ES 2 661 967 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacién: 2 661 967
Eint. a1

A61K 48/00 (2006.01)
C12N 15/861 (2006.01)
C12N 15/62 (2006.01)
C12N 15/85 (2006.01)
A61K 38/43 (2006.01)
CO7K 14/81 (2006.01)
C12N 9/14 (2006.01)
C12N 9/16 (2006.01)
A61K 38/46 (2006.01)
CO7K 14/775 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: ~ 22.12.2010  PCT/IB2010/056024
Fecha y numero de publicacion internacional: 28.06.2012 WO012085622

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea: 22.12.2010 E 10821435 (4)
Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 06.12.2017  EP 2654800

T|’tu|o: Estrategias terapéuticas para tratar patologias del SNC en mucopolisacaridosis

Fecha de publicacién y mencion en BOPI de la @ Titular/es:
traduccién de la patente:
04.04.2018 FONDAZIONE TELETHON (100.0%)

Via Varese 16B
00185 Roma, IT

@ Inventor/es:

BALLABIO, ANDREA y
FRALDI, ALESSANDRO

Agente/Representante:
ELZABURU, S.L.P

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2661 967 T3

DESCRIPCION
Estrategias terapéuticas para tratar patologias del SNC en mucopolisacaridosis
Campo de la invencion

La invencion se refiere a un enfoque terapéutico, o bien terapia génica mediada por vector virico o mediante la
administraciéon de sulfatasas modificadas, en particular la enzima sulfamidasa, para cruzar la barrera
hematoencefalica y tratar la patologia del SNC en mucopolisacaridosis (MPS), en particular MPS de tipo llIA.

Antecedentes de la invencion

La mucopolisacaridosis de tipo IlIA (MPS-IIIA) es una enfermedad hereditaria causada por la deficiencia de
sulfamidasa (SGSH), una enzima implicada en la degradacion por etapas de macromoléculas grandes llamadas
sulfatos de heparano. Como consecuencia, se acumulan sustratos no degradados en las células y tejidos de los
pacientes afectados, causando dafo celular. El sistema nervioso central (SNC) es la diana predominante del dafio y,
de hecho, los pacientes de MPS-IIIA muestran un retardo mental grave y debilitacion neuropatolégica que conduce
en ultima instancia a la muerte (a menudo <20 afios). Los sintomas clinicos incluyen hiperactividad, comportamiento
agresivo y alteracion del suefio (1).

Se ha identificado un modelo de ratén de origen natural de MPS-IIIA con patofisiologia y sintomas que se parecen a
la afeccion humana (2-4). Estos ratones representan un modelo ideal para estudiar la fisiopatologia de este trastorno
y para ensayar nuevos protocolos terapéuticos.

El tratamiento de lesiones cerebrales representa el objetivo principal de cualquier enfoque terapéutico para MPS-
IlIA. Una via para alcanzar el cerebro consiste en la inyeccion directa de una molécula terapéutica directamente en
el cerebro. Se han ensayado una serie de diferentes protocolos de terapia de reemplazo enzimatico (ERT). En estos
protocolos, se administraba una enzima sulfamidasa recombinante mediante inyeccién directa en el cerebro de
ratones con MPS-IIIA.Estas estrategias son capaces de retardar la aparicion de cambios neurodegenerativos
cuando se administra sulfamidasa en ratones jovenes (5, 6). Ademas, se desarrollé6 exitosamente un protocolo de
terapia génica basado en la inyeccion intracerebral del gen SGSH a través de vectores de AAV por los autores de la
invencion (7). Aunque se ha mostrado que estos enfoques directos orientados al cerebro son clinicamente eficaces,
representan enfoques altamente invasivos para la aplicabilidad terapéutica humana.

Puesto que cada neurona en el cerebro esta perfundida por su propio vaso sanguineo, es una via poco invasiva
alternativa para alcanzar el cerebro la administracion intravenosa de la molécula terapéutica (8). Sin embargo, esta
muy densa red de microvasos que forma la barrera hematoencefalica (BHE) no es permeable a todas las moléculas
y podria impedir un suministro eficaz de agentes terapéuticos (9). Es mas, la administracién intravenosa de enzima
lisosémicas ha producido un efecto terapéutico sobre la patologia somatica de muchas LSD, pero tiene poco o
ningun efecto sobre la patologia del SNC debido a la impermeabilidad de la BHE a las moléculas grandes (10). En
MPS-IIIA, se ha demostrado que la inyeccion intravenosa de sulfamidasa no altera la patologia ni procesos
conductuales que aparecen en el cerebro de ratdon con MPS-IIIA cuando se suministra la enzima después de
formarse la BHE (11).

De forma importante, un reciente estudio de Urayama et al. demostrd que la sulfamidasa se transporta a través de la
BHE en ratones neonatos mediante transporte mediado por el receptor de 6-fosfato de manosa, pero el flujo de
entrada al cerebro adulto era despreciable (12).

Resulta evidente que, en tal contexto, el reto real para la terapia de MPS-IIIA y en general para todas las LSD que
afectan al SNC es desarrollar estrategias de tratamiento sistémico del SNC que puedan superar el obstaculo
principal representado por la BHE. Es una estrategia eficaz para cruzar la BHE la orientacion de proteinas al SNC
mediante transcitosis mediada por receptor (13). Los receptores de la BHE bien caracterizados incluyen: receptor de
lipoproteina de baja densidad (LDLR), receptor de transferrina (TfR) y receptor de factor de crecimiento similar a
insulina (IGFR). La familia de LDLR representa un grupo de receptores de superficie celular que se unen a
complejos de apolipoproteina (Apo) (portadores lipidicos) para internalizacion en los lisosomas (14-16). Sobre la
superficie de la BHE, la unién de LDLR a Apo da como resultado la transcitosis al lado luminal de la BHE, donde se
libera la apolipoproteina para captarse por neuronas y astrocitos. Un estudio reciente ha demostrado que fusionar el
dominio de unién a LDLR de Apo con una enzima lisosémica da como resultado un suministro eficaz de la enzima
quimérica al SNC (17).

El documento W02004108071 hace referencia a un polipéptido quimérico orientado al SNC que comprende un
dominio de unién a receptor de BHE, tal como el dominio de unién a apolipoproteina B, para uso terapéutico en
enfermedades de almacenamiento lisosémico.

El documento W02004064750 hace referencia a acidos nucleicos que codifican un polipéptido lisosémico quimérico
(especificamente la glucosidasa acida lisosomica GAA implicada en el trastorno de almacenamiento lisosémico
enfermedad de almacenamiento de glicogeno de tipo II) que comprende una secuencia sefial secretora
(concretamente, Vi-antitripsina y alfa-1-antitripsina) y a los vectores de AAV relacionados.
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El documento W020050025 hace referencia a un compuesto que comprende un resto de union a megalina
conjugado con un agente de interés para suministro de farmaco mediado por receptor, particularmente por
transcitosis, a través de la barrera hematoencefalica. Ademas, el documento hace referencia a un método de
tratamiento de una enfermedad de almacenamiento lisosdmico basado en la administraciéon de una composiciéon que
comprende un resto de unién a megalina. La apolipoproteina A y la mucopolisacaridosis IlIA se mencionan.

El documento W02009131698 hace referencia a una terapia basada en una enzima NaGlu quimérica caracterizada
por un dominio de unién de apolipoproteina B y dirigida especificamente a mucopolisacaridosis I1IB.

Cardone ef al. (Hum Mol Gen, 2006 15(7): 1225) describe la correccion del sindrome de Hunter (la enfermedad de
almacenamiento lisosémico mucopolisacaridosis de tipo 1l) en el modelo de ratén de MPSII mediante suministro
génico mediado por AAV2/8-TBG dirigido al higado.

El documento W02007092563 hace referencia a un método y a composiciones para tolerizar el cerebro de un
mamifero ante el polipéptido esfingomielinasa acida administrado exdgenamente mediante el suministro primero de
una cantidad eficaz de un transgén que codifica el polipéptido al tejido hepatico de mamifero y la administracion
entonces de una cantidad eficaz del transgén al sistema nervioso central (SNC) del mamifero. El enfoque
terapéutico esta dirigido a la enfermedad de Niemann-Pick, una enfermedad de almacenamiento lisosomico. Se
mencionan promotores especificos de higado y AAV de tipo 8.

El documento W02009075815 hace referencia a métodos de tratamiento de la enfermedad de Pompe (una
enfermedad de almacenamiento lisosémico) que implica la administracion de un vector de AAV en el contexto de la
terapia de reemplazo enzimatico. Se mencionan un promotor especifico de higado (promotor de globulina de uniéon a
hormona tiroidea) y AAV de tipo 8.

Ninguno de los documentos citados en la técnica anterior divulga o siquiera sugiere la enzima sulfamidasa
modificada de la presente invencién, ni que pueda tener un efecto terapéutico para el tratamiento de MPS de tipo
A,

Descripcion de la invenciéon

Como se divulga en la técnica antecedente, la patologia cerebral es el rasgo mas comun de los trastornos de
almacenamiento lisosdmico. Por lo tanto, el tratamiento de lesiones cerebrales representa el objetivo principal de
cualquier terapia eficaz para estos trastornos.

El obstaculo principal para tratar eficazmente el cerebro mediante el suministro sistémico de un agente terapéutico
es la barrera hematoencefalica (BHE).

Los autores desarrollaron un enfoque terapéutico no invasivo para ftratar la patologia cerebral en
mucopolisacaridosis de tipo IlIA (MPS-llIIA), una enfermedad de almacenamiento lisosémico con una grave
afectacion del sistema nervioso central. Esta estrategia estd basada en la construccion de una sulfamidasa
quimérica (la enzima sulfatasa que es deficiente en MPS-IIIA), optimizada con dos secuencias aminoacidicas (una
en el extremo N y ofra en el extremo C de la proteina) que confieren a la sulfamidasa modificada la capacidad de
secretarse en gran medida y orientarse eficazmente al cerebro cruzando la barrera hematoencefalica (BHE). La
enzima modificada se expresa por el serotipo 8 de virus adenoasociado (AAV), que se orienta especificamente al
higado y lo vuelve un érgano fabricante de la enzima terapéutica.

La sulfamidasa modificada puede usarse eficazmente tanto para terapia génica como para terapia de reemplazo
enzimatico (ERT).

El enfoque de modificacion puede usarse para otras enzimas lisosémicas que son deficientes en otras
mucopolisacaridosis con afectacion grave del SNC.

Por lo tanto, es un objeto de la presente invencién una secuencia nucleotidica que codifica una sulfatasa quimérica,
consistiendo esencialmente dicha sulfatasa quimérica en el orden de secuencia N-terminal-C-terminal: a) un péptido
sefial de la secuencia aminoacidica de a-antitripsina humana (hAAT) o la secuencia aminoacidica de iduronato-2-
sulfatasa (IDS) humana, perteneciendo dicha secuencia al siguiente grupo
MPSSVSWGILLLAGLCCLVPVSLA (SEQID No. 2) o MPPPRTGRGLLWLGLVLSSVCVALG
(SEQ ID No. 4 o 6); b) una secuencia aminoacidica de sulfatasa humana desprovista de su péptido sefial; c) el
dominio de unién a LDLR de ApoB.
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En una realizacién preferida, la sulfatasa humana es sulfamidasa humana, mas preferiblemente la secuencia
aminoacidica derivada de sulfamidasa humana tiene la secuencia:

MSCPVPACCALLLVLGLCRARPRNALLLLADDGGFESGAYNNSAIATPHLDALA
RRSLLFRNAFTSVSSCSPSRASLLTGLPQHONGMYGLHQDVHHFNSFDKVRSLP
LLLSQAGVRTGIIGKKHVGPETVYPFDFAYTEENGSVLQVGRNITRIKLLVRKFL
QTQDDRPFFLY VAFHDPHRCGHSQPQY GTFCEKFGNGESGMGRIPDWTPQAYD
PLDVLVPYFVPNTPAARADLAAQYTTVGRMDQGVGLVLQELRDAGVLNDTLVI
FTSDNGIPFPSGRTNLY WPGTAEPLLVSSPEHPKRWGQVSEAYVSLLDLTPTILD
WEFSIPYPSYAIFGSKTIHLTGRSLLPALEAEPLWATVFGSQSHHEVTMSYPMRSV
QHRHFRLVHNLNFKMPFPIDQDFYVSPTFQDLLNRTTAGQPTGWYKDLRHYYY
RARWELYDRSRDPHETOQNLATDPRFAQLLEMLRDQLAKWQWETHDPWVCAP

DGVLEEKLSPQCQPLHNEL (SEQ ID No. 8). Tal secuencia se codifica por la secuencia nucleotidica de SEQ
ID No. 7: 5™-

ATGAGCTGCCCCGTGCCCGCCTGCTGCGCGCTGCTGCTAGTCCTGGGGCT
CTGCCGGGCGCGTCCCCGGAACGCACTGCTGCTCCTCGCGGATGACGGAG
GCTTTGAGAGTGGCGCGTACAACAACAGCGCCATCGCCACCCCGCACCTG
GACGCCTTGGCCCGCCGCAGCCTCCTCTTTCGCAATGCCTTCACCTCGGT
CAGCAGCTGCTCTCCCAGCCGCGCCAGCCTCCTCACTGGCCTGCCCCAGC
ATCAGAATGGGATGTACGGGCTGCACCAGGACGTGCACCACTTCAACTCC
TTCGACAAGGTGCGGAGCCTGCCGCTGCTGCTCAGCCAAGCTGGTGTGCG
CACAGGCATCATCGGGAAGAAGCACGTGGGGCCGGAGACCGTGTACCCGT
TTGACTTTGCGTACACGGAGGAGAATGGCTCCGTCCTCCAGGTGGGGCGG
AACATCACTAGAATTAAGCTGCTCGTCCGGAAATTCCTGCAGACTCAGGA
TGACCGGCCTTTCTTCCTCTACGTCGCCTTCCACGACCCCCACCGCTGTG
GGCACTCCCAGCCCCAGTACGGAACCTTCTGTGAGAAGTTTGGCAACGGA
GAGAGCGGCATGGGTCGTATCCCAGACTGGACCCCCCAGGCCTACGACCC
ACTGGACGTGCTGGTGCCTTACTTCGTCCCCAACACCCCGGCAGCCCGAG
CCGACCTGGCCGCTCAGTACACCACCGTCGGCCGCATGGACCAAGGAGTT
GGACTGGTGCTCCAGGAGCTGCGTGACGCCGGTGTCCTGAACGACACACT
GGTGATCTTCACGTCCGACAACGGGATCCCCTTCCCCAGCGGCAGGACCA
ACCTGTACTGGCCGGGCACTGCTGAACCCTTACTGGTGTCATCCCCGGAG
CACCCAAAACGCTGGGGCCAAGTCAGCGAGGCCTACGTGAGCCTCCTAGA
CCTCACGCCCACCATCTTGGATTGGTTCTCGATCCCGTACCCCAGCTACG
CCATCTTTGGCTCGAAGACCATCCACCTCACTGGCCGGTCCCTCCTGCCG
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GCGCTGGAGGCCGAGCCCCTCTGGGCCACCAGTCTTTGGCAGCCAGAGCCA
CCACGAGGTCACCATGTCCTACCCCATGCGCTCCGTGCAGCACCGGCACT
TCCGCCTCGTGCACAACCTCAACTTCAAGATGCCCTTTCCCATCGACCAG
GACTTCTACGTCTCACCCACCTTCCAGGACCTCCTGAACCGCACCACAGC
TGGTCAGCCCACGGGCTGGTACAAGGACCTCCGTCATTACTACTACCGGG
CGCGCTGGGAGCTCTACGACCGGAGCCGGGACCCCCACGAGACCCAGAAC
CTGGCCACCGACCCGCGCTTTGCTCAGCTTCTGGAGATGCTTCGGGACCA
GCTGGCCAAGTGGCAGTGGGAGACCCACGACCCCTGGGTGTGCGCCCCCG
ACGGCGTCCTGGAGGAGAAGCTCTCTCCCCAGTGCCAGCCCCTCCACAAT
GAGCTGTGA-3".

En una realizacion preferida, el dominio de union a LDLR de ApoB codificado tiene la secuencia:

SVIDALQYKLEGTTRLTRKRGLKLATALSLSNKFVEGS (s£q ID No: 10).

En una realizacion preferida, la secuencia nucleotidica tiene la secuencia perteneciente al siguiente grupo:

SECUENCIAS CON FLAG (el experto sustituira facilmente la secuencia FLAG por cualquier otra secuencia
espaciadora adecuada):

a) Ensamblaje del médulo hAATsp-SGSH-3xflag (1611) (SEQ ID No. 11).

5 -ATGCCGTCTTCTGTCTCGTGGGGCATCCTCCTGCTGGCAGGCCTGTGCTG
CCTGGTCCCTGTCTCCCTGGCTCGTCCCCGGAACGCACTGCTGCTCCTCG
CGGATGACGGAGGCTTTGAGAGTGGCGCGTACAACAACAGCGCCATCGCC
ACCCCGCACCTGGACGCCTTGGCCCGCCGCAGCCTCCTCTTTCGCAATGC
CTTCACCTCGGTCAGCAGCTGCTCTCCCAGCCGCGCCAGCCTCCTCACTG
GCCTGCCCCAGCATCAGAATGGGATGTACGGGCTGCACCAGGACGTGCAC
CACTTCAACTCCTTCGACAAGGTGCGGAGCCTGCCGCTGCTGCTCAGCCA
AGCTGGTGTGCGCACAGGCATCATCGGGAAGAAGCACGTGGGGCCGGAGA
CCGTGTACCCGTTTGACTTTGCGTACACGGAGGAGAATGGCTCCGTCCTC
CAGGTGGGGCGGAACATCACTAGAATTAAGCTGCTCGTCCGGAAATTCCT
GCAGACTCAGGATGACCGGCCTTTCTTCCTCTACGTCGCCTTCCACGACC
CCCACCGCTGTGGGCACTCCCAACCCCAGTACGGAACCTTCTGTGAGAAG
TTTGGCAACGGAGAGAGCGGCATGGGTCGTATCCCAGACTGGACCCCCCA
GGCCTACGACCCACTGGACGTGCTGGTGCCTTACTTCGTCCCCAACACCC
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CGGCAGCCCGAGCCGACCTGGCCGCTCAGTACACCACCGTCGGCCGCATG
GACCAAGGAGTTGGCGACTGGTGCTCCAGGAGCTGCOTCGACGCCGGTGTCCT
GAACGACACACTGGTGATCTTCACGTCCGACAACGGGATCCCCTTCCCCA
GCGGCAGGACCAACCTGTACTGGCCGGGCACTGCTGAACCCTTACTGGTG
TCATCCCCGGAGCACCCAAAACGCTGGGGCCAAGTCAGCGAGGCCTACGT
GAGCCTCCTAGACCTCACGCCCACCATCTTGGATTGGTTCTCGATCCCGT
ACCCCAGCTACGCCATCTTTGGCTCGAAGACCATCCACCTCACTGGCCGG
TCCCTCCTGCCGGCGCTGGAGGCCGAGCCCCTCTGGGCCACCGTCTTTGG
CAGCCAGAGCCACCACGAGGTCACCATGTCCTACCCCATGCGCTCCGTGC
AGCACCGGCACTTCCGCCTCGTGCACAACCTCAACTTCAAGATGCCCTTT
CCCATCGACCAGGACTTCTACGTCTCACCCACCTTCCAGGACCTCCTGAA
CCGCACCACAGCTGGTCAGCCCACGGGCTGGTACAAGGACCTCCGTCATT
ACTACTACCGGGCGCGCTOGGOAGCTCTACGACCGGAGCCGGGACCCCCAC
GAGACCCAGAACCTGGCCACCGACCCGCGCTTTGCTCAGCTTCTGGAGAT
GCTTCGGGACCAGCTGGCCAAGTGGCAGTGGGAGACCCACGACCCCTGGG
TGTGCGCCCCCGACGGCOGTCCTGGAGGAGAAGCTCTCTCCCCAGTGCCAG
CCCCTCCACAATGAGCTGTCATCTAGAGGATCCCGGGCTGACTACAAAGA
CCATGACGGTGATTATAAAGATCATGACATCGACTACAAGGATGACGATG
ACAAGTAGTGA-3’

b) Ensamblaje del médulo hIDSsp-SGSH-3xflag (1614 pb) (SEQ ID No. 13).

S-ATGCCCCCGCCCCGCACCGGCCGCOGGCCTGCTGTGGCTGGGCCTGGTGCT
GAGCAGCGTGTGCGTGGCCCTGGGCCGTCCCCGGAACGCACTGCTGCTCC
TCGCGGATGACGGAGGCTTTGAGAGTGGCGCGTACAACAACAGCGCCATC
GCCACCCCGCACCTGGACGCCTTGGCCCGCCGCAGCCTCCTCTTTCGCAA
TGCCTTCACCTCGGTCAGCAGCTGCTCTCCCAGCCGCGCCAGCCTCCTCA
CTGGCCTGCCCCAGCATCAGAATGGGATGTACGGGCTGCACCAGGACGTG
CACCACTTCAACTCCTTCGACAAGGTGCGGAGCCTGCCGCTGCTGCTCAG
CCAAGCTGGTGTGCGCACAGGCATCATCGGGAAGAAGCACGTGGGGCCGG
AGACCGTGTACCCGTTTGACTTTGCGTACACGGAGGAGAATGGCTCCGTC
CTCCAGGTGGGGCGGAACATCACTAGAATTAAGCTGCTCGTCCGGAAATT
CCTGCAGACTCAGGATGACCGGCCTTTCTTCCTCTACGTCGCCTTCCACG
ACCCCCACCGCTGTGGGCACTCCCAACCCCAGTACGGAACCTTCTGTGAG



ES 2661 967 T3

AAGTTTGGCAACGGAGAGAGCGGCATGGGTCGTATCCCAGACTGGACCCC
CCAGGCCTACGACCCACTGGACGTGCTGGTOGCCTTACTTCGTCCCCAACA
CCCCGGCAGCCCGAGCCGACCTGGCCGCTCAGTACACCACCGTCGGCCGC
ATGGACCAAGGAGTTGGACTGGTGCTCCAGGAGCTGCGTGACGCCGGTGT
CCTGAACGACACACTGGTGATCTTCACGTCCGACAACGGGATCCCCTTCC
CCAGCGGCAGGACCAACCTGTACTGGCCGGGCACTGCTGAACCCTTACTG
GTGTCATCCCCGGAGCACCCAAAACGCTGGGGCCAAGTCAGCGAGGCCTA
CGTGAGCCTCCTAGACCTCACGCCCACCATCTTGGATTGGTTCTCGATCC
CGTACCCCAGCTACGCCATCTTTGGCTCGAAGACCATCCACCTCACTGGC
CGOTCCCTCCTGCCOGGCGCTGUGAGGCCGAGCCCCTCTGGGCCACCGTCTT
TGGCAGCCAGAGCCACCACGAGGTCACCATGTCCTACCCCATGCGCTCCG
TGCAGCACCGGCACTTCCGCCTCGTGCACAACCTCAACTTCAAGATGCCC
TTTCCCATCGACCAGGACTTCTACGTCTCACCCACCTTCCAGGACCTCCT
GAACCGCACCACAGCTGGTCAGCCCACGGGCTGGTACAAGGACCTCCGTC
ATTACTACTACCGGGCGCGCTGGGAGCTCTACGACCGGAGCCGGGACCCC
CACGAGACCCAGAACCTGGCCACCGACCCGCGCTTTGCTCAGCTTCTGGA
GATGCTTCGGGACCAGCTGGCCAAGTGGCAGTGGGAGACCCACGACCCCT
GGGTGTGCGCCCCCGACGGCGTCCTGGAGGAGAAGCTCTCTCCCCAGTGC
CAGCCCCTACACAATGAGCTCTCATCTAGAGGATCCCGGGCTGACTACAA
AGACCATGACGGTGATTATAAAGATCATGACATCGACTACAAGGATGACG
ATGACAAGTAGTGA-3’

c) Ensamblaje del médulo hAATsp-SGSH-3xflag-ApoB (1734 pb) (SEQ ID No. 15).

S-ATGCCGTCTTCTGTCTCGTGGGGCATCCTCCTGCTGGCAGGCCTGTGCTG
CCTGGTCCCTGTCTCCCTGGCTCGTCCCCGGAACGCACTGCTGCTCCTCG
CGGATGACGGAGGCTTTGAGAGTGGCGCGTACAACAACAGCGCCATCGCC
ACCCCGCACCTGGACGCCTTGGCCCGCCGCAGCCTCCTCTTTCGCAATGC
CTTCACCTCGGTCAGCAGCTGCTCTCCCAGCCGCGCCAGCCTCCTCACTG
GCCTGCCCCAGCATCAGAATGGGATGTACGGGCTGCACCAGGACGTGCAC
CACTTCAACTCCTTCGACAAGGTGCGGAGCCTGCCGCTGCTGCTCAGCCA
AGCTGGTGTGCGCACAGGCATCATCGGGAAGAAGCACGTGGGGCCGGAGA
CCGTGTACCCGTTTGACTTTGCGTACACGGAGGAGAATGGCTCCGTCCTC
CAGGTGGGGCGGAACATCACTAGAATTAAGCTGCTCGTCCGGAAATTCCT
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GCAGACTCAGGATGACCGGCCTTTCTTCCTCTACGTCGCCTTCCACGACC
CCCACCGCTOGTGGGCACTCCCAACCCCAGTACGGAACCTTCTGTGAGAAG
TTTGGCAACGGAGAGAGCGGCATGGGTCGTATCCCAGACTGGACCCCCCA
GGCCTACGACCCACTGGACGTGCTGGTGCCTTACTTCGTCCCCAACACCC
COGGCAGCCCGAGCCCGACCTOGGCCOCTCAGTACACCACCGTCGGCCGCATG
GACCAAGGAGTTGGACTGGTGCTCCAGGAGCTGCGTGACGCCGGTGTCCT
GAACGACACACTGGTGATCTTCACGTCCGACAACGGGATCCCCTTCCCCA
GCGGCAGGACCAACCTGTACTGGCCGGGCACTGCTGAACCCTTACTGGTG
TCATCCCCGGAGCACCCAAAACGCTGGGGCCAAGTCAGCGAGGCCTACGT
GAGCCTCCTAGACCTCACGCCCACCATCTTGGATTGGTTCTCGATCCCGT
ACCCCAGCTACGCCATCTTTGGCTCGAAGACCATCCACCTCACTGGCCGG
TCCCTCCTGCCGGCGCTGGAGGCCGAGCCCCTCTGGGCCACCGTCTTTGG
CAGCCAGAGCCACCACGAGGTCACCATOGTCTTACCCCATGCGCTCCOGTGC
AGCACCGGCACTTCCGCCTCGTGCACAACCTCAACTTCAAGATGCCCTTT
CCCATCGACCAGGACTTCTACGTCTCACCCACCTTCCAGGACCTCCTGAA
CCGCACCACAGCTGGTCAGCCCACGGGCTGGTACAAGGACCTCCGTCATT
ACTACTACCGGGCGCGCTGGGAGCTCTACGACCGGAGCCGGGACCCCCAC
GAGACCCAGAACCTGGCCACCGACCCGCGCTTTGCTCAGCTTCTGGAGAT
GCTTCGGGACCAGCTGGCCAAGTGGCAGTGGGAGACCCACGACCCCTGGG
TGTGCGCCCCCGACGGCGTCCTGGAGGAGAAGCTCTCTCCCCAGTGCCAG
CCCCTCCACAATGAGCTGTCATCTAGAGGATCCCGGGCTGACTACAAAGA
CCATGACGGTGATTATAAAGATCATGACATCGACTACAAGGATGACGATG
ACAAGATCTCTGTCATTGATGCACTGCAGTACAAATTAGAGGGCACCACA
AGATTGACAAGAAAAAGGGGATTGAAGTTAGCCACAGCTCTGTCTCTGAG
CAACAAATTTGTGGAGGGTAGTAGATCTTAGTGA-3
d) Ensamblaje del médulo hIDSsp-SGSH-3xflag-ApoB (1737 pb) (SEQ ID No. 17).
S-ATGCCCCCGCCCCGCACCGGCCGCGGCCTGCTGTGGCTGGGCCTGGTGCT
GAGCAGCGTGTGCGTGGCCCTGGOGCCGTCCCCGGAACGCACTGCTGCTCC
TCGCGGATGACGGAGGCTTTGAGAGTGGCGCGTACAACAACAGCGCCATC
GCCACCCCGCACCTGGACGCCTTGGCCCGCCGCAGCCTCCTCTTTCGCAA
TGCCTTCACCTCGGTCAGCAGCTGCTCTCCCAGCCGCGCCAGCCTCCTCA
CTGGCCTGCCCCAGCATCAGAATGGGATGTACGGGCTGCACCAGGACGTG
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CACCACTTCAACTCCTTCGACAAGGTGCGGAGCCTGCCGCTGCTGCTCAG
CCAAGCTGOTOGTGCGCACAGGCATCATCGGOGAAGAAGCACGTGGGGCCGG
AGACCGTGTACCCGTTTGACTTTGCGTACACGGAGGAGAATGGCTCCGTC
CTCCAGGTGGGGCGGAACATCACTAGAATTAAGCTGCTCGTCCGGAAATT
CCTGCAGACTCAGGATGACCGGCCTTTCTTCCTCTACGTCGCCTTCCACG
ACCCCCACCGCTGTGGGCACTCCCAACCCCAGTACGGAACCTTCTGTGAG
AAGTTTGGCAACGGAGAGAGCGGCATGGGTCGTATCCCAGACTGGACCCC
CCAGGCCTACGACCCACTGGACGTGCTGGTGCCTTACTTCGTCCCCAACA
CCCCGGCAGCCCGAGCCGACCTGGCCGCTCAGTACACCACCGTCGGCCGC
ATGGACCAAGGAGTTGGACTGGTGCTCCAGGAGCTGCGTGACGCCGGTGT
CCTGAACGACACACTGGTGATCTTCACGTCCGACAACGGGATCCCCTTCC
CCAGCGGCAGGACCAACCTGTACTGGCCGGGCACTGCTGAACCCTTACTG
GTGTCATCCCCGGAGCACCCAAAACGCTGGGGCCAAGTCAGCGAGGCCTA
CGTGAGCCTCCTAGACCTCACGCCCACCATCTTGGATTGGTTCTCGATCC
CGTACCCCAGCTACGCCATCTTTGGCTCGAAGACCATCCACCTCACTGGC
CGGTCCCTCCTGCCGGCGCTGGAGGCCGAGCCCCTCTGGGCCACCGTCTT
TGGCAGCCAGAGCCACCACGAGGTCACCATGTCCTACCCCATGCGCTCCG
TGCAGCACCGGCACTTCCGCCTCGTGCACAACCTCAACTTCAAGATGCCC
TTTCCCATCGACCAGGACTTCTACGTCTCACCCACCTTCCAGGACCTCCT
GAACCGCACCACAGCTGGTCAGCCCACGGGCTGGTACAAGGACCTCCGTC
ATTACTACTACCGGGCGCGCTGGGAGCTCTACGACCGGAGCCGGGACCCC
CACGAGACCCAGAACCTGGCCACCGACCCGCGCTTTGCTCAGCTTCTGGA
GATGCTTCGGGACCAGCTGGCCAAGTGGCAGTGGCGAGACCCACGACCCCT
GGGTGTGCGCCCCCGACGGCGTCCTGGAGGAGAAGCTCTCTCCCCAGTGC
CAGCCCCTACACAATGAGCTCTCATCTAGAGGATCCCGGGCTGACTACAA
AGACCATGACGGTGATTATAAAGATCATGACATCGACTACAAGGATGACG
ATGACAAGATCTCTGTCATTGATGCACTGCAGTACAAATTAGAGGGCACC
ACAAGATTGACAAGAAAAAGGGGATTGAAGTTAGCCACAGCTCTGTCTCT
GAGCAACAAATTTGTGGAGGGTAGTAGATCTTAGTGA-3’
SECUENCIAS SIN FLAG:

e) Ensamblaje del médulo hAATsp-SGSH (SEQ ID No. 19).

5-ATGCCGTCTTCTGTCTCGTGGGGCATCCTCCTGCTGGCAGGCCTGTGCTG
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CCTGGTCCCTGTCTCCCTGGCTCGTCCCCGGAACGCACTGCTGCTCCTCG
CGOATGACGGAGGCTTTGAGAGTGGCGCGTACAACAACAGCGCCATCGCC
ACCCCGCACCTGGACGCCTTGGCCCGCCGCAGCCTCCTCTTTCGCAATGC
CTTCACCTCGGTCAGCAGCTGCTCTCCCAGCCGCGCCAGCCTCCTCACTG
GCCTGCCCCAGCATCAGAATGGGATGTACGGGCTGCACCAGGACGTGCAC
CACTTCAACTCCTTCGACAAGGTGCGGAGCCTGCCGCTGCTGCTCAGCCA
AGCTGGTGTGCGCACAGGCATCATCGGGAAGAAGCACGTGGGGCCGGAGA
CCGTGTACCCGTTTGACTTTGCGTACACGGAGGAGAATGGCTCCGTCCTC
CAGGTGGGGCGGAACATCACTAGAATTAAGCTGCTCGTCCGGAAATTCCT
GCAGACTCAGGATGACCGGCCTTTCTTCCTCTACGTCGCCTTCCACGACC
CCCACCGCTGTGGGCACTCCCAACCCCAGTACGGAACCTTCTGTGAGAAG
TTTGGCAACGGAGAGAGCGGCATGGGTCGTATCCCAGACTGGACCCCCCA
GGCCTACGACCCACTGGACGTGCTGGTGCCTTACTTCGTCCCCAACACCC
CGGCAGCCCGAGCCGACCTGGCCGCTCAGTACACCACCGTCGGCCGCATG
GACCAAGGAGTTGGACTGGTGCTCCAGGAGCTGCGTGACGCCGGTGTCCT
GAACGACACACTGGTGATCTTCACGTCCGACAACGGGATCCCCTTCCCCA
GCGGCAGGACCAACCTGTACTGGCCGGGCACTGCTGAACCCTTACTGGTG
TCATCCCCGGAGCACCCAAAACGCTGGGGCCAAGTCAGCGAGGCCTACGT
GAGCCTCCTAGACCTCACGCCCACCATCTTGGATTGGTTCTCGATCCCGT
ACCCCAGCTACGCCATCTTTGGCTCGAAGACCATCCACCTCACTGGCCGG
TCCCTCCTGCCGGCGCTGGAGGCCGAGCCCCTCTGGGCCACCGTCTTTGG
CAGCCAGAGCCACCACGAGGTCACCATGTCCTACCCCATGCGCTCCGTGC
AGCACCGGCACTTCCGCCTCGTGCACAACCTCAACTTCAAGATGCCCTTT
CCCATCGACCAGGACTTCTACGTCTCACCCACCTTCCAGGACCTCCTGAA
CCGCACCACAGCTGGTCAGCCCACGGGCTGGTACAAGGACCTCCGTCATT
ACTACTACCGGGCGCGCTGGGAGCTCTACGACCGGAGCCGGGACCCCCAC
GAGACCCAGAACCTGGCCACCGACCCGCGCTTTGCTCAGCTTCTGGAGAT
GCTTCGGGACCAGCTGGCCAAGTGGCAGTGGGAGACCCACGACCCCTGGG
TGTGCGCCCCCCACGGCGTCCTGGAGGAGAAGCTCTCTCCCCAGTGCCAG
CCCCTCCACAATGAGCTGTGA-3
f) Ensamblaje del médulo hiDSsp-SGSH (SEQ ID No. 21).

5"-ATGCCCCCGCCCCGCACCGGCCGCOGCCTGCTGTGGCTGGGCCTGGTGCT

10
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GAGCAGCGTGTGCGTGGCCCTGGGCCGTCCCCGGAACGCACTGCTGCTCC
TCGCGOGATGACGGAGGCTTTGAGAGTGGCGCGTACAACAACAGCGCCATC
GCCACCCCGCACCTGGACGCCTTGGCCCGCCGCAGCCTCCTCTTTCGCAA
TGCCTTCACCTCGGTCAGCAGCTGCTCTCCCAGCCGCGCCAGCCTCCTCA
CTGGCCTGCCCCAGCATCAGAATGGGATGTACGGGCTGCACCAGGACGTG
CACCACTTCAACTCCTTCGACAAGGTGCGGAGCCTGCCGCTGCTGCTCAG
CCAAGCTGGTGTGCGCACAGGCATCATCGGGAAGAAGCACGTGGGGCCGG
AGACCGTGTACCCGTTTGACTTTGCGTACACGGAGGAGAATGGCTCCGTC
CTCCAGGTGGGGCGGAACATCACTAGAATTAAGCTGCTCGTCCGGAAATT
CCTGCAGACTCAGGATGACCGGCCTTTCTTCCTCTACGTCGCCTTCCACG
ACCCCCACCGCTGTGGGCACTCCCAACCCCAGTACGGAACCTTCTGTGAG
AAGTTTGGCAACGGAGAGAGCGGCATGGGTCGTATCCCAGACTGGACCCC
CCAGGCCTACGACCCACTGGACGTGCTGGTGCCTTACTTCGTCCCCAACA
CCCCGGCAGCCCGAGCCGACCTGGCCGCTCAGTACACCACCGTCGGCCGC
ATGGACCAAGGAGTTGGACTGGTGCTCCAGGAGCTGCGTGACGCCGGTGT
CCTGAACGACACACTGGTGATCTTCACGTCCGACAACGGGATCCCCTTCC
CCAGCGGCAGGACCAACCTGTACTGGCCGGGCACTGCTGAACCCTTACTG
GTGTCATCCCCGGAGCACCCAAAACGCTGGGGCCAAGTCAGCGAGGCCTA
CGTGAGCCTCCTAGACCTCACGCCCACCATCTTGGATTGGTTCTCGATCC
CGTACCCCAGCTACGCCATCTTTGGCTCGAAGACCATCCACCTCACTGGC
CGGTCCCTCCTGCCOGGCGCTGGAGGCCGAGCCCCTCTGGGCCACCGTCTT
TGGCAGCCAGAGCCACCACGAGGTCACCATGTCCTACCCCATGCGCTCCG
TGCAGCACCGGCACTTCCGCCTCOGTGCACAACCTCAACTTCAAGATGCCC
TTTCCCATCGACCAGGACTTCTACGTCTCACCCACCTTCCAGGACCTCCT
GAACCGCACCACAGCTGGTCAGCCCACGGGCTGGTACAAGGACCTCCGTC
ATTACTACTACCGGGCGCGCTGGGAGCTCTACGACCGGAGCCGGGACCCC
CACGAGACCCAGAACCTGGCCACCGACCCGCGCTTTGCTCAGCTTCTGGA
GATGCTTCGGGACCAGCTGGCCAAGTGGCAGTGGGAGACCCACGACCCCT
GGGTOGTGCGCCCCCCACGGCGTCCTGGAGGAGAAGCTCTCTCCCCAGTGC
CAGCCCCTACACAATGAGCTCTGA-3’

g) Ensamblaje del médulo hAATsp-SGSH-ApoB (SEQ ID No. 23).

5-ATGCCGTCTTCTGTCTCGTGGGGCATCCTCCTGCTGGCAGGCCTGTGCTG

11
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CCTGGTCCCTGTCTCCCTGGCTCGTCCCCGGAACGCACTGCTGCTCCTCG
CGGATGACGGAGGCTTTGAGAGTGGCGCGTACAACAACAGCGCCATCGCC
ACCCCGCACCTGGACGCCTTGGCCCGCCGCAGCCTCCTCTTTCGCAATGC
CTTCACCTCGGTCAGCAGCTGCTCTCCCAGCCGCGCCAGCCTCCTCACTG
GCCTGCCCCAGCATCAGAATGGGATGTACGGGCTGCACCAGGACGTGCAC
CACTTCAACTCCTTCGACAAGGTGCGGAGCCTGCCGCTGCTGCTCAGCCA
AGCTGGTGTGCGCACAGGCATCATCGGGAAGAAGCACGTGGGGCCGGAGA
CCGTGTACCCGTTTGACTTTGCGTACACGGAGGAGAATGGCTCCGTCCTC
CAGGTGGGGCGGAACATCACTAGAATTAAGCTGCTCGTCCGGAAATTCCT
GCAGACTCAGGATGACCGGCCTTTCTTCCTCTACGTCGCCTTCCACGACC
CCCACCGCTGTGGGCACTCCCAACCCCAGTACGGAACCTTCTGTGAGAAG
TTTGGCAACGGAGAGAGCGGCATGGGTCGTATCCCAGACTGGACCCCCCA
GGCCTACGACCCACTGGACGTGCTGGTGCCTTACTTCGTCCCCAACACCC
CGGCAGCCCGAGCCGACCTGGCCGCTCAGTACACCACCGTCGGCCGCATG
GACCAAGGAGTTGGACTGGTGCTCCAGGAGCTGCGTGACGCCGGTGTCCT
GAACGACACACTGGTGATCTTCACGTCCGACAACGGGATCCCCTTCCCCA
GCGGCAGGACCAACCTGTACTGGCCGGGCACTGCTGAACCCTTACTGGTG
TCATCCCCGGAGCACCCAAAACGCTGGGGCCAAGTCAGCGAGGCCTACGT
GAGCCTCCTAGACCTCACGCCCACCATCTTGGATTGGTTCTCGATCCCGT
ACCCCAGCTACGCCATCTTTGGCTCGAAGACCATCCACCTCACTGGCCGG
TCCCTCCTGCCGGCGCTGGAGGCCGAGCCCCTCTGGGCCACCGTCTTTGG
CAGCCAGAGCCACCACGAGGTCACCATGTCTTACCCCATGCGCTCCGTGC
AGCACCGGCACTTCCGCCTCGTGCACAACCTCAACTTCAAGATGCCCTTT
CCCATCGACCAGGACTTCTACGTCTCACCCACCTTCCAGGACCTCCTGAA
CCGCACCACAGCTGGTCAGCCCACGGGCTGGTACAAGGACCTCCGTCATT
ACTACTACCGGGCGCGCTGGGAGCTCTACGACCGGAGCCGGGACCCCCAC
GAGACCCAGAACCTGGCCACCGACCCGCGCTTTGCTCAGCTTCTGGAGAT
GCTTCGGGACCAGCTGGCCAAGTGGCAGTGGGAGACCCACGACCCCTGGG
TGTGCGCCCCCGACGGCGTCCTGGAGGAGAAGCTCTCTCCCCAGTGCCAG
CCCCTCCACAATGAGCTGTCATCTAGATCTGTCATTGATGCACTGCAGTA
CAAATTAGAGGGCACCACAAGATTGACAAGAAAAAGGGGATTGAAGTTAGC
CACAGCTCTGTCTCTGAGCAACAAATTTGTGGAGGGTAGTAGATCTTAG

TGA-3’

12
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h) Ensamblaje del médulo hIDSsp-SGSH-ApoB (SEQ ID No. 25).
S-ATGCCCCCGCCCCGCACCGGCCGCOGGCCTGCTGTGGCTGGGCCTGGTGCT
GAGCAGCGTGTGCGTGGCCCTGGGCCGTCCCCGGAACGCACTGCTGCTCCTC
GCGGATGACGGAGGCTTTGAGAGTGGCGCGTACAACAACAGCGCCATCGCC
ACCCCGCACCTGGACGCCTTGGCCCGCCGCAGCCTCCTCTTTCGCAATGCCTT
CACCTCGGTCAGCAGCTGCTCTCCCAGCCGCGCCAGCCTCCTCACTGGCCTG
CCCCAGCATCAGAATGGGATGTACGGGCTGCACCAGGACGTGCACCACTTC
AACTCCTTCGACAAGGTGCGGAGCCTGCCGCTGCTGCTCAGCCAAGCTGGTG
TGCGCACAGGCATCATCGGGAAGAAGCACGTGGGGCCGGAGACCGTGTACC
CGTTTGACTTTGCGTACACGGAGGAGAATGGCTCCGTCCTCCAGGTGGGGCG
GAACATCACTAGAATTAAGCTGCTCGTCCGGAAATTCCTGCAGACTCAGGAT
GACCGGCCTTTCTTCCTCTACGTCGCCTTCCACGACCCCCACCGCTGTGGGCA
CTCCCAACCCCAGTACGGAACCTTCTGTGAGAAGTTTGGCAACGGAGAGAG
CGGCATGGGTCGTATCCCAGACTGGACCCCCCAGGCCTACGACCCACTGGAC
GTGCTGGTGCCTTACTTCGTCCCCAACACCCCGGCAGCCCGAGCCGACCTGG
CCGCTCAGTACACCACCGTCGGCCGCATGGACCAAGGAGTTGGACTGGTGCT
CCAGGAGCTGCGTGACGCCGGTGTCCTGAACGACACACTGGTGATCTTCACG
TCCGACAACGGGATCCCCTTCCCCAGCGGCAGGACCAACCTGTACTGGCCGG
GCACTGCTGAACCCTTACTGGTGTCATCCCCGGAGCACCCAAAACGCTGGGG
CCAAGTCAGCGAGGCCTACGTGAGCCTCCTAGACCTCACGCCCACCATCTTG
GATTGGTTCTCGATCCCGTACCCCAGCTACGCCATCTTTGGCTCGAAGACCA
TCCACCTCACTGGCCGGTCCCTCCTGCCGGCGCTGGAGGCCGAGCCCCTCTG
GGCCACCGTCTTTGGCAGCCAGAGCCACCACGAGGTCACCATGTCTTACCCC
ATGCGCTCCGTGCAGCACCGGCACTTCCGCCTCGTGCACAACCTCAACTTCA
AGATGCCCTTTCCCATCGACCAGGACTTCTACGTCTCACCCACCTTCCAGGA
CCTCCTGAACCGCACCACAGCTGGTCAGCCCACGGGCTGGTACAAGGACCTC
CGTCATTACTACTACCGGGCGCGCTGGGAGCTCTACGACCGGAGCCGGGACC
CCCACGAGACCCAGAACCTGGCCACCGACCCGCGCTTTGCTCAGCTTCTGGA
GATGCTTCGGGACCAGCTGGCCAAGTGGCAGTGGGAGACCCACGACCCCTG
GGTGTGCGCCCCCGACGGCGTCCTGGAGGAGAAGCTCTCTCCCCAGTGCCAG
CCCCTCCACAATGAGCTGTCATCTAGATCTGTCATTGATGCACTGCAGTACA

AATTAGAGGGCACCACAAGATTGACAAGAAAAAGGGGATTGAAGTTAGCCA
CAGCTCTGTCTCTGAGCAACAAATTTGTGGAGGGTAGTAGATCTTAGTGA-3".

Es un objeto adicional de la invencion un plasmido recombinante que comprende la secuencia nucleotidica como se
divulga anteriormente bajo el control de un promotor especifico del higado, preferiblemente el promotor especifico
del higado es el promotor de globulina de hormona tiroides humana (TBG), mas preferiblemente el promotor de
globulina de hormona tiroides humana (TBG) tiene la secuencia: 5'-
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GCTAGCAGGTTAATTTTTAAAAAGCAGTCAAAAGTCCAAGTGGCCCTTGGC
AGCATTTACTCTCTCTGTTTGCTCTGGTTAATAATCTCAGGAGCACAAACAT
TCCAGATCCAGGTTAATTTTTAAAAAGCAGTCAAAAGTCCAAGTGGCCCTTG
GCAGCATTTACTCTCTCTGTTTGCTCTGGTTAATAATCTCAGGAGCACAAAC
ATTCCAGATCCGGCGCGCCAGGGCTGGAAGCTACCTTTGACATCATTTCCTC
TGCGAATGCATGTATAATTTCTACAGAACCTATTAGAAAGGATCACCCAGC
CTCTGCTTTTGTACAACTTTCCCTTAAAAAACTGCCAATTCCACTGCTGTTTG
GCCCAATAGTGAGAACTTTTTCCTGCTGCCTCTTGGTGCTTTTGCCTATGGCC
CCTATTCTGCCTGCTGAAGACACTCTTGCCAGCATGGACTTAAACCCCTCCA
GCTCTGACAATCCTCTTTCTCTTTTGTTTTACATGAAGGGTCTGGCAGCCAA
AGCAATCACTCAAAGTTCAAACCTTATCATTTITTGCTTTGTTCCTCTTGGCC
TTGGTTTTGTACATCAGCTTTGAAAATACCATCCCAGGGTTAATGCTGGGGT
TAATTTATAACTAAGAGTGCTCTAGTTTTGCAATACAGGACATGCTATAAAA
ATGGAAAGATGTTGCTTTCTGAGAGACTGCAG-3” (SEQ ID No. 27).

El experto en el campo sera consciente de que el plasmido recombinante de la invencién tiene que ensamblarse en
un vector virico y seleccionar el mas adecuado. Tales vectores viricos pueden pertenecer al grupo de: vectores
lentiviricos, vectores adenoviricos dependientes de auxiliares o vectores de AAV. Como ejemplo, se describen
vectores lentiviricos para la terapia génica de trastornos de almacenamiento lisosémico en Naldini, L., Blomer, U.,
Gage, F. H., Trono, D. y Verma, |. M. (1996a). “In vivo gene delivery and stable transduction of nondividing cells by a
lentiviral vector”. Science 272(5259), 263-7; Consiglio A, Quattrini A, Martino S, Bensadoun JC, Dolcetta D, Trojani
A, Benaglia G, Marchesini S, Cestari V, Oliverio A, Bordignon C, Naldini. “In vivo gene therapy of metachromatic
leukodystrophy by lentiviral vectors: correction of neuropathology and protection against learning impairments in
affected mice L". Nat Med. marzo de 2001; 7(3): 310-6; Follenzi A, Naldini L. “HIV-based vectors. Preparation and
use”. Methods Mol Med. 2002; 69: 259-74. Como ejemplo adicional, se describen vectores adenoviricos
dependientes de auxiliares en Brunetti-Pierri N, Ng P. “Progress towards liver and lung-directed gene therapy with
helper-dependent adenoviral vectors”. Curr Gene Ther. oct. de 2009; 9(5): 329-40.

En una realizacion preferida, el plasmido recombinante deriva del vector plasmidico AAV2.1 y es adecuado para
vectores viricos de AAV, preferiblemente AAV de serotipo 8.

Es entonces un objeto adicional de la invencion un vector virico para la terapia génica de trastornos lisosémicos que
comprende cualquiera de los vectores de acido nucleico recombinantes como se divulgan anteriormente.

Preferiblemente, el trastorno lisosémico es MPS, mas preferiblemente MPS de tipo IlIA.

Es un objeto adicional de la invencion una composicion farmacéutica que comprende el vector virico como se
divulga anteriormente, preferiblemente para administracion sistémica.

Es un objeto adicional de la invencién una sulfatasa quimérica consistente esencialmente en el orden de secuencia
N-terminal-C-terminal: a) un péptido sefial derivado o bien de la secuencia aminoacidica de a-antitripsina humana
(hAAT) o la secuencia aminoacidica de iduronato-2-sulfatasa (IDS) humana, perteneciendo dicha secuencia al
siguiente grupo: (SEQ ID No. 2) o (SEQ ID No. 4); b) una secuencia aminoacidica derivada de sulfatasa humana
desprovista de su péptido sefial; c) el dominio de unién a LDLR de ApoB.

En una realizacion preferida, la sulfatasa quimérica tiene una secuencia derivada de sulfamidasa humana,
preferiblemente de (SEQ ID No. 8).

En una realizacién preferida, la sulfatasa quimérica comprende un dominio de unién a LDLR de ApoB codificado que
tiene la secuencia de (SEQ ID No. 10).

En una realizacion preferida, la sulfatasa quimérica tiene esencialmente la secuencia perteneciente al siguiente
grupo:

SECUENCIAS CON FLAG (el experto sustituira facilmente la secuencia FLAG por cualquier otra secuencia
espaciadora adecuada):

14



ES 2661 967 T3

a) Secuencia aminoacidica de hAATsp-SGSH-3xflag (*= terminacion) (SEQ ID No. 12).

MPSSVSWGILLLAGLCCLVPVSLARPRNALLLLADDGGFESGAYNNSAIA
TPHLDALARRSLLFRNAFTSVSSCSPSRASLLTGLPQHQNGMYGLHQDVH
HFNSFDKVRSLPLLLSQAGVRTGIIGKKHVGPETVYPFDFAYTEENGSVL

QVGRNITRIKLLVRKFLQTQDDRPFFLY VAFHDPHRCGHSQPQY GTFCEK

FGNGESGMGRIPDWTPQAYDPLDVLVPYFVPNTPAARADLAAQYTTVGRM
DOQGVGLVLQELRDAGVLNDTLVIFTSDNGIPFPSGRTNLY WPGTAEPLLV
SSPEHPKRWGQVSEAYVSLLDLTPTILDWFSIPYPSYAIFGSKTIHLTGR
SLLPALEAEPLWATVFGSQSHHEVTMSYPMRSVQHRHFRLVHNLNFKMPF
PIDQDFYVSPTFQDLLNRTTAGQPTGWYKDLRHYYYRARWELYDRSRDPH
ETONLATDPRFAQLLEMLRDQLAKWQWETHDPWVCAPDGVLEEKLSPQCQ
PLHNELSSRGSRADYKDHDGDYKDHDIDYKDDDDK**

b) Secuencia aminoacidica de hiIDSsp-SGSH-3xflag (*= terminacion) (SEQ ID No. 14)

MPPPRTGRGLLWLGLVLSSVCVALGRPRNALLLLADDGGFESGAYNNSAI
ATPHLDALARRSLLFENAFTSVSSCSPSRASLLTGLPQHQNGMYGLHQDV
HHFNSFDKVRSLPLLLSQAGVRTGIIGKKHVGPETVYPFDFAYTEENGSV
LOVGRNITRIKLLVRKFLQTQDDRPFFLYVAFHDPHRCGHSQPQYGTFCE
KFGNGESGMGRIPDWTPQAYDPLDVLVPYFVPNTPAARADLAAQYTTVGR
MDQGVGLVLQELRDAGVLNDTLVIFTSDNGIPFPSGRTNLYWPGTAEPLL
VSSPEHPKRWGQVSEAYVSLLDLTPTILDWESIPYPSY AIFGSKTIHLTG
RSLLPALEAEPLWATVFGSQSHHEVTMSYPMRSVQHRHFRLVHNLNFKMP
FPIDQDEFY VSPTFQDLLNRTTAGQPTGWYKDLRHYYYRARWELYDRSRDP
HETQNLATDPRFAQLLEMLRDQLAKWQWETHDPWVCAPDGVLEEKLSPQC
QPLHNELSSRGSRADYKDHDGDYKDHDIDYKDDDDEK**
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c) Secuencia aminoacidica de hAATsp-SGSH-3xflag-ApoB (*= terminacion) (SEQ ID No. 16)
MPSSVSWGILLLAGLCCLVPVSLARPRNALLLLADDGGFESGAYNNSATA
TPHLDALARRSLLFRNAFTSVSSCSPSRASLLTGLPQHONGMYGLHQDVH
HFNSFDKVRSLPLLLSQAGVRTGIIGKKHVGPETVYPFDFAYTEENGSVL
QVGRNITRIKLLVRKFLOQTQDDRPFFLYVAFHDPHRCGHSQPQYGTFCEK
FGNGESGMGRIPDWTPQAYDPLDVLVPYFVPNTPAARADLAAQYTTVGRM
DQGVGLVLQELRDAGVLNDTLVIFTSDNGIPFPSGRTNLY WPGTAEPLLV
SSPEHPKRWGQVSEAYVSLLDLTPTILDWFSIPYPSYAIFGSKTIHLTGR
SLLPALEAEPLWATVFGSQSHHEVTMSYPMRSVQHRHFRLVHNLNFKMPF
PIDQDFYVSPTFQDLLNRTTAGQPTGWYKDLRHYYYRARWELYDRSRDPH
ETONLATDPRFAQLLEMLRDQLAKWQWETHDPWVCAPDGVLEEKLSPQCQ
PLHNELSSRGSRADYKDHDGDYKDHDIDY KDDDDKISVIDALQYKLEGTT
RLTRKRGLKLATALSLSNKFVEGSRS**

d) Secuencia aminoacidica de hIDSsp-SGSH-3xflag-ApoB (*= terminacion) (SEQ ID No. 18)

MPPPRTGRGLLWLGLVLSSVCVALGRPRNALLLLADDGGFESGAYNNSAI
ATPHLDALARRSLLFRNAFTSVSSCSPSRASLLTGLPQHONGMYGLHQDV
HHENSFDKVRSLPLLLSQAGVRTGIIGKKHVGPETVYPFDFAYTEENGSV
LOQVGRNITRIKLLVRKFLQTQDDRPFFLY VAFHDPHRCGHSQPQYGTFCE
KFGNGESGMGRIPDWTPQAYDPLDVLVPYFVPNTPAARADLAAQYTTVGR
MDQGVGLVLQELRDAGVLNDTLVIFTSDNGIPFPSGRTNLYWPGTAEPLL
VSSPEHPKRWGQVSEAY VSLLDLTPTILDWESIPYPSYAIFGSKTIHLTG
RSLLPALEAEPLWATVFGSQSHHEVTMSYPMRSVQHRHFRLVHNLNFKMP
FPIDOQDFYVSPTFQDLLNRTTAGQPTGWYKDLRHYYYRARWELYDRSRDP
HETQNLATDPRFAQLLEMLRDQLAKWQWETHDPWVCAPDGVLEEKLSPQC
QPLHNELSSRGSRADYKDHDGDYKDHDIDYKDDDDKISVIDALQYKLEGT
TRLTRKRGLKLATALSLSNKFVEGSRS**,

5 SECUENCIAS SIN FLAG:
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e) Secuencia aminoacidica de hAATsp-SGSH (*= terminacion) (SEQ ID No. 20)
MPSSVSWGILLLAGLCCLVPVSLARPRNALLLLADDGGFESGAYNNSAIA
TPHLDALARRSLLFRNAFTSVSSCSPSRASLLTGLPQHQNGMYGLHQDVH
HFENSFDKVRSLPLLLSQAGVRTGIIGKKHVGPETVYPFDFAYTEENGSVL
QVGRNITRIKLLVRKFLQTQDDRPFFLY VAFHDPHRCGHSQPQYGTFCEK
FGNGESGMGRIPDWTPQAYDPLDVLVPYFVPNTPAARADLAAQYTTVGRM
DQGVGLVLQELRDAGVLNDTLVIFTSDNGIPFPSGRTNLY WPGTAEPLLV
SSPEHPKRWGQVSEAYVSLLDLTPTILDWFSIPYPSY AIFGSKTIHLTGR
SLLPALEAEPLWATVFGSQSHHEVTMSYPMRSVQHRHFRLVHNLNFKMPF
PIDQDFYVSPTFQDLLNRTTAGOQPTGWYKDLRHYYYRARWELYDRSRDPH
ETONLATDPRFAQLLEMLRDQLAKWQWETHDPWVCAPDGVLEEKLSPQCQ
PLHNEL*

f) Secuencia aminoacidica de hIDSsp-SGSH (*= terminacion) (SEQ ID No. 22)

MPPPRTGRGLLWLGLVLSSVCVALGRPRNALLLLADDGGFESGAYNNSAI
ATPHLDALARRSLLFRNAFTSVSSCSPSRASLLTGLPQHQNGMYGLHQDV
HHFENSFDKVRSLPLLLSQAGVRTGIIGKKHYGPETVYPFDFAYTEENGSY
LQVGRNITRIKLLVRKFLQTQDDRPFFLYVAFHDPHRCGHSQPQYGTFCE
KFGNGESGMGRIPDWTPQAYDPLDVLVPYFVPNTPAARADLAAQYTTVGR

MDQGVGLVLQELRDAGVLNDTLVIFTSDNGIPFPSGRTNLY WPGTAEPLL
VSSPEHPKRWGQVSEAYVSLLDLTPTILDWESIPYPSY AIFGSKTIHLTG
RSLLPALEAEPLWATVFGSQSHHEVTMSYPMRSVQHRHFRLVHNLNFKMP
FPIDQDFYVSPTFQDLLNRTTAGQPTGWYKDLRHYYYRARWELYDRSRDP
HETQNLATDPRFAQLLEMLRDQLAKWQWETHDPWVCAPDGVLEEKLSPQC
QPLHNEL*

17



10

15

ES 2661 967 T3

g) Secuencia aminoacidica de hAATsp-SGSH-ApoB (*= terminacién) (SEQ ID No. 24)
MPSSVSWGILLLAGLCCLVPVSLARPRNALLLLADDGGFESGAYNNSATA
TPHLDALARRSLLFRNAFTSVSSCSPSRASLLTGLPQHONGMYGLHQDVH
HFNSFDKVRSLPLLLSQAGVRTGIIGKKHVGPETVYPFDFAYTEENGSVL
QVGRNITRIKLLVRKFLQTQDDRPFFLY VAFHDPHRCGHSQPQYGTFCEK
FGNGESGMGRIPDWTPQAYDPLDVLVPYFVPNTPAARADLAAQYTTVGRM
DOQGVGLVLQELRDAGVILNDTLVIFTSDNGIPFPSGRTNLY WPGTAEPLLY
SSPEHPKRWGQVSEAYVSLLDLTPTILDWEFSIPYPSY AIFGSKTIHLTGR
SLLPALEAEPLWATVFGSQSHHEVTMSYPMRSVQHRHFRLVHNLNFKMPF
PIDQDFYVSPTFQDLLNRTTAGQPTGWYKDLRHYYYRARWELYDRSRDPH
ETQNLATDPRFAQLLEMLRDQLAKWQWETHDPWVCAPDGVLEEKLSPQCQ
PLHNELSSRSVIDALQYKLEGTTRLTRKRGLKLATALSLSNKFVEGSRS**

h) Secuencia aminoacidica de hIDSsp-SGSH-ApoB (*= terminacion) (SEQ ID No. 26)

MPPPRTGRGLLWLGLVLSSVCVALGRPRNALLLLADDGGFESGAYNNSAIA
TPHLDALARRSLLEFRNAFTSVSSCSPSRASLLTGLPQHQONGMYGLHQDVH
HFNSFDKVRSLPLLLSQAGVRTGIGKKHVGPETVYPFDFAYTEENGSVL
QVGRNITRIKLLVRKFLQTQDDRPFFLY VAFHDPHRCGHSQPQYGTFCEK
FGNGESGMGRIPDWTPQAYDPLDVLVPYFVPNTPAARADLAAQYTTVGRM
DQGVGLVLQELRDAGVLNDTLVIFTSDNGIPFPSGRTNLY WPGTAEPLLV
SSPEHPKRWGQVSEAYVSLLDLTPTILDWESIPYPSYAIFGSKTIHLTGR
SLLPALEAEPLWATVFGSQSHHEVTMSYPMRSVOQHRHFRLVHNLNFKMPF
PIDQDFYVSPTFQDLLNRTTAGQPTGWYKDLRHYYYRARWELYDRSRDPH
ETQNLATDPRFAQLLEMLRDQLAKWQWETHDPWVCAPDGVLEEKLSPQCQ
PLHNELSSRSVIDALQYKLEGTTRLTRKRGLKLATALSLSNKFVEGSRS**

Es otro objeto de la invencion la sulfatasa quimérica como se divulga anteriormente para uso médico,
preferiblemente para el tratamiento de MPS, mas preferiblemente MPS de tipo IlIA.

Es otro objeto de la invencién una composicion farmacéutica que comprende la sulfatasa quimérica como se divulga
anteriormente y diluyentes y/o excipientes y/o portadores adecuados.

Es otro objeto de la invencion un método para el tratamiento de una patologia de MPS que comprende la etapa de
administrar a un sujeto una cantidad adecuada de la composicion farmacéutica que comprende el vector virico para
terapia génica como se divulga anteriormente. Preferiblemente, la patologia de MPS es MPS de tipo IlIA.

Es otro objeto de la invencion un método para el tratamiento de una patologia de MPS que comprende la etapa de
administrar a un sujeto una cantidad adecuada de la composicion farmacéutica que comprende la sulfatasa
quimérica como se divulga anteriormente. Preferiblemente, la patologia de MPS es MPS de tipo IlIA.

La ventaja principal de la invencion es que la molécula quimérica de la invencién como se produce y secreta por el
higado es capaz de cruzar la BHE y por tanto se orienta potencialmente a todos los distritos cerebrales.

Con referencia al enfoque de terapia génica, con respecto a la técnica anterior de Fraldi et al. HMG 2007, que
describe terapia génica mediada por AAV2/5 para MPS-IIIIA, la presente invencion es menos invasiva debido a que
los vectores AAV8 se administran sistémicamente y no directamente al cerebro.

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2661 967 T3

En cuanto al enfoque de terapia de reemplazo enzimatico con respecto a la técnica anterior de Hemsley, K.M. y J.J.
Hopwood, Behav Brain Res, 2005; Savas, P.S et al.,, Mol Genet Metab, 2004 y Hemsley, K.M., et al., Mol Genet
Metab, 2007, la presente invencion supera la necesidad de repetir la inyeccion de la enzima y se disefia para cruzar
la BHE. Merece la pena apuntar que para los enfoques de ERT, la BHE y el alto coste de la produccion enzimatica
son limitaciones muy importantes.

Leyendas de las figuras
Figura 1. SGSH no modificada: Estudio in vivo preliminar 1 (tratamiento de recién nacidos).

Anédlisis de la sefial de GFP en el higado de ratones con MPSIIA recién nacidos inyectados con AAV2/8-TBG-GFP.
Se inyectaron ratones recién nacidos con MPSIIIA con vectores AAV2/8-TBG-SGSH (que expresan una sulfamidasa
no modificada). Como control, se inyectaron en ratones recién nacidos con MPSIIIA y heterocigoticos
(fenotipicamente normales) vectores AAV2/8-TBG-GFP. Se analizé en secciones hepaticas de ratones con MPS-IIIA
inyectados la tincion de GFP en diferentes momentos después de la inyeccion (1, 2, 3, 5 y 10 semanas después de
la inyeccion). La sefial de GFP era muy fuerte en los puntos temporales tempranos. Sin embargo, se observé una
disminucion significativa de la sefial de GFP en los puntos temporales tardios después de la inyeccion.

Figura 2. SGSH no modificada: Estudio preliminar in vivo 1 (tratamiento de recién nacidos).

Actividad de SGSH en el higado y suero de ratones inyectados recién nacidos. Se midio la actividad sulfamidasa en
el suero (A) e higado (B) de ratones con MPSIIIA inyectados con AAV2/8-TBG-SGSH y ratones de control (ratones
con MPS-IIIA y heterocigoticos inyectados con AAV2/8-TBG-GFP). (A) La actividad de SGSH en el plasma de
ratones con MPS-IIIA tratados con AAV2/8-TBG-SGSH aumentaba durante el periodo de las dos primeras semanas
después del tratamiento neonatal, y disminuia entonces con el tiempo hasta alcanzar los niveles medidos en ratones
con MPS-IIIA inyectados con GFP de control. (B) El analisis de la actividad de SGSH hepatica mostraba una
tendencia similar a la observada en el plasma, con mayores niveles de actividad detectada en la primera semana
después de la inyeccion.

Figura 3. SGSH no modificada: Estudio preliminar in vivo 2 (tratamiento de adultos).

Anédlisis de la sefial de GFP en el higado de ratones con MPSIIA adultos inyectados con AAV2/8-TBG-GFP. Se
inyectaron en ratones con MPSIIIA de 1,5 meses de edad vectores AAV2/8-TBG-SGSH (que expresan una
sulfamidasa no modificada). Como control, se inyectaron en ratones con MPSIIIA y heterocigoéticos (fenotipicamente
normales) de 1,5 meses de edad vectores AAV2/8-TBG-GFP. Se analizé en secciones hepaticas de ratones
inyectados con MPS-IIIA la tincion de GFP a las 1 y 5 semanas después de la inyeccion. Se observé una expresion
alta y estable de GFP

Figura 4. SGSH no modificada: Estudio preliminar in vivo 2 (tratamiento de adultos).

Actividad de SGSH en el suero e higado de ratones adultos inyectados. Se midi6 la actividad sulfamidasa en el
suero (A) e higado (B) de ratones con MPSIIIA inyectados con AAV2/8-TBG-SGSH vy ratones de control (ratones con
MPS-IIIA y heterocigéticos inyectados con AAV2/8-TBG-GFP). (A) En el higado de ratones con MPSIIIA inyectados
con AAV2/8-TBG-SGSH, se observé un fuerte aumento de la actividad de SGSH en comparacion con la baja
actividad enzimatica detectada en los animales inyectados con el vector de GFP. Ademas, esta actividad
permanecia estable durante 5 semanas después de la inyeccion (el ultimo punto temporal analizado). (B) De forma
consistente, el analisis de la actividad de SGSH en el suero de ratones con MPS-IIIA tratados con AAV2/8-TBG-
SGSH era muy alto y estable a lo largo del tiempo después de la inyeccion analizado.

Figura 5. Constructos de sulfamidasa quimérica.

Se reemplazé el péptido sefial (SP) de sulfamidasa por el de a-antitripsina humana (hAAT) o iduronato-2-sulfatasa
(IDS). Los constructos se disefiaron como “proteinas sulfamidasas parcialmente genomanipuladas" (IDSsp-
SGSHflag y hAATsp-SGSHflag). Para construir las proteinas sulfamidasas quiméricas finales, se fusioné el dominio
de union a LDLR de ApoB (ApoB-BD) con el extremo C del marcaje Flag, obteniendo los “constructos
genomanipulados finales” resultantes (IDSsp-SGSHflag-ApoB y hAATsp-SGSHflag-ApoB). Se amplificé la secuencia
de ApoB (114 pb) por PCR a partir de ADNc de sangre humana usando oligonucleétidos directo e inverso con sitios
5' Bglll. Se preparo el plasmido de cadena principal que contiene la secuencia de SP-SGSH insertando mediante
mutagénesis el sitio Bglll antes del codén de terminacion del marcaje Flag. Se insertaron todas las secuencias de
sulfamidasa quimérica resultantes (IDSsp-SGSHflag, hAATsp-SGSHflag, IDSsp-SGSHflag-ApoB y hAATsp-
SGSHflag-ApoB) en plasmidos de expresion de mamifero bajo un promotor de CMV.

Figura 6. Transporte mediado por receptor.

Cruce de la BHE a través de transcitosis mediada por receptor. EI dominio de unién a receptor de lipoproteina de
baja densidad (LDLR) de la apolipoproteina B (LDLR-BD de ApoB) confiere a la sulfamidasa la capacidad de
alcanzar las células cerebrales por union a receptores de LDL, que son abundantes en las células endoteliales de la
BHE. Este mecanismo puede sustituir al transporte mediado por el receptor de 6-fosfato de manosa (M6PR) de la
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sulfamidasa por la BHE, que es ineficaz.
Figura 7. Estudio in vitro.

Actividad de SGSH en el sedimento y en el medio de células MEF con MPS-IIIIA transfectadas. Se transfectaron
células MEF derivadas de ratones con MPS-IIIA con constructos genomanipulados parciales o finales. (A) Se midié
la actividad sulfamidasa en el medio (gris claro) y el sedimento (gris oscuro) de células transfectadas. (B) Se evaluo
también la eficacia de secrecion correspondiente (actividad en medio/actividad total).

Figura 8. Estudio in vitro.
Analisis de transferencia Western de todas las proteinas sulfamidasas genomanipuladas.

Se transfectaron células MEF derivadas de ratones con MPS-IIIA con constructos genomanipulados parciales o
finales o con constructo de SGSH no modificada de control. (A) El andlisis de transferencia con anticuerpos anti-Flag
muestra la expresion correcta de todas las proteinas quiméricas. Como control de la eficacia de transfeccion, se
cotransfectaron las células con la misma concentracion de un plasmido que contiene sintaxina7 marcada con Flag,
una proteina no relacionada. (B) Se practicaron experimentos de pulso y seguimiento en las células transfectadas
para evaluar la tasa de recambio de las proteinas quiméricas. (C) Se transfectaron células Cos-7 con constructos
genomanipulados parciales o finales o con constructo de SGSH no modificada de control. Se observad la localizacion
lisosémica en todas las células transfectadas por inmunotincién con anticuerpos anti-SGSH.

Figura 9. Estudio in vivo.

Resultados in vivo preliminares en ratones con MPS IlIA inyectados con sulfamidasa genomanipulada final. Los
autores obtuvieron resultados preliminares pero extremadamente alentadores, en ratones con MPS-IIIA inyectados
con uno de los constructos de sulfamidasa finales: hAATsp-SGSHflag-ApoB. Se inyectd sistémicamente en ratones
adultos con MPS-IIIA AAV2/8-TBG-hAATsp-SGSHflag-ApoB. Un grupo con MPS-IIIA se inyectd también con
AAV2/8-TBG-SGSH (que contiene la sulfamidasa no modificada) como control. Se sacrificaron los ratones un mes
después de la inyeccion. En los ratones inyectados con la sulfamidasa quimérica, se observd mayor actividad
sulfamidasa hepatica y un aumento muy fuerte de la secrecion de sulfamidasa con respecto a los ratones de control.
Ademas, se detectdé un aumento significativo de la actividad de SGSH en el cerebro de ratones inyectados con la
sulfamidasa quimérica en comparacion con las medidas de actividad de SGSH en el cerebro de ratones inyectados
con sulfamidasa no modificada.

Figura 10. Mapa del plasmido AAV2.1.

Mapa del plasmido pAAV2.1 usado para la produccion de vectores viricos AAV2.8. El plasmido contiene el gen de
GFP bajo el control del promotor especifico de higado TBG. Se reemplazé la secuencia de GFP por ADNc que
codifica los moédulos de sulfamidasa quimérica usando los sitios de restriccion Notl e Hindlll. Se transfectd el
plasmido resultante junto con el auxiliar pAd, el plasmido pAAV rep-cap, en células 293, produciendo vectores
viricos AAV2.8 (véanse los Métodos).

Métodos
Construccion de médulos de SGSH quimérica, vectores de dcido nucleico recombinante y vectores viricos

Se produjeron los péptidos sefal alternativos mediante ligamiento de dos fragmentos: una secuencia de ADNc de
SGSH humana (fragmento 1) y la secuencia de péptido sefial (fragmento Il). Se amplificé el fragmento | a partir de un
plasmido que expresa hSGSH y que comenzaba en el extremo 3’ de la secuencia del péptido sefial de hSGSH
(correspondiente al nucleétido en la posicion 61 en la secuencia de SGSH) y se extendié hasta un unico sitio Xbal
que contenia el ADNCc de SGSH completo (oligos usados: SGSHFOR

5’- CGT CCC CGG AAC GCA CTG CTG CTCCT-3"seq ID No. 28) y SGSHREV
57 -GCG GCC TCT AGA TGA CAG CTCATT GTG GAG GGG CTG-3" (SEQ ID No. 29)). El

Fragmento Il era Unico para cada modulo de expresion. Para hAATsp-SGSH-cFlag, el fragmento Il se sintetizaba
reasociando dos  secuencias  oligonucleotidicas  especificas  (hAATspFOR 5-GGC CGC ATG

CCG TCT TCT GTC TCG TGG GGC ATC CTC CTG CTG GCA GGC CTG TGC
TGC CTG GTC CCT GTCTCC CTGGCT 3'  (sEQ 1D No. 30) y hAATspREV  5'-

AGC CAG GGA GAC AGG GAC CAG GCA GCA CAG GCC TGC CAG CAG GAG
GAT GCC CCACGA GAC AGA AGA CGG CAT GC-3¥ (SEQ ID No. 31)) que contienen la secuencia del

péptido sefial de a1-antitripsina humana [ADNc de a1-antitripsina humana: 72 pb].

El fragmento que codifica tal péptido sefal era:

S-ATGCCOGTCTTCTGTCTCGTGGGGCATCCTCCTGCTGGCAGGCCTGTGCTG
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CCTGGTCCCTGTCTCCCTGGCT-3 (SEQ 1D No. 1)

Para el médulo de expresion IDSsp-SGSH-cFlag, se sintetizd el fragmento Il reasociando dos secuencias
oligonucleotidicas especificas (IDSspFOR

5’- GGC CGC ATG CCC CCG

CCC CGC ACC GGC CGC GGC CTG CTG TGG CTG GGC CTG GTG CTG AGC
AGC GTG TGC GTG GCC CTGGGC -3 (sEQ 1D No.  32) e  IDSspREV

5’- GCCCAG GGC CAC GCA CAC GCT GCT CAG CAC CAG GCC CAG CCA CAG CAG
GCC GCG GCC GGT GCG GGG CGG GGG CAT GC-37(SEQ ID No. 33) que contiene la secuencia del

péptido sefial de iduronato sulfatasa humana [ADNc de iduronato-2-sulfatasa de Homo sapiens (IDS): 75 pb]. El
fragmento que codifica tal péptido sefal era:

3-ATGCCGCCACCCCGGACCGGCCCGAGGCCTTCTCTGGCTGGOGTCTGGTTCT

GAGCTCCGTCTGCGTCGCCCTCGGA-3 (SEQ ID No. 3) una secuencia optimizada
S-ATGCCCCCGCCCCGCACCGGCCGCGGCCTGCTGTGGC TGGG(‘( TGGTG
CTGAGCAGCGTGTGCGTGG(-CCTGGGC 3 (SEQ ID No. 5). Las dos secuencias anteriores difieren solo

en el uso de codon y codifican la misma secuencia aa de péptido sefal (SEQ ID No. 4 o 6). Las secuencias
oligonucleotidicas del fragmento Il tienen un sitio 5' Notl y un sitio 3' de extremo romo. Se incubaron las secuencias
oligonucleotidicas directa e inversa durante 3 minutos a 100 °C. Después de enfriar a TA, se afiadié PNK a los oligos
durante 30 minutos a 37 °C. Se ligaron el fragmento | (5'Notl-3'romo) y el fragmento Il (5'romo3'Xba) con el vector
plasmidico p3xFlag-CMV14 (5'Not-3'Xba). Se transformaron células DH5a competentes con la mezcla de ligamiento
resultante.

Para obtener los constructos quiméricos de SGSH completos, se amplificé la secuencia aminoacidica 3371-3409 de
ApoB humana (114 pb:
S TCTGTCATTGATGCACTGCAGTACAAATTAGAGGG
CACCACAAGATTGACAAGAAAAAGGGGATTGAAGTTAGCCACAGCTCTGTC

TCTGAGCAACAAATTTGTGGAGGGTAGT—S’(SEQ ID No. 9) mediante una colecciéon de ADNc humana
(oligos: ApoBDFOR 35'- AGA TCT CTG TCA TTG ATG CACTGC AGT-3"(SEQ ID No. 34) y
ApoBDREV 3'- AGA TCT ACT ACC CTC CACAAA TTT GTT GC -3°(SEQ ID No. 35)) y se clond en
los sitios Bglll en el extremo 5’ del marcaje 3xFlag de hAATsp-SGSH-cFlag o IDSsp-SGSH-cFlag.

Se subclonaron los diferentes modulos de expresién que contienen o bien los constructos quiméricos parciales
(hAATsp-SGSH-cFlag e hIDSsp-SGSH-cFlag) o los constructos quiméricos completos (hAATsp-SGSH-cFlag-ApoB e
hIDSsp-SGSH-cFlag-ApoB) en pAAV2.1-TBG-GFP entre Notl (5') e Hindlll (3') (la secuencia de GFP se reemplazo
por los médulos de expresion). Se usaron los plasmidos resultantes (Fig. 10) para producir AAV recombinante de
serotipo 8 (AAV2/8) (19). Se produjeron los vectores de AAV usando una transfeccion transitoria de tres plasmidos
en células 293: auxiliar pAd, pAAV rep-cap (plasmido de empaquetamiento que contiene el gen AAV2 rep fusionado
con los genes cap de AAV de serotipo 8), pAAV Cis (este plasmido es el vector pAAV2.1-TGB que expresa las
proteinas sulfamidasas quiméricas). Se purificaron los vectores viricos AAV2/8 recombinantes mediante dos rondas
de CsCl, como se describe anteriormente (19). Se valoraron los titulos vectoriales, expresados como copias de
genoma (GC/ml), mediante PCR instantanea (GeneAmp 7000 Applied Biosystem). Se produjeron los vectores de
AAV en la TIGEM AAV Vector Core Facility (http://www.tigem.it/core-facilities/adeno-associated-virus-aav-vector-
core).

Transfecciones y secreciones en células

Se mantuvieron células Hela y MEF con MPSIIIA en DMEM suplementado con 10 % de FBS vy
penicilina/estreptomicina (medio de cultivo normal). Se transfectaron las células subconfluentes usando
LipofectamineTM 2000 (Invitrogen) segun los protocolos del fabricante. Un dia después de la transfeccion, se
reemplaz6 el medio por DMEM con 0,5 % de FBS. Dos dias después de la transfeccion, se recogié el medio
acondicionado y el sedimento para ensayos enzimaticos y analisis de transferencia Western.

Analisis de WB

Se afiadié tampon de lisis 3xflag 1 x (Tris-HCI 50 mM, pH 8, NaCl 200 mM, 1 % de Triton X100, EDTA 1 mM,
HEPES 50 mM) a los sedimentos celulares. Se obtuvieron los lisados por incubaciéon de los sedimentos celulares
con tampon de lisis durante 1 hora en hielo. Se determiné la concentracion de proteina usando el ensayo
colorimétrico de Bio-Rad (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.). Se concentré el medio acondicionado en Vivaspin 500
(Sartorius) por centrifugacion del medio a 13.000 rpm durante 7 min. Se revelaron las proteinas sulfamidasa con
Flag por analisis de transferencia Western usando anticuerpos monoclonales conjugados con peroxidasa anti-FLAG
M2 (A8592 Sigma-Aldrich) diluidos 1:1000 en leche al 5 %.
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Inmunofluorescencia

Se lavaron las células tres veces con PBS frio y se fijaron entonces con paraformaldehido (PFA) al 4 % durante 15
min. Se lavaron las células fijadas cuatro veces con PBS frio, se permeabilizaron con solucién de bloqueo (0,1% de
saponina y 10 % de FBS en PBS) durante 30 min y se inmunomarcaron con anticuerpo primario apropiado: anti-h-
sulfamidasa de conejo (1:300, Sigma). Después de 4 lavados con PBS, se incubaron las células con el anticuerpo
secundario anti-Alexa fluor488 de conejo conjugado (1:1000). Se lavaron entonces las células cuatro veces con PBS
frio y se montaron en el medio de montaje Vectashield.

Pulso y seguimiento

Para determinar la tasas de degradacion de la enzima sulfamldasa se radlomarcaron MEF con MPSIIA
transfectadas con diferentes constructos quiméricos con 30 UCI/10 células de mezcla de [ S]metlonlna cisteina
(EasyTag(TM) EXPRE35S35S Protein Labeling Mix, [3S]; PerkinElmer) durante 30 minutos en medio exento de
metionina:cisteina (Sigma) suplementado con suero fetal de ternero al 1 %. Después de un lavado extensivo, se
mantuvieron las células en presencia de suero fetal de ternero al 5 % y se suplementaron con metionina y cisteina.
Se recuperaron las células en diferentes puntos temporales y se lisaron usando tampon de lisis 3xflag. Se retiraron
los lisados por centrifugacion y se inmunoprecipitaron los sobrenadantes usando anticuerpo contra Flag conjugado
con agarosa (gel de afinidad M2 anti-flag, A2220 Sigma-Aldrich). Después de un lavado extenso con tampén de lisis,
se sometié el inmunoprecipitado a PAGE-SDS. Se expusieron los geles secados a una pantalla Phosphorimager y
se cuantificaron con un sistema Phosphorlmager.

Animales

Se utilizaron ratones C57BL/6 mutantes homocigéticos (MPS-IIIA, -/-) y heterocigoéticos (fenotipicamente normales
+/). Por consiguiente, el término “ratones normales” se usa para hacer referencia al fenotipo del raton. Se realizaron
los experimentos de acuerdo con las directrices del Comité de uso y cuidado animal del Hospital Cardarelli en
Napoles y autorizados por el Ministerio de sanidad italiano.

Inyeccion sistémica y recogida de tejidos

Se crioanestesiaron ratones recién nacidos con MPS-IIIA y normales el dia posnatal 0-1. Se suministraron los
vectores por via sistémica a través de la vena temporal (2x10 particulas en 100 pl). Se inyectd a los ratones con
MPSIIIA adultos (1 mes) a través de la vena caudal (2X10"" particulas en 100 pl). Se recogié el suero de los
animales en diferentes puntos temporales después de la inyeccion para los ensayos enzimaticos. Para evaluar la
transduccion hepatica y cerebral, se sacrificaron los animales en diferentes puntos temporales. Algunos de ellos se
perfundieron/fijaron con paraformaldehido al 4 % (p/v) en PBS y se retiré entonces el higado para tincién con GFP.
Se sacrificaron los ratones restantes y se retiraron higado y cerebro para medir la actividad de SGSH.

Ensayo de actividad de SGSH
Se midio la actividad de SGSH siguiendo los protocolos descritos en Fraldi et al., Hum Mol Gen 2007).
Analisis de GFP

Se sometieron tejidos hepaticos a un gradiente de sacarosa (de 10 a 30 %) y se incubaron durante una noche en
sacarosa al 30 % a 4 °C. Finalmente, se embebieron los tejidos en matriz de imbibicion OCT (Kaltek) y se
congelaron instantaneamente en un bafio de hielo seco y etanol. Se cortaron criosecciones de tejido de 10 um de
grosor, se lavaron con PBS durante 10 min, se montaron en medio de montaje Vectashield y se procesaron para
andlisis de GFP.

Resultados

La meta del proyecto era desarrollar una estrategia de terapia génica sistémica poco invasiva basada en la inyeccion
intravenosa de AAV de serotipo 8. Este serotipo exhibe alto tropismo por el higado (18-20) y puede usarse para el
suministro de un gen genomanipulado que codifica una sulfamidasa modificada quimérica (i) para secretarse en gran
medida por el higado, alcanzando por tanto altos niveles de enzima en circulacién en a corriente sanguinea. La
sulfamidasa se secreta poco respecto a otras enzimas sulfatasas tales como iduronato-2-sulfatasa (IDS). Se
reemplazo el péptido sefial de sulfamidasa por el de IDS o a-antitripsina humana (AAT), una enzima altamente
secretada; (ii) para cruzar eficazmente la BHE. La sulfamidasa quimérica se genomanipulé adicionalmente con un
dominio de proteina orientado a cerebro especifico, el dominio de unién (LDLR) de la apolipoproteina B (LDLR-BD
de ApoB).

Resultados in vivo en ratones con MPS IlIA

La eficacia del nuevo tratamiento es estrictamente dependiente de la capacidad de transduccién al higado en gran
medida por el transgén para secretar eficazmente en la corriente sanguinea la sulfamidasa, que cruzara entonces la
BHE y se transducira al cerebro mediante su secuencia diana cerebral. Por lo tanto, los niveles séricos de la enzima

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2661 967 T3

terapéutica pueden representar un factor critico en la determinacion de la eficacia de la terapia. No se han realizado
estudios previos para analizar la transduccion hepatica y los niveles sistémicos de SGSH tras el suministro génico
sistémico de SGSH exdgena en ratones con MPS-IIIA. Por tanto, se decidio investigar esta cuestion para producir
datos preliminares utiles para disefiar una estrategia terapéutica eficaz.

El suministro de enzima terapéutica a ratones neonatos es una herramienta util para prevenir la patologia en ratones
con MPS-IIIA. Se decidi6é entonces ensayar si la inyeccion sistémica mediada por AAV2/8 en recién nacidos con
MPSIIIA podia ser un enfoque factible para desarrollar la nueva estrategia terapéutica. Con esta meta, se inyectd en
ratones recién nacidos con MPS-IIIA AAV2/8 que contenia la secuencia de codificacion de sulfamidasa bajo el
control de un promotor especifico de higado (globulina de hormona tiroidea, TBG) para orientarse especificamente al
higado y volverlo un érgano fabricante de la enzima terapéutica. Se inyectaron en los ratones a través de la vena
temporal 1x10" particulas viricas. Se establecieron tres grupos experimentales de ratones: ratones de control
(ratones heterocigéticos; estos ratones exhiben un fenotipo normal) tratados con AAV2/8-TBG-GFP, ratones con
MPS-IIIA tratados con AAV2/8-TBG-GFP y ratones con MPS-IIIA tratados con AAV2/8-TBG-SGSH.

Para ensayar la eficacia de la inyeccion, se analizé la fluorescencia de GFP en el higado de ratones inyectados con
GFP (ratones normales y con MPS-IIIA). La sefial de GFP estaba presente en cualquier punto temporal temprano o
tardio después de la inyeccion; sin embargo, se observé una disminucion significativa de la sefial de GFP en el
higado de ratones analizados en un punto temporal tardio después de la inyeccion (Fig. 1).

Se comprobé en los ratones con MPS-IIIA inyectados con AAV2/8-TBG-SGSH la actividad de SGSH en plasmay en
higado en diferentes puntos temporales después de la inyeccion (5, 8, 10, 14 dias y 3, 4, 5 y 10 semanas). La
actividad de SGSH en el plasma de ratones con MPS-IIIA tratados con AAV2/8-TBG-SGSH aumentaba durante el
periodo de las dos primeras semanas después del tratamiento neonatal, y disminuia entonces a lo largo del tiempo
alcanzando los niveles medidos en ratones de control con MPS-IIIA inyectados con GFP (Fig. 2A). El analisis de la
actividad de SGSH en el higado mostraba una tendencia similar a la observada en el plasma, detectandose mayores
niveles de actividad en la primera semana después de la inyeccion (Fig. 2B).

Este estudio preliminar en ratones recién nacidos demostré6 que, aunque el higado se transduce eficazmente
mediante el suministro neonatal de sulfamidasa mediado por AAV2/8, la enzima esta presente a bajos niveles
(comparables a los ratones con MPS-IIIA inyectados con GFP de control) tanto en higado como en suero después
de 1 semana después de la inyeccion, haciendo a este enfoque impracticable para tratar el cerebro.

Para evaluar si la proliferacion de hepatocitos durante el periodo después del tratamiento es responsable de la
dilucion hepatica del vector después de la inyeccion neonatal, se practicé un nuevo estudio basado en el suministro
sistémico (inyeccion en vena caudal) de SGSH mediado por AAV2/8 en ratones adultos (1,5 meses de edad), en que
el higado ha completado su crecimiento.

También en este estudio se establecieron tres grupos experimentales de ratones: ratones normales tratados con
AAV2/8-TBG-GFP, ratones con MPS-IIIA tratados con AAV2/8-TBG-GFP y ratones con MPS-IIIA tratados con
AAV2/8-TBG-SGSH. El analisis de la expresion de GFP en diferentes puntos temporales después del tratamiento (1
semana y 5 semanas después de la inyeccion) subray6 una expresion alta y estable del transgén en el higado de
ratones tratados adultos (Fig. 3).

Se comprobd también en los ratones con MPSIIIA tratados la actividad de SGSH en higado y suero en diferentes
puntos temporales (1 semana, 2, 3, 4, 5 semanas) después del tratamiento. En el higado de ratones con MPSIIIA
inyectados con AAV2/8-TBG-SGSH se observéd un fuerte aumento de actividad de SGSH en comparacion con la
baja actividad enzimatica en los animales inyectados con el vector de GFP, y esta actividad permanecia estable
hasta 5 semanas después de la inyeccion (el ultimo punto temporal analizado) (Fig. 4A). También el analisis de la
actividad de SGSH en el suero de ratones tratados era muy alto y estable durante todo el periodo después de la
inyeccion analizado (Fig. 4B). De forma importante, este tratamiento no daba como resultado ninguna actividad
sulfamidasa detectable en el cerebro de ratones con MPS-IIIA inyectados con AAV2/8 (no mostrado).

En conclusién, estos estudios preliminares muestran que: (i) el higado se transduce en gran medida mediante
inyeccion sistémica mediada por AAV2/8; (ii) la disminucion de la actividad de SGSH en ratones recién nacidos
tratados era debida a la dilucidon del vector en el higado y permite considerar a los ratones adultos como un buen
modelo para ensayar el tratamiento sistémico con AAV2/8 que contenia la sulfamidasa quimérica; (iii) la sulfamidaa
secretada (no modificada) no daba como resultado una actividad enzimatica detectable en el cerebro. Esto ultimo es
un resultado esperado y justifica ademas el fundamento detras de la meta del proyecto.

Construccion y validacion de las proteinas sulfamidasas quiméricas

Para aumentar la secrecion de sulfamidasa del higado y por tanto la cantidad de enzima en la corriente sanguinea
disponible para orientar especificamente al cerebro, se genomanipuld la sulfamidasa reemplazando su propio
péptido sefial (SP) por uno alternativo. Se han ensayado dos péptidos sefial, el péptido sefial de iduronato-2-
sulfatasa (IDS) y el péptido sefial de a-antitripsina humana (AAT) (Fig. 5). El fundamento detras del uso de estos dos
péptidos sefial es que la IDS es una enzima lisosémica que se ha demostrado que se secreta a altos niveles en el
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higado [21], mientras que la AAT es una enzima altamente secretada. El objetivo final del proyecto es producir una
sulfamidasa modificada capaz de cruzar la BHE y orientarse al SNC a través de transcitosis mediada por receptor
(Fig. 6). Por esta razén, antes de empezar los experimentos dirigidos a evaluar la eficacia terapéutica del SP
sustituyente en SGSSH, se genomanipulé adicionalmente la SGSH modificada con un dominio de proteina orientado
a cerebro especifico, el dominio de union a receptor de lipoproteina de baja densidad (LDLR) de la apolipoproteina B
(LDLR-BD de ApoB). El dominio de union de ApoB permitira a la sulfamidasa alcanzar las células cerebrales al
unirse a receptores de LDL, que son abundantes en las células endoteliales de la BHE (Fig. 6). Los dos constructos
de sulfamidas genomanipuladas finales contienen en el extremo C el LDLR-BD de ApoB y en el extremo N un
péptido sefial de IDS o hAAT (IDSsp-SGSHflag-ApoB y hAATsp-SGSHflag-ApoB) (Fig. 5).

Para evaluar la funcionalidad de las proteinas sulfamidasa quiméricas, se transfectaron células MEF con MPSIIIA
con proteina sulfamidasa genomanipulada parcial o final y se compararon los resultados clinicos con los resultantes
de las transfecciones con sulfamidasa no genomanipulada. Sorprendentemente, se observé que la actividad de
SGSH en el sedimento y en el medio acondicionado era mayor en las células transfectadas con los constructos
quiméricos finales en comparacion con la actividad medida en las células transfectadas con los demas constructos,
indicando que la sulfamidasa genomanipulada final se secretaba eficazmente (Fig. 7A). Es mas, estos resultados se
asociaban con una mayor eficacia de secrecion de las enzimas sulfamidasas genomanipuladas finales con respecto
a la sulfamidasa no genomanipulada (Fig. 7B). Sin embargo, esta eficacia de secreciéon era similar a la medida
después de la transfeccion de sulfamidasa parcialmente quimérica (que contiene solo el péptido sefal alternativo)
(Fig. 7B). Notablemente, se observo que las modificaciones de la sulfamidasa, en particular aquellas presentes en la
sulfamidasa genomanipulada final, confieren a las proteinas quiméricas una mayor estabilidad en comparacion con
la sulfamidasa no genomanipulada (Fig. 8A y B). Por tanto, se concluyé que el aumento en los niveles de proteina
sulfamidasa en el medio de células transfectadas con proteinas sulfamidasas genomanipuladas era debido tanto a
una eficacia aumentada de secrecidon como a una estabilidad aumentada de la sulfamidasa genomanipulada.

Ademas, la inmunotincidon con anticuerpos anti-SGSH mostraba una localizacion de tipo lisosémica para ambos
constructos genomanipulado parcial y final (Fig. 8C).

En conclusion, estos resultados demuestran que: (i) las enzimas sulfamidasas quiméricas que contienen el péptido
sefial alternativo son funcionales y activas; (ii) son mas estables con respecto a la sulfamidasa no modificada; (iii) se
secretan con eficacia aumentada en comparacion con la sulfamidasa no modificada; (iv) la introduccién de LDLR-BD
de ApoB para producir la sulfamidasa genomanipulada final no afectaba a la funcionalidad ni a la eficacia de
secrecion aumentada observadas en las células transfectadas con la sulfamidasa genomanipulada parcial. Ademas,
los constructos genomanipulados finales parecen ser mas estables en comparacion con los constructos
genomanipulados parciales.

Resultados in vivo en ratones con MPS IlIA inyectados con sulfamidasa genomanipulada final

Se produjeron vectores AAV2/8 que contenian una de las sulfamidasas genomanipuladas finales (hAATsp-
SGSHflag-ApoB) bajo el promotor TBG especifico del higado. Se obtuvieron resultados muy preliminares pero
extremadamente alentadores en ratones con MPS-IIIA inyectados con este vector virico. Se inyect6 sistémicamente
en ratones adultos con MPS-IIIA AAV2/8-TBG-hAATsp-SGSHflag-ApoB. Se inyectd también en un grupo de ratones
con MPS-IIIA AAV2/8-TBG-SGSH (que contiene la sulfamidasa no modificada) como control. Se sacrificaron los
ratones un mes después de la inyeccion. En los ratones inyectados con la sulfamidasa de control, se observé una
mayor actividad hepatica de sulfamidasa y un aumento muy fuerte de la secrecidon de sulfamidasa respecto a los
ratones de control (Fig. 9). Ademas, se detectd un aumento significativo de la actividad de SGSH en el cerebro de
ratones inyectados con la sulfamidasa quimérica (Fig. 9).

Uso de otros vectores

Se completd la produccion de los vectores AAV2/8 que contienen tods las proteinas sulfamidasas genomanipuladas
(parciales y finales). Especificamente, aparte de AAV2/8-TBG-hAATsp-SGSHflag-ApoB, se produjeron ahora
AAV2/8-TBG-hIDSsp-SGSHflag-ApoB; AAV2/8-TBG-hAATsp-SGSHflag y AAV2/8-TBG-hIDSsp-SGSHflag.

Estos vectores pueden usarse para practicar un estudio in vivo grande mediante el siguiente procedimiento: Se
inyectan en ratones con MPS-IIIA (1 mes de edad) (a través de una via de administracion en vena caudal) vectores
AAV2/8 que contienen los constructos genomanipulados para ensayar la eficacia clinica de las enzimas
sulfamidasas quimeéricas. Los resultados son utiles para evaluar (i) la eficacia de la transduccion del SNC vy (iii) la
recuperacion de la patologia del SNC en los ratones tratados.
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Arg
435

ctg
LeU

cag
Gln

cCcC
Pro

cac
His

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 8

gat
Asp

acc
Thr
340

ccc
Pro

atg
Met

cac
His

gtc
val

cce
Pro
420

tag
Trp

gcc
Ala

ctg
Leu

gac
ASp

aat
Asn
500

tgg
Trp
325

atc
Ile

ctc
Leu

tcc
Ser

aac
Asn

tca
ser
405

acg
Thr

gag
Glu

acc
Thr

gcc
Ala

ggc
485

gag
Glu

310

ttc
Phe

cac
His

tgg
Trp

tac
Tyr

ctc
Leu
390

cccC
Pro

ggc

ctc
Leu

gac
AsSp

aag
LysS
470

gtc
val

ctg
Leu

tcg
ser

ctc
Leu

gcc
Ala

ccc
Pro
375

dac
Asn

acc
Thr

tgg
Trp

tac
Tyr

ccg
Pro
455

tgg
Trp

ctg
Leu

tga

Met Ser Cys Pro val Pro Ala
1 5

Leu Cys Arg Ala Arg Pro Arg
20

atc
Ile

act
Thr

acc
Thr
360

atg
Met

ttc
Phe

ttc
Phe

tac
TYr

gac
ASp
440

cgc
Arg

cag
Gln

gag
Glu
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ccy
Pro

ggc
345

gtc
val

cgc
Arg

aag
Lys

cag
Gln

aag
Lys
425

cgg
Arg

ttt
Phe

tagg
Trp

gag
Glu

tac
Tyr
330

cgg
Arg

ttt
Phe

tcc
ser

atg
Met

gac
Asp
410

gac
Asp

agc
Ser

gct
Ala

gag
Glu

aag
LYyS
490

315

CcCC
Pro

tcc
ser

ety

gt
va

cce
Pro
395

ctc
Leu

ctc
Leu

cgg
Arg

cag
Gln

acc
Thr
475

ctc
Leu

agc
ser

ctc
Leu

agc
Ser

cag
Gln
380

Tttt
Phe

ctg
Leu

cgt
Arg

gac
Asp

ctt
Leuy
460

cac
His

tct
Ser

Cys Cys Ala Leu Leu
10

Ash Ala Leu Leu Leu

25

Gly Gly Phe Glu Ser Gly Ala Tyr Asn Asn Ser Ala
35 40

29

tac
TYr

cty
Leu

cag
Gln
365

cac
H1s

cCcC
Pro

aac
Asn

cat
His

CCC
Pro
445

ctg
Leu

gac
Asp

CCC
Pro

gcce
Ala

ccy
Pro
350

agc
Ser

€gg
Arg

atc
Ile

cgc
Arg

tac
TYr
430

cac
His

gag
Glu

CCC
Pro

cag
Gln

Leu val

atc
Ile
335

gcg
Ala

cac
H1s

cac
H1s

gac
ASp

acc
Thr
415

tac
Tyr

gag
Glu

atg
Met

tgag
Trp

tgc
Ccys
495

320

ttt
Phe

ctg
Leu

cac
H1s

ttc
Phe

cag
Gln
400

aca
Thr

tac
TYr

acc
Thr

ctt
Leu

gtg
val
480

cag
Gln

Leu Gly

15

Leu Ala Asp Asp
30

Ile Ala Thr Pro

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1509



His

Thr

65

Leu

His

Gln

Glu

val

145

Lys

Phe

Phe

Asp

Phe

225

Thr

Leu

Asp

Gly

305

Leu

50

ser

Pro

Phe

Ala

Thr

130

Leu

Phe

His

Cys

Trp

val

Thr

Arg

Asn

Thr

290

Gly

AsSp

val

Gln

Ash

Gly

val

Gln

Leu

Asp

Glu

195

Thr

Pro

val

Asp

Gly

Ala

Gln

Ala

Ser

His

Ser

100

val

Tyr

val

Gln

Pro

180

Lys

Pro

Ash

Gly

Ala

260

Ile

Glu

val

Leu

Ser

GlIn

85

Phe

Arg

Pro

Gly

Thr

165

His

Phe

Gln

Thr

Arg

Gly

Pro

Pro

Ser

Ala

Cys

Asn

Asp

Thr

Phe

Arg

150

Gln

Arg

Gly

Ala

Pro

230

Met

val

Phe

Leu

Glu
310

Arg

55

Ser

Gly

Lys

Gly

ASD

Asn

Asp

Cys

Asn

Tyr

215

Ala

AsSp

Leu

Pro

Leu

295

Ala

Arg

Pro

Met

val

Ile

120

Phe

Ile

Asp

Gly

Gly

Asp

Ala

Gln

Asn

Ser

280

val

Tyr
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Ser

ser

Tyr

Arg

105

Ile

Ala

Thr

Arg

His

185

Glu

Pro

Arg

Gly

Asp

Gly

ser

val

Leu

Arg

Gly

90

Ser

Gly

TYr

Arg

Pro

170

ser

ser

Leu

Ala

val

250

Thr

Arg

ser

Ser

Leu

Ala

75

Leu

Leu

Lys

Thr

Phe

Gln

Gly

Asp

Asp

Gly

Leu

Thr

Pro

Leu
315

pPhe

60

ser

His

Pro

Lys

Glu

140

Lys

Phe

Pro

Met

val

220

Leu

Leu

val

Asn

Glu

300

Leu

30

Arg

Leu

Gln

Leu

His

125

Glu

Leu

Leu

Gln

Gly

Leu

Ala

val

Ile

Leu

285

His

Asp

ASh

Leu

Asp

Leu

110

val

Asn

Leu

Tyr

Tyr

Arg

val

Ala

Leu

Phe

270

Tyr

Pro

Leu

Ala

Thr

val

95

Leu

Gly

Gly

val

val

175

Gly

Ile

Pro

Gln

Gln

255

Thr

Trp

LysS

Thr

Phe

Gly

80

His

Ser

Pro

ser

Arg

160

Ala

Thr

Pro

Tyr

TYr

240

ser

Pro

Arg

Pro
320
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15

20

Thr

Gly

Glu

Glu

385

ASp

Ala

Arg

Gln

Cys

Pro

Ile

ser

Ala

val

370

Leu

Phe

Gly

Ala

Asn

450

Asp

Ala

Leu

<210>9

<211> 114

Leu

Lys

Glu

Thr

val

Tyr

Gln

Arg

Leu

Gln

Pro

His

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(114)

<400> 9

tct
Ser
1

aca
Thr

aaa
Lys

35

gtc
val

aga
Arg

ttt
Phe

<210>10
<211> 38
<212> PRT
<213> Homo sapiens

att
Ile

aad
Lys

gtg

Asp

Thr
340

Pro

Met

His

val

Pro

420

Trp

ala

Leu

AsSp

Ash
500

gat
Asp

499
Arg
20

gag
Glu

Trp

325

Ile

Leu

Ser

Asn

ser

405

Thr

Glu

Thr

Ala

Gly

Glu

gca
Ala

gga
Gly

Gly

Phe

His

Trp

Tyr

Leu

390

Pro

Gly

Leu

Asp

Lys

val

Leu

ctg
Leu

ttg
Leu

agt
ser

Ser

Leu

Ala

Pro

375

Asn

Thr

Trp

Tyr

Pro

455

Trp

Leu

cag
GlIn

aag
Lys

Ile

Thr

Thr

360

Met

Phe

Phe

Tyr

Arg

Gln

Glu

tac
Tyr

tta
Leu
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Pro

Gly

val

Arg

Lys

Gln

Lys

Arg

Phe

Trp

Glu

aaa
Lys

gcc
Ala
25

Tyr Pro
330

Arg Ser

Phe Gly

ser val

Met Pro
395

Asp Leu
410

AsSp Leu

Ser Arg

Ala Gln

Glu Thr
475

Lys Leu

tta gag
Leu Glu
10

aca gct
Thr Ala

Ser
Leu
Ser
Gln
380
Phe
Leu
Arg
Asp
Leu
460
His

Ser

3ty

cty
Leu

31

Tyr

Leu

Gln

365

His

Pro

Asn

His

Pro

445

Leu

Asp

Pro

acc
Thr

tct
Ser

Ala

Pro

350

ser

Arg

Ile

Arg

TVYr

430

His

Glu

Pro

Gln

aca
Thr

cty
Leu
30

Ile Phe
335

Ala Leu

His His

His Phe

Asp Gln
400

Thr Thr
415

Tyr Tyr

Glu Thr

Met Leu

Trp val
480

Cys Gln

aga ttg
Arg Leu
15

agc aac
Ser Ashn

48

96

114
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20

<400> 10
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ser val Ile Asp Ala Leu Gln Tyr Lys Leu Glu Gly Thr Thr Arg Leu
1 5 10 15

Thr Arg Lys Arg Gly Leu Lys Leu Ala Thr Ala Leu Ser Leu Ser Asn
20 25

Lys Phe val Glu Gly Ser
35

<210> 11
<211> 1611
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia quimérica

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1611)

<400> 11

atg
Met
1

tgc
Ccys

ctc
Leu

atc
Ile

cgc
Arg
65

ctc
Leu

cag
Gln

ctg
Leu

cac

ccg
Pro

ctyg
Leu

gcg
Ala

gce
Ala
50

aat
Asn

ctc
Leu

gac
Asp

ctg
Leu

gtg

tct
Ser

gtc
val

gat
Asp
35

acc
Thr

gcce
Ala

act
Thr

gtg
val

cte
Leu
115

999

tct
Ser

cct
Pro
20

gac
Asp

ccg
Pro

ttC
Phe

ggc
Gly

cac
His
100

age
ser

ccg

gtc
val

gtc
val

&ty

cac
His

acc
Thr

ctg
Leu
85

cac
His

caa
Gln

gag

tcg
Ser

tcc
ser

oty

cty
Leu

tcg
ser
70

cCcC
Pro

ttc
Phe

gct
Ala

acc

tgg
Trp

ctg
Leu

Tttt
Phe

gac
Asp
55

gtc
val

cag
Gln

aac
Asn

ggt
Gly

gtg

Gly

gct
Ala

gag
Glu
40

gce
Ala

agc
ser

cat
His

tcc
Ser

gty
val
120

tac

atc
Ile

cgt
Arg
25

agt
Ser

ttg
Leu

age
ser

cag
Gln

ttc
Phe
105

cgce
Arg

ccg

ctc
Leu
10

CCC
Pro

ety

gcc
Ala

tgc
Cys

aat
Asn
90

gac
Asp

aca
Thr

ttt

ctyg
Leu

cgg
Arg

gcg
Ala

cgce
Arg

tct
ser
75

jee]e]
Gly

aag
Lys

ggc
Gly

gac

ctg
LeU

aac
Asn

tac
Tyr

cgc
Arg
60

CcCcC
Pro

atg
Met

gtg
val

atc
Ile

ttt

32

gca
Ala

gca
Ala

aac
Asn
45

agc
ser

age
ser

tac
Tyr

cgg
Arg

atc
Ile
125

gcg

cty
Leu
30

aac
Asn

ctc
Leu

cgc
Arg

Gly

agc
Ser
110

ggg
Gly

tac

ctg
Leu
15

cty
Leu

agc
Ser

CtcC
Leu

gcc
Ala

ctg
Leu
95

ctyg
Leu

aaq
Lys

acg

tgc
Ccys

ctc
Leu

gcc
Ala

Tttt
Phe

agc
ser
80

cac
H1s

ccg
Pro

aag
Lys

gag

48

96

144

192

240

288

336

384

432



His

gag
Glu
145

ctyg
Leu

ctc
Leu

cag
Gln

&ty

ctg
Leu
225

gcce
aAla

gtg
val

atc
Ile

ctg
Leu

cac
His
305

gac
Asp

tac
Tyr

ctg
Leu

cag
Gln

cac
His
385

ccC
Pro

val
130

aat
Asn

ctc
Leu

tac
Tyr

tac
Tyr

cgt
Arg
210

gtg
val

gct
Ala

ctc
Leu

ttc
Phe

tac
Tyr
290

cca
Pro

CtcC
Leu

gcc
Ala

ccy
Pro

agc
Ser
370

cgg
Arg

atc
Ile

gtc
val

gtc
val

oty
195

atc
Ile

cct
Pro

cag
Gln

cag
Gln

acg
Thr
275

tgg
Trp

aaa
Lys

acyg
Thr

atc
Ile

gcg
Ala
355

cac
His

cac
His

gac
ASp

Pro

tcc
sSer

cgg
Arg

gcc
Ala
180

acc
Thr

cca
Pro

tac
Tyr

tac
Tyr

gag
Glu
260

tcc
Ser

ccyg
Pro

cgc
Arg

cccC
Pro

ttt
Phe
340

ctg
Leu

cac
H1s

ttc
Phe

cag
Gln

Glu

gtc
val

adad
Lys
165

ttc
Phe

ttc
Phe

gac
Asp

ttc
Phe

acc
Thr
245

ctyg
Leu

gac
Asp

Gly

tgg
Trp

acc
Thr
325

oty

gag
Glu

gag
Glu

cge
Arg

gac
ASp

Thr

ctc
Leu
150

ttc
Phe

cac
His

tgt
Cys

tgg
Trp

gtc
val
230

acc
Thr

cgt
Arg

aac
AsSh

act
Thr

ggc
Gly
310

atc
Ile

tcy
ser

gcc
Ala

gtc
val

ctc
Leu
390

ttc
Phe

val
135

cag
Glin

ctyg
Leu

gac
Asp

gag
Glu

acc
Thr
215

cCce
Pro

gtc
val

gac
Asp

adg
Gly

gct
Ala
295

caa
Gln

Tty
Leu

aag
LYS

gag
Glu

acc
Thr
375

gtg
val

tac
Tyr

Tyr

gtg

cag
Gln

ccC
Pro

aag
Lys
200

ccC
Pro

aac
Asn

Gly

gcc
Ala

atc
Ile
280

gaa
Glu

gtc
val

gat
Asp

acc
Thr

cce
Pro
360

atg
Met

cac
His

gtc
val

Pro

999
Gly

act
Thr

cac
His
185

ttt
Phe

cag
Gln

acc
Thr

cgc
Arg

ggt
265

ccc
Pro

ccc
Pro

agc
ser

tg9
Trp

atc
Ile
345

ctc
Leu

tcc
Ser

dac
Asn

tca
ser
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Phe

¢gg
Arg

cag
Gln
170

cgc
Arg

sy

gcc
Ala

ccg
Pro

atg
Met
250

gtc
val

ttc
Phe

tta
Leu

gag
Glu

ttc
Phe
330

cac
His

tgg
Trp

tac
Tyr

ctc
Leu

cCcC
Pro

Asp

aac
Asn
155

gat
Asp

tgt
Cys

aac
Asn

tac
Tyr

gca
Ala
235

gac
Asp

ctg
Leu

cCcC
Pro

ctg
Leu

gcc
Ala
315

tcy
Ser

ctc
Leu

gcc
Ala

cccC
Prog

aac
Asn
395

acc
Thr

Phe
140

atc
Ile

gac
Asp

2ty

aly

gac
Asp
220

gcc
Ala

caa
Gln

aac
Asn

agc
ser

gtg
val
300

tac
Tyr

atc
Ile

act
Thr

acc
Thr

atg
Met
380

ttc
Phe

ttc
Phe

33

Ala

act
Thr

cgg
Arg

cac
His
gag
205

cca
Pro

cga
Arg

gga
Gly

gac
Asp
ggc

285
tca
ser

gty
val

ccy
Pro

oty

gtc
val
365

cgc
Arg

aag
Lys

cag
Gln

Tyr

aga
Arg

cct
Pro

tecc
ser
190

agc
Ser

ctg
Leu

gcc
Ala

gtt
val

aca
Thr
270

agg
Arg

tcc
ser

agc
Ser

tac
Tyr

cg9
Arg
350

ttt
Phe

tcc
Ser

atg
Met

gac
ASD

Thr

att
Ile

tte
Phe
175

caa
Gln

&ty

gac
Asp

gac
Asp

Gly
255

ctg
Ley

acc
Thr

ccy
Pro

ctc
Leu

ccc
Pro
335

tcc
ser

ggc
Gly

val

ccc
Pro

ctc
Leu

Glu

aag
LYyS
160

ttc
Phe

cCcC
Pro

atg
Met

gt
va

ctg
Leu
240

ctg
Leu

gtg
va'l

aac
Asn

gag
Glu

cta
Leu
320

agc
Ser

ctc
Leu

agc
ser

cag
Gln

ttt
Phe
400

ctg
Leu

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248
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aac
Asn

cat
His

CCC
Pro

ctg
Leu
465

gac
Asp

ccc
Fro

gct
Ala

tac
Tyr

cgc
Arg

tac
Tyr

cac
His
450

gag
Glu

cccC
Pro

cag
Gln

gac
Asp

aag
Lys
530

<210> 12

<211> 535

acc
Thr

tac
Tyr
435

gag
Glu

atg
Met

Lgg
Trp

tgc
Cys

tac
Tyr
515

gat
Asp

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 12

Met
1

Cys
Leu
Ile
Arg

65

Leu

Pro

Leu

Ala

Ala

50

Asn

Leu

Ser

val

ASD

35

Thr

Ala

Thr

aca
Thr
420

tac
Tyr

acc
Thr

ctt
Leu

Val

cag
Gln
500

aaa
Lys

gac
Asp

ser
Pro
20

ASp
Pro

Phe

Gly

405

gct
Ala

cgg
Arg

cag
Gln

€gg
Arg

tgc
Ccys
485

cccC
Fro

gac
Asp

gat
Asp

val
5

val
Gly
His
Thr

Leu
85

&

acg
Ala

aac
Asn

gac
Asp
470

gcc
Ala

ctc
Leu

cat
His

gac
Asp

Ser
Ser
Gly
Leu
Ser

70

Pro

cag
GlIn

cgc
Arg

ctg
Leu
455

cag
Gln

cCcC
Pro

cac
His

gac
Asp

aag
Lys
535

Trp

Leu

Phe

Asp

55

val

Gln

CCC
Pro

tag
Trp
440

gcc
Ala

ctyg
Leu

gac
Asp

aat
Asn

o
520

tag

Gly
Ala
Glu
40

Ala

Ser

His
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acg
Thr
425

gag
Glu

acc
Thr

gcc
Ala

&y

gag
Glu
505

gat
Asp

tga

Ile
Arg
25

Ser
Leu

ser

Gln

410
ey

ctc
Leu

gac
Asp

aag
LyS

gtc
val
490

ctg
Leu

tat
Tyr

Leu
10

Pro
Gly
Ala

Cys

Asn
20

tgg
Trp

tac
Tyr

ccg
Pro

tgg
Trp
475

ctyg
Leu

tca
Ser

aaa
Lys

Leu

Arg

Ala

Arg

ser

75

Gly

tac
TYr

gac
Asp

cgc
Ar
460

cag
Gln

gag
Glu

tct
ser

gat
Asp

Leu
Asn
Tyr
Arg
60

Pro

Met

34

aag
Lys

cag
Arg
445

ttt

g Phe

tog
Trp

gag
Glu

aga
Arg

cat
His
525

Ala

Ala

Asn

45

Ser

Ser

Tyr

gac
Asp
430

agc
Ser

gct
Ala

gag
Glu

aag
Lys

gga
Gly
510

gac
Asp

Gly

Leu

30

AsSn

Leu

Arg

Gly

415

ctc
Leu

Ccgg
Arg

cag
Gln

acc
Thr

ctc
Leu
495

tcc
ser

atc
Ile

Leu

15

Leu

ser

Leu

Ala

Leu
95

cgt
Arg

gac
AsSp

ctt
Leu

cac
His
480
tct
ser

cgg
Arg

gac
Asp

Cys

Leu

Ala

Phe

ser

80

His

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1611



Gln

Leu

His

Glu

145

Leu

Leu

Gln

Gly

Leu

225

Ala

val

Ile

Leu

His

305

Asp

Tyr

Leu

Gln

Asp

Leu

va’l

130

AsSn

Leu

Tyr

Tyr

Arg

val

Ala

Leu

Phe

TYyr

290

Pro

Leu

Ala

Pro

Ser

val

Leu

115

Gly

Gly

val

val

Gly

Ile

Pro

GlIn

Gln

Thr

275

Trp

LYS

Thr

Ile

Ala

355

His

His

100

Ser

Pro

ser

Arg

Ala

180

Thr

Fro

TYr

TYyr

Glu

260

ser

Fro

Arg

Pro

Phe

340

Leu

His

His

Glu

val

Phe

Asp

Phe

Thr

245

Leu

Asp

Gly

Trp

Thr

325

Gly

Glu

Glu

Phe

Ala

Thr

Leu

150

Phe

His

Cys

Trp

val

230

Thr

Arg

Asn

Thr

aly

310

Ile

Ser

Ala

val

Asn

Gly

val

135

Gln

Leu

Asp

Glu

Thr

215

Pro

val

ASp

Gly

Ala

295

GlIn

Leu

Lys

Glu

Thr

Ser

val

120

Tyr

val

Gln

Pro

LysS

Pro

AsSn

Gly

Ala

Ile

280

Glu

val

Asp

Thr

Pro

360

Met

Phe

105

Arg

Pro

Gly

Thr

His

185

Phe

Gln

Thr

Arg

Gly

Pro

Pro

5er

Trp

Tle

345

Leu

Ser
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Asp

Thr

Phe

Arg

Gln

170

Arg

Gly

Ala

Pro

Met

250

val

Phe

Leu

Glu

Phe

330

His

Trp

Tyr‘_

Lys

Gly

ASp

AsSn

155

AsSp

Cys

Asn

Tyr

Ala

235

Asp

Leu

Pro

Leu

Ala

315

Ser

Leu

Ala

Pro

val

Ile

Phe

140

Ile

Asp

Gly

Gly

Asp

220

Ala

GlIn

Asn

ser

val

300

TYr

Ile

Thr

Thr

Met

35

Arg

Ile

125

Ala

Thr

Arg

His

Glu

205

Pro

Arg

Gly

ASp

Gly

ser

val

Pro

Gly

val

365

Arg

Ser

110

Gly

Tyr

Arg

Fro

Ser

190

ser

Leu

Ala

val

Thr

270

Arg

Ser

ser

Tyr

Alg

Phe

Ser

Lau

Lys

Thr

Ile

Phe

175

Gln

Gly

Asp

Asp

N
a4

Leu

Thr

Pro

Leu

Pro

335

ser

Gly

val

Pro

LyS

Pro

Met

val

Leu

240

Leu

val

Asn

Glu

Leu

320

Ser

Leu

ser

Gln
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15

His

385

Pro

Asn

His

Pro

Leu

465

Asp

Pro

Ala

Tyr

370

Arg

Ile

Arg

Tyr

His

450

Glu

Pro

Gln

Asp

Lys
530

<210> 13
<211> 1614
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia quimérica

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1614)

<400> 13

atg
Met
1

cty
Leu

Ctc
Leu

Cccc
Pro

agc
ser

ctc
Leu

His

Asp

Thr

Tyr
435

Glu

Met

Trp

Cys

TYyr
515

Asp

ccy
Pro

agce
sSer

acy
Ala
35

Phe

Gln

Thr
420

Tyr

Thr

Leu

val

Gln
500

Lys

Asp

ccc
Pro

gt
Va
20

gat
Asp

Arg
Asp
Ala
Arg
Gln
Arg
Cys
485
Pro

Asp

Asp

cgce
Arg
5

tgc

Cys

gac
Asp

Leu

390

Phe

Gly

Ala

Asn

Asp

Ala

Leu

His

Asp

acc
Thr

gt
va

Gly

375

val

Tyr

Gln

Arg

Leu

455

Gln

Pro

His

ASp

Lys

Gly

gcc
Ala

ggc
Gly

His

val

Pro

Trp

Ala

Leu

Asp

ASh

Gly

cgc
Arg

ctg
Leu

ttt
Phe
40
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Asn
Ser
Thr
425
Glu
Thr
Ala
Gly
Glu

505

Asp

Gly
ggc
Ty
25

gag
Glu

Leu

Pro
410

Gly

Leu

Asp

Lys

val
490

Leu

Tyr

cty
Leu
10

cgt
Arg

agt
Ser

Asn

395

Thr

Trp

Tyr

Pro

Trp

Leu

ser

Lys

ctg
Leu

CcCcC
Pro

Gly

380

Phe

Phe

Tyr

Asp

Arg

Gln

Glu

ser

Asp

tgg
Trp

cgy
Arg

gcyg
Ala

36

Lys

Gln

Lys

Arg
445

Phe

Trp

Glu

Arg

His
525

ctyg
Leu

aac
Asn

tac
Tyr
45

Met

Asp

Asp
430

ser

Ala

Glu

Lys

Gly
510

Asp

Gly

gca
Ala
30

aac
Asn

Pro

Leu
415

Leu

Arg

Gln

Thr

Leu
495

ser

Ile

ctg
Leu
15

ctg
Leu

aac
Asn

Phe
400

Leu

Arg

Asp

Leu

His

480

ser

Arg

Asp

gtg
val

ctg
Leu

agc
Ser

48

96

144



gcce
Ala

Tttt
Phe
65

agc
Ser

cac
His

cco
Pro

aag
Lys

gag
Glu
145

aag
Lys

tte
Phe

cCccC
Pro

atg
Met

gty
val
225

ctg
Leu

ctg
Leu

gt
va

aac
Asn

gag
Glu
305

cta

atc
Ile
50

cgc
Arg

ctc
Leu

cag
Gln

ctg
Leu

cac
His
130

gag
Gglu

ctg
Leu

ctc
Leu

cag
Gln

ggt

210
ctg
Leu

gcc
Ala

gt
Va

atc
Ile

ctyg
Leu
290

cac
His

gac

gce
Ala

aat
Asn

ctc
Leu

gac
Asp

ctg
Leu
115

gtg
val

aat
Asn

ctc
Leu

tac
TVYr

tac
Tyr
195

cgt
Arg

gtg

gct
Ala

ctc
Leu

tee
Phe
275

tac
Tyr

CCa
Pro

ctc

acc
Thr

gcc
Ala

act
Thr

gtg
val
100

CtcC
Leu

999
Gly

ety

gtc
val

gtc
val
180

gga
Gly

atc
Ile

cct
Pro

cag
Gln

cag
Gln
260

acyg
Thr

tgg
Trp

aaa
Lys

acg

ccy
Pro

TtC
Phe

ggc
85

cac
His

agc
ser

ccy
Pro

tcc
Ser

cgg
Arg
165

gce
Ala

acc
Thr

cca
Pro

tac
Tyr

tac
Tyr
245

gag
Glu

tcc
ser

ccg
Pro

cgc
Arg

Cccc

cac
His

acc
Thr
70

ctg
Leu

cac
His

caa
Gln

gag
Glu

gtc
val
150

aaa
LYyS

ttc
Phe

ttc
Phe

gac
ASpP

ttc
Phe
230

acc
Thr

ctg
Leu

gac
AsSp

Gly

tgg
Trp
310

acc

ctyg
Leu
55

tcy
Ser

cCcC
Pro

ttc
Phe

gct
Ala

acc
Thr
135

ctc
Leu

ttc
Phe

cac
His

tgt
Cys

tgg
Trp
215

gtc
val

acc
Thr

cgt
Arg

aac
Asn

act
Thr
295

ggc
Gly

atc

gac
Asp

gtc
val

cag
Gln

aac
Asn

ggt
Gly
120

gty
val

cag
Gln

ctyg
Leu

gac
ASp

gag
Glu
200

acc
Thr

cCccC
Pro

gtc
val

gac
Asp

&y
280

gct
Ala

caa
GlIn

ttg

gcce
Ala

agc
Ser

cat
His

tcc
ser
105

gty
val

tac
Tyr

gt
va

cag
Gln

cce
Pro
185

aag
Lys

CcCcc
Pro

daac
Asn

Gly

gce
Ala
265

atc
Ile

gaa
Glu

gtc
val

gat
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ttg
Leu

agc
Ser

cag
Gln
90

ttc
Phe

cac
Arg

ccg
Pro

a1y

act
Thr
170

cac
His

Tttt
Phe

cag
Gln

acc
Thr

cgc
Arg
250

&

ccc
Pro

ccc
Pro

agc
Ser

tag

gcc
Ala

tgc
Cys
75

aat
Asn

gac
Asp

aca
Thr

ttt
Phe

cgg
Arg
155

cag
Gln

cgc
Arg

gagc
Gly

gcc
Ala

ccg
Pro
235

atg
Met

gtc
val

ttc
Phe

tta
Leu

gag
Glu
315

ttc

cac
Arg
o0

Tct
Ser

9499
Gly

aag
LysS

ggc
Gly
gac
As

140
aac

AsSN

gat
Asp

tgt
Cys

aac
Asn

tac
Tyr
220

gca
Ala

gac
Asp

ctg
Leu

dda
Pro

ctg
Leu
300
gcc
Ala

tcg

37

cqgc
Arg

CcCC
Pro

atg
Met

gtg
val

atc
Ile
125

ttt

p Phe

atc
Ile

gac
Asp

a1y

gga
Gly
205

gac
ASp

gce
Ala

caa
Gln

aac
Asn

agc
ser
285

gtg
val

tac
Tyr

atc

age
ser

agc
ser

tac
Tyr

cgyg
Arg
110

atc
Ile

gcg
Ala

act
Thr

cgg
Arg

cac
His
190

gag
Glu

cca
Pro

cga
Arg

gga
Gly

gac
Asp
270

oty

tca
Ser

val

ccyg

ctc
Leu

cgc
Arg

999
95

agc
ser

gdg
Gly

tac
Tyr

aga
Afrg

cct
Pro
175

tce
ser

agc
Ser

cty
Leu

gcce
Ala

gtt
val
255

aca
Thr

agy
Arg

tcc
Ser

agc
Ser

tac

ctc
Leu

gcc
Ala
80

ctg
Leu

ctg
Leu

aag
LYS

acg
Thr

att
Ile
160

ttc
Phe

caa
Gln

Gly

gac
Asp

gac
Asp
240

gga
Gly

ctg
Leu

ace
Thr

ccyg
Pro

ctc
Leu
320

ccc

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

072

720

768

816

864

912

960

1008
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Leu

agc
ser

ctc
Leu

agc
ser

cag
Gln
385

Tttt
Phe

ctg
Leu

cgt
Arg

gac
Asp

ctt
Leu
465

cac
His

tct
Ser

cgg
Arg

gac
Asp

Asp

tac
TYr

ctg
Leu

cag
Gln
370

cac
H1s

cCcC
Pro

aac
Asn

cat
His

ccc
Pro
450

ctg
Leu

gac
Asp

cccC
Pro

gct
Ala

tac
Tyr
530

<210> 14

<211> 536

Leu

gcce
Ala

ccy
Pro
355

agc
ser

cg9
Arg

atc
Ile

cgc
Arg

tac
Tyr
435

cac
His

gag
Glu

cCcC
Pro

cag
Gln

gac
Asp
515

aag
Lys

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 14

1

Thr

atc
Ile
340

gcg
Ala

cac
His

cac
H1s

gac
Asp

acc
Thr
420

tac
TYF

gag
Glu

atg
Met

tgg
Trp

tgc
Ccys
500

tac
Tyr

gat
Asp

Pro
325

Tttt
Phe

ctg
Leu

cac
His

ttc
Phe

cag
Gln
405

aca
Thr

tac
TYr

acc
Thr

ctt
Leu

gtg
val
485

cag
Gln

aaa
Lys

gac
Asp

gag
Glu

gag
Glu

cgc
Arg
390

gac
Asp

gct
Ala

<€gg
Arg

cag
Gln

€gg
Arg
470

tgc
Ccys

cCcC
Pro

gac
Asp

gat
Asp

Ile

tcg
ser

gcce
Ala

gtc
val
375

Cctc
Leu

ttc
Phe

ggt
Gly

gcg
Ala

aac
Asn
455

gac
Asp

gcc
Ala

cta
Leu

cat
H1s

gac
Asp
535

Leu

aag
LysS

gag
Glu
360

acc
Thr

gtg
val

tac
Tyr

cag
Gln

cgc
Arq
440

ctg
Leu

cag
Gln

cCccC
Pro

cac
H1s

gac
Asp
520

aag
Lys
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Asp

acc
Thr
345

CcCC
Pro

atg
Met

cac
H1s

gtc
val

ccc
Pro
425

tgg
Trp

gcc
Ala

ctyg
Leu

gac
Asp

aat
Asn
505

ggt
Gly

tag

Trp
330

atc
Ile

Cctc
Leu

tcc
ser

aac
Asn

tca
ser
410

acg
Thr

gag
Glu

acc
Thr

Ala
Gly
490
Glu

gat
Asp

tga

Phe

cac
His

tag
Trp

tac
Tyr

ctc
Leu
395

CCC
Pro

ggc
Gly

ctc
Leu

gac
Asp

aag
Lys
475

gtc
val

ctc
Leu

tat
Tyr

Ser

ctc
Leu

gcc
Ala

cce
Pro
380

aac
Asn

acc
Thr

tgg
Trp

tac
Tvr

ccg
Pro
460

tgg
Trp

ctg
Leu

tca
Ser

aaa
Lys

38

Ile

act
Thr

acc
Thr
365

atg
Met

ttc
Phe

ttc
Phe

tac
TYFr

gac
ASp
445

cgc
Arg

cag
Gln

gag
Glu

tct
ser

gat
Asp
525

Pro

ggc
Gly
350

gtc
val

cgc
Arg

aag
Lys

cag
Gln

aag
LYys
430

€gg
Arg

ttt
Phe

tgg
Trp

gag
Glu

aga
Arg
510

cat
H1s

Tyr
335

cag
Arg

Tttt
Phe

tcc
Ser

atg
Met

gac
Asp
415

gac
ASp

agc
ser

gct
Ala

gag
Glu

aag
LyS
495

gga
Gly

gac
Asp

Pro

tcc
Ser

oty

gtg
val

CcCC
Pro
400

ctc
Leu

ctc
Leu

cgg
Arg

cag
Gln

acc
Thr
480

ctc
Leu

tcc
Ser

atc
Ile

Met Pro Pro Pro Arg Thr Gly Arg Gly Leu Leu Trp Leu Gly Leu val
5 10 15

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1614



Leu

Leu

Ala

Phe

65

ser

His

Pro

Lys

Glu

145

Lys

Phe

Pro

Met

val

225

Leu

Leu

val

ser

Leu

Ile

50

Arg

Leu

Gln

Leu

His

130

Glu

Leu

Leu

Gln

Gly

Leu

Ala

val

Ile

ser

Ala

35

Ala

Ash

Leu

ASp

Leu

115

val

Asn

Leu

Tyr

TYr

195

Arg

val

Ala

Leu

Phe
275

val

20

AsSp

Thr

Ala

Thr

val

100

Leu

Gly

Gly

val

val

180

Gly

Ile

Pro

Gln

Gln

260

Thr

Cys

Asp

Pro

Phe

Gly

85

His

Ser

Pro

ser

Arg

Ala

Thr

Pro

TYyr

Tyr

245

Glu

Ser

val

Gly

His

Thr

70

Leu

His

Gln

Glu

val

150

Lys

Phe

Phe

Asp

Phe

230

Thr

Leu

ASD

Ala

Gly

Leu

55

Ser

Pro

Phe

Ala

Thr

135

Leu

Phe

His

cys

Trp

val

Thr

Arg

Asn

Leu

Phe

40

Asp

val

Gln

Asn

Gly

val

Gln

Leu

Asp

Glu

200

Thr

Pro

val

Asp

Gly
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Gly

25

Glu

Ala

Ser

His

ser

105

val

Tyr

val

Gln

Pro

185

Lys

Pro

Asn

Gly

Ala

265

Ile

Arg

ser

Leu

Ser

Gln

90

Phe

Arg

Pro

Gly

Thr

170

His

Phe

Gln

Thr

Arg

250

Gly

Pro

Pro

Gly

Ala

Cys

75

Asn

ASD

Thr

Phe

Arg

155

Gln

Arg

Gly

Ala

Pro

235

Met

val

Phe

Arg

ala

Arg

60

Ser

Gly

Lys

Gly

Asp

140

Asn

Asp

Cys

Asn

Tyr

220

Ala

Asp

Leu

Pro

39

As5h

Tyr

Arg

Pro

Met

val

Ile

125

Phe

Ile

Asp

Gly

Gly

Asp

Ala

Gln

Asn

ser
285

Ala

30

Asn

ser

Ser

Tyr

Arg

110

Ile

Ala

Thr

Arg

His

190

Glu

Pro

Arg

Gly

ASp

270

Gly

Leu

Asn

Leu

Arg

Gly

95

ser

Gly

Tyr

Arg

Pro

175

ser

Ser

Leu

Ala

val

255

Thr

Arg

Leu

Ser

Leu

Ala

80

Leu

Leu

Lys

Thr

Ile

160

Phe

Gln

Gly

AsSp

240

Gly

Leu

Thr
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15
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Asn Leu Tyr Trp Pro Gly Thr Ala Glu Pro Leu Leu
290 295 300

Glu His Pro Lys Arg Trp Gly Gln val Ser Glu Ala
305 310 315

Leu Asp Leu Thr Pro Thr Ile Leu Asp Trp Phe Ser
325 330

Ser Tyr Ala Ile Phe Gly Ser Lys Thr ITe His Leu
340 345

Leu Ley Pro Ala Leu Glu Ala Glu Pro Leu Trp Ala
355 360

ser GIn Ser His His Glu val Thr Met Ser Tyr Pro
370 375 380

Gln His Arg His Phe Arg Leu val His Asn Leu Asn
385 390 395

Phe Pro Ile Asp GIn Asp Phe Tyr val Ser Pro Thr
405 410

Leu Asn Arg Thr Thr Ala Gly GIn Pro Thr Gly Trp
420 425

Arg His Tyr Tyr Tyr Arg Ala Arg Trp Glu Leu Tyr
435 440

Asp Pro His Glu Thr Gln Asn Leu Ala Thr Asp Pro
450 455 460

Leu Leu Glu Met Leu Arg Asp Gln Leu Ala Lys Trp
465 470 475

His Asp Pro Trp val Cys Ala Pro Asp Gly val Leu
485 490

Ser Pro Gln Cys GIn Pro Leu His Asn Glu Leu Ser
500 505

Arg Ala Asp Tyr Lys Asp His Asp Gly Asp Tyr Lys

ASp Tyr LyS ASp ASp Asp AsSp Lys
530 535

<210> 15

<211> 1734

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia quimérica

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1734)

<400> 15

40

val

Tyr

Ile

Thr

Thr

365

Met

Phe

Phe

Tyr

Asp

Arg

Gln

Glu

ser

Asp
525

ser

val

Pro

Arg

Lys

Gln

Lys

Arg

Phe

Trp

Glu

Arg

His

ser

Ser

TYr

335

Arg

Phe

ser

Met

Asp

Asp

Ser

Ala

Glu

Asp

Pro

Leu

320

Pro

ser

Gly

val

Pro

400

Leu

Leu

Arg

GTn

Thr

480

Leu

ser



atg
Met

tgc
Cys

ctc
Leu

atc
Ile

cgc
Arg
65

ctc
Leu

cag
Gln

ctg
Leu

cac
His

gag
Glu
145

ctyg
Leu

ctc
Leu

cag
Gln

&

ctg
Leu
225

ccg
Pro

ctg
Leu

gcg
Ala

gcc
Ala
50

aat
Asn

ctc
Leu

gac
Asp

ctg
Leu

gtg
val
130

aat
Asn

ctc
Leu

tac
Tyr

tac
TYr

cgt
Arg
210

gtg
val

tct
sSer

gtc
val

gat
Asp
35

acc
Thr

gcc
Ala

act
Thr

gt
va

ctc
Leu
115

agd
Gly

Gly

gtc
val

gtc
val

gga
Gly
195

atc
Ile

cCct
Pro

tct
Ser

cct
Pro
20

gac
Asp

ccg
Pro

ttc
Phe

Gly

cac
His
100

age
Ser

ccyg
Pro

tcc
ser

cgg
Arg

gcc
Ala
180

acc
Thr

cca
Pro

tac
TYIr

gtc
val
5

gtc
val

gga
Gly

cac
His

acc
Thr

cty
Leu
85

cac
His

caa
Gln

gag
Glu

gtc
val

ada
Lys
165
ttc
Phe

ttc
Phe

gac
Asp

ttc
Phe

tcg
ser

tcc
ser

ggc
Gly

ctg
Leu

tcg
ser
70

cCcC
Pro

ttc
Phe

gct
Ala

acc
Thr

cte
Leu
150

ttc
Phe

cac
His

tgt
Cys

tag
Trp

gtc
val
230

tgg
Trp

ctg
Leu

ttt
Phe

gac
Asp
55

gtc
val

cag
Gln

aac
Asn

ggt
Gly

gtg
val
135

cag
Gln

ctg
Leu

gac
Asp

gag
Glu

acc
Thr
215

cCC
Pro

sty

gct
Ala

gag
Glu
40

gcc
Ala

agc
ser

cat
His

tcc
Ser

gty
val
120

tac
Tyr

gty
val

cag
Gln

CCccC
Pro

aag
LysS
200

CCC
Pro

aac
Asn
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atc
Ile

cgt
Arg
25

agt
Ser

ttg
Leu

agc
ser

cag
Gln

ttc
Phe
105

cgc
Arg

ccg
Pro

Gly

act
Thr

cac
His
185

ttt
Phe

cag
Gln

acc
Thr

ctc
Leu
10

cCC
Pro

ggc
Gly

gcc
Ala

tgc
Cys

aat
Ash
90

gac
Asp

aca
Thr

Tttt
Phe

cgg
Arg

cag
Gln
170

cgc
Arg

ggc
Gly

gcc
Ala

ccg
Pro

ctyg
Leu

<€gg
Arg

gcg
Ala

cgc
Arg

tct
Ser
75

ggg
Gly

aag
Lys

ggc
Gly

gac
Asp

aac
Asn
155

gat
Asp

tgt
Cys

aac
AsSn

tac
Tyr

gca
Ala
235

ctyg
Leu

aac
Asn

tac
Tyr

cgc
Arg
60

cCcC
Pro

atg
Met

gt
va

atc
Ile

Tttt
Phe
140

atc
Ile

gac
Asp

oty

gga
Gly

gac
Asp
220

gcc
Ala

41

gca
Ala

gca
Ala

aac
Asn
45

agc
ser

agc
ser

tac
TYr

cgg
Arg

atc
Ile
125

gcg
Ala

act
Thr

cgg
Arg

cac
His

gag
Glu
205

cca
Pro

cga
Arg

sty

ctg
LeU
30

aac
Asn

ctc
Leu

cgc
Arg

999
Gly

agc
sSer
110

adgd
Gly

tac
TVYr

aga
Arg

cct
Pro

tcc
ser
190

agc
Ser

ctg
Leu

gcc
Ala

cty
Leu
15

ctg
Leu

agc
5er

ctc
Leu

gcc
Ala

ctg
Leu
95

cty
Leu

aag
Lys

acg
Thr

att
Ile

ttc
Phe
175

caa
Gln

ggc
Gly

gac
Asp

gac
Asp

tgc
Cys

ctc
Leu

gcc
Ala

ttt
Phe

agc
ser
80

cac
His

ccg
Pro

aag
Lys

gag
Glu

aag
Lys
160

ttc
Phe

CCC
Pro

atg
Met

gt
va

ctg
Leu
240

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720



gcce
Ala

gt
va

atc
Ile

cty
Leu

cac
His
305

gac
Asp

tac
Tyr

cto
Leu

cag
GlIn

cac
His
385

CcCcC
Pro

aac
Asnh

cat
His

ccc
Pro

ctg
Leu
465

gac
Asp

cCcC
Pro

gct

gct
Ala

ctc
Leu

ttc
Phe

tac
Tyr
290

cca
Pro

ctc
Leu

gcc
Ala

ccg
Pro

agc
ser
370

€9y
Arg

atc
Ile

cgc
Arg

tac
Tyr

cac
His
450

gag
Glu

cCC
Pro

cag
Gln

gac

cag
Gln

cag
Gln

acg
Thr
275

tgg
Trp

aaa
Lys

acg
Thr

atc
Ile

gcyg
Ala
355

cac
His

cac
H1s

gac
Asp

acc
Thr

tac
TYr
435

gag
Glu

atg
Met

tag
Trp

tgc
Cys

tac

tac
TYr

gag
Glu
260

tcc
Ser

ccyg
Fro

cgc
Arg

cCcC
Pro

ttt
Phe
340

cta
Leu

cac
His

ttc
Phe

cag
Gln

aca
Thr
420

tac
Tvr

acc
Thr

ctt
Leu

gty

cag
Gln
500

ada

acc
Thr
245

ctyg
Leu

gac
ASp

&ty

tag
Trp

acc
Thr
325

ggc
Gly

gag
Glu

gag
Glu

cgc
Arg

gac
Asp
405

gct
Ala

€gg
Arg

cag
Gln

cgg
Arg

tgc
Cys
485

CCC
Pro

gac

ace
Thr

cgt
Arg

aac
AsSh

act
Thr

ggc
310

atc
Ile

tcg
Ser

gcc
Ala

gtc
val

ctc
Leu
390

ttc
Phe

ggt
Gly

gcg
Ala

aac
Asn

gac
Asp
470

gcc
Ala

ctc
Leu

cat

gtc
val

gac
Asp

ggg
Gly

gct
Ala
295

caa
Gln

ttg
Leu

aag
Lys

gag
Glu

acc
Thr
375

gty
val

tac
Tyr

cag
Gln

cgc
Arg

cty
Leu
455

cag
Gln

CCcC
Pro

cac
H1s

gac

Gly

gce
Ala

atc
Ile
280

gaa
Glu

gtc
val

gat
Asp

acc
Thr

ccc
Pro
360

atg
Met

cac
His

gtc
val

ccc
Pro

tgg
Trp
440

gce
Ala

cty
Leu

gac
Asp

aat
Asn

ggt

cgc
Arg

&y
265

ccc
Pro

ccc
Pro

agc
ser

tag
Trp

atc
Ile
345

ctc
Leu

tct
Ser

aac
Asn

tca
ser

acg
Thr
425

gag
Glu

acc
Thr

gcc
Ala

Gly

gag
Glu
505

gat

ES 2661 967 T3

atg
Met
250

gtc
val

ttc
Phe

tta
Leu

gag
Glu

ttc
Phe
330

cac
His

tag
Trp

tac
Tyr

ctc
Leu

cce
Pro
410

ggc
Gly

ctc
Leu

gac
Asp

aag
Lys

gtc
val
490

cty
Leu

tat

gac
Asp

cty
Leu

cCccC
Pro

ctg
Leu

gcc
Ala
315

tcg
Ser

ctc
Leu

gcce
Ala

ccc
Pro

aac
Asn
395

acc
Thr

tgg
Trp

tac
Tyr

ccy
Pro

Ltgg
Trp
475

cty
Leu

tca
ser

aaa

caa
Gln

aac
Asn

agc
ser

gt
va
300

tac
Tyr

atc
Ile

act
Thr

acc
Thr

atg
Met
380

ttc
Phe

ttc
Phe

tac
Tyr

gac
Asp

cgc
Arg
460
cag
Gln

dag
Glu

tct
ser

gat

42

gga
Gly

gac
Asp

ggc
Gly
285

tca
Ser

gt
va

ccg
Pro

Gly

gtc
val
365

cgc
Arg

aag
Lys

cag
Gln

aag
Lys

cgg
Arg
445

Tttt
Phe

tgg
Trp

gag
Glu

aga
Arg

cat

gtt
val

aca
Thr
270

adg
AFg

tcc
Ser

agc
Ser

tac
Tyr
cgg
Ar

350
ttt
Phe

tce
Ser

atg
Met

gac
AsSp

gac
Asp
430
agc
ser

gct
Ala

gag
Glu

aag
Lys

oy
510

gac

gga
255
ctg
Leu

acc
Thr

ccy
Pro

ctc
Leu

ccc
Pro
335

tcc

g ser

oty

gt
va

CcCccC
Pro

ctc
Leu
415

ctc
Leu

¢gg
Arg

cag
Gln

acc
Thr

ctc
Leu
495

tcc
ser

atc

ctg

y Leu

gt
va

daac
Ash

gag
Glu

cta
Leu
320

agc
Ser

ctc
Leu

agc
Ser

cag
Gln

ttt
Phe
400

ctyg
Leu

cot
Arg

gac
Asp

Ctt
Leu

cac
H1s
480

tct
Ser

cgg
Arg

gac

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

14490

1488

1536

1584
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Ala

tac
Tyr

aaa
Lys
545

gcce
Ala

tag

ASp

aag
Lys
530

tta
Leu

aca
Thr

tga

<210> 16
<211> 576
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 16

Met
1
Cys
Leu
Ile
Argd
65
Leu
GIn
Leu
His
Glu

145

Leu

Pro

Leu

Ala

Ala

50

Asn

Leu

Asp

Leu

val

130

Asn

Leu

Tyr
515

gat
AsSp

gag
Glu

gct
Ala

ser

val

Asp

35

Thr

Ala

Thr

val

Leu

115

Gly

Gly

val

LyS

gac
ASp

&ty

ctg
Leu

ser
Pro
20

Asp
Pro
Phe
Gly
His
100
sSer
Pro

ser

Arg

ASp

gat
ASp

acc
Thr

tct
ser
565

val
5
val
Gly
His
Thr
Leu
85
His
Gln
Glu

val

Lys

His

gac
ASp

aca
Thr
550

ctg
Leu

ser

ser

Gly

Leu

ser

70

Pro

Phe

Ala

Thr

Leu

150

Phe

ASp

aag
LysS
535

aga
Arg

agc
ser

Trp

Leu

Phe

ASD

55

val

Gln

Asn

Gly

val

135

Gln

Leu

Gly

atc
Ile

ttg
Leu

aac
Asn

Gly

Ala

Glu

40

Ala

ser

His

Ser

val

120

Tyr

val

Gln

ES 2661 967 T3

Asp

tct
ser

aca
Thr

daa
LysS

Ile

Arg

25

Ser

Leu

ser

Gln

Phe

105

Arg

Pro

Gly

Thr

TYF

gtc
val

aga
Arg

ttt
pPhe
570

Leu

10

Pro

Gly

Ala

cys

Asn

90

Asp

Thr

Phe

Arg

G1n_

Lys

att
Ile

aaa
Lys
555

gtg
val

Leu

Arg

Ala

Arg

ser

75

Gly

Lys

Gly

ASD

Ash

155

Asp

AsSD

gat
ASp
540

499
Arg

gag
Glu

Leu

Asn

Tyr

Arg

60

Pro

Met

val

Ile

pPhe

140

Ile

Asp

43

His

gca
Ala

&ty

ggt
Gly

Ala
Ala
Asn
45

ser
ser
Tyr
Arg
Ile
125
Ala

Thr

Arg

AsSp

ctg
Leu

ttg
Leu

agt
Ser

Gly

Leu

30

Asn

Leu

Arg

Gly

Ser

110

Gly

Tyr

Arg

Pro

Ile

cag
Glin

aag
Lys

aga
Arg
575

Leu

15

Leu

Ser

Leu

ala

Leu

95

Leu

Lys

Thr

Ile

Phe

ASp

tac
TYr

tta
Leu

560

tct
ser

Cys

Leu

Ala

Phe

ser

80

His

Pro

Lys

Glu

LysS

160

Phe

1632

1680

1728

1734



Leu

Gln

Gly

Leu

225

ala

val

Ile

Leu

His

305

ASD

Tyr

Leu

Gln

His

385

Pro

Asn

His

Tyr

Tyr

Arg

210

val

Ala

Leu

Phe

Tyr

290

Pro

Leu

Ala

Pro

ser

370

Arg

Ile

Arg

Tyr

val

Gly

Ile

Pro

Gln

GlIn

Thr

275

Trp

Lys

Thr

Ile

Ala

355

His

His

ASp

Thr

Tyr
435

Ala

180

Thr

Pro

Tyr

Tyr

Glu

260

Ser

Pro

Arg

Pro

Phe

340

Leu

His

Phe

GIn

Thr

420

Tyr

165

Phe

Phe

Asp

Phe

Thr

245

Leu

Asp

Gly

Trp

Thr

Gly

Glu

Glu

Arg

Arg

His

Cys

Trp

val

230

Thr

Arg

Asn

Thr

Gly

310

Ile

Ser

Ala

val

Leu

390

Phe

Gly

Ala

Asp

Glu

Thr

215

Pra

val

AsSD

Gly

Ala

295

Gln

Leu

Lys

Glu

Thr

375

val

Tyr

Gln

Arg

Pro

Asn

Gly

Ala

Ile

280

Glu

val

Asp

Thr

Pro

360

Met

His

val

Pro

Trp

His

185

Phe

Gln

Thr

Arg

Gly

Pro

Pro

Ser

Trp

Ile

345

Leu

ser

Asn

ser

Thr

425

Glu

ES 2661 967 T3

170

Arg

Gly

Ala

Pro

Met

250

val

Phe

Leu

Glu

Phe

330

His

Trp

TYF

Leu

Pro

410

Gly

Leu

Cys

Asn

Tyr

Ala

Asp

Leu

Pro

Leu

Ala

315

ser

Leu

Ala

Pro

Asnh

395

Thr

Trp

TYyr

Gly

Gly

Asp

220

Ala

Gln

Asn

ser

val

300

Tyr

Ile

Thr

Thr

Met

380

Phe

Phe

Tyr

Asp

44

His

Glu

205

Pro

Arg

Gly

ASD

Gly

285

ser

val

Pro

Gly

val

365

Arg

Lys

Gln

Lys

Arg
445

Ser

120

ser

Leu

Ala

val

Thr

270

Arg

ser

Ser

TYF

Arg

350

Phe

ser

Met

ASp

ASp

430

ser

175

Gln

Gly

ASp

ASpD

Gly

Leu

Thr

Pro

Leu

Pro

335

ser

Gly

val

Pro

Leu

415

Leu

Arg

Pro

Met

val

Leu

240

Leu

val

Asnh

Glu

Leu

320

ser

Leu

Ser

Gln

Phe

400

Leu

Arg

Asp
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15

Pro His
450

Leyu Glu
465

Asp Pro

Pro Gln

Ala Asp

Tyr Lys

Lys Leu

545

Ala Thr

<210> 17

Glu

Met

Trp

Cys

Tyr

515

ASD

Glu

Ala

<211> 1737
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

Thr

Leu

val

Gln

500

Lys

ASp

Gly

Leu

Gln

Arg

Cys

Pro

Asp

ASD

Thr

ser
565

AsSh

ASD

Ala

Leu

His

ASD

Thr

550

Leu

<223> Secuencia quimérica

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(1737)

<400> 17

atg ccc
Met Pro
1

ctg agc
Leu Ser

ctc ctc
Leu Leu

gce atc
Ala Ile
50

ttt cgc
Phe Arg
65

agc ctc

ccg
Pro

agc
Ser

gcg
Ala
35

gcc
Ala

aat
Asn

ctc

CcCC
Pro

gtg
val
20

gat
Asp

acc
Thr

gcc
Ala

act

cgc
Arg

tgc
Cys

gac
Asp

ccy
Pro

ttc
Phe

ggc

acc
Thr

gtg
val

&y

cac
His

acc
Thr
70

ctg

Leu
455

Gln
Pro
His
Asp
Lys
Arg

ser

Gly

gcc
Ala

&ty

ctg
Leu
55

tcg
Ser

CcCC

Ala

Leu

Asp

Asn

Gly

Ile

Leu

Ash

cgc
Arg

cty
Leu

Tttt
Phe
40

gac
Asp

gtc
val

cag
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Thr

Ala

Gly

Glu
505

ASp

ser

Thr

Lys

Gly

ggc
25

gag
Glu

gcc
Ala

agc
Ser

cat

ASp

Lys

val
490

Leu

Tyr

val

Arg

Phe
570

ctg
Leu
10

cgt
Arg

agt
Ser

ttg
Leu

agc
Ser

cag

Pro

Trp

Leu

ser

LysS

Ile

LYS

val

ctg
Leu

cCccC
Pro

ggc
Gly

gcc
Ala

tgc
Cys
75

aat

Arg

Gln

Glu

ser

Asp

ASp
540

Arg

Glu

tgg
Trp

<99
Arg

acg
Ala

cgc
Arg
60

tct
ser

999

45

Phe

Trp

Glu

Arg

His
525

Ala

Gly

Gly

ctg
Leu

aac
Asn

tac
Tyr
45

cgc
Arg

CCC
Pro

atg

Ala

Glu

Lys

Gly
510

ASp

Leu

Leu

ser

gca
Ala
30

aac
Asn

agc
ser

agc
Ser

tac

Gln

Thr

Leu
495

ser

Ile

Gln

LyS

Arg

ctg
Leu
15

ctg
Leu

aac
Asn

ctc
Leu

cgc
Arg

999

Leu

His
480

Ser

Arg

Asp

TYr

Leu
560

ser

gtg
val

ctg
Leu

agc
Ser

ctc
Leu

gcc
Ala
80

ctg

48

96

144

192

240

288



ser

cac
His

ccyg
Pro

aag
LyS

gag
145
aag

Lys

ttc
Phe

cCccC
Pro

atg
Met

gtg
225
ctg

Leu

ctg
Leu

gtg
val

aac
ASN

gag
Glu
305

cta
Leu

agc
ser

ctc
Leu

Leu

cag
Gln

ctg
Leu

cac
His
130

gag
Glu

ctg
Leu

ctc
Leu

cag
Gln

g9t
210

ctg
Leu

gcc
Ala

gtg
val

atc
Ile

cty
Leu
290

cac
His

gac
Asp

tac
Tyr

ctg
Leu

Leu

gac
ASp

ctg
Leu
115

gt
va

aat
Asn

ctc
Leu

tac
Tyr

tac
Tyr
195

cgt
Arg

gtg
val

gct
Ala

ctc
Leu

ttc
Phe
275

tac
TYr

CCa
Pro

ctc
Leu

gcc
Ala

ccg
Pro

Thr

gtg
val
100

ctc
Leu

gtc
val

gtc
val
180

gga
Gly

atc
Ile

cct
Pro

cag
Gln

cag
Gln
260

acy
Thr

tog
Trp

aaa
Lys

acg
Thr

atc
Ile
340

gcg
Ala

Gly
85

cac
His

agc
Ser

ccg
Pro

tco
ser

cgg
Arg
165

gcc
Ala

acc
Thr

cca
Pro

tac
Tyr

tac
Tyr
245

gag
Glu

tce
Ser

ccy
Pro

cgc
Arg

cce
Pro
325

Tttt
Phe

ctg
Leu

Leu

cac
His

caa
Gln

gag
Glu

gtc
val
150

aaa
Lys

ttc
Phe

ttc
Phe

gac
Asp

ttc
Phe
230

acc
Thr

ctg
Leu

gac
Asp

oty

tgg
Trp
310

acc
Thr

Gly

gag
Glu

Pro

ttc
Phe

gct
Ala

acc
Thr
135

ctc
Leu

ttc
Phe

cac
His

tgt
Cys

tag
Trp
215

gtc
val

acc
Thr

cgt
Arg

aac
Asn

act
Thr
295

ggc
Gly

atc
Ile

tcg
Ser

gcc
Ala

Gln

aac
ASh

ggt
120

gt
va

cag
Gln

ctg
Leu

gac
Asp

gag
Glu
200

acc
Thr

ccC
Pro

gtc
val

gac
Asp

499

280
get
Ala

caa
GlIn

ttg
Leu

aag
Lys

gag
Glu

His

tcc
ser
105

gt
Va

tac
Tyr

gt
va

cag
Gln

cce
Pro
185

aag
Lys

ccc
Pro

dac
Asn

Gly

gcc
Ala
265

atc
Ile

gaa
Glu

gtc
val

gat
Asp

acc
Thr
345

cCcC
Pro
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Gln
90

ttc
Phe

cgc
Arg

ccg
Pro

a1y

act
Thr
170

cac
His

ttt
Phe

cag
Gln

acc
Thr

cgc
Arg
250

ggt
Gly

ccc
Pro

CCC
Pro

agc
Ser

tag
Trp
330

atc
Ile

ctc
Leu

Asn

gac
ASp

aca
Thr

ttt
Phe

cgg
Arg
155

cag
Gln

cgc
Arg

gdc
Gly

gcc
Ala

ccg
Pro
235

atg
Met

gtc
val

ttc
Phe

tta
Leu

gag
Glu
315

ttc
Phe

cac
His

tgg
Trp

Gly

aag
LYyS

sy

gac
Asp
140

aac
Asn

gat
Asp

tgt
Cys

aac
ASn

tac
Tyr
220

gca
Ala

gac
Asp

ctg
Leu

cCcC
Pro

ctg
Leu
300

gcc
Ala

tcg
Ser

ctc
Leu

gcc
ala

46

Met

gty
val

atc
Ile
125

ttt
Phe

atc
Ile

gac
Asp

jelele}
Gly

gga
205

gac
Asp

gcc
Ala

caa
GlIn

aac
AsSn

agc
Ser
285

gt
va

tac
Tyr

atc
Ile

act
Thr

acc
Thr

Tyr

cgg
Arg
110

atc
Ile

gcg
Ala

act
Thr

cgg
Arg

cac
His
190

gag
Glu

cca
Pro

cga
Arg

gga
Gly

gac
Asp
270

ggc
Gly

tca
Ser

gtg
val

ccy
Pro

ggc
350

gtc
val

Gly
95

agc
ser

cly

tac
Tyr

aga
Arg

cct
Pro
175

tcc
Ser

agc
ser

ctg
Ley

gcc
Ala

gtt
val
255

aca
Thr

agg
Arg

tcc
ser

agc
Ser

tac
Tyr
335

cgg
Arg

ttt
Phe

Leu

ctg
Leu

aag
Lys

acyg
Thr

att
Ile
160

ttc
Phe

caa
Gln

Gly

gac
Asp

gac
Asp
240

gga
Gly

ctg
Leu

acc
Thr

ccy
PIro

ctc
Leu
320

cCcC
Pro

tcc
Ser

Gly

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104
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agc
ser

cag
Gln
385

Tttt
Phe

ctyg
Leu

cgt
Arg

gac
Asp

ctt
Leu
465

cac
His

tct
Ser

cgg
Arg

gac
Asp

tac
Tyr
545

tta
Leu

tct
Ser

cag
Gln
370

cac
H1s

cCccC
Pro

aac
Asn

cat
His

ccc
Pro
450

ctg
Leu

gac
Asp

cCccC
Pro

gct
Ala

tac
TYyr
530

daa
Lys

gce
Ala

tag

<210> 18

<211> 577

355

agc
ser

c€gg
Arg

atc
Ile

cgc
Arg

tac
Tyr
435

cac
His

gag
Glu

ccc
Pro

cag
Gln

gac
Asp
515

aag
Lys

tta
Leu

aca
Thr

tga

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 18

cac
His

cac
H1s

gac
Asp

acc
Thr
420

tac
TYr

gag
Glu

atg
Met

tgg
Trp

tgc
Cys
500

tac
Tyr

gat
Asp

gag
Glu

gct
Ala

cac
His

ttc
Phe

cag
Gln
405

aca
Thr

tac
Tyr

acc
Thr

ctt
Leu

gt
va
485

cag
Gln

aaa
Lys

gac
Asp

ggc
Gly

ctg
Leu
565

gag
Glu

cgc
Arg
390

gac
Asp

gct
Ala

e ie]
Arg

caqg
Gln

€gg
Arg
470

tgc
Cys

CCC
Pro

gac
Asp

gat
Asp

acc
Thr
550

tct
ser

gtc
val
375

Cctc
Leu

ttc
Phe

ggt
Gly

gcg
Ala

dac
Asn
455

gac
Asp

gcc
Ala

cta
Leu

cat
His

gac
Asp
535

aca
Thr

ctg
Leu

360

acc
Thr

gtg
val

tac
Tyr

cag
Gln

cgc
Arg
440

ctg
Leu

cag
Gln

ccc
Pro

cac
His

gac
Asp
520

aag
Lys

aga
Arg

agc
ser

ES 2661 967 T3

atg
Met

cac
H1s

gtc
val

cce
Pro
425

tgg
Trp

gcc
Ala

ctg
Leu

gac
Asp

aat
Asn
505

ggt
Gly

atc
Ile

ttg
Leu

aac
Asn

tcc
ser

aac
Asn

tca
ser
410

acg
Thr

gag
Glu

acc
Thr

gcc
Ala

a1y
490

gag
Glu

gat
Asp

tct
Ser

aca
Thr

aaa
LysS
570

tac
Tyr

ctc
Leu
395

CCC
Pro

ggc
Gly

ctc
Leu

gac
Asp

aag
Lys
475

gtc
val

ctc
Leu

tat
Tyr

gtc
val

aga
Arg
555

ttt
Phe

cce
Pro
380

aac
Asn

acc
Thr

tgg
Trp

tac
Tyr

ccg
Pro
460

tgg
Trp

ctg
Leu

tca
Ser

aaa
Lys

att
Ile
540

ddad
Lys

gtg
val

47

365

atg
Met

ttc
Phe

ttc
Phe

tac
TYr

gac
Asp
445

cac
Arg

cag
GlIn

gag
Glu

tct
ser

gat
Asp
525

gat
Asp

agg
Arg

gag
Glu

cgc
Arg

aag
Lys

cag
Gln

aag
Lys
430

€gg
Arg

Tttt
Phe

tgg
Trp

gag
Glu

aga
Arg
510

cat
His

gca
Ala

gga

ggt
Gly

tcc
ser

atg
Met

gac
Asp
415

gac
Asp

age
ser

gct
Ala

gag
Glu

aag
Lys
495

&y

gac
Asp

ctg
Leu

ttg
Leu

agt
ser
575

gtg

cce
Pro
400

ctc
Leu

ctc
Leu

cgg
Arg

cag
Gln

acc
Thr
480

ctc
Leu

tcc
Ser

atc
Ile

cag
Gln

aag
LYS
560

aga
Arg

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1680

1728

1737



Met

Leu

Leu

Ala

Phe

65

ser

His

Pro

Lys

Glu

145

Lys

Phe

Prao

Met

val

225

Leu

Leu

val

Pro

ser

Leu

Ile

50

Arg

Leu

Gln

Leu

His

130

Glu

Leu

Leu

Gln

Gly

Leu

Ala

val

Ile

Pro

ser

Ala

35

Ala

Asn

Leu

Asp

Leu

115

val

Asn

Leu

Tyr

Tyr

Arg

val

Ala

Leu

Phe

Pro

val

20

Asp

Thr

Ala

Thr

val

100

Leu

Gly

Gly

val

val

180

Gly

Ile

Pro

Gln

Gln

260

Thr

Arg
5
Cys
ASD
Pro
Phe
Gly
85
His
ser
Pro
ser
Arg
Ala
Thr
Pro
Tyr
Tyr
245

Glu

ser

Thr

val

Gly

His

Thr

70

Leu

His

GlIn

Glu

val

150

Lys

Phe

Phe

ASp

Phe

230

Thr

Leu

ASDp

Gly

aAla

Gly

Leu

33

Ser

Fro

Phe

Ala

Thr

135

Leu

Phe

His

Cys

Trp

215

val

Thr

Arg

AsSn

Arg

Leu

Phe

40

Asp

val

Asn

Gly

val

Leu

Asp

Glu

200

Thr

Pro

val

Asp

Gly

Gly

Gly

25

Glu

Ala

ser

His

Ser

105

val

Tyr

val

Gln

Pro

185

Lys

Pro

Asn

Gly

Ala

265

Ile

ES 2661 967 T3

Leu

10

Arg

Ser

Leu

ser

Gln

90

Phe

Arg

Pro

Gly

Thr

170

His

Phe

Gln

Thr

Arg

250

Gly

Pro

Leu

Pro

Gly

Ala

Cys

75

ASN

Asp

Thr

Phe

Arg

155

GIn

Arg

Gly

Ala

Pro

235

Met

val

Phe

Trp

Arg

Ala

Arg

60

ser

Gly

Lys

Gly

Asp

140

Asn

Asp

cys

Asn

TYyr

220

Ala

Asp

Leu

Pro

48

Leu

AsSn

Tyr

45

Arg

Pro

Met

val

Ile

Phe

Ile

Asp

Gly

Gly

ASp

Ala

Gln

Asn

ser

Gly

Ala

30

Asn

sSer

Ser

Tyr

Arg

110

Ile

Ala

Thr

Arg

His

190

Glu

Pro

Arg

Gly

AsSp

270

Gly

Leu

15

Leu

Asn

Leu

Arg

Gly

95

ser

Gly

Tyr

Arg

Pro

175

ser

Ser

Leu

Ala

val

255

Thr

Arg

val

Leu

Ser

Leu

Ala

80

Leu

Leu

Lys

Thr

Ile

160

Phe

Gln

Gly

ASp

Asp

Gly

Leu

Thr
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275 280 285

Asn Leu Tyr Trp Pro Gly Thr Ala Glu Pro Leu Leu val Ser Ser Pro
290 295 300

Glu His Pro Lys Arg Trp Gly Gln val ser Glu Ala Tyr val Ser Leu
305 310 315 320

Leu Asp Leu Thr Pro Thr Ile Leu Asp Trp Phe Ser Ile Pro Tyr Pro
325 330 335

ser Tyr Ala Ile Phe Gly Ser Lys Thr Ile His Leu Thr Gly Arg Ser
340 345 350

Leu Leu Pro Ala Leu Glu Ala Glu Pro Leu Trp Ala Thr val phe Gly
355 360 365

Ser GIn Ser His His Glu val Thr Met Ser Tyr Pro Met Arg Ser val
370 375 380

G1h His Arg His Phe Arg Leu val His Ash Leu Ash Phe Lys Met Pro
385 390 395 400

Phe Pro Ile Asp Gln Asp Phe Tyr val Ser Pro Thr Phe Gln Asp Leu
405 410 415

Leu Asn Arg Thr Thr Ala Gly Gln Pro Thr Gly Trp Tyr Lys Asp Leu
420 425 430

Arg His Tyr Tyr Tyr Arg Ala Arg Trp Glu Leu Tyr ﬁsp Arg Ser Arg

Asp Pro His Glu Thr GIn Asn Leu Ala Thr Asp Pro Arg Phe Ala Gln
450 455 460

Leu Leu Glu Met Leu Arg Asp Gln Leu Ala Lys Trp Gln Trp Glu Thr
465 470 475 480

His Asp Pro Trp val Cys Ala Pro Asp Gly val Leu Glu Glu Lys Leu
485 490 495

ser Pro GIn Cys Gln Pro Leu His Asn Glu Leu Ser Ser Arg Gly Ser
500 505 510

Arg Ala Asp Tyr Lys Asp His Asp Gly Asp Tyr Lys Asp His Asp Ile
515 520 525

Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys Ile Ser val Ile Asp Ala Leu Gln
530 535 540

Tyr Lys Leu Glu Gly Thr Thr Arg Leu Thr Arg Lys Arg Gly Leu Lys
545 550 555 560

Leu Ala Thr Ala Leu Ser Leu Ser Asn Lys Phe val Glu Gly Ser Arg
565 570 575

Ser

<210> 19

<211> 1521

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

49
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<220>

<223> Secuencia quimérica

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(1521)

<400> 19

atg ccg
Met Pro
1

tgc ctg
Cys Leu

ctc gcg
Leu Ala

atc gcc
Ile Ala
50

cgc aat
Arg Asn
65

ctc ctc
Leu Leu

cag gac
Gln Asp

ctg ctg
Leu Leu

cac gtg
His val
130

gag aat
Glu Asn
145

ctg ctc
Leu Leu

ctc tac

tct
Ser

gtc
val

gat
AsSp
35

acc
Thr

gcc
Ala

act
Thr

gtg
val

ctc
Ley
115

999
Gly

ggc
Gly

gtc
val

gtc

tct
Ser

cct
Pro
20

gac
Asp

ccg
Pro

ttc
Phe

Gly

cac
His
100

agc
Ser

ccyg
Pro

tcc
ser

<€gg
Arg

gcc

gtc
val

gtc
val

gga
Gly

cac
His

acc
Thr

ctg
Leu
85

cac
His

caa
Gln

gdag
Glu

gtc
val

dda
Lys
165

ttc

tcg
Ser

tcc
ser

ggc
Gly

ctg
Leu

tcg
ser
70

CCC
Pro

ttc
Phe

gct
Ala

acc
Thr

CctC
Leu
150

ttc
Phe

cac

tgg
Trp

cty
Leu

Tttt
Phe

gac
Asp
55

gtc
val

cag
Gln

aac
Asn

ggt
Gly

gtg
val
135

cag
GlIn

ctg
Leu

gac

3ty

gct
Ala

gag
Glu
40

gcc
Ala

agc
Ser

cat
His

tcc
ser

gtg
val
120

tac
Tyr

gtg
val

cag
Gln

cCcC

ES 2661 967 T3

atc
Ile

cgt
Arg
25

agt
Ser

ttg
Leu

agc
Ser

cag
G1n

ttc
Phe
105
cgc
Arg

ccg
Pro

Gly

act
Thr

cac

ctc
Leu
10

CcCC
Pro

ggc
Gly

Ala

tgc
Cys

aat
Asn
90

gac
Asp

aca
Thr

Tttt
Phe

gl
Arg

caqg
Gln
170

cgc

ctg
Leu

cgg
Arg

gcg
Ala

cgc
Arg

tct
ser
75

999
Gly

aag
Lys

ggc
Gly

gac
Asp

aac
Asn
155

gat
AsD

tgt

ctg
Leu

adc
Asn

tac
Tyr

cgc
Arg
60

cCcC
Pro

atg
Met

gtg
val

atc
Ile

ttt
Phe
140

atc
Ile

gac
ASD

999

50

gca
Ala

gca
Ala

aac
Asn
45

agc
ser

agc
ser

tac
Tvr

cgg
Arg

atc
Ile
125

gcg
Ala

act
Thr

€ag
Arg

cac

Sty

cty
Leu
30

aac
Asn

ctc
Leu

cgc
Arg

999
Gly

agc
Ser
110

jefe]e)
Gly

tac
TVYr

aga
Arg

cCct
Pro

tcc

ctg
Leu
15

ctg
Leu

agc
ser

ctc
Leu

gcc
Ala

cty
Leu
95

ctg
Leu

aag
Lys

acg
Thr

att
Ile

ttc
Phe
175

Cda

tgc
Cys

ctc
Leu

gcc
Ala

ttt
Phe

agc
ser
80

cac
His

ccy
Pro

aag
Lys

gag
Glu

aag
Lys
160

ttc
Phe

CCC

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576



Leu

cag
Gln

&

ctg
Leu
225

gcc
aAla

gt
va

atc
Ile

ctg
Leu

cac
His
305

gac
ASD

tac
Tyr

ctg
Leu

cag
Gln

cac
His
385

cCcC
Pro

aac
Asn

C@t
H1s

ccC
Pro

ctg
Leu
465

gac
Asp

cccC
Pro

Tyr

tac
Tyr

cgt
Arg
210

gt
va

gct
Ala

ctc
Leu

ttc
Phe

tac
TYF
290

cca
Pro

ctc
Leu

gcc
Ala

ccg
Pro

agc
ser
370

cgg
Arg

atc
Ile

cgc
Arg

tac
Tyr

cac
His
450

gag
Glu

cCcC
Pro

cag
Gln

val

gga
Gly
195

atc
Ile

cct
Pro

cag
Gln

cag
Gln

acg
Thr
275

tgg
Trp

ada
Lys

acg
Thr

atc
Ile

gcg
Ala
355

cac
His

cac
His

gac
ASp

acc
Thr

tac
Tyr
435

gag
Glu

atg
Met

Lgg
Trp

tgc
cys

Ala
180

acc
Thr

cca
Pro

tac
TYr

tac
Tyr

gag
Glu
260

tcc
Ser

ccg
Pro

cgc
Arg

ccC
Pro

ttt
Phe
340

ctg
Leu

cac
His

ttc
Phe

cag
Gln

aca
Thr
420

tac
Tyr

acc
Thr

ctt
Leu

Val

cag
Gln
500

Phe

ttc
Phe

gac
Asp

ttc
Phe

acc
Thr
245

ctg
Leu

gac
Asp

ggc
Gly

tgg
Trp

acc
Thr
325

ggc
Gly

gag
Glu

gag
Glu

cgc
Arg

gac
Asp
405

gct
Ala

cgg
Arg

cag
Gln

cgg
Arg

tyc
Cys
485

ccc
Pro

His

tgt
Cys

tgg
Trp

gtc
val
230

acc
Thr

cgt
Arg

aac
Asn

act
Thr

ggc
Gly
310

atc
Ile

tcy
ser

gcc
Ala

gtc
val

ctc
Leu
390

ttc
Phe

ggt
Gly

gcg
Ala

aac
AsSn

gac
Asp
470

gcc
Ala

ctc
Leu

Asp

gag
Glu

acc
Thr
215

cCcC
Pro

gtc
val

gac
Asp

jefele)
Gly

gct
Ala
295

caa
Gln

ttg
Leu

aag
LyS

gag
Glu

acc
Thr
375

gt
va

tac
Tyr

cag
Gln

cgc
Arg

ctyg
Leu
455

cag
GlIn

cCccC
Pro

cac
His

Pro

aag
Lys
200

ccc
Pro

aac
ASn

ggc
Gly

gcc
Ala

atc
Ile
280

gaa
Glu

gtc
val

gat
Asp

acc
Thr

ccc
Pro
360

atg
Met

cac
His

gtc
val

cce
Pro

tgg
Trp
440

gcc
Ala

ctyg
Leu

gac
Asp

aat
Asn

ES 2661 967 T3

His
185

Tttt
pPhe

cag
Gln

acc
Thr

cgc
Arg

&y
265

cce
Pro

ccco
Pro

agc
Ser

tgg
Trp

atc
Ile
345

ctc
Leu

tCc
Ser

aac
Asn

tca
ser

acg
Thr
425

gag
Glu

acc
Thr

Arg

ggc
Gly

gce
Ala

ccg
Pro

atg
Met
250

gtc
val

ttc
Phe

tta
Leu

gag
Glu

ttc
Phe
330

cac
H1s

tgg
Trp

tac
TYyr

ctc
Leu

ccc
Pro
410

ggc
Gly

ctc
Leu

gac
ASp

Cys Gly

aac gga
asn Gly

tac gac
Tyr Asp
220

gca gcc
Ala Ala

235

gac caa
Asp Gln

ctg aac
Leu Asn

CCC agc
Pro ser

ctg gtg

Leu val

300

gcec tac
Ala Tyr

315

tcg atc
ser Ile

ctc act
Leu Thr

gcc acc
Ala Thr

cce atg
Pro Met
380

aac ttc
Asn Phe

395

acc ttc
Thr Phe

tgg tac
Trp Tyr

tac gac
Tyr Asp

ccg cgc
Pro Arg

gcc aag tgg
Lys Trp

Ala
&y

gag
Glu
505

475

gtc ctyg

val

Leu

490

ctg tga
Leu

His

gag
Glu
205

cCa
Pro

cga
AFg

sty

gac
Asp

ggc
Gly
285

tca
ser

val

ccy
Pro

ggc
Gly

gtc
val
365

cgc
Arg

aag
Lys

cag
Gln

aag
Lys

cgg
Arg
445

ttt
Phe

460

cag tgg gag
Gln Trp Glu

gag gag aag
Glu Glu Lys

51

ser
190

agc
Ser

ctg
Leu

gcc
Ala

gtt
val

aca
Thr
270

ag99
Arg

tcc
Ser

agc
Ser

tac
Tyr

cgg
Arg
350

ttt
Phe

tce
Ser

atg
Met

gac
Asp

gac
Asp
430

agc
ser

gct
Ala

Gln

ggc
Gly

gac
Asp

gac
Asp

ay
255

ctg
Leu

acc
Thr

ccy
Pro

ctc
Leu

cce
Pro
335

tcc
ser

ggc
Gly

gty
val

ccc
Pro

ctc
Leu
415

ctc
Leu

cgg
Arg

cag
Gln

Pra

atg
Met

gt
va

cty
Leu
240

ctg
Leu

gt
va

aac
Asn

gag
Glu

cta
Leu
320

agce
ser

ctc
Leu

agc
Ser

cag
Gln

ttt
Phe
400

ctg
Leu

cgt
Arg

gac
Asp

ctt
Leu

acc cac
Thr His

480

ctc tct
Leu Ser

495

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1521
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<210> 20

<211> 506

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 20

Met
1
Cys
Leu
Ile
Arg
65
Leu
Gln
Leu
His
Glu

145

Leu

Pro

Leu

Ala

Ala

50

Asn

Leu

Asp

Leu

val

130

Asn

Leu

ser

val

Asp

35

Thr

Ala

Thr

val

Leu

115

Gly

Gly

val

ser

Pro

20

Asp

Pro

Phe

Gly

His

100

ser

Pro

ser

Arg

val
5
val
Gly
His
Thr
Leu
85
His
Gln

Glu

val

ser

ser

Gly

Leu

ser

70

Pro

Phe

Ala

Thr

Leu

150

Phe

Trp

Leu

Phe

Asp

55

val

Gln

Asn

Gly

val

135

Gln

Leu

Gly

Ala

Glu

40

Ala

Ser

His

ser

val

120

Tyr

val

Gln

ES 2661 967 T3

Ile

Arg

25

ser

Leu

Ser

Gln

Phe

105

Arg

Pro

Gly

Thr

Leu

10

Pro

Gly

Ala

Cys

Asn

20

Asp

Thr

Phe

Arg

Gln
170

Leu

Arg

Ala

Arg

ser

75

Gly

Lys

Gly

Asp

Ash

155

Asp

Leu

Asn

Tyr

Arg

60

Pro

Met

val

Ile

Phe

140

Ile

Asp

52

Ala

Ala

Asn

45

Ser

ser

Tyr

Arg

Ile

Ala

Thr

Arg

Gly

Leu

30

Asn

Leu

Arg

Gly

ser

110

Gly

Tyr

Arg

Pro

Leu

15

Leu

ser

Leu

Ala

Leu

95

Leu

Lys

Thr

Ile

Phe
175

Cys

Leu

Ala

Phe

sSer

80

His

Pro

Lys

Glu

Lys

160

Phe



Leu

Gln

Gly

Leu

225

Ala

val

Ile

Leu

His

305

Asp

Tyr

Leu

Gln

His

385

Pro

Asn

His

Pro

TYr
Tyr
Arg
2

va’l
Ala
Leu
Phe
TYr
290
Pro
Leu
Ala
Pro
Ser
370
Arg
Ile
Arg

Tyr

His

val Ala

Gly

Ile

Pro

Gln

Gln

Thr

275

Trp

Lys

Thr

Ile

Ala

355

His

His

ASp

Thr

TYr

Glu

180

Thr

Pro

Tyr

Tyr

Glu

260

Ser

Fro

Arg

Frao

Phe

340

Leu

His

Phe

Gln

Thr

420

Tyr

Thr

Phe

Phe

Asp

Phe

Thr

245

Leu

Asp

Gly

Trp

Thr

Gly

Glu

Glu

Arg

ASp

Ala

Arg

Gln

His

Ccys

Trp

val

230

Thr

Arg

Asn

Thr

Gly

310

Ile

ser

Ala

val

Leu

390

Phe

Gly

Ala

ASn

Asp

Glu

Thr

215

Pro

val

AsSp

Gly

Ala

295

Leu

Lys

Glu

Thr

375

val

Tyr

Gln

Arg

Leu

Pro

LyS

Pro

Asn

Gly

Ala

Ile

280

Glu

val

Asp

Thr

Pro

360

Met

His

val

Pro

Trp

440

Ala

His

185

phe

Gln

Thr

Arg

Gly

Pro

Pro

Ser

Trp

Ile

345

Leu

Ser

AsSn

Ser

Thr

425

Glu

Thr

ES 2661 967 T3

Arg

Gly

Ala

Pro

Met

250

val

Phe

Leu

Glu

Phe

330

His

Trp

Tyr

Leu

Pro

410

Gly

Leu

ASp

Cys

AsSh

Tyr

Ala

235

Asp

Leu

Pro

Leu

Ala

315

Ser

Leu

Ala

Fro

ASN

395

Thr

Trp

Tyr

Fro

Gly

Gly

Asp

Ala

Gln

Asn

Ser

val

300

Tyr

Ile

Thr

Thr

Met

380

Phe

Phe

Tyr

Asp

Arg

53

His

Glu

205

Pro

Arg

Gly

Asp

Gly

ser

val

Pro

Gly

val

365

Arg

LyS

Gln

Lys

Arg

Phe

ser

190

ser

Leu

Ala

val

Thr

270

Arg

ser

Ser

Tyr

Arg

350

Phe

Ser

Met

ASp

Asp

ser

Ala

Gln

Gly

Asp

Asp

Gly

Leu

Thr

Pra

Leu

Pro

335

Ser

Gly

val

Pro

Leu

415

Leu

Arg

GlIn

Pro

Met

val

Leu

240

Leu

val

Asn

Glu

Leu

320

ser

Leu

Ser

Gln

Phe

400

Leu

Arg

Asp

Leu



10

15

450

Leu Glu Met Leu Arg Asp
465 470

Asp Pro Trp val Cys Ala
485

Pro GIn Cys Gln Pro Leu
500

<210> 21

<211> 1524

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia quimérica

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1524)

<400> 21

atg ccc ccg ccc cgco acc
Met Pro Pro Pro Arg Thr
1 5

ctg agc agc gtg tgc gt
Leu Ser Ser val Cys va
20

ctc ctc gcg gat gac g?a
Leu Leu %;a Asp Asp Gly

gee atc goe ace ccy cac
Ala Ile Ala Thr Pro His
50

ttt cgc aat gcc ttc acc
Phe Arg Asn Ala Phe Thr
65 70

agc ctc ctc act ggc ctg
Ser Leu Leu Thr g;y Leu

cac cag gac gtg cac cac
His Gln Asp val His His
100

ccg ctg ctg ctc agc caa
Pro Leu Leu Leu Ser Gln
115

aag cac gtg ggg ccg gag
Lys His val Gly Pro Glu
130

gag gag aat ggc tcc gtc
Glu Glu Asn Gly Sser val
145 150

455

Gln
Pro

His

&ty

gcc
Ala

ety

ctg
Leu
55

tcg
Ser

cCC
Pro

ttc
Phe

gct
Ala

acc
Thr
135

Cctc
Leu

ES 2661 967 T3

Leu Ala

Asp Gly

Asn Glu

cgc
Arg

ctg
Leu

ttt
Phe
40

gac
Asp

gtc
val

cag
Gln

aac
Asn

ggt
120

gtg
val

cag
Gln

505

ggc
Gly

&N
25

gag
Glu

gcc
Ala

agc
Ser

cat
H1s

tcc
ser
105

gtg
val

tac
Tyr

gtg
val

Lys Trp Gln Trp Glu Thr His
475

490

Leu

ctg
Leu
10

cgt
Arg

agt
ser

tty
Leu

agc
Ser

cag
Gln
90

ttc
Phe

cgc
Arg

ccg
Pro

ggg
Gly

ctg
Leu

CCccC
Pro

sty

gcc
Ala

tgc
Cys
75

aat
Asn

gac
Asp

aca
Thr

ttt
Phe

€gg9
Arg
155

460

tgg
Trp

€9y
Arg

gcg
Ala

cgc
Al"g
60

tct
Ser

j2le]e)
Gly

aag
Lys

ggc
Gly

gac
Asp
140

aac
Asnh

54

ctg
Leu

aac
Asn

tac
Tyr
45

cgc
Arg

ccc
Pro

atg
Met

gt
va

atc
Ile
125

ttt
Phe

atc
Ile

3ty

gca
Ala
30

adc
ASn

agc
sSer

agc
Ser

tac
TYr

<gg
Arg
110

atc
Ile

gcg
Ala

act
Thr

ctg
Leu
15

ctyg
Leu

aac
Asn

ctc
Leu

cgc
Arg

999

95
agc
sSer

999
Gly

tac
TYr

aga
Arg

480

val Leu Glu Glu Lys Leu Ser
495

gt
va

ctg
Leu

agc
ser

ctc
Leu

gcc
Ala
80

ctg
Leu

cty
Leu

aag
LYsS

acg
Thr

att
Ile
160

48

96

144

192

240

288

336

334

432

480



aag
Lys

ttc
Phe

cco
Pro

atg
Met

gtg
val
225

ctg
Leu

ctg
Leu

aac
ASnN

gag
Glu
305

cta
Leu

age
ser

ctc
Leu

agc
ser

cag
Glhn
385

jnns
Phe

ctg
Leu

cgt

ctg
Leu

ctc
Leu

cag
Gln

&y
210

ctg
Leu

gcc
Ala

gtg
val

atc
Ile

Cctg
Leu
290

cac
His

gac
Asp

tac
Tyr

ctg
Leu

cag
Gln
370

cac
His

cCcC
Pro

aac
Asn

cat

ctc
Leu

tac
Tyr

tac
Tyr
195

cgt
Arg

gtg

gct
Ala

ctc
Leu

tte
Phe
275

tac
Tyr

CCa
Pro

CTtcC
Leu

gce
Ala

ccg
Pro
355

agc
ser

cga
Arg

atc
Ile

cgc
Arg

tac

gtc
val

gtc
val
180

gga

atc
Ile

cct
Pro

cag
Gln

cag
Gln
260

acg
Thr

tgg
Trp

aaa
Lys

acg
Thr

atc
Ile
340

gcg
Ala

cac
His

cac
His

gac
Asp

acc
Thr
420

tac

gy
Arg
165

gce
Ala

acc
Thr

cca
Pro

tac
Tyr

tac
Tyr
245

gag
Glu

tcc
Ser

cCg
Pro

cgc
Arg

cce
Pro
325

ttt
Phe

ctg
Leu

cac
His

ttc
Phe

cag
Gln
405

aca
Thr

tac

aaa
Lys

ttc
Phe

tic
Phe

gac
Asp

tic
Phe
230

acc
Thr

ctg
Leu

gac
Asp

ggc
Gly

tgg
Trp
310

acc
Thr

oty

gag
Glu

gag
Glu

cgc
Arg
390

gac
Asp

gct
Ala

cgg

ttc
Phe

cac
H1s

tgt
Cys

tgg
Trp
215

gtc
val

acc
Thr

cgt
Arg

aac
Asnh

act
Thr
295

&ty

atc
Ile

tcg
Ser

gcc
Ala

gte
val
375

ctc
Leu

LTLC
Phe

ggt

acg

ctg
Leu

gac
Asp

gag
200
acc

Thr

cce
Pro

gtc
val

gac
Asp
ag9

280
gct
Ala

caa
Gln

ttg
Leu

aag
Lys

gag
Glu
360

ace
Thr

gtg
val

tac
Tvr

cag
Gln

cgc

cag
Gln

cce
Pro
185

aag
Lys

ccc
Pro

dac
Asn

Gly

gcce
Ala
265

atc
Ile

gaa
Glu

gtc
val

gat
Asp

acc
Thr
345

ccc
Pro

atg
Met

cac
His

gtc
val

ccc
Pro
425

tgg

ES 2661 967 T3

act
Thr
170

cac
H1s

Tttt
Phe

cag
Gln

acc
Thr

cac
Arg
250

ggt
Gly

ccc
Pro

ccc
Pro

agc
ser

tgg
Trp
330

atc
Ile

ctc
Leu

tcc
sSer

aac
Ash

tca
Ser
410

acg
Thr

gag

cag
Gln

cgc
Arg

ggc
Gly

gcc
Ala

ccg
Pro
235

atg
Met

gtc
val

ttc
Phe

tta
Leu

gag
Glu
315

ttc
Phe

cac
His

tag
Trp

tac
Tyr

ctc
Leu
395

cCcC
Pro

ggc
Gly

Cctc

gat
Asp

tgt
Cys

aac
Ash

tac
Tyr
220

gca
Ala

gac
Asp

ctg
Leu

CcCC
Pro

ctg
Leu
300

gcc
Ala

tcg
Ser

ctc
Leu

gcc
Ala

cee
Pro
380

aac
Asn

acc
Thr

tgg
Trp

tac

55

gac
Asp

gdg
Gly

gga
Gly
205

gac
Asp

gcc
Ala

caa
Gln

aac
ASn

agc
ser
285

gtg
val

tac
TYTr

atc
Ile

act
Thr

acc
Thr
365

atg
Met

ttc
Phe

ttc
Phe

tac
TYr

gac

cdg
Arg

cac
Hi1s
190

gag
Glu

cca
Pro

cga
Arg

gga
Gly

gac
AsSp
270

ggc
Gly

tca
ser

gt
va

ccg
Pro

ggc
oty
350
gtc

val

cygce
Arg

aag
Lys

cag
Gln

aag
LyS
430

<99

cct
Pro
175

tcc
ser

agc
Ser

ctg
Leu

gcc
Ala

gtt
val
255

aca
Thr

aqg
Arg

tcc
ser

agc
ser

tac
Tyr
335

cgg
Arg

ttt
Phe

tce
Ser

atg
Met

gac
Asp
415

gac
ASp

age

ttc
Phe

caa
Gln

Gly

gac
Asp

gac
Asp
240

Gly

ctg
Leu

acc
Thr

cCcg
Fro

ctc
Leu
320

ccC
Pro

tcc
Ser

Gly

gt
va

cee
Pro
400

ctc
Leu

ctc
Leu

€99

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344
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Arg His Tyr Tyr Tyr Arg
435

gac ccc cac gag acc cag
Asp Pro His Glu Thr GIn
450

ctt ctg gag atg ctt cgg
Leu Leu Glu Met Leu Arg
465 470

cac gac ccc tgg gtg tgc
His Asp Pro Trp val Cys
485

tct ccc cag tygc cag ccc

Ser Pro GIn Cys Glh Pro
500

<210> 22

<211> 507

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 22
Met Pro Pro Pro Arg Thr
1 5

Leu Ser Ser val Cys val
20

Leu Leu Ala Asp Asp Gly
35

Ala Ile Ala Thr Pro His
50

Phe Arg Asn Ala Phe Thr
65 70

Ser Leu Leu Thr Gly Leu
85

His GIn Asp val His His
100

Pro Leu Leu Leu Ser Gln
115

Lys His val Gly Pro Glu
130

Glu Glu Asn Gly Ser val
145 150

Ala

aac
Asn
455

gac
Asp

gcc
Ala

cta
Leu

Gly

Ala

Gly

Leu

55

Ser

Pro

Phe

Ala

Thr

135

Leu

Arg
440

ctg
Leu

cag
Gln

CCC
Pro

cac
His

Arg

Leu

Phe

40

Asp

val

Gln

Asn

Gly

val

Gln

ES 2661 967 T3

Trp

gcce
Ala

ctg
Leu

gac
Asp

aat
Ash
505

Gly

Gly

25

Glu

Ala

Ser

His

Ser

105

val

Tyr

val

Glu

acc
Thr

gcc
Ala

oty
490

gag
Glu

Leu
10

Arg
Ser
Leu
Ser
Gln
20

Phe
Arg

Pro

Gly

Leu

gac
Asp

aag
Lys
475

gtc
val

ctc
Leu

Leu
Pro
Gly
Ala
Cys
Asnh
Asp
Thr
Phe

Arg
1

TYr

ccy
Pro
460

tgg
Trp

ctg
Leu

tga

Trp

Arg

Ala

Arg

60

Ser

Gly

Lys

Gly

Asp

140

Asn

56

Asp
445

cgc
Arg

cag

Gln

Glu

Leu

Asn

Tyr

Arg

Pro

Met

val

Ile

125

Phe

Ile

Arg

ttt
Phe

tgg
Trp

gag
Glu

Gly

ala

30

Asn

ser

Ser

Tyr

Arg

Ile

Ala

Thr

Ser

gct
Ala

gag

aag
LYsS
495

Leu

15

Leu

Asn

Leu

Arg

Gly

95

ser

Gly

Tyr

Arg

Arg

cag
Gln

acc
Thr
480

ctc
Leu

val

Leu

ser

Leu

Ala

80

Leu

Leu

Lys

Thr

Ile
160

1392

1440

1488

1524



LyS

Phe

Pro

Met

val

225

Leu

Leu

val

Asn

Glu

305

Leu

Ser

Leu

ser

Gln

385

Phe

Leu

Leu

Leu

Gln

Gly

Leu

Ala

val

Ile

Leu

290

His

Asp

Tyr

Leu

Gln

370

His

Pro

Asn

Leu

Tyr

TVr

195

Arg

val

Ala

Leu

Phe

275

Tvr

Pro

Leu

Ala

Pro

355

ser

Arg

Ile

Arg

val

val

180

Gly

Ile

Pro

Gln

Gln

260

Thr

Trp

Lys

Thr

Ile

340

Ala

His

His

ASp

Thr
420

Arg

ala

Thr

Pro

TYyr

Tyr

245

Glu

ser

Pro

Arg

Pro

325

Phe

Leu

His

Phe

Gln

405

Thr

Lys

Phe

Phe

Asp

Phe

230

Thr

Leu

Asp

Gly

Trp

310

Thr

Gly

Glu

Glu

Arg

390

ASD

Ala

Phe

His

Cys

Trp

val

Thr

Arg

Asn

Thr

295

Gly

Ile

Ser

Ala

val

375

Leu

Phe

Gly

Leu

Asp

Glu

200

Thr

Pro

val

Asp

Gly

Ala

Gln

Leu

Lys

Glu

360

Thr

val

Tyr

Gln

ES 2661 967 T3

Gln

Pro

185

Lys

Pro

Asn

Gly

Ala

265

Ile

Glu

val

Asp

Thr

345

Pro

Met

His

val

Pro
425

Thr

170

His

Phe

GlIn

Thr

Pro

Pro

ser

Trp

Ile

Leu

ser

Asn

ser

410

Thr

Gln

Arg

Gly

Ala

Pro

235

Met

val

Phe

Leu

Glu

315

Phe

His

Trp

TYr

Leu

395

Pro

Gly

A5p

Ccys

Asn

Tyr

220

Ala

ASp

Leu

Pro

Leu

300

Ala

Ser

Leu

Ala

Pro

380

Asn

Thr

Trp

57

As5p

Gly

Gly

Asp

Ala

Gln

Asn

ser

285

val

Tyr

Ile

Thr

Thr

365

Met

Phe

Phe

Tyr

Arg

His

190

Glu

Pro

Arg

Gly

Asp

270

Gly

ser

val

Pro

Arg

Lys

Gln

Pro

175

Ser

ser

Leu

Ala

val

255

Thr

Arg

ser

ser

Tyr

335

Arg

Phe

Ser

Met

ASp

AsSp

Phe

Gly

Asp

Asp

240

Gly

Leu

Thr

Pro

Leu

320

Pro

Ser

Gly

val

Pro

400

Leu

Leu
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15

Arg

Asp

Leu

465

His

ser

His

Pro

450

Leu

Asp

Pro

<210> 23
<211> 1653
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia quimérica

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1653)

<400> 23

atg
Met
1

tgc
Cys

ctc
Leu

atc
Ile

cgc
Arg
63

ctc
Leu

cag
Gln

ctg
Leu

cac
His

ccg
Pro

ctg
Leu

gcg
Ala

gcc
Ala
50

aat
Asn

ctc
Leu

gac
Asp

ctg
Leu

gtg
val
130

Tyr
435

His

Glu

Pro

Gln

tct
sSer

gtc
val

gat
Asp
35

acc
Thr

gcc
Ala

act
Thr

gtg

ctc
Leu
115

ggg
Gly

Tyr

Glu

Met

Trp

Cys
500

tct
Ser

cct
Pro
20

gac
Asp

ccyg
Pro

ttc
Phe

Gly

cac
His
100

agc
ser

ccg
Pro

Tyr
Thr
Leu

val
485

Gln

gtc
val

gtc
val

oty

cac
His

acc
Thr

ctyg
Leu
85

cac
His

caa
Gln

gag
Glu

Arg
Gln
Arg
cys

Pro

tcg
ser

tcc
ser

oly

ctg
Leu

tcg
Ser
70

CcCcC
Pro

ttc
Phe

gct
Ala

acc
Thr

Ala

Asn
455

Asp

Ala

Leu

tgg
Trp

ctg
Leu

ttt
Phe

gac
Asp
55

gtc
val

cag
Gln

aac
Asn

ggt
Gly

gtg
val
135

Arg
Leu
Gln
Pro

His

sty

gct
Ala

gag
Glu
40

gcc
Ala

agc
Ser

cat
His

tcc
ser

gty
val
120

tac
Tyr

ES 2661 967 T3

Trp

Ala

Leu

Asp

Asn
505

atc
Ile

cgt
Arg
25

agt
Ser

ttg
Leu

agc
Ser

cag
Gln

ttc
Phe
105

cgc
Arg

ccg
Pro

Glu
Thr
Ala
Gly

Glu

ctc
Leu
10

CCcC
Pro

ety

gcc
Ala

togc
Ccys

aat
Ash
90

gac
AsSp

aca
Thr

ttt
Phe

Leu

Asp

Lys

val

Leu

ctyg
Leu

€gg
Arg

gcg
Ala

cgc
Arg

tct
ser
75

gg9
Gly

aag
Lys

ggc
Gly

gac
Asp

TYyr

Pro
460

Trp

Leu

ctyg
Leu

aac
Asn

tac
Tyr

cgc
Arg
60

CcCcC
Pro

atg
Met

gtg
val

atc
Ile

ttt
Phe
140

58

Asp

Arg

Gln

Glu

gca
Ala

gca
Ala

aac
Asn
45

agc
Ser

agc
ser

tac
TYr

€ag
Arg

atc
Ile
125

gcg
Ala

Arg
Phe
Trp

Glu

sty

ctg
Leu
30

aac
Asn

ctc
Leu

cgc
Arg

ggg
Gly

agc
ser
110

ggg
Gly

tac
Tyr

Ser Arg

Ala Gln

Glu Thr

480

Lys Leu

495

cty
Leu
15

ctg
Leu

agc
Ser

Ctc
Leu

gcc
Ala

ctg
Leu
95

ctg
Leu

aag
Lys

acg
Thr

tgc
Cys

ctc
Leu

gcc
Ala

Tttt
Phe

agce
Ser
80

cac
His

ccg
Pro

aag
Lys

gag
Glu

48

96

144

192

240

288

336

384

432



gag
Glu
145

ctyg
Leu

ctc
Leu

cag
Gln

ggt
Gly

ctg
Leu
225

gcc
Ala

gt
va

atc
Ile

ctg
Leu

cac
H1s
305

gac
Asp

tac
Tyr

ctg
Leu

cag
Gln

cac
His
385

cCccC
Pro

aat
Asn

Cctc
Leu

tac
Tyr

tac
Tyr

cgt
Ar

210
gtg

val

gct
Ala

ctc
Leu

ttc
Phe

tac
Tyr
290

cCa
Pro

ctc
Leu

gcc
Ala

ccyg
Pro

agc
ser
370

cgg
Arg

atc
Ile

3ty

gtc
val

gtc
val

gga
195

atc

g Ile

CcCt
Pro

cag
Gln

cag
Gln

acg
Thr
275

tgg
Trp

adad
Lys

acg
Thr

atc
Ile

gcg
Ala
355

cac
H1s

cac
H1s

gac
Asp

tcc
Ser

cgg
Arg

gcc
Ala
180

acc
Thr

cca
Pro

tac
TYIr

tac
Tyr

gag

260

tcc
Ser

ccg
Pro

cgc
Arg

CCC
Pro

Tttt
Phe
340

ctyg
Leu

cac
H1s

ttc
Phe

cag
Gln

gtc
val

ada
Lys
165

ttc
phe

ttc
Phe

gac
Asp

ttc
Phe

acc
Thr
245

ctg
Leu

gac
Asp

ggc
Gly

tgg
Trp

acc
Thr
325

ggc
Gly

gag
Glu

gag
Glu

cgce
Arg

gac
Asp
405

ctc
Leu
150

ttc
Phe

cac
His

tgt
Ccys

199
Trp

gtc
val
230

acc
Thr

cgt
Arg

aac
Asn

act
Thr

ety
310

atc
Ile

tcg
Ser

gcc
Ala

gtc
val

ctc
Leu
390

ttc
Phe

cag
GlIn

ctg
Leu

gac
ASD

gag
Glu

acc
Thr
215

cCC
Pro

gte
val

gac
Asp

ggg
Gly

gct
Ala
295

caa
Gln

ttg
Leu

aag
Lys

gag
Glu

acc
Thr
375

gt
va

tac
Tyr

gt
va

cag
Gln

CCcC
Pro

aag
Lys
200

CCC
Pro

aac
Asn

3ty

gcc
Ala

atc
Ile
280

gaa
Glu

gtc
val

gat
Asp

acc
Thr

cce
Pro
360

atg
Met

cac
H1s

gtc
val
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3ty

act
Thr

cac
His
185

ttt
Phe

cag
Gln

acc
Thr

cgc
Arg

&y
265

ccc
Pro

cccC
Pro

agc
Ser

tgg
Trp

atc
Ile
345

ctc
Leu

tct
ser

dac
Asn

tca
Ser

cgg
Arg

cag
Gln
170

cgc
Alg

ggc
Gly

gcc
Ala

ccg
Pro

atg
Met
250

gtc
val

ttc
Phe

tta
Leu

gag
Glu

ttc
Phe
330

cac
His

tgg
Trp

tac
Tyr

ctc
Leu

ccc
Pro
410

aac
Asn
155

gat
Asp

tgt
Cys

aac
Asn

tac
Tyr

gca
Ala
235

gac
Asp

ctyg
Leu

cCc
Pro

ctg
Leu

gcc
Ala
315

tcg
ser

ctc
Leu

gcc
Ala

CCC
Pro

aac
Asn
395

acc
Thr

atc
Ile

gac
Asp

A
gga

gac
Asp
220

gcc
Ala

caa
Gln

aac
Asn

agc
ser

gtg
val
300

tac
Tyr

atc
Ile

act
Thr

acc
Thr

atg
Met
380

ttc
Phe

ttc
Phe

59

act
Thr

<€gg
Arg

cac
His

gag
Glu
205
cca
Pro

cga
Arg

aly

gac
Asp

ggc
285
tca

ser

gt
va

ccyg
Pro

ggc

gtc
val
365

cgc
Arg

aag
Lys

cag
Gln

aga
Arg

cCct
Pro

tcc
ser
190

agc
ser

ctg
Leu

gcc
Ala

gtt
val

aca
Thr
270

agg
Arg

tcc
ser

agc
ser

tac
Tyr

els)
Arg
350

ttt
Phe

tcc
ser

atg
Met

gac
Asp

att
Ile

ttc
Phe
175

caa
Gln

Gly

gac
Asp

gac
ASp

&ty
255

cty
Leu

acc
Thr

ccy
Pro

ctc
Leu

ccc
Pro
335

tcc
Ser

oty

gt
va

CCccC
Pro

ctc
Leu
415

aag
Lys
160

ttc
Phe

CCC
Pro

atg
Met

val

ctg
Leu
240

ctg
Leu

gt
va

aac
Ash

gag
Glu

cta
Leu
320

agc
ser

ctc
Leu

agc
ser

cag
Gln

Tttt
Phe
400

ctg
Leu

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248
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aac
Asn

cat
His

CCC
Pro

ctg
Leu
465

gac
Asp

CcCC
Pro

gat
Asp

agg
Arg

gag
Glu
545

cgc
Arg

tac
Tyr

cac
His
450

gag
Glu

cCcC
Pro

cag
Gln

gca
Ala

gga
Gly
530

ggt
Gly

<210> 24

<211> 549

acc
Thr

tac
Tyr
435
gag

Glu

atg
Met

tgg
Trp

tgc
Cys

ctg
Leu
515

ttg
Leu

agt
ser

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 24

aca
Thr
420

tac
Tyr

acc
Thr

ctt
Leu

gtg
val

cag
Gln
500

cag
Gln

aag
Lys

aga
Arg

Met Pro Ser Ser
1

Cys

Leu

Ile

Arg

65

Leu

Leu

Ala

Ala

50

Asn

Leu

val

Asp

35

Thr

Ala

Thr

Pro

20

ASp

Pro

Phe

Gly

gct
Ala

cgg
Arg

cag
Gln

cgg
Arg

tgc
Cys
485

cccC
Pro

tac
Tyr

tta
Leu

tct
ser

val
5

val
Gly
His
Thr

Leu
85

&

gcg
Ala

adC
Asn

gac
Asp
470

gce
Ala

ctc
Leu

adad
Lys

gcc
Ala

tag

Ser
Ser
Gly
Leu
Ser

70

Pro

cag
GlIn

cgc
Arg

ctg
Leu
455

cag
GlIn

CCC
Pro

cac
His

tta
Leu

aca
Thr
535

tga

Trp

Leu

Phe

Asp

55

val

Gln

CCC
Pro

tgg
Tl"p
440
gcc
Ala

cty
Leu

gac
Asp

aat
Asn

gag
520

gct
Ala

Gly
Ala
Glu
40

Ala

Ser

His
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acg
Thr
425

gag
Glu

acc
Thr

gcce
Ala

Gly

gag
Glu
505

ggc
Gly

ctg
Leu

Ile

Arg

25

Ser

Leu

ser

Gln

ety

ctc
Leu

gac
Asp

aag
Lys

gtc
val
490

ctg
Leu

acc
Thr

tct
ser

Leu
10

Pro
Gly
Ala

Cys

Asn
20

tgy
Trp

tac
Tyr

ccyg
Pro

tgg
Trp
475

ctg
Leu

tca
Ser

aca
Thr

ctg
Leu

Leu

Arg

Ala

Arg

ser

75

Gly

tac
Tyr

gac
Asp

cgc
Arg
460

cag
Gln

gag
Glu

tct
ser

aga
Arg

agc
ser
540

Leu

Asn

TYr

Arg

60

Pro

Met

60

aag
Lys

cgg
Arg
445

Tttt
Phe

tag
Trp

gag
Glu

aga
Arg

ttg
Leu
525

aac
Asn

Ala
Ala
Asn
45

sSer

Ser

Tyr

gac
Asp
430

agc
Ser

gct
Ala

gag
Glu

aag
Lys

tct
ser
510

aca
Thr

ada
Lys

Gly

Leu

30

Asn

Leu

Arg

Gly

ctc
Leu

cgg
Arg

cag
Gln

acc
Thr

ctc
Leu
495

gtc
val

aga
Arg

ttt
Phe

Leu

15

Leu

Ser

Leu

Ala

Leu
95

cgt
Arg

gac
Asp

ctt
Leu

cac
H1s
480
tct
Sser

att
Ile

daa
Lys

gtg

Cys

Leu

Ala

Phe

ser

80

His

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1653



Gln

Leu

His

Glu

145

Leu

Leu

Gln

Gly

Leu

225

Ala

val

Ile

Leu

His

305

Asp

Tyr

Leu

ASp
Leu
val
130
Asn
Leu
Tyr
Tyr
Arg
2

val
Ala
Leu
Phe
Tyr
290
Pro
Leu

Ala

Pro

val

Leu

115

Gly

Gly

val

val

Gly

Ile

Pro

Gln

Gln

Thr

275

Trp

Lys

Thr

Ile

Ala
355

His

100

Ser

Pro

Ser

Arg

Ala

130

Thr

Pro

Tyr

Tyr

Glu

260

Ser

Pro

Arg

Pro

Phe

340

Leu

His

Gln

Glu

val

Lys

Phe

Phe

ASp

Phe

Thr

245

Leu

Asp

Gly

Trp

Thr

325

Gly

Glu

Phe

Ala

Thr

Leu

150

Phe

His

Cys

Trp

val

230

Thr

Arg

Asn

Thr

Gly

310

Ile

ser

Ala

AsNh

Gly

val

135

GlIn

Leu

ASD

Glu

Thr

215

Pro

val

Asp

Gly

Ala

295

Gln

Leu

Lys

Glu

ser

val

120

Tyr

val

Gln

Pro

Asn

Gly

Ala

Ile

280

Glu

val

Asp

Thr

Pro
360
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Phe

105

Arg

Pro

Gly

Thr

His

185

Phe

Gln

Thr

Arg

Gly

Pro

Pro

Ser

Trp

Ile

345

Leu

ASp

Thr

Phe

Arg

Gln

170

Arg

Gly

Ala

Pro

Met

250

val

Phe

Leu

Glu

Phe

330

His

Trp

LYs

Gly

Asp

Asn

155

Asp

cys

Asn

Tyr

Ala

Asp

Leu

Pro

Leu

Ala

315

ser

Leu

Ala

val

Ile

Phe

140

Ile

Asp

Gly

Gly

Asp

220

Ala

Gln

ASh

Ser

val

300

Tyr

Ile

Thr

Thr

61

Arg

Ile

125

Ala

Thr

Arg

His

Glu

205

Pro

Arg

Gly

Asp

Gly

285

ser

val

Pro

Gly

val
365

ser

110

Gly

Tyr

Arg

Pro

ser

190

ser

Leu

Ala

val

Thr

270

Arg

ser

ser

Tyr

Arg

Phe

Leu

Lys

Thr

Ile

Phe

175

Gln

Gly

Asp

Asp

Gly

Leu

Thr

Pro

Leu

Pro

335

ser

Gly

Pro

Lys

Glu

Lys

Phe

Pro

Met

val

Leu

240

Leu

val

Asn

Leu

320

ser

Leu

ser
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15

Gln

His

385

Pro

Asn

His

Pro

Leu

465

ASD

Pro

ASp

Arg

Glu
545

ser

370

Arg

Ile

Arg

Tyr

His

450

Glu

Pro

Gln

Ala

Gly

530

Gly

<210> 25
<211> 1656
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia quimérica

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1656)

<400> 25

atg
Met
1

ctg
Leu

cccC
Pro

agc
sar

His

His

Asp

Thr

Tyr

435

Glu

Met

Trp

cys

Leu

515

Leu

ser

CCY CCC CYC acc gygc cgc ggc ctyg ctg tgg ctyg ggc
Pro Pro Arg Thr Gly Arg Gly Leu Leu Trp Leu Gly

agc gtg tgc gtg gcc ctg ggc cgt ¢cc cgg aac gca
Ser val Cys val Ala Leu Gly Arg Pro Arg Asn Ala

His

Phe

Gln

Thr

420

Tyr

Thr

Leu

val

Gln

500

Gln

Lys

Ard

Glu

Arg

Asp

Ala

Arg

Gln

Arg

cys

Pro

Tyr

Leu

ser

5

val

Leu

390

Phe

Gly

Ala

AsSh

Asp

Ala

Leu

Lys

Ala

Thr

375

val

Tyr

Gln

Arg

Leu

455

Gln

Pro

His

Leu

Thr
535

Met

His

val

Pro

Leu

Asp

Asn

Glu

520

Ala
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ser

Asn

ser

Thr

425

Glu

Thr

Ala

Gly

Glu

505

Gly

Leu

Tyr

Leu

Pro

410

Gly

Leu

Asp

Lys

val

490

Leu

Thr

Ser

10

Pro

Asn

395

Thr

Trp

Tyr

Pro

Trp

Leu

Ser

Thr

Leu

Met

380

Phe

Phe

Tyr

Asp

Arg

Gln

Glu

Ser

Arg

Ser
540

62

Arg

Lys

Gln

Lys

Arg

445

Phe

Trp

Glu

Arg

Leu

525

Asn

ser

Met

Asp

430

ser

Ala

Glu

Lys

ser

510

Thr

Lys

val Gln

Pro Phe
400

Leu Leu
415

Leu Arg

Arg Asp

GIn Leu

Thr His
480

Leu ser
495

val Ile

Arg Lys

Phe val

Cctg gtg
Leu val
15

ctg ctg
Leu Leu

48

96



ctc
Leu

gce
Ala

ttt
Phe
65

agc
ser

cac
H1s

cCg
Pro

aag
Lys

gag
Glu
145

aag
Lys

ttc
Phe

CcCC
Pro

atg
Met

gt
va
225

ctg
Leu

ctg
Leu

gtg

aac
ASn

ctc
Leu

atc
Ile
50

cgc
AFQ

ctc
Leu

cag
Gln

ctg
Leu

cac
His
130
gag
Glu

ctyg
Leu

ctc
Leu

cag
Gln

g9t

210
ctg
Leu

acc
Ala

gtg

atc
Ile

ctg
Leu
290

gcg
Ala
35

gcc
Ala

aat
ASh

ctc
Leu

gac
ASp

cty
Leu
115

gtg
val

aat
Ash

ctc
Leu

tac
TYr

tac
Tyr
195

cat
Arg

gt
va

gct
Ala

ctc
Leu

ttc
Phe
275

tac
TYr

20
gat
Asp

acc
Thr

gcc
Ala

act
Thr

gtg
val
100

ctc
Leu

jefele)
Gly

ggc
Gly

gtc
val
gtc
180

gga

atc
Ile

cct
Pro

cag
Gln

cag
Gln
260

acg
Thr

tag
Trp

gac
Asp

ccy
Pro

ttc
Phe

ggc
85

cac
H1s

agc
ser

ccg
Pro

tce
ser

<gg
Arg
165

gcc
Ala

acc
Thr

cca
Pro

tac
Tyr

tac
Y
245

gag
Glu

tce
ser

cCyg
Pro

Gly

cac
His

acc
Thr
70

ctg
Leu

cac
H1s

caa
Gln

gag
Glu

gtc
val
150

daaa
Lys

ttc
Phe

ttc
Phe

gac
Asp

ttc
Phe
230

acc
Thr

cty
Leu

gac
Asp

Gly

ctg
Leu
55

tcg
ser

cccC
Pro

ttc
Phe

gct
Ala

acc
Thr
135

ctc
Leu

ttC
Phe

cac
H1s

tgt
Cys

tgg
Trp
215

gtc
val

acc
Thr

cgt
Arg

aac
Asn

act
Thr
295

Tttt
Phe
10

gac
Asp

gtc
val

cag
Gln

aac
Ash

ggt

120
gtg
val

cag
GlIn

ctg
Leu

gac
Asp
gag
200
acc

Thr

ccC
Pro

gtc
val

gac
AsSp

4gg9
280

gct
Ala

25

gag
Glu

gcc
Ala

agc
Ser

cat
His

tcc
ser
105

yty
val

tac
Tyr

gty
val

cag
GlIn

ccc
Pro
185

aag
Lys

cccC
Pro

dac
Asn

ggc
Gly

gcc
Ala
265

atc
Ile

gaa
Glu
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agt
Ser

ttg
Leu

agc
Ser

cag
Gln
90

ttc
Phe

cgc
Arg

ccg
Pro

Gly

act
Thr
170

cac
H1s

ttt
Phe

cag
Gln

acc
Thr

cgc
Arg
250

Gly

cCcC
Pro

ccc
Pro

ggc
Gly

gcc
Ala

tgc
Cys
75

aat
Asnh

gac
Asp

aca
Thr

ttt
Phe

cgg
Arg
155

cag
Gln

cgc
Arg

ggc
Gly

gcc
Ala

ccyg
Pro
235

atg
Met

gtc
val

ttc
Phe

tta
Leu

gcg
Ala

cgc
Arg
60

tct
ser

g9g
Gly

aag
LYS

ggc
Gly

gac
Asp
140

aac
Asn

gat
Asp

tgt
cys

a4acC
Asn

tac
Tyr
220

gca
Ala

gac
ASp

ctyg
Leu

CcCC
Pro

cty
Leu
300

63

tac
Tyr
45

cgc
Arg

cccC
Pro

atg
Met

gty
val

atc
Ile
125

ttt
Phe

atc
Ile

gac
Asp

949
Gly

gga
Gly
205

gac
Asp

gcc
Ala

caa
Gln

aac
Ash

agc
ser
285

gty
val

30

dac
Asn

agc
Ser

agc
Ser

tac
Tyr

<99
Arg
110

atc
Ile

gacg
Ala

act
Thr

cgg
Arg

cac
His
190

gag
Glu

cca
Pro

cga
Arg

dga
Gly

gac
AS
270

ggc
Gly

tca
ser

daac
Asn

ctc
Leu

cgc
Arg

gdg
Gly
95

agc
ser

Gly

tac
Tyr

aga
Arg

cct
Pro
175

tcc
ser

agc
Ser

ctyg
Leu

gcc
Ala

gtt
val
255

aca

p Thr

agg
Arg

tcc
ser

agc
Ser

ctc
Leu

gcc
Ala
80

ctg
Leu

ctg
Leu

aag
Lys

acg
Thr

att
Ile
160

ttcC
Phe

caa
Gln

ggc
Gly

gac
Asp

gac
Asp
240

gga
Gly

ctg
Leu

acc
Thr

ccyg
Pro

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912
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gag
Glu
305

cta
Leu

agc
ser

ctc
Leu

agc
Ser

cag
Gln
385

Tttt
Phe

ctg
Leu

cgt
Arg

gac
Asp

ctt

Leu
465

cac
His

tct
Ser

att
Ile

aaa
Lys

gty
val
545

cac
H1s

gac
Asp

tac
Tyr

ctg
Leu

cag
Gln
370

cac
His

ccc
Pro

aac
Asn

cat
His

cCccC
Pro
450

ctg
Leu

gac
Asp

CcCcC
Pro

gat
Asp
agg
Ar

530

gag
Glu

<210> 26

<211> 550

cca
Pro

Cctc
Leu

gcc
Ala

ccy
Pro
355

agce
Ser

cgg
Arg

atc
Ile

cgc
Arg

tac
Tyr
435

cac
His

gag
Glu

CcCC
Pro

cag
Gln

gca
Ala
515

g oy

ggt
Gly

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 26

aaa
Lys

acg
Thr

atc
Ile
340

acg
Ala

cac
His

cac
His

gac
Asp

acc
Thr
420

tac
TYr

gag
Glu

atg
Met

tgg
Trp

tgc
Ccys
500

ctg
Leu

ttg
Leu

agt
ser

cgc
Arg

cCccC
Pro
325

ttt
phe

ctyg
Leu

cac
His

ttc
Phe

cag
Gln
405

aca
Thr

tac
Tyr

acc
Thr

ctt
Leu

gt
va
485

cag
Gln

cag
Gln

aag
Lys

aga
Arg

tgg
Trp
310

acc
Thr

oty

gag
Glu

gag
Glu

cgc
Arg
320

gac
Asp

gct
Ala

cgg
Arg

cag
Gln

cgg
Arg
470

tgc
cys

cCcC
Pro

tac
Tyr

tta
Leu

tct
ser
550

aly

atc
Ile

tcg
ser

gcc
Ala

gtc
val
375

Cctc
Leu

ttc
Phe

&y

gcg
Ala

aac
Asn
455

gac
Asp

gcc
Ala

Cctc
Leu

aaa
Lys

gcce
Ala
535

tag

caa
Gln

ttg
Leu

aag
Lys

gag
Glu
360

acc
Thr

gty
val

tac
Tyr

cag
Gln

cgc
Arg
440

ctg
Leu

cag
Gln

CcCcC
Pro

cac
His

tta
Leu
520

aca
Thr

tga
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gtc
val

gat
Asp

acc
Thr
345

cccC
Pro

atg
Met

cac
His

gtc
val

ccc
Pro
425

tgg
Trp

gcc
Ala

ctyg
Leu

gac
Asp

aat
Asn
505

gag
Glu

gct
Ala

agc
ser

tagd
Trp
330

atc
Ile

ctc
Leu

tct
ser

aac
Ash

tca
Ser
410

acg
Thr

gag
Glu

acc
Thr

gcc
Ala

ety
490

gag
Glu

&ty

ctg
Leu

gag
Glu
315

ttc
Phe

cac
H1s

tgg
Trp

tac
TYyr

ctc
Leu
395

CCC
Pro

ggc
Gly

CctcC
Leu

gac
Asp

aag
Lys
475

gtc
val

ctg
Leu

acc
Thr

tct
ser

gcc
Ala

tcy
Ser

ctc
Leu

gcc
Ala

ccce
Pro
380

aac
Asn

acc
Thr

tgg
Trp

tac
Tyr

ccy
Pro
460

tgg
Trp

ctg
Leu

tca
Ser

aca
Thr

ctg
Leu
540

64

tac
Tyr

atc
Ile

act
Thr

acc
Thr
365

atg
Met

ttc
Phe

ttc
Phe

tac
Tyr

gac
Asp
445

coc
Arg

cag
GlIn

gag
Glu

tct
ser

aga
Arg
525

agce
ser

gt
va

ccy
Pro

oy
350

gtc
val

cgc
Arg

aag
Lys

cag
Gln

aag
Lys
430

<€gg
Arg

ttt
Phe

tgg
Trp

gag
Glu

aga
Arg
510

ttg
Leu

aac
Asn

agc
Ser

tac
Tyr
335

cgg
Arg

ttt
Phe

tcc
ser

atg
Met
gac
Asp
415
gac
Asp

age
sSer

gct
Ala

gag
Glu

aag
Lys
495

tct
Ser

aca
Thr

aaa
Lys

ctc
Leu
320

CcCcC
Pro

tcc
ser

gtg
val

cce
Pro
400

ctc
Leu

ctc
Leu

cgg
Arg

cag
Gln

acc
Thr
480

ctc
Leu

gtc
val

aga
Arg

ttt
Phe

960

1008
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<221> promoter
<222> (1)..(709)

<400> 27

gctagcaggt
tctctetgtt
ttttaaaaag
ctggttaata
cctttgacat
atcacccagce
ttggcccaat
ttctgectgce
ctctttctct
accttatcat
accatcccag

caggacatgc

<210> 28
<211> 26
<212> ADN

taatttttaa
tgctctggtt
cagtcaaaag
atctcaggag
catttcctct
ctctgctttt
agtgagaact
tgaagacact
tttgttttac
tttrtgcttt
ggttaatgct

tataaaaatg

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador

<220>

<221> unién_cebador
<222> (1)..(26)

<400> 28

aaagcagtca
aataatctca
tccaagtggc
cacaaacatt
gcgaatgcat
gtacaacttt
ttttcctgct
cttgccagca
atgaagggtc
gttcctcttg
ggggttaatt

gaaagatgtt

cgtceceecgga acgceactgct getect 26

<210> 29
<211> 36
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador

<220>

<221> unién_cebador
<222> (1)..(36)

<400> 29

gcggcctcta gatgacagct cattgtggag gggcetg

<210> 30
<211>78
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador
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aaagtccaag
ggagcacaaa
ccttggcage
ccagatccgg
gtataatttc
cccttaaaaa
gcctcttggt
tggacttaaa
tggcagccaa
gccttggttt
tataactaag

gctttctgag

36

tggcccttygg
cattccagat
atttactctc
cgcgcecagygg
tacagaacct
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tgtacatcag
agtgctctag

agactgcag

67

cagcatttac
ccaggttaat
tctgtttgct
ctggaagcta
attagaaagg
ccactgctgt
atggcccecta
tctgacaatc
caaagttcaa
ctttgaaaat

ttttgcaata

60
120
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300
360
420
480
540
600
660
709
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<220>
<221> unién_cebador
<222> (1)..(78)

<400> 30

ggccgcatge cgtettctgt ctegtyggae atcctectyge tggcaggect gtyctgecty

gtcecctgtct ccctgget

<210> 31

<211>74

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<220>
<221> unién_cebador
<222> (1)..(74)

<400> 31

agccagggag acagggacca ggcagcacag gcctgccagc aggaggatge cccacgagac

agaagacggc atgc

<210> 32

<211> 81

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<220>
<221> unién_cebador
<222> (1)..(81)

<400> 32
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<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador
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<210> 34

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> cebador

<220>

<221> unién_cebador
<222> (1)..(27)

<400> 34

agatctctgt cattgatgca ctgcagt
<210> 35

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> unién_cebador
<222> (1)..(29)
<400> 35

agatctacta ccctccacaa atttgttgc

27

29
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REIVINDICACIONES

1. Una secuencia nucleotidica que codifica una sulfatasa quimérica, consistiendo dicha sulfatasa quimérica en
el orden de secuencia N-terminal-C-terminal: a) un péptido sefial o bien de la secuencia aminoacidica de a-
antitripsina humana (hAAT) o la secuencia aminoacidica de iduronato-2-sulfatasa (IDS) humana, perteneciendo
dicha secuencia al siguiente grupo de SEQ ID No. 2 o SEQ ID No. 4; b) una secuencia aminoacidica de sulfatasa
humana desprovista de su péptido sefial y c) el dominio de unién a LDLR de ApoB.

2. La secuencia nucleotidica segun la reivindicacion 1, en la que la sulfatasa humana es sulfamidasa humana.
3. La secuencia nucleotidica segun la reivindicacion 2, en la que la sulfamidasa humana tiene la secuencia de
SEQ ID No. 8.

4. La secuencia nucleotidica segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el dominio de

unién a LDLR de ApoB tiene la secuencia de SEQ ID No. 10.

5. La secuencia nucleotidica segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que tiene la secuencia
perteneciente al siguiente grupo:

a) ensamblaje del médulo hAATsp-SGSH-3xflag de SEQ ID No. 11,

b) ensamblaje del médulo hIDSsp-SGSH-3xflag de SEQ ID No. 13,

c) ensamblaje del médulo hAATsp-SGSH-3xflag-ApoB de SEQ ID No. 15,
d) ensamblaje del médulo hIDSsp-SGSH-3xflag-ApoB de SEQ ID No. 17,
e) ensamblaje del médulo hAATsp-SGSH de SEQ ID No. 19,

f) ensamblaje del médulo hIDSsp-SGSH de SEQ ID No. 21,

g) ensamblaje del médulo hAATsp-SGSH-ApoB de SEQ ID No. 23,

h) ensamblaje del médulo hIDSsp-SGSH-ApoB de SEQ ID No. 25.

6. Un plasmido recombinante que comprende la secuencia nucleotidica segun cualquiera de las
reivindicaciones anteriores bajo el control de un promotor especifico del higado, preferiblemente el promotor
especifico del higado es el promotor de globulina de hormona tiroidea humana (TBG), mas preferiblemente el
promotor de globulina de hormona tiroidea humana (TBG) tiene la secuencia de SEQ ID No. 27.

7. El plasmido recombinante segun la reivindicacion 6, que es capaz de ensamblarse en un vector virico para
terapia génica de trastornos lisosémicos pertenecientes al grupo de: vector lentiviricos, vectores adenoviricos
dependientes de auxiliares o vectores de AAV, preferiblemente es el plasmido recombinante AAV2.1.

8. Un vector virico que comprende el plasmido recombinante segun la reivindicacién 6 o 7.

9. El vector virico segun la reivindicacion 8 perteneciente al grupo de vectores viricos de AAV, preferiblemente
el vector de AAV de serotipo 8.

10. Una sulfatasa quimérica consistente en el orden de secuencia N-terminal-C-terminal: a) un péptido sefial de
o bien la secuencia aminoacidica de o-antitripsina humana (hAAT) o la secuencia aminoacidica de iduronato-2-
sulfatasa (IDS) humana, perteneciendo dicha secuencia aminoacidica al siguiente grupo de SEQ ID No. 2 o SEQ ID
No. 4; b) una secuencia aminoacidica de sulfatasa humana desprovista de su péptido sefial y c) el dominio de union
a LDLR de ApoB.

11. La sulfatasa quimérica segun la reivindicaciéon 10, en la que la sulfatasa humana es sulfamidasa humana,
preferiblemente la secuencia aminoacidica de sulfamidasa humana tiene la secuencia de SEQ ID No 8.

12. La sulfatasa quimérica segun cualquiera de las reivindicaciones 10 a 11 anteriores, en la que el dominio de
unién a LDLR de ApoB tiene la secuencia de SEQ ID No 10.

13. La sulfatasa quimérica segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores 10 a 12, que tiene la secuencia
perteneciente al siguiente grupo:

a) hAATsp-SGSH-3xflag de secuencia aminoacidica SEQ ID No. 12,
b) hIDSsp-SGSH-3xflag de secuencia aminoacidica SEQ ID No. 14,
c) hAATsp-SGSH-3xflag-ApoB de secuencia aminoacidica SEQ ID No. 16,
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d) hIDSsp-SGSH-3xflag-ApoB de secuencia aminoacidica SEQ ID No. 18,
e) hAATsp-SGSH de secuencia aminoacidica SEQ ID No. 20,

f) hIDSsp-SGSH de secuencia aminoacidica SEQ ID No. 22,

g) hAATsp-SGSH-ApoB de secuencia aminoacidica SEQ ID No. 24,

h) hIDSsp-SGSH-ApoB de secuencia aminoacidica SEQ ID No. 26.

14. El plasmido recombinante segun la reivindicacion 6 o 7 o el vector virico segun la reivindicacion 8 o 9 o la
sulfatasa quimérica segun cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13 anteriores para uso como medicamento.

15. El plasmido recombinante o vector virico o sulfatasa quimérica segun la reivindicacion 14 para uso en el
tratamiento de trastornos lisosémicos.

16. El plasmido recombinante o vector virico o sulfatasa quimérica segun la reivindicacion 14 para uso en el
tratamiento de MPS, preferiblemente la MPS es MPS de tipo IlIA.

17. El plasmido recombinante o vector virico o sulfatasa quimérica para uso segun la reivindicacion 15 o 16, en
los que dicho uso es mediante terapia génica.

18. Una composicion farmacéutica que comprende el plasmido recombinante segun la reivindicacion 6 o 7 o el
vector virico segun cualquiera de las reivindicaciones 8 o 9 anteriores o la sulfatasa quimérica segun cualquiera de
las reivindicaciones 10 a 13 anteriores y diluyentes y/o excipientes y/o portadores adecuados.

19. La composicion farmacéutica segun la reivindicacion 18 para uso en el tratamiento de trastornos
lisosémicos, preferiblemente MPS, mas preferiblemente MPS de tipo IlIA.

71



ES 2661 967 T3

d49

seuewss ()]

seuewss ¢

seueuwres £

seueuiss g

| einbi4

d:lﬂ‘QEB/ZAVV so;au! ou

euewss j

VIII-SdW

VIIISdW

72



ES 2661 967 T3

Actividad de SGSH normalizada en suero (u.a.)
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Actividad de SGSH en el higado
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Figura 3
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