> 13

44



Thr
1
Thr
Ala
Pro
ser
65
Leu

Leu

Phe

Leu

val
145
val

Met

Gly

val

Pro

Leu

Ser

50

Gly

val

Pro

ser

Pro

130

Leu

Gly

Leu

Leu

Ala

val

Thr

33

Leu

ser

Pro

Arg

Ile

115

Ser

Pro

Gln

His

Glu

Leu

Trp

20

GlIn

Ser

Tyr

Phe

Gly

Pro

val

GlIn

val

Tyr

180

Ala

His
5
Ile
Leu
Cys
Arg
Gly
85
Trp
Leu
Asn
Gly
Leu
165

Met

Ala

ES 2534440 T3

Leu

Asp

val

Trp

Leu

70

Ala

Pro

Ala

Asn

Met

150

Glu

AsSp

Gly

Ala

Gin

Glu

ASh

55

Leu

val

Leu

GTu

GIn

135

Thr

Pro

Asp

Lys

Ile

Trp

Pro

Pro

25

His

Gln

Met

Gln

120

Ala

Cys

Leu

Leu

Glu

45

Glu

Pro

ASp

Gln

val

105

ASp

Pro

Ser

Arg

Leu

185

val

Leu

10

Leu

Leu

val

Leu

Gly

20

Leu

Arg

Ala

Pro

Leu

170

Leu

Ile

Lys

Pro

Gin

Phe

Arg

75

Ala

Asp

Glu

Arg

Thr

155

Lys

Ala

Gly

Trp
Glu
Leu
val
60

Ala
Pro

Leu

Ala

His

Ala

Thr

Lys

Gly

Gly

45

Ile

val

val

Lys

Phe

125

Phe

Cys

Pro

Ser

Leu

Ser

Arg

Asn

Leu

AsSp

110

Ala

Gln

GlIn

Ala

Ser

190

Glu

ASp

15

Leu

Ile

Lys

Ala

Ser

95

Cys

Phe

Trp

Leu

Leu

175

His

Arg

Arg

val

Glu

Ala

80

Ala

Phe

Thr

Lys

val

160

Arg

Asp

Ala



Gly
Tyr
235
val
Gly
Met
Arg
Leu
305
Glu
GlIn
GlIn
Ile
Asp
385
Glu
ser
Leu

Thr

Gl
46

Phe
210
Leu
Ala
Sear
Gly
Glu
290
ser
Gly
61y
Pro
Thr
370
Ile
Gly
Asp
Lys
ASp

450

Pro

195

Thr

Gly

Glu

Leu

Pro

275

Trp

Thr

Ala

Leu

Thr

355

Lys

Leu

Ile

Thr

val

435

Ala

Arg

Ile

Tyr

Pro

GlIn

260

Phe

Asn

Thr

val

Ser’

340

Lys

Leu

Leu

Leu

Pro

420

Arg

Ser

Trp

ser

Lys

Arg

245

Trp

Tyr

Leu

Ala

Ala

325

Thr

Ala

Arg

Leu

Leu
405

ser

val

ser

Glu
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Pro

Ley

230

Ile

Leu

Glu

Asp

Ala

310

Arg

His

Phe

Ala

Pro

390

Ala

Ile

Thr

ser

Ile
470

As

21

Gly

Ala

Arg

Gln

Met

295

Leu

Cys

Pro

Thr

ser

375

Ala

Leu

Phe

Asp

Thr

455

Lys

200

Lys

Ser

Thr

Pro

Leu

280

Lys

Glu

Glu

Arg

Ala

360

Ala

Cys

Arg

ASp

His

440

His

Glu

46

Ile

Thr

Leu

Ala

265

Arg

Met

Arg

Gln

Pro

345

Trp

val

Phe

Gly

Pro

Lys

Ile

Glin

TYr

Trp

Leu

Gly

Ala

Trp

Gly

Cys

Leu

Arg

Arg

Phe

410

Ala

val

Gly

val

Arg

val

235

Asp

Gly

ser

Trp

AsS

31

Ala

Leu

Glu

Thr

Glu

395

Ala

Arg

Pro

val

475

Glu
220
Ala
val

Ile

Asp

Pro

Ile

Trp

val

Phe

380

AsSD

Gly

Pro

Gly

val

460

Leu

205
Pro
Pro
GlIn
Pro
Pro
285
Glu
Ala
Gly
Leu
Leu
365
Gly
Leu
Lys
Leu
Pro
445

val

Gly

Gly
val
Lys
Pro
270
Asnh
Ile
Gln
val
Phe
350
Thr
LYS
Pro
Ile
His
430

Thr

Trp

'A'Ia

val

Gly

Leu

255

Arg

Glu

val

Pro

Leu

335

Sar

Leu

Glu

Leu

Ar

41

val

val

Arg

Ser

Gin

Leu

240

val

Leu

Ala

GIn

Leu

320

Gly

Thr

Leu

val

Pro

400

Ser

ser

Phe

Glu

val
480



Gin

Thr

Leu

Ile

His

Asp

Ala

Lys

Cys

ser

Ala

Ala

Glu

705

Asn

Asp

Gln

Thr

Leu

Leu

530

val

val

Lys

Ala

Pro

610

Gly

Arg

ser

Gin

Ile

690

Trp

Ser

Lys

Leu

Pro

Lys

515

Glu

Arg

Ala

Asp

Cys

595

His

Leu

Met

Ala

His

675

Lys

Leu

GIn

Ile

Glu

Thr

S00

Met

ASpP

ser

ASD

Leu

580

AsSn

Cys

Gly

Ala

Ile

660

His

Thr

Ala

Gly

Ala

485

Asn

Gly

Ala

His

Ser

565

His

Ile

Asn

Pro

Pro

645

val

Trp

Asp

Arg

Gin

725

val

ES 2534440 T3

Arg

val

Gln

Leu

ser

550

GIn

Thr

ser

Ser

Leu

630

Arg

val

Ala

Asn

710

Ala

Leu

Ala

val

Glu

ser

535

Glu

Ala

Ala

Met

Ala

615

Gln

Ser

Thr

Thr

Gly

Gly

Met

Ala

val

Thr

Gly

Gln

val

Thr

Leu

Gln

600

Pro

Ile

Trp

Gln

Ala

680

Ser

Ile

val

Glu

47

Ala
AS

50

val
Arg
Pro
Phe
His
585
Gln
Ala
Trp
Leu
His
665
Ile
Ccys

Ala

Glu

:
74

Met
490
ser
Pro

ser

Gly

Ile

Ala

Leu

GIn

Ala

650

Gly

Ala

Phe

His

Arg
730

Asp

Ala

Ala

Ser

Ala

Phe

555

Ala

Gly

Arg

Glu

Thr

635

val

Arg

val

Thr

Thr

715

Ala

Gly

Leu

Phel

Thr

Met

540

Phe

Tyr

Pro

Glu

Ala

620

Asp

Thr

val

Leu

Ser

700

Thr

AsSR

Phe

Leu

val

Ala

525

Ala

Thr

Pro

Arg

Leu

Ala

510

Ala

Ala

Glu

Leu

Ala

© 590

val

605

Gly

Phe

val

Thr

Gly

Arg

Gly

Arg

Met

val
val
Thr
Asp
ser
670
Arg
ser

Ile

Leu

756

Lys

Ala

val

Gly

Gin

Asn

Leu

Thr

655

val

Pro

Thr

Pro

Leu

735

Arg

Pro

Met

Phe

L.eu

Asn

560

Glu

Ser

Thr

Pro

Glu

640

Ala

Ala

Lys

Arg

Gly

Lys

Ile



10

15

20

25

30

Pro

Asn

Trp

Glu

Gly

Pro

Lys

Pro

865

Lys

<210> 14
<211> 10768
<212> ADN

Ala

His

770

Arg

Thr

Tyr

Ser

LyS

Trp

Gin

ser

755

Phe

Pro

Gly

Ala

Arg

Asp

Glu

Glu

<213> Secuencia artificial

<220>

Lys

Glu

Thr

Glu

Ala

820

Lys

Glu

Asp

Arg

Gln

Arg

val

val

Ala

Glu

Pro
885

ES 2534440 T3

Gly

Gly

Leu

790

Glu

Lys

Lys

Ser

GIn

870

Gly

Glu

Glu

Thr

Lys

Asn

Pro

Pro

855

Glu

Glu

Leu

760

Asn

Glu

Gly

Arg

ASp

Leu

Gly

Asp

Leu

Thr

Gly

Trp

Phe

Leu

Thr

Ala

Lys

Pro

Ash

810

Thr

Thr

Ala

GlIn

Leu
890

Lys

Thr

Pro

795

val

Asp

Gln

Gly

Ala

Pro

780

val

Leu

Lys

Lys

Ile

860

Glu

Ala

Met

765

val

Lys

val

val

ser

Thr

Asn

Tyr

Gln

Ile

Trp

Ile

830

Glu

Asp

Ala

Glu

Ala

Lys

Arg

Trp

val

Trp

ser

ser
895

Leu

His

Ile

800

Arg

val

Thr

Ile

Asn
880

<223> /note = "Sec ID N2 14: primer plasmido auxiliar para gag-pol optimizado en cuanto a codones"

<220>

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

<220>
<221> Intrén

<222> (907)..(1463)
<223> Intron de beta globina

<220>
<221> CDS

<222> (1475)..(3586)
<223> gal: secuencia codificante para Gal, optimizada en cuanto a codones

<220>

<221> misc_feature

<222> (3437)..(3737)
<223> Zona de transicion entre zonas que codifican gag y pol (tipo natural)

<220>

<221> misc_feature

<222> (3574)..(3723)

48
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<223> Senal para cambio de fase de lectura (frameshift signal)

<220>

<221> CDS

<222> (3604)..(6291)

<223> pol: secuencia codificante para Pol, optimizada en cuanto a codones

<220>

<221> Senal de poli A

<222> (6368)..(6588)

<223> Sefal de poliadenilacién de bGH

15

Ile ser Ser Ala Cys Lys Thr Tyr Cys Gly Lys Ile Ser Pro Ser Lys

49

<400> 14
gacggatcgg gagatctccc gatcccctat ggtgcactct cagtacaatc tgctctgatg 60
ccgcatagtt aagccagtat ctgctcecctyg cttgtgtgtt ggaggtcgct gagtagtgcg 120
cgagcaaaat ttaagctaca acaaggcaag gcttgaccga caattgcatg aagaatctgc 180
ttaggottag gcgttttgcy ctgcticgcg atgtacggge cagatatacg cgttgacatt 240
gattattgac tagttattaa tagtaatcaa ttacggggtc attagttcat agcccatata 300
tggagttccd cgttacataa cttacggtaa atggeccgee tggctgaccg cccaacgace 360
cccgeccatt gacgtcaata atgacgtatg ttcccatagt aacgccaata gggactttcc 420
attgacgtca atgggtggac tatttacggt aaactygccca cttggcagta catcaagtgt 480
atcatatgcce aagtacgccce cctattgacg tcaatgacgg taaatggccc goctggcatt 540
atgcccagta catgacctta tgggactttc ctacttggca gtacatctac gtattagtca 600
tcgctattac catggtgatg cggttttgge agtacatcaa tgggcgtgoa tagceggtttyg 660
actcacgggg atttccaagt ctccacccca ttgacgtcaa tgggagtttg ttttggcacc 720
aaaatcaacg ggactttcca aaatgtcgta acaactccgc cccattgacg caaatgggcg 780
gtagogcgtgt acggtgggag gtctatataa gcagagctct ¢tggctaact agagaaccca 840
ctgcttactg gcttatcgaa attaatacga ctcactatag ggagacccaa gcttggtacc 200
gagctcggat cctgagaact tcagggtgag tctatgggac c¢cttgatgtt ttctttcccc 960
ttcttttcta tggttaagtt catgtcatag gaaggggaga agtaacaggg tacacatatt 1020
gaccaaatca gggtaatttt gcatttgtaa ttttaaaaaa tgctttcttc ttttaatata 1080
cttttttgtt tatcttattt ctaatacttt ccctaatctc tttctttcag ggcaataatg 1140
atacaatgta tcatgcctct ttgcaccatt ctaaagaata acagtgataa tttctgggtt 1200
aaggcaatag caatatttct gcatataaat atttctgcat ataaattgta actgatgtaa 1260
gaggtttcat attgctaata gcagctacaa tccagctacc attctgcttt tattttatgg 1320
ttgggataag gctggattat tctgaghtcca agctaggecc trttgcraat catgttcata 1380
cctettatct tcctcccaca getectgygge aacgtgetgg tctgtgtact ggcccatcac 1440
tttggcaaag cacgtgagat ctgaattcgc cacc atg gaa gcc gtg atc aaa gt 1495
Met Glu Ala val Ile Lys va
1 S
atc agc age gec tygc aag acc tac tgc ggc aag atc agc CCC age aag 1543



aaa
LyS

atg
Met
40

gce
Ala

aaa
Lys

cag
Gln

aga
Arg

g9

12
gac
Asp

acce
Thr

acc
Ala

cct
Pro

agce
ser
200
gce
Ala

acc
Ala

Glu

ace
Ala

gag
280

gaa
Glu
25

agc
ser

gcc
Ala

acc
Thr

gt
va

gt
va
105

aga
Arg

gcc
Ala

agc
ser

acc
Thr

tct
Ser
185

aga
Arg

cca
Pro

tct
ser

&ty

gat
Asp
265

gt
va

10

atc
Ile

cCcC
Pro

ctg
Leu

tgg
Trp

acc
Thr
90

tct
ser

atc
Ile

aag
Lys

tygc
Cys

gee
Ala
170

ctyg
Leu

sty
2y

acc
Thr

cct
Pra
250

aca
Thr

8ty

agc
ser

agc
Ser

oly
75

agc
Ser

cce
Pro

gac
AsSp

atg
Met

tac
Tyr
155

tct
Ser

gcc
Ala

gcc
Ala

cct
Pro

&y
235

gce
Ala

gt
va

gce
Ala

gct
Ala

gac

cag
Gln
60

ctg
Leu

gag
Glu

cct
Pro

aag
Lys

gce
Ala
140
cac
His

acce
Ala

gag
Glu
gcc
220
ccc
Pro

tgg
Trp

cgg
Arg

cty
Leu

atg
Mat

ctg
Leu
45

agg
Arg

gt
va

cag
Gln

&y

oy
125

cct
Pro

tgt
Cys

cct
Pro

gt
va

cag
Gln
205

cty
Leu

cct
Pro

acc
Thr

acc
Thr

atg
Met
285
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ctg
Leu
30

tac
Tyr

gece
Ala

ctg
Leu

gce
Ala

cce
Pro
110

gag
Glu

gag
Glu

oty

cCct
Pro

ggc
190

cct
Pro

aca
Thr

gt
va

cct
Pro

aag
LyS
270

agc
Ser

15
tct
ser

age
ser

atg
Met

gga
Gly

Lys
5%

gag
Glu

gaa
Glu

gaa
Glu

acc
Thr

cct
Pro
175

gag
Glu

aga
Arg

gat
Asp

gt
va

cty
Leu
255

&ty

agc
Ser

o
Leu

ccc
Pro

gt
Va

gce
Ala
80

Lttt
Phe

tgt
Cys

gt
va

gcc
Ala

gcc
Ala
160

CcCt
Pro

cag
Gln

gag
Glu

tgg
Trp

gce
Ala
240

gaa
Glu

cty
Leu

cCcC
Pro

ctg
Leu

ety

cty
Leu
65

ctg
Leu

tgg
Trp

atc
Ile

oty

gcc
Ala
145

gt
Va

tac
Tyr

cag
GIn

gaa
Glu

gcc
Ala
225

atg
Met

cCcC
Pro

aga
Arg

ctg
Leu

50

caa
GIn

agc
ser
50

oty

aag
Lys

cty
Leu

gag
Glu

gag
Glu
130

acc
Thr

ety

gt
Va

oty

cct
Pro
210

aga
Arg

CCC
Pro

aag
Lys

agc
ser

ctg
Leu
290

bys
3%

tgg
Trp

aag
Lys

gee
Ala

gygc
Gly

aag
LyS
115

aca
Thr

cct
Pro

tgt
Cys

3ty

cag
Gln
195

&ty

gt
va

gt
Vva

cty
Leu

cCcC
Pro
275

cCcC
Pro

20

gaa
Glu

gat
AsSp

age
Ser

gce
Ala

cty
Leu
100

cCcc
Pro

acc
Thr

aag
Lys

aat
AsSn

agc
ser
180

oty

cac
His

<gg
Arg

gt
va

atc
Ile
260

atc
Ile

cac
H1s

ggc
Gly

cct
Pro

&ty

aga
Arg
85

&ty

gce
Ala

gt
va

acc
Thr
tot
Cys
165

3y

gac
AsSp

gct
Ala

gag
Glu

ate
Ile
245

acc
Thr

acc
Thr

gac
Asp

cty
Ley

atc
Ile

gag
Glu
70

gaa
Glu

afy

acc
Thr

cag
Glin

gt
va
150
gcc
Ala

cty
Leu

aat
Ash

&y
gaa

230

aag
LysS

€gg

Arg

atg
Met

gt
va

ctg
Leu

aca
Thr
35

cty
Leu

gaa
Glu

<gd
Ar
13

&ty

acc
Thr

tat
Tyr

ace
Thr

cag
Gln
215

cty
Leu

aca
Thr

cty
Leu

gee
Ala

acc
Thr
295

1391

1639

1687

1735

1783

1831

1879

1927

1975

2023

2071

2119

2167

2213

2263

2311

2359



aac
Asnh

gat
Asp

ctg
Leuw

&y
360

agce
Ser

ety

ttc
Phe

agc
ser

CCC
Pro
440

cct
Pro

cty
Leu

ctg
leu

oy

tac
Tyr
520

aga
Arg

aag
Lys

cty
Leu

gcc
Ala

cce
Pro

gac
As
34

cag
GlIn

gcce
Ala

cct
Pro

gcc
Ala

gce
Ala
425

gac
Asp

&ty

acc

Thr:

gt
va

&y
505

cag
Gln

tgc
Cys

g9
Arg

atg
Met

tag
Trp

aga
Ar
33
aga

Arg

gcce
Ala

ctg
Leu

tgg
Trp

aac
Asn
410

aga
Arg

atc
Ile

gag
Glu

gat
Asp

atg
Met
490

aga
Arg

gcc
Ala

cag
Gin

gat
Asp

aga
Arg

&1y
315

cac
His

cty
Leu

gct
Ala

cag
Gln

acc
Ala
395

cag
Arg

gce
Ala

cag
Gin

atc
Ile

cag
Gln
475

gcc
Ala

gcc
Ala

cag
Gln

cty
Leu

oty
55

gt
va
300

Vat

CCC
Pro

aag
Lys

ctg
Leu
gce
380
gat
Asp

cty
Leu

CcCC
Pro

cag
Gln

atc
Ile
460

&ty

gt
Va

aga
Arg

toc
Cys
tgt
Cys
540

aat
Asn

atc
Ile

cag
Gln

gcce
Ala

oy

<ty
Leu
365

ttc
Phe

atc
Ile

atc
Ile

gt
Va

ctg
Leu
445

aaa
Lys

att
Ile

gt
va

oty

cce
Pro
525

gac
Asp

cag
Gin
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cty
Leu

¢ty
Leu

aat
Asn

cty
Leu
350

agg
Arg

aga
Arg

ace
Thr

aag
Lys

atc
Ile
430

ate
Ile

tac
Tyr

gcce
Ala

aac
Asn

ctg
Leu
510

aag
Lys

oty

oy

&y

cag
GlIn

ggc
G?y
335
gcc

Ala

cct
Pro

gag
Glu

cag
Gln

gce
Ala
415
ate
Ile

aga
Arg

Vaf

gcc
Ala
aga
Arg
495
tyc
Cys

aag
LYS

atg
Met

cag
Gin

cct
Pro

aca
Thr
320
cag
GlIn

gac
Asp

ety

gt
va

¢ty
400

gt
Va

gac
Asp

gcce
Ala

ctg
Leu

gct
480

gag
Glu

tac
Tyr

cgg
Arg

oty

agg
Ar
560

gct
Ala
305

Vaf
aty
&y

gaa
Glu

gcc
Ala
385

cCcC
Pro

gag
Glu

tgc
Cys

gcc
Ala
gac
Asp
465
atg
Meat

agg
Arg

acc
Thr

aag
LysS

cac
His
545

CCC

g Pro

51

ccC
Pro

ate
Ile

aga
Arg

Met

ctyg
Leu
370

aga
Arg

agc
ser

&ty

ttc
Phe

cct
Pro
450

cgg
Arg

age
Ser

gac
Asp

tgt
Cys

tcc
Ser
530

aac
Ash

ety

tac
Tyr

gcce
Ala

&ty

Val
355

gt
Va

ctg
Leu

gag
Glu

agc
ser

<99
435

agc
Ser

cag
Gin

agc
Ser

sy

&ty
515

&y

gcc
Ala

aga
Arg

gce
Ala

gct
Ala

gag
Glu
340

&ty

gcc
Ala

gcc
Ala

agc
Ser

gat
Asp
420

cag
Gln

acc
Thr

aag
Lys

gcc
Ala

cag
Gin
500

agc
Ser

aac
Asn

aag
Lys

ety

cty
Leu

gcc
Ala
325

cgg
Arg

aat
Asn

atc
Ile

gag
alu

ttc
Phe
405

ctg
Leu

aag
Lys

cty
Leu

atc
Ile

atce
Ile
485

aca
Thr

cct
Pro

agc
ser

cag
Gln

ctg
Leu
565

12
310
acc
Thr

acc
Thr

cct
Pro

aca
Thr

cct
Pro
390
gt
va

cct
Pro

tce
ser

acc
Thr

gcce
Ala
470

cag
Glin

oty
ety

cgg
Arg

e
%

tct
ser

atg
Met

aga
Arg

aac
Asn

cag
GlIn

gce
Ala
375

gcc
Ala

gac
Asp

cct
Pro

cag
Gin

acc
Thr
455

cct
Pro

cct
Pro

tct
ser

cac
His
gag
535
g9
Arg

age
ser

2407
2455
2503
2551
2599
2647
2695
2743
2791
2839
2887
2935
2983
3031
3079
3127

3175



oty

atg
Met

Q?C
Gly
600
gac
Asp

gac
Asp

&ty

att
Ile

gtc
val
680

cta
Leu

acg
Thr

ctg
Leu

agc
ser
770

cccC
Pro

aga
Arg

atc
Ile

agc

cct

Pro

gaa
Glu
585
agc
ser

age
Ser

tgg
Trp

aly

aac
Asn
665

gct
Ala

Y

cta
Leu

t9g
Trp

caa
GIn

agc
ser
755
tac
Tyr

ttt
Phe

&ty

cct
Pro

atg

tag
Tr

570
cac
His

cac
His

&y

cct
Pro

atc
Ile
650

cga
Arg

atg
Met

ctc
Leu

cat
H1s

att
Ile

tta
Leu
740

toc
Cys

aga
Arg

ety

tag
Trp

cty
Leu
820

aac

cct

p Pro

aag
Lys

CCC
Pro

gee
Ala

gt
va
635

ccC
Pro

gac
Asp

gtt
val

cgc
Arg

ctg
Leu

gac
Asp
725

gt
va

t9g
Trp

ctyg
Leu

gcc
Ala

cce
Pro
805

gcc
Ala

aac

&ty

gac
Asp

gt
Va

gac
Asp
©20

Va

atg
Met

aga
Arg

ttg
Ley
700
gct
710

cag
Gln

gaa
Glu

aac
Asn

ctg
Leu

gt
va
790

ctg
Leu

gag
Glu

cag

cct
Pro

cag
Arg

aag
LYS
635
atc
Ile

gac

€4g
Arg

tcg
ser

g g
68%
aca

Thr

att
ITe

tgg
Trp

aaa
Lys

acc
Thr

cac
His
775

cag
Gln

atg
Met

cag
GIn

gcce
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gag
Glu

cCC
Pro
590

cag
Gln

.acc

Thr

ace
Thr

aag
LyS

ttg
Leu
670

agt
Ser

aat
Asn

ccg
Pro

cece
Pro

Glu

cce
Pro
760

gac
Asp

cag
GlIn

gt
va

gac
Asp

cca

cag
GIn
575

ctg
Leu

<gg
Arg

arc
Ile

ace
Ala

 {olnd
ser
655

gag
Glu

atc
Ile

tta
Leu

ctc
Leu

ctt
Leu

tta
Leu
745

gt
va

ctg
Leu

[1]e]
Gly

ctg
Lel

aga
Arg
825

gce

CCt
Pro

gt
va

age
ser

atc
Ile

aac
Asn
640

€g9
Arg

cga
Arg

cta
Leu

tag

aaa
Lys

cct
Pro
730

cag
Gln

ttc
Phe

<gg
Arg

gct
Ala

gac
Asp
810

gag
Glu

aga

gcc gtg agc ctg gcc atg acce
Ala val ser %gg Ala Met Thr

Cgc gtg atc ctg acc aac acc
Arg val Ile Leu Thr Asn Thr
595

gt? tac atc ace gce ctyg ¢ty
val Tyr ITe Thr Ala Leu Leu
610 615

agc gaa gag gac tgg ccc acc
Sser Glu Glu Asp Trp Pro Thr
625 630

cce cag atc cac g?c atc g?c
Pro G1n Ile His Gly Ile Gly
645

gat atg ata gag gt g?g gtt
Asp Met Ile g%g val Gly val

cce ¢ty ctc ¢tc tte cec gea
Pro Leu %gg Leu Phe Pro Ala

gga aga gat tgt ctg cag g?c
Gly Arg Asp Cys Leu Gln Gly

69 695
ggagggccac tgttctt act gtt
Thr val

705

tgg aag tca gac cgc acg cct
Trp Lys ser Asp Arg Thr Pro
715 720

Glu Lys Ley Val Ala Leu

735

tta g?c cac atc gag ccc agc
Leu Gly His ;;8 Glu Pro Ser

gtg atc aga aag gcc agc g?c
val Ile ?gg Lys Ala ser Gly

gce gtg aat goc aag ctg gt
Ala val Asn Ala Lys Leu Va
780 785

cct gtog ctg tct gec ctg cca
Pro Val Leu Ser Ala Leu Pro
795 800

ctg aag gac tgc ttc ttc agce
Leu Lys Asp Cys g?g Phe ser

gce tte gee tte ace ctg cct
Ala Phe Ala ggg Thr Leu Pro

cgg ttc cag tgg aag gtg ctg

52

gaa g?t aaa ctt gta gcg cta
Gly

3223

3271

3319

3367

3415

3463

3511

3559

3609

3657

3705

3753

3801

3849

3897

3945

3993

4041



Ser

cce
Pro
850

cag
Gln

cac
His

gaa
Glu

ace
Thr

Q?C
530

gag
Glu

ctg
Leu

cco
Pro

tga
Trp

acc
Thr
1010

ggt
?OgS

cag
Galn
1040

acc
Thr
1055

cty
Leu
1670

aaa
Lys
1085

Cto
Leu

val Asn
835

cag ggc
GIn G?y

gtg ctg
val Leu

tac atg
Tyr Met

gce gec
Ala Ala
900

atc agc
Ile ser
915

tac aag
Tyr Lys

cca aga
Fro Arg

cag tgg
Gln Trp

ttc tac
Phe Tyr
980

aac ctg
Asn Leu
995

act gcc
Thr Ala

gcec gt
Ala va

g?a ctg
Gly Leu

cag ¢cc
GIn Pro

ctg atc
Leu Ile

gag gt
Glu va

CCC Cty
Pro Leu

gaa
Glu
gac
AS

88

gga
aty

ccc
Pro

ctg
Leu

atc
Ile

ctg
Leu
965

gag
Glu

gat
Asp

gcc
Ala

gcc
Ala

agc
ser

acc
Thr

acce
Thr

gac
Asp

cct
Pro

Glin

ace
Thr

cce
Pro
870

gac
Asp

aaa
Lys

gac
Asp

&ty

gcc
Ala
950

agg
Arg

cag
Gln

atg
Met

ctg
Leu

aga
Arg

acc
Thr

aag
Lys

aag
Lys

atce
Ile

aag
Glu

Ala

e
%

ctg
Leu

ctg
Leu

gaa
Glu

aag
LyS

agc
Ser
935

acc
Thr

cca
Pro

ctg
Leu

aag
Lys

gaa
Glu
101

tgt
03

cac
His
104

gce
Ala
106

ctg
Lel
107

cty

Leu
109

3ty
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Pro Ala

840

agc c
Ser P

aga ¢
APg L

ctc ¢
Leu L

gtg a
val I
9

atc ¢
Ile G
920

acc t
Thr T

ctg t
Leu T

gcc ¢
Ala L

€99 9
Arg G
9

atg
1000

cgc
Arg
5

gaa
Glu
0

ccc
Pro
5

ttc
Phe
(]

cag
Arg
5

cty
Leu
0

atc
Ile

CC acc
ro Thr

tg aay
el Lys

tc gcc
eu Ala

Arg

Arg Phe Gln

845

860

875

890

T &f

05

ag agg
Tn Arg

at gt
yr va

gg gac
rp Asp

eu oty

gct tct agc
Ala Sser Sser

Tr

atc tgt cag ct
Ile Cys Gln

Le

cac ccc gee ct
His Pro Ala Le

p LY

g gt
v va

g9 cg
u Ar

cac ga

Hi

C acc ctg gaa ag
y Thr Leu Glu

gaa ccc ggc
Glu Pro G g va
92

gcc cct gt
Ala Pro va

940

955

970

Ty ser

85

atc cct ccc
Ile Pro Pro Ar

gac cct aat
Asp Pro Ash

Ar
91

gt

&t

gtg cag aaa ct
val Gln Lys

Le

ag

a
3
99

gcc tgg cgg gag atc
Met Ala Trp Arg Glu Ite Wva

tag
Trp

cag
Glin

aga
Arg

acc
Thr

gce
Ala

ctg
Leu

ctg
Leu

gat
Asp

aty

cCcC
Pro

gcc
Ala

agc
Ser

cca
Pro

¢ty
Leu

53

10

cca gca
Pro Ala
1020

gcc atc
Ala Ile
1035

tgc ctg
Cys Leu
1050

tgg ctg
Trp Leu
1065

gce gt
Ala va
- 1080

gce tge
Ala Cys
1095

gce ctg
Ala Leu

Q5

s As
89

a gc
Al

ca
Gl

C Cct
y Le

g gt
u va

act
g Le
97

g g¢
u Al
o

gt

s val

c gt
T va

Leu

oty
865

g atg ctg
g Met Leu
880

4]
5

a

c g?s ctg

C g?; ttc

Leu

Phe

g tac ctg
n Tyr Leu

g gt
uva

o 38

gcc
Ala
945

Ser

960

g atg g?c
U Met aly

5

€ <€g9g 9ag
a arg Glu

cag ctg tcc
GIn Leu ser

cag cca ctc

aln
&y

tgg
Trp

gaa
Giu

aga
Arg

ttt
Phe

aga
Arg

Pro

gt
va

ctg
Ley

gt
va
ace

Thr

aga
Arg

oly

Leu

cty
Leu

ttc
Phe

cty
Leu

ttcC
Phe

gag
Glu

Tttt
Phe

gaa
Glu

oty

agc
ser

acc
Thr

3y

gac
Asp

gcc
Ala

4089
4137
4185
4233
4281
4329
4377
4425
4473
as21
4566
4611
4656
4701
4746
4791

4836



1100

agc
G?y
1115
aga
Arg
1130

gt
va
1145

aag
Lys
1160

gaa
1175
gce

1190

gt
va
1205

gC
1250

gat
Asp
12358

€gg
Ar
1250
gt

va
1265

gce
Ala
1280

age
Ser
1295

cag
GlIn
1310

gt
va
1325

ttc
Phe
1340
acce

1355

aaqg
Lys

cCC
Pro

cct
Pro

gagc
Gly

atc
Ile

Vol

gt
va

cag
Glin

gce
Ala

agc
ser

gce
Ala

aag
Lys

aag
Lys

acc
Thr

aac
Asn

accCc
Thr
gt
va

atc
Ile

ctg
Leu

sty

at
va

gt
va

gce
Ala

acc
Thr

gaa
Glu

ctg
Leu

cac
His

gac
Asp

gac
Asp

gcce
Ala

tgt
Cys

cct
Pro

ctg
Leu

gat
Asp

cgad
Arg

cac
His

cce
Pro

gt
va

gac
Asp

atg
Met

gac
Asp

oty

tce
Ser

agc
ser

agc
ser

cty
Leu

tac
Cys

CCC
Pro

aga
Arg

GTu

acc
Thr

tcc
ser

gt
va

acc
Thr

gt
va

ctg
Leu

gct
Ala

agc
ser

gtc
val

cag
Glin

gag
Glu

cag
Glin

cac
His

aac
Ash

cac
His

sty

cce
Pro

gcc
Ala

1105

agc
Ser
1120

tcc
ser
1135

gt
Va
1150

tgg
Trp
1165

Q?C
Gly
1180
ctg

Leu
1195

dcc
1210

cct
Pro
1225

<g9
1240

gt
va
1255

gee
Ala
1270

aca
Thr
1285

atc
Ile
1300

tgt
Cgs
1315
cte

Leu
1330

cgg
Ar
1345
agc

ser
1360
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gac
Asp

cty
Leu

ttt
Phe

aga
Arg

gcc
Ala

ctg
Leu

agc
ser

age
Ser

cCC
Pro

ace
Thr

gee
Ala

agc
ser

aat
Asn

oty

atg
Met

tcC
sSer

acc
Thr

aaa
Lys

acc
Thr

gaa
Glu

tct
Ser

ctg
Leu

gt
Va

acc
Thr

gct
Ala

4%

tte
Phe

ctg
Lel

atg
Met

age
ser

cCct
Pro

gce
Ala

gcc
Ala

CcCC
Pro

gt
va

gac
Asp

&y

gt
va

tgg
Trp

gcc
Ala

gcc
Ala

ttc
Phe

caqg
Gln

cac
His

cag
Gln

gece
Ala

ctg
Leu

cct
Pro

atc
Ile

54

agc
ser

cgc
Arg

gee
Ala

CCcC
Pro

cag
Gln

cCcC
Pro

aag
Lys

gct
Ala

gct
Ala

ttc
Phe

gce
Ala

atc
Ila

cag
Glin

cct
Pro

cag
Gln

aga
Arg

gt
va

1110

atc
Ile
1125

gt
va
1140

agc
Ser
1155%

aga
Arg
1170

cag
GIn
1185

acc
Thr
1200

atg
Met
1215

gce
Ala
1230

gct
Ala
1245

acc
Thr
1260

tac
Tyr
1275

g?c
Gly
1290
gce
1305

gct
Ala
1320

atc
Ile
1335

agc

ser
1350

gt
va
1365

ttc
Phe

acc
Thr

agc
Ser

tag
Trp

ctg
Leu

acc
Thr

ctg
Leu

ttc
Phe

gt
va

gag
Glu

cCcC
Fro

cCcc
Pro

aga
Arg

ctg
Leu

tgg
Trp

tgg
Trp

Thr

gat
Asp

gat
Asp

agc
Ser

gag
Glu

gaa
Glu

CCC
Pro

ctg
Leu

atc
Ile

ctyg
Leu

ggc
Giy

ctyg
Leu

aga
Arg

gaa
Glu

gaa
Glu

cag
Gln
cty

Leu

cag
Gln

atc
Ile

cac
His

acc
Thr

atc
Ile

gcc
Ala

acc
Thr

aag
Lys

cty
Leu

cac
His

aac
Asn

aga
Arg

gec
Ala

gt
va

gcc
Ala

acc
Thr

gcc
Ala

cac
His

gce
Ala

cct
Pro

cac
His

ada
Lys

aga
Arg

aac
Asn

atg
Met

gaa
Glu

gt
va

gac
Asp

gag
Glu

ctg
Leu

gt
va

aty

gac
Asp

gt
va

aly

4881

4926

4971

5016

5061

5106

5151

5196

5241

5286

5331

5376

5421

5466

5511

5556

5601



aga
Arg
1370

gec
Ala
1385

tgc
Cys
1400
att

Ile
1415

atg
Met
1430

crg
Leu
1445

cag
GlIn
1460

gag
Glu
1475

cct
Pro
1490

aca
Thr
1505

oty
1520

gt
va
1535

gt
Va
1550

gac
Asp
1565

aca
Thr
1580

gce
Ala
1595

ctagagggcc cgtttaaacc cgctgatcag cctcgactgt gecttctagt tgccagecat
ctgttgtttg cccctcccco gtgecttcct tgaccctgga aggtgccact cccactgtcc

gt
va

gt
va

ttc
Phe

gct
Ala

gt
va

gcc
Ala

Ay

cgg
Arg

acc
Thr

sty

tac
Tyr

CCC
Pro

acc
Thr

tgq
Trp

gcc
Ala

aat
Asn

aca
Thr

cty
Let

acc
Thr

cac
His

gag
Glu

dad
Glu

gag
Glu

&ly

gt
Va

gag
Glu

gcce
Ala

agc
Ser

aag
Lys

atc
Ile

agc
Ser

gag
Glu

tct
Ser

&ty

age
ser

acc
Thr

aga
Arg

3ty

ctg
Leu

gag
Glu

ctg
Leu

tg9

Trp

gct
Ala

<gg
Atg

aag
Lys

cct
Pro

aac
Asn

age
ser

vt

aga
Arg

<gg
Arg

ace
Thr

gcc
Ala

gac
Asp

ctg
Leu

aac
Asn

aca
Thr

gag
Glu

gtc
val

aaa
Lys

gac
Asp

tgg
Trp

aag
Lys

tga

gcc
Ala
1375

ccC
Pro
1390

tcc
ser
1405

ggc
oy,

aac
Asn
1435

&ty
1450

gcce
Ala
1465

acc
Thr
1480

gag
Glu
1495

aag
Lys
1510
aag

Lys
1525

gt
va
1540

gag
Glu
1555

gag

Glu
1570

cag
Gln
1585

gaattctgca gatatccagc acagtggcgyg ccgetcgagt
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gcc
Ala

aag
Lys

acc
Thr

atc
Ile

agg
Arg

ttcC
Phe

aag
Lys

aag
Lys

oty
&

aac
Asn

aag
LysS

ace
Ala

gac
Asp

gaa
Glu

cag
Gln

gce
ala

aga
Arg

cca
Pro

ctyg
Leu

atg
Met

gcce
Ala

acc
Thr

ccC
Pro

tgg
Trp

cad
Arg

cCcC
Fro

tce
Ser

gag
Glu

aga
Arg

cac
His

atc
Ile

gaa
Glu

oty

ctg
Leu

aag
Lys

atg
Met

CCC
Pro

CCC
Pro

dac
Asn

gac
Asp

gac
Asp

CCC
Pro

cag
G1ln

cCe
Pro

55

cac
His

aag
Lys

tog
Trp

aat
Asn

aag
Lys

<99
Arg

tac
Tyr

gt
va

gt
va

gt
va

acc
Thr

gt
va

ctc
Leu

gaa
Glu

3ty

tgg
Trp
1380

acc
Thr
1395

cty
Leu
1410

agt
Ser
1425

gac
Asp
1440

atc
Ile
1455

gcc
Ala
1470

cag
GIn
1485

aag
Lys
1?00
cty

Leu
1515

gac
Asp
1530

ace
Thr
1545

Tttt
Phe
1560

g C
1575

gag
Glu
1590

Ala

gac
Asp

gce
Ala

cag
Gln

aag
Lys

cCC
Pro

ctg
Leu

aag
Lys

atc
Ile

gt
Va

ada
Lys

cag
GlIn

gcce
Ala

ctg
Leu

gac
AsSp

aca
Thr

aac
Asn

aga
Arg

3ty

atc
Ile

acc
Ala

aac
ASn

cac
His

<gg
ArgQ

tgo
Trp

gt
va

aaa
Lys

oty

cag
Gln

acc
Thr

gcc
Ala

&y

tgg
Trp

cag
GIn

<gg
Arg

agc
ser

cac
His

tgg
Trp

atc
Ile

atc
Ile

gac
Asp

atc
Ile

&y

ctg
Leu

att
Ile

agc
Ser

oty

gce
Ala

gt
va

aaa
Lys

ttc
Phe

cag
Arg

gag
Glu

aga
Arg

tgg
Trp

gaa
Glu

age
Ser

gag
Glu

gce
Ala

5646

5691

5736

5781

5826

5871

5916

5961

6006

6051

6096

6141

6186

6231

6276

6331

6391
6451



tttcctaata

ggggtggggt
gggatgcggt
atccccacgc
tgaccgctac
tcgccacgtt
gattragtgc
gtgggccatc
atagtggact
atttataagg
aatttaacgc
ctccccagca
aaagtcccca
aaccatagtc
ttctecgecce
ctctgagcta
gctcccggga
tcgeatgatt
attcggcetat
gtcagcgcag
actgcaggac
tgtgctcgac
gcaggatctce
aatgcggcgg
tcgcatcgag
cgaagagcat
cgacggcgag
aaatggccgce
ggacatagcg
cttecctegtyg
tcttgacgag
aacctgccat
atcgttttcc
ttcgcccacc

acaaatttca

aaatgaggaa
ggggcaggac
gggctctatg
gccctgtage
acttgccage
caccggcttt
tttacggcac
gccctgatag
cttgttccaa
gattttyccg
gaattaattc
ggcagaagta
ggcteccceag
ccgeccctaa
catggctgac
ttccagaagt
gcttgtatat
gaacaagatg
gactgggcac
gygcgcccgg
gaggcagcgc
gttgtcactg
ctgtcatctc
ctgcatacac
cgagcacgta
caggggcteg
gatctcgteg
ttttctggat
ttggctaccce
ctttacggta
ttcttctoag
cacgagattt
gggacgccgg
ccaacttgtt

caaataaagc
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attgcatcge
agcaagggay
gcttetgagy
ggcgcattaa
gccctagege
ccecgtcaag
ctcgacccca
acggtttttc
actggaacaa
atttcggect
tgtggaatgt
tgcaaagcat
caggcagaag
ctccgeccat
taatttettt
agtgaggagg
ccattttcgg
gattgcacgc
aacagacaat
ttctttttot
ggctatcgty
aagcgggaag
accttgctcc
ttgatccggc
ctcggatgga
cgccagecga
tgacccatygg
tcatcgactg
gtgatattgc
tcgccgetece
cgggactctg
cgattccace
ctggatgatc
tattgcagct
atttttttca

attgtctgag
aggattggga
cggaaagaac
g€gcgygcyga
ccgctecttt
ctctaaatcg
aaaaacttga
gccctttgac
cactcaaccc
attggttaaa
gtgtcagtta
gcatctcaat
tatgcaaagc
ccegececta
tatttatgca
cttttttgga
atctgatcaa
aggttctccyg
cggctyctet
caagaccgac
gctggccacyg
ggactggctg
tgccgagaaa
tacctgceca
agccggtett
actgttcgcc
cgatgcctge
tggccggctg
tgaagagctt
cgattcgcag
gggttcgaaa
gccygeettet
ctccagegeg
tataatggtt
ctgcattcta

56

taggtgtcat
agacaatagc
cagctggaoc
tgtggtggtt
Cgctrttcttc
gaggctccct
ttagggtgat
gttogagtcc
tatctcggtc
aaatgagetg
gogtgtggaa
tagtcagcaa
atgcatctca
actccgecca
gaggccgagy
ggcctaggct
gagacaggat
gccgcttggg
gatgccgccy
ctgtccggto
acgggegttc
ctattgggcy
gtatccatca
ttcgaccacc
gtcgatcagg
aggctcaagyg
ttgccgaata
ggtgrggcygg
ggcggcgaat
cgcatcgect
tgaccgacca
atgaaagygtt
gggatctcat
acaaataaag

gttgtggttt

tctattctygg
aggcatgctg
tctagggggt
acgcgcageg
cctrtcctttc
ttagggttcc
ggttcacgta
acgttcttta
tattctittg
atttaacaaa
agtccccagyg
ccaggtgtgy
attagtcagc
gttccgecca
ccgectetge
tttgcaaaaa
gaggatcgtt
tdgagaggct
tgttccygget
ccctgaatga
cttgcgcage
aagtgccggg
tggctgatgc
aagcgaaaca
atgatctgga
cgcgeatgec
tcatggtgga
accgctatca
gggctgaceg
tctatcgect
agcgacgccc
gggcttcgga
gctgoagttc
caatagcatc

gtccaaactc

6511
6571
6631
6691
6751
6811
6871
6931
6991
7051
7111
7171
7231
7291
7351
7411
7471
7531
7591
7651
7711
7771
7831
7891
7951
8011
8071
8131
8191
8251
8311
8371
8431
8491
8551



atcaatgtat
tggtcatagce
gccggaagca
gcgttgeget
arcggccaac
actgactcgc
gtaatacggt
cagcaaaagg
cccectgacg
ctataaagat
ctgccgctta
agctecacgct
cacgaacccc
aacccggtaa
gcgaggtatyg
agaagaacag
ggtagctctt
cagattacgc
gacgctcagrt
atcttcacct
gagtaaactt
tgtctatttc
gagggcttac
ccagatttat
actttatccyg
ccagttaata
tcgttitggta
cccatgttgt
ttggccgcag
ccatccgtaa
tgtatgcgoc
agcagaactt
atcttaccgce

gcatctttta

cttatcatgt
tgtttectat
taaagtgtaa
cactgcccge
gcgcggggag
tgcgctegot
tatccacaga
ccaggaaccy
agcatcacaa
accaggcgtt
ccggataccet
gtaggtatct
ccgttcaqacc
gacacgactt
taggcggtgc
tatttggtat
gatccggcaa
gcagaaaaaa
ggaacgaaaa
agatcctttt
ggtctgacag
gttcatccat
catctggcece
cagcaataaa
cctecateca
gtttgcgcaa
tggcttcatt
gcaaaaaagc
tgttatcact
gatgcrrttc
gaccgagttg
taaaagtgct
tgttgagatc

Clttcaccag
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ctgtataccg
gtgaaattgt
agcctagggt
tttccagteg
aggcggtitg
cgttcgactg
atcaggggat
taaaaaggec
aaatcgacgc
tccecctgga
gtccgecttt
cagttcggty
cgaccgctac
atcgccactg
tacagagttce
ctgcgctctyg
acaaaccacc
aggatctcaa
ctcacgttaa
aaattaaaaa
ttaccaatgc
agttgcctga
cagtgctgca
ccagcecagec
gtctattaat
cgttgrtgcc
cagctecyggt
ggttagctec
catgatrtatg
tgtgactggt
ctcttgeeeg
catcattgga
cégttcgatg
cgtttctggg

tcgacctcta
tatccgecteca
gcctaatgag
ggaaacctygt
cgtattgggc
cggcgagcag
aacgcaggaa
gcgttgetgg
tcaagtcaga
agctcectcyg
ctcccttcgg
taggtcgttc
gccttatecg
gcagcageca
ttgaagtgyt
ctgaagccag
gcrggtageg
gaagatcctt
gggattttyg
tgaagtttta
ttaatcagtg
ctcceegteyg
atgataccgc
ggaaggygccy
tgttgccgag
attgctacag
tccraacgat
ttcggtcetce
gcagcactgce
gagtactcaa
gcgtcaatac
aaacgttctt
taacccactc

tgagcaaaaa

57

gctagagcett
caattccaca
tgagctaact
cgtgccaget
gctcttccge
tatcagctca
agaacatgtg
cgtttttcca
ggtggcgaaa
tgcgctctcc
gaagcgrgge
gctccaaget
gtaactatcyg
ctggtaacag
ggcctaacta
ttaccttcgg
grtttegt
tgatctttic
tcatgagatt
aatcaatcta
aggcacctat
tgtagataac
gagacccacg
agcgcagaag
aagctagagt
gcatcgtggt
caaggcgagt
cgatcgttgt
ataattctct
Ccaagtcartt
gggataatac
cggggcgaaa
gtgcacccaa

caggaaggca

ggcgtaatca
caacatacga
cacattaatt
gcattaatga
ttcctegetce
ctcaaaggcy
agcaaaagoc
taggctccoc
cccgacagga
tgttccgace
gcttictcat
gggcrgtgty
tcttgagtcc
gattagcaga
cggctacact
aaaaagagtt
ttgcaagcag
tacggggtct
atcaaaaagg
aagtatatat
ctcagcgatc
tacgatacgg
ctcaccggct
Tggtcctaca
aagtagttcyg
gtcacgceteg
tacatgatcc
cagaagtaag
tactgtcatg
ctyagaatag
cgcgccacat
actctcaagg
ctgatcttca

aaatgcegea

8611
B671
8731
8791
8851
8911
8971
9031
2091
9151
9211
9271
9331
9391
9451
9511
9571
9631
9691
9751
9811
9871
9931
9991
10051
10111
10171
10231
10291
10351
10411
10471
10531
10591
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aaaaagggaa taagggcgac acggaaatgt tgaatactca tactcttcct ttttcaatat

tattgaagca tttatcaggg ttattgtctc atgageggat acatattitga atgtatttag

aaaaataaac aaataggggt tccgcgcaca tttecccgaa aagtgccace tgacgte

<210> 15
<211> 703
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién sintética

<400> 15

Met Glu Ala

1

Gly

Leu

Gly

Leu

65

Leu

Trp

Ile

Gly

Ala

145

val

Tyr

Glin

Lys

Gln

Ser

50

Gly

Lys

Leu

Glu

Glu

130

Thr

Gly

val

Gly

Ile

Lys

35

Trp

Lys

Ala

Gly

Pro

Cys

Gly

Gln
195

val

Ser

20

Glu

AsSp

Ser

Ala

Leu

100

Pro

Thr

LysS

Asn

Ser

180

Gly

ITe

Pro

Gly

Pro

Gly

Arg

85

Gly

Ala

val

The

Cys

Gly

ASp

Lys

Ser

Leu

Ile

Glu

70

Glu

Gly

Thr

Gln

val

150

Ala

Leu

ASn

val

Lys

Leu

Thr

35

Leu

Glu

Gly

Glu

Arg

Ile

Lys

Met

40

Ala

Lys

Gln

Arg

Asp

Gly Thr

Thr

Tyr

Thr

Ala

Pro

ser
200

58

Ser

Glu

25

Ser

Ala

Thr

val

val

105

Arg

Ala

ser

Thr

ser

185

Arg

sSer

10

Ile

Pro

Leu

Trp

Thr

90

ser

Ile

Lys

cys

Ala

170

Leu

Gly

Ala

Gly

Ser

Ser

Gly

75

ser

Pro

Asp

Met

Tyr

155

Ser

Ala

Ala

Cys

Ala

Asp

GlIn

60

Leu

Glu

Pro

Lys

Ala

140

His

Ala

Gly

Glu

Lys

Met

Leu

45

Arg

val

GlIn

Gly

Gly

Pro

cys

Pro

val

Gln
205

Thr

Leu

30

Tyr

Ala

Leu

Ala

Pro

110

Glu

Glu

Gly

Pro

Gly

Pro

Tyt
18

Ser
Ser
Met
Gly
Lys
5

Glu
Glu
Glu
Thr
Pro
175

Glu

Arg

10651
10711
10768

Cys

Leu

Pro

val

Ala

80

Phe

Cys

val

Ala

Ala

160

Pro

Glin.

Glu



Glu
Ala
225
Met
Pro
Arg
Leu
Ala
305
val
Gly
Gly
Glu
Ala
385
Pro
Glu

Cys

Ala

Pro

210

Arg

Pro

Lys

Ser

Leu

290

Pro

Ile

Arg

Met

Leu

370

Arg

Ser

Gly

Phe

Pro

450

Arg

ser

Gly

val

val

Leu

Pro

275

Pro

Tyr

Ala

Gly

val

355

val

Leu

Glu

Ser

Ser

Gln

sSer

His

Arg

val

Ile

260

Ile

His

Ala

Ala

Glu

340

Gly

Ala

Ala

ser

420

GlIn

Thr

Lys

Ala

Ala

Glu

Ile

245

Thr

Thr

ASp

Leu

Ala

Arg

Asn

Ile

Glu

Phe

405

Leu

Lys

Leu

Ile

Ile

ES 2534440 T3

Gly

Glu

Lys

Arg

Met

val

Trp

310

Thr

Thr

Pro

Thr

Pro

390

val

Pro

Ser

Thr

Ala

470

Gln

Gln
215
Leu
Thr
Leu
Ala
Thr
295
Met
Arg
Asn
Gln
Ala
375
Ala
AsSp
Pro
Gln
Thr
455

Pro

Pro

Ala

Ala

Glu

Ala

Glu

280

Ash

ASp

Asp

Leu

Gly

360

Ser

Gly

Phe

Ser

Pro

440

Pro

Leu

Leu

59

Pro
Ser
Gly
Asp
265
val
Leu
Ala
Pro
AS

34

Glin
Ala
Pro
Ala
Ala
425
Asp
Gly

Thr

val

Gly

Thr

Pro

250

Thr

Glu

Met

Trp

Ar

33

Arg

Ala

Leu

Trp

Asn

410

Arg

Ile

Glu

Asp

Met

Pro

val

Ala

Arg

Gly

His

Leu

Ala

Gln

Ala

Arg

Ala

GIn

Ile

Gln

475

Ala

Ala

220

Pro

Trp

Arg

Leu

val

300

val

Pro

Lys

Leu

Ala

380

Asp

Leu

Pro

GlIn

Ile

460

Gly

val

Leu

Pro

Thr

Thr

Met

285

Ile

GIn

Ala

Gly

Leu

365

Phe

Ile

Ile

val

Leu

445

Lys

Ile

val

Thr

val

Pro

Leu

Leu

Asn

Leu

350

Arg

Arg

Thr

LyS

Ile

430

Ile

Tyr

Ala

Asn

Asp
val
Leu
255
Gly
Ser
Gly
Gln
Gly
Ala
Pro
Glu
GlIn
o
Ile
Arg
val

Ala

Arg

Trp
Ala
240
Glu
Leu
Pro
Pro
Thr
320
Gln
Asp
Gly
val
Gly
400
val
Asp
Ala
Leu
Ala

480

Glu



10

Arg

Thr

Lys

His

545

Pro

Ala

Arg

val

Ser

625

Pro

Asp

Pro

Gly

<210> 16
<211> 895
<212> PRT

Asp

cys

sSer

530

Asn

Gly

val

val

Gln

Met

Leu

Gly
Gly
Gly
Ala
Arg
Ser
5
Ile
Glu
Ile
Ile
Leu
675

Asp

<213> Secuencia artificial

<220>

Gln

500

ser

Asn

Lys

Gly

Leu

580

Leu

Thr

Asp

His

Glu

660

Leu

Cys

<223> Construccién sintética

<400> 16

485

Thr

Pro

sSer

Gln

L.eu

565

Ala

Thr

Ala

Trp

Phe

Leu

ES 2534440 T3

Gly

Gly

Arg

Cys

550

ser

Met

Asn

Leu

Pro

630

Ile

Gly

Pro

Gin

ser

His

Glu

535

Arg

ser

Thr

Thr

Leu

615

Thr

Gly

val

Ala

Gly
TYr
520
Arg

Lys

Gly

Met

ASp

Asp

Gly

Ile

val

680

Leu

Gly

GlIn

Cys

Arg

Pro

Glu

583

ser

ser

Trp

Gly

Asn

665

Ala

Gly

490

Arg

Ala

Gln

AsSp

His

Gly

Pro

Ile

650

Arg

Met

Leu

Ala
GlIn
Leu
Gly
5

Pro
Lys
Pro
Ala
val
635
Pro
Asp

val

Arg

Arg

Cys

Cys

540

Ash

Gly

AsSp

val

Met

Gly

Arg

Leu
700

Gly
Pro
525
Asp

Gln

Pro

Arg.

Asp

Arg

ser

Gly

Thr

Leu
510
Lys
Gly
Gly
Glu
Pro
590
Gln
Thr
Thr
Lys
Leu
670

Ser

Asn

495

Cys

Lys

Met

Gln

Gin

575

Leu

Arg

Ile

Ala

sSer

655

Glu

Ile

Leu

Tyr

Arg

Gly

Arg

560

Pro

val

Ser

Ile

Asn

640

Arg

Arg

Leu

Thr val Ala Leu His Leu Ala Ile Pro Leu Lys Trp Lys Ser Asp Arg
1 5 10 15

60



Thr
Ala
Pro
ser
65

Leu
Leu
F;he
Leu
)
val
Met
Gly
Gly
Tyr
val
Gly

Met

Arg

Pro

Leu

ser

50

Gly

val

Pro

Ser

Pro

130

Leu

Gly

Leu

Leu

Phe

210

Leu

Ala

ser

Gly

Glu

val

Thr

35

Leu

ser

Pro

Arg

Ile

115

Ser

Prro

Gln

His

Thr

Gly

Glu

Leu

Pro

275

Trp

Trp

20

Gln

ser

Tyr

Phe

Pro

val

Gin

val

Tyr

180

Ala

Ile

Tyr

Pro

GIn

260

Phe

Asn

Ile
Ley
Cys
Arg
Gly
85

Trp
Leu
Asn
Gly
Leu
165
Met
A_'la
Ser
Lys
Arg
245
Trp

Tyr

Leu

ES 2534440 T3

Asp

val

Trp

Leu

70

Ala

Pro

Ala

Asn

Met

150

Glu

Asp

Gly

Pro

Leu

230

Ile

Leu

Glu

Asp

Gln

Glu

Asn

55

Leu

val

Leu

Glu

Gin

135

Thr

Pro

AsSp

Lys

Asp

Gly

Ala

Arg

Gln

Mat

Trp

Lys

40

Thr

His

Gln

Met

Gln

120

Ala

Cys

Leu

Leu

Glu

200

Lys

Ser

Thr

Pro

Leu’

280

Lys

61

Pro
25

Glu
Pro
Asp
Gln
val
105
AsSp
Pro
sar
Arg
Leu
185
val
Ile
Thr
Leu
Ala
265

Arg

Met

Leu
Leu
val
Leu
Gly
90

Leu
Arg
Ala
Fro
Leu
170
Leu
Ile
Gln
Tyr
250
Leu

Gly

Ala

Pro
Gln
Phe
Arg
75

aAla
Asp
Glu
Arg
Thr
155
Lys
Ala
Gly
Arg
val
235
Asp
Gly

Ser

Trp

Glu
Leu
val
60

Ala
Pro

Leu

.A'Ia

His

Ala

Thr

Glu

220

Ala

val

Ile

AsSp

Arg

Gly

Gly

45

Ile

val

val

Lys

Phe

125

Phe

Cys

Pro

Ser

Leu

205

Pro

Pro

GIn

Pro

Pro
285

Glu

Arg

Asn

Leu

Gln

GIn

Ala

Ser

190

Glu

Gly

val

LYS

Pro

270

Asn

Ile

Leu

Ile

Lys

Ala

Ser-

95

Cys

Phe

Trp

Leu

Leu

175

His

Arg

val

Gly

Leu

255

Arg

Glu

val

val
Glu
Ala
LysS
80

Ala
Phe
‘i’hr
Lys
val
160
Arg
Asp
Ala
GIn
Leu
240
val
Leu

Ata

GIn



Leu

305

Glu

Gln

GlIn

Ile

Asp

383

Glu

ser

Leu

Thr

Gly

Gln

Thr

Leu

Ile

His

545

ASp

290

Ser

Gly

Gly

Pro

Thr

370

Ile

Gly

AsSp

Lys

Pro

Gln

Thr

Leu

Leu

530

val

val

Thr

Ala

Leu

Thr

355

Lys

Leu

Ile

Thr

val

435

Ala

Arg

Leu

Pro

Lys

515

Glu

Arg

Ala

Thr

val

Ser

340

Lys

Leu

Leu

Leu

Pro

420

Arg

ser

Trp

Glu

Thr

500

Met

Asp

ser

Asp

Ala

Ala

325

Thr

Ala

Arg

Leu

Leu

405

Ser

val

ser

Galu

Ala

485

Asn

Gly

ala

His

Ser
565

ES 2534440 T3

Ala

310

Arg

His

Phe

Ala

Pro

390

Ala

¢

Ile

Thr

ser

Ile

470

Arg

val

GlIn

Leu

ser

550

Gln

295

Leu

Cys

Pro

Thr

Ser

Ala

Leu

Phe

Asp

Thr

455

Lys

Ala

val

Glu

Ser

535

Glu

Ala

Glu

Glu

Arg

Ala

360

Ala

Cys

Arg

Asp

His

440

His

Glu

val

Thr

G)

52

Gin

val

Thr

62

Arg

GlIn

Pro

345

Trp

val

Phe

Gly

Ile

Pro
Lys
Ile
Ala
AS

50

val
Arg
Pro

Phe

Trp

Gly

330

Cys

Leu

Arg

Arg

Phe

410

Ala

val

Gly

val

Met

490

Ser

Pro

ser

Gly

GlIn
570

AS

31

Ala

Leu

Glu

Thr

Glu

395

Ala

Arg

Pro

val

Asp

Ala

Ala

Ser

Ala

Phe

355

Ala

300

Pro

Ile

Trp

val

Phe

380

Asp

Gly

Pro

Gly

val

460

Leu

Leu

Phe

Thr

Met

540

Phe

Tyr

Ala

Gly

Leu

Leu

365

Gly

Leu

Lys

Leu

Pro

445

val

Gly

Leu

val

Ala

525

Ala

Thr

Pro

aln
val
Phe
350
Thr
Lys
Pro
Ile
His
430
Thr
Trp
Ala
Leu
Ala

510

A'Ia

Ala

Glu

Leu

Pro

Leu

335

Ser

Leu

Glu

Leu

Arg

val

val

Arg

Ser

Lys

Ala

val

Gly

Arg
575

Leu

320

Gly

Thr

Leu

val

Pro

400

Ser

ser

Phe

Glu

val

480

Pro

Met

Phe

Leu

Asn

560

Glu



Ala
LysS

Cys

Ser
Ala
Ala
Glu
705
Asn
Asp
Pro
Asn
Tr

78

Glu

Gly

Pro

LyS

Ala

Pro

610

Gly

Arg

Ser

GlIn

Ile

690

Trp

ser

Lys

Ala

His

770

Arg

Thr

Tyr

ser

Asp

395

His

Leu

Met

Ala

His

675

Lys

Leu

GlIn

Ile

ser

755

fhe

Pro

Gly

Ala

Arg

Leu

580

Asn

Cys

Gly

Ala

Ile

660

His

Thr

Ala

Gly

Arg

740

Lys

Glu

Thr

Glu

Ala

820

Lys

His

Ile

Asn

Pro

Pro

645

val

Trp

Asp

Arg

GIn

725

val

GlIn

Arg

val

T

80

val

val

ES 2534440 T3

Thre

ser

ser

Leu

630

Arg

val

Ala

Asn

Trp

710

Ala

Leu

Gly

Gly

Leu

790

Glu

Lys

Lys

Ala

Met

Ala

615

Gln

ser

Thr

Thr

Gly

Gly

Met

Ala

Glu

Glu

775

Thr

Lys

Asn

Pro

Leu
GlIn
600
Pro
Ile
Trp
GIn
Ala
680
Ser
Ile
val
Glu
Leu
760
Asn
Glu
Gly

Arg

Asp
840

63

His

585

Glin

Ala

Trp

Leu

His

665

Ile

Cys

Ala

Glu

Gly

Leu

Thr

Gly

Trp

Asp

825

val

Ile

Ala

Leu

Gl n'

Ala

650

Gly

Ala

phe

His

Arg

730

Asp

Ala

Lys

Pro

Asn

810

Thr

Thr

Gly

Arg

Glu

Thr

635

val

Arg

val

Thr

Thr
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Lys Lys Asp Glu Ala Ser Pro Leu Phe Ala Gly Ile Ser Asp Trp Ile
8?0 855 860

Pro Trp Glu Asp Glu GIn Glu Gly Leu GIn Gly Glu Thr Ala Ser Asn
865 870 875 880

Lys GIn Glu Arg Pro Gly Glu Asp Thr Leu Ala Ala Asn Glu Ser
885 890 895
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REIVINDICACIONES

1. ARN retroviral con una zona 5' que presenta una region R y una regién U5 del Virus de la Leucosis/Sarcoma Aviar
(ASLV) y dispuesto en 3' con respecto a esto un sitio de unién de cebador (PBS), una sefial de empaquetamiento
(y), un casete de expresién, una region U3 3'y una regién R, caracterizado por que la region U3 3' presenta una
secuencia de nucleotidos correspondiente a la SEC ID N°: 1, de la cual estan delecionados al menos los nucleétidos
N¢ 28 hasta el N2 186 inclusive, por lo que se elimina la actividad promotora y potenciadora de la regién U3 3'y por
que no estan contenidas secuencias de acido nucleico que codifiquen al menos en parte proteinas estructurales
virales o un sitio donador de empalme (SD).

2. ARN retroviral de acuerdo con la reivindicaciéon 1, caracterizado por que en 3' para la delecion esta dispuesta
una secuencia de poliadenilacion.

3. ARN retroviral de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la regiéon U3 3'
presenta una secuencia de nucledtidos correspondiente a la SEC ID N°: 1 y adicionalmente los nucleétidos N° 200 a
N¢ 206 estan mutados en una subsecuencia que no es una caja TATA.

4. ARN retroviral de acuerdo con la reivindicacion 3, caracterizado por que los nucleétidos N° 200 a N°® 206 estan
mutados en una secuencia TGTCTAA.

5. ARN retroviral de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que en la regién U3 3'
adicionalmente el nucleétido N¢ 187 esta mutado en C y el nucledtido N° 189, en T.

6. ARN retroviral de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la regiéon U3 3'
presenta una secuencia de nucleétidos correspondiente a la SEC ID N2 1, de la cual estan delecionados
adicionalmente los nucledtidos N® 187 a N° 202.

7. ARN retroviral de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la region U3 3'
presenta una secuencia correspondiente a las SEC ID N¢: 2, SEC ID N2: 3 o SEC ID N 4 o esta compuesta de las
mismas.

8. ARN retroviral de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la regiéon U3 3'
inclusive la regién R 3' presenta una secuencia correspondiente a los nucle6tidos N° 3282 a N° 3372 de la SEC ID
N2 5, una secuencia correspondiente a los nucleétidos N? 3282 a N® 3356 de la SEC ID N2 7 o una secuencia
correspondiente a los nucledtidos N® 3282 a N2 3372 de la SEC ID N2: 9 o esta compuesta de las mismas.

9. ARN retroviral de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la delecion de la
region U3 3' esta sustituida por una inserciéon con una secuencia de nucleétidos que no presenta ninguna secuencia
promotora o potenciadora.

10. ARN retroviral de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la region U3 3'
presenta una secuencia de acido nucleico insertada que codifica miARN, ARNhc, un potenciador de la
poliadenilacion, aislador y/o secuencia de reconocimiento para una ADN-recombinasa.

11. ARN retroviral de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que el casete de
expresion presenta de 5' a 3' un promotor, una secuencia de acido nucleico que codifica un transgén y un elemento
regulador post-transcripcional (PRE).

12. ARN retroviral de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la secuencia de
acido nucleico que esta dispuesta en 5' limitando con el promotor codifica de 5" a 3' un elemento R, limitando
directamente con esto un elemento U5 y una senal de empaquetamiento.

13. ARN retroviral de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 11, caracterizado por que la secuencia de &cido
nucleico que esta dispuesta en 5' con respecto al casete de expresion presenta la secuencia de los nucleétidos N®
922 a 1292 de la SEC ID N2: 5 o0 esta compuesta de la misma.

14. ARN retroviral de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la region U3 3'
presenta un sitio de ataque de integrasa en los nucleétidos 1-25 asi como una sefial de poliA.

15. ADN con un elemento promotor que esta dispuesto funcionalmente en 5' con respecto a una secuencia de
nucleétidos que codifica un ARN retroviral de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores.

16. ADN de acuerdo con la reivindicacién 15, caracterizado por que la secuencia de nucleétidos que codifica ARN
retroviral presenta una regiéon R 5' y una regién U5 5' con una secuencia correspondiente a los nucleotidos N® 922 a
1022 de la SEC ID N%: 5 y en 3' con respecto a esto una LTR 3' con una secuencia correspondiente a los nucleétidos
N¢ 3282 a 3452 de la SEC ID N%: 5 o con una secuencia correspondiente a los nucleétidos N° 3282 a 3436 de la
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SEC ID N2: 7 o con una secuencia correspondiente a los nucleotidos N? 3282 a 3452 de la SEC ID N2: 9.

17. Particula viral con una proteina de envoltura, caracterizada por que la particula presenta un ARN retroviral de
acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 14.

18. Composicién farmacéutica para su uso en la terapia génica, caracterizada por una particula viral de acuerdo
con la reivindicacion 17.

19. Sistema de separacién-empaquetamiento para la generacion de particulas retrovirales que comprende un ADN
que codifica un ARN retroviral, un primer plasmido auxiliar que codifica una proteina de fusién gag-pro-pol y un
segundo plasmido auxiliar que codifica una proteina de envoltura viral, caracterizado por que el ARN retroviral
presenta una secuencia de nucleétidos de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 14.

20. Sistema de acuerdo con la reivindicacion 19, caracterizado por que el ADN que codifica el ARN retroviral, el
primer plasmido auxiliar y/o el segundo plasmido auxiliar estan introducidos por transfeccion en una célula eucariota
o estan integrados en el genoma de una célula eucariota.

21. Sistema de acuerdo con una de las reivindicaciones 19 a 20, caracterizado por que el primer plasmido auxiliar
codifica la proteina de fusiéon gag-pro-pol y/o el segundo plasmido auxiliar la proteina de envoltura viral con codones
que estan adaptados al uso de codones de la célula eucariota que los contiene.

22. Sistema de acuerdo con una de las reivindicaciones 19 a 21, caracterizado por que el primer plasmido auxiliar
codifica la proteina de fusién gag-pro-pol con una secuencia de nucleétidos correspondiente a los nucle6tidos N°©
1475 a N2 6291 de la SEC ID N°: 14,

23. Procedimiento para la produccién de particulas virales mediante expresién de una proteina de fusion gag-pro-pol
y de una proteina de envoltura viral en una célula de empaquetamiento, caracterizado por que el ARN retroviral en
la célula de empaquetamiento se transcribe de un ADN de acuerdo con una de las reivindicaciones 15 o 16.

24. Particula viral de acuerdo con la reivindicacion 17 para el uso en la terapia génica.

25. Particula viral de acuerdo con la reivindicacion 24 para el uso en la terapia génica para la modificacién genética
de células adultas somaticas, células madre hematopoyéticas o células madre embrionarias no humanas.

26. Transduccion de células diana mediante puesta en contacto de las células in vitro con un ARN retroviral de
acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 14.
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Fig. 9
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Fig. 10
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Fig. 13
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